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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich allgemein auf das Gen der zystischen Fibrose (ZF) und insbe-
sondere auf das Identifizieren, Isolieren und Klonieren der DNA-Sequenz, die den normalen und mutanten
ZF-Genen entsprechen, sowie auf ihre Transkripte und Genprodukte. Die vorliegende Erfindung bezieht sich
auch auf Methoden fur das Screenen auf und das Erfassen von ZF-Tragern, die ZF-Diagnose, das Screenen
und die Diagnose der pranatalen ZF und die Gentherapie unter Verwendung rekombinanter Technologien und
die Arnzeimitteltherapie unter Verwendung der Informationen, die von der DNA, dem Protein und der Stoff-
wechselfunktion des Proteins abgeleitet werden.

[0002] Die zystische Fibrose (ZF) ist die haufigste, schwere, autosomale, rezessive, in der kaukasischen Be-
volkerung vorkommende genetische Krankheit. Sie tritt bei ca. 1 unter 2000 Lebendgeburten in Nordamerika
auf [Boat et al, The Metabloic Basis of Inherited Disease, sechste Ausgabe, Seite 2649-2680, McGraw Hill,
NY (1989)]. Ungefahr jede zwanzigste Person ist ein Trager dieser Krankheit.

[0003] Obwohl die Krankheit zuerst in den spaten dreilliger Jahren beschrieben worden ist, ist der grundle-
gende Defekt bisher unbekannt geblieben. Die Hauptsymptome der zystischen Fibrose umfassen die chroni-
sche Lungenerkrankung, die exokrine Pankreasinsuffizienz und erhéhte SchweilRelektrolytspiegel. Den Sym-
ptomen nach ist die zystische Fibrose eine exokrine Krankheit. Obwohl in letzter Zeit Fortschritte bei der Ana-
lyse des lonentransports durch die Apikalmembran des Epithels von Zellen von ZF-Patienten gemacht worden
sind, ist es nicht klar, ob die anormale Regulierung von Chloridkanalen den primaren Defekt der Krankheit dar-
stellt. Aufgrund des fehlenden Wissens iber den molekularen Mechanismus der Krankheit ist daher ein alter-
nativer Ansatz gemacht worden, beim Versuch, die Natur des molekularen Defekts durch das direkte Klonieren
des verantwortlichen Gens auf der Basis seiner Chromosomenposition besser zu verstehen.

[0004] Es besteht jedoch kein klarer Phenotyp, der einen Ansatz auf die genaue Natur der genetischen Basis
der Krankheit hin steuert oder die Identifizierung des Gens der zystischen Fibrose gestattet. Die Natur des
ZF-Defekts mit Bezug auf die genetischen Bevdlkerungsdaten ist bisher nicht ohne weiteres offensichtlich ge-
worden. Sowohl die Verbreitung der Krankheit als auch die klinische Heterogenitat sind schon durch mehrere
verschiedene Mechanismen erklart worden: eine hohe Mutationsrate, einen heterozygoten Vorteil, den gene-
tischen Drift, mehrere Loci und die Reproduktionskompensation.

[0005] Viele dieser Hypothesen kénnen aufgrund des fehlenden Wissens beziglich des grundlegenden De-
fekts nicht Gberprift werden. Aus diesem Grund hat man sich bei alternativen Ansatzen fiir das Bestimmen
und Charakterisieren des ZF-Gens auf den Versuch konzentriert, die Position des Gens durch Erbanalyse zu
identifizieren.

[0006] In den 1950iger Jahren wurde die Analyse der Kopplung des ZF-Gens an antigene und Proteinmaker
versucht, es lieflen sich jedoch keine positiven Ergebnisse erzielen (Steinberg et al Am. J. Hum. Genet. 8:
162-176, (1956); Steinberg and Morton Am. J. Hum. Genet 8: 177-189, (1956); Goodchild et al J. Med. Genet.
7:417-419, 1976.

[0007] In letzter Zeit ist es mdglich geworden, RFLPs zur Erleichterung der Kopplungsanalyse zu verwenden.
Eine Kopplung eines RFLP-Markers an das ZF-Gen wurde zum ersten Mal im Jahre 1985 offenbart (Tsui et al.
Science 230: 1054 1057, 1985), wobei eine Kopplung zwischen dem ZF-Gen und einem nicht charakterisierten
Marker, namlich DOCRI-917, festgestellt wurde. Dieser Zusammenhang wurde bei einer Analyse von 39 Fa-
milien an ZF leidenden Kindern festgestellt. Dabei wurde gezeigt, dass die Chromosomenposition zwar nicht
bestimmt worden war, die Position des Gens der Krankheit jedoch auf ca. 1% des menschlichen Genoms oder
ca. 30 Millionen Nucleotidbasenpaare beschrankt werden konnte.

[0008] Die Chromosomenposition der DOCRI-917-Sonde wurde unter Zuhilfenhame von Nagetier-Hu-
man-Hybridzellinien, die verschiedene menschliche Chromosomenkomplemente enthalten, bestimmt. Es wur-
de gezeigt, dass DOCRI-917 (und deshalb das ZF-Gen) an das menschliche Chromosom 7 kartiert.

[0009] Weitere Studien der physischen und genetischen Verkopplung wurden durchgefihrt, um zu versu-
chen, die Position des ZF-Gens zu bestimmen. Zengerling et al [Am. J. Hum. Genet. 40: 228-236 (1987)] be-
schreibt die Verwendung von somatischen Human-Maus-Zellhybriden, um weitere Einzelheiten des physi-
schen Zusammenhangs zwischen dem ZF-Gen und den Markern zu erhalten, von denen bekannt ist, dass sie
damit verkoppelt sind. Diese Veroffentlichung zeigt, dass das ZF-Gen entweder der distalen Region der Bande
g22 oder der proximalen Region der Bande g31 am Chromosom 7 zugeordnet werden kann.

[0010] Rommens et al [Am. J. Hum. Genet. 43: 645-663, (1988)] besprechen in genauen Einzelheiten das
Isolieren vieler neuer 7g31-Sonden. Der dabei skizzierte Ansatz fliihrte zum Isolieren von zwei neuen Sonden,
namlich D75122 und D75340, die nahe beieinander gelegen sind. Die Pulsfeldgelelektrophorese-Kartierung
zeigt an, dass diese beiden RFLP-Marker zwischen zwei Markern liegen, von denen bekannt ist, dass sie das
ZF-Gen flankieren, namlich MET [White, R., Woodward S., Leppert M., et al. Nature 318: 382-384, (1985)] und
D7S8 (Wainwright, B. J., Scrambler, P. J. und J. Schwidtke, Nature 318: 384-385 (1985)], d. h. sie liegen in der
ZF-Genregion. Die Entdeckung dieser Marker bietet einen Ausgangspunkt fir die Chromosomenwanderung
und den Chromosomensprung.
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[0011] Estivill et al. [Nature 326: 840-845 (1987] offenbaren, dass die Position eines Kanditaten-cDNA-Gens
bestimmt und dieses teilweise charakterisiert worden ist. Sie geben jedoch nicht die richtige Position des
ZF-Gens an. In dieser Literaturangabe wird ein Kandidaten-cDNA-Gen stromabwarts von einer CpG-Insel be-
schrieben, wobei es sich um untermethylierte, an GZ-Nukleotid reiche Region stromaufwarts von vielen Verte-
bratengenen handelt. Die Chromosomenpositionierung des KandidatenLocus ist als XV2C-Region identifiziert
worden. Diese Region ist in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 88303645.1 beschrieben worden. In die-
ser tatsachlichen Region ist das ZF-Gen jedoch nicht enthalten.

[0012] Eine wesentliche Schwierigkeit beim Identifizieren des ZF-Gens ist durch den Mangel an zytologisch
erfassbaren Chromosomen-Neuanordnungen oder — deletionen hervorgerufen worden, durch die alle vorheri-
gen Erfolge beim Klonieren menschlicher Krankheitsgene durch das Wissen bezuiglich der Kartenposition we-
sentlich erleichtern worden sind.

[0013] Derartige Neuanordnungen und Deletionen konnten zytologisch beobachtet werden und dadurch
konnte eine physische Position an einem bestimmten Chromosom mit einer bestimmten Krankheit in Bezie-
hung gesetzt werden. Des weiteren konnte diese zytologische Position mit einer Molekularposition in Verbin-
dung gebracht werden auf der Basis einer bekannten Beziehung zwischen 6&ffentlich verfigbaren DNA-Sonden
und zytologisch sichtbaren Anderungen in den Chromosomen. Die Kenntnis der molekularen Position des
Gens bezlglich einer bestimmten Krankheit wiirde das Klonieren und Sequenzieren dieses Gens durch routi-
nemafige Verfahren besonders dann gestatten, wenn das Genprodukt bekannt ist und der Kloniererfolg durch
Immunoassay der Expressionsprodukte der klonierten Gene bestatigt werden kann.

[0014] Im Gegensatz dazu war im Stand der Technik weder die zytologische Position noch das Genprodukt
des Gens der zystischen Fibrose bekannt. Durch die kirzliche Identifizierung von MET und D7S8, wobei es
sich um Marker handelt, die das ZF-Gen flankieren, wobei jedoch ihre molekulare Position nicht bestimmt wor-
den ist, haben die betreffenden Erfinder verschiedene neue Genklonierungsstrategien entwickelt, um dem
ZF-Gen erfindungsgemal nahe zu kommen. Die bei diesen Strategien angewendeten Methoden umfassen
das Chromosomenspringen von den flankierenden Markern, das Klonieren von DNA-Fragmenten aus einer
definierten physischen Region unter Anwendung der Pulsfeldgelelektrophorese, eine Kombination von Kérper-
zellenhybrid- und molekularen Kloniertechniken, die zum Isolieren von DNA-Fragmenten von untermethylier-
ten cPG-Inseln in der Nahe der ZF bestimmt sind, das Chromosomen-Mikrodissezieren und -klonieren und das
Sattigungsklonieren einer grof3en Anzahl von DNA-Markern aus der 7g31-Region. Durch diese neuartigen
Strategien waren die betreffenden Erfinder in der Lage, das Gen zu identifizieren, das fur die zystische Fibrose
verantwortlich ist, in den Fallen, in denen der Stand der Technik ungewisse oder in einem Fall sogar falsche
Antworten lieferte.

[0015] Die Anwendung dieser genetischen und molekularen Klonierungsstrategien hat das Isolieren und cD-
NA-Klonieren des Gens der zystischen Fibrose auf der Basis seiner Chromosomenposition ohne den Vorteil
der genomischen Neuanordnung als Wegzeiger gestattet. Das Identifizieren der normalen und mutanten For-
men des ZF-Gens und der ZF-Genprodukte hat es gestattet, Screening- und diagnostische Tests auf ZF unter
Verwendung von Nucleinsauresonden und Antikérpern zum Genprodukt zu entwickeln. Durch die Wechselwir-
kung mit dem defekten Genprodukt und den Weg, auf dem dieses Genprodukt involviert ist, ist die Therapie
durch normale Genproduktsupplementierung und Genmanipulation und — bereitstellung nun mdéglich.

[0016] Das Gen, das beim Krankheitsprozess der zystischen Fibrose involviert ist, das im Folgenden
"ZF-Gen" genannt wird, und dessen funktionelle Aquivalente sind identifiziert, isoliert und cDNA-kloniert und
dessen Transkripte und Genprodukte identifiziert und sequenziert worden. Eine Dreibasenpaar-Deletion, die
zur Auslassung eines Phenylalaninrests im Genprodukt fuhrt, wurde dahingehend bestimmt, dass es den Mu-
tationen des ZF-Gens in ca. 70% der an ZF leidenden Patienten entspricht, wobei verschiedene Mutationen in
den meisten, wenn nicht in allen verbleibenden Fallen eine Rolle spielen.

[0017] Im Zuge der Identifizierung und Sequenzierung des Gens und seiner Genprodukte kdnnen Nuclein-
sauresonden und zum Genprodukt gebildete Antikérper in einer Reihe verschiedener Hybridisierungs- und im-
munologischer Assays zum Screenen und Erfassen des Vorliegens entweder eines normalen oder eines de-
fekten ZF-Gens oder Genprodukts verwendet werden. Assaykitausristungen fiir ein derartiges Screenen und
eine solche Diagnose kdnnen ebenfalls bereitgestellt werden.

[0018] Die Therapie des Patienten durch Supplementierung mit dem normalen Genprodukt, dessen Herstel-
lung mit Hilfe genetischer und rekombinanter Techniken amplifiziert werden kann, oder dessen funktionellem
Aquivalent ist nun eventuell méglich. Die Korrektion oder Modifikation des defekten Genprodukts durch Arz-
neimittelbehandlung ist nun eventuell méglich. Auflerdem kann die zystische Fibrose durch Gentherapie durch
Korrigieren des Gendefekts in situ oder mit Hilfe rekombinanter oder anderer Vehikel unter Bereitstellung einer
DNA-Sequenz, die in der Lage ist, das normale Genprodukt an die Zellen des Patienten zu exprimieren, geheilt
oder unter Kontrolle gehalten werden.

[0019] Einer Ausgestaltung der Erfindung gemaR wird ein gereinigtes DNA-Molekil bereitgestellt, das ein
Gen der zystischen Fibrose umfasst, wobei das Gen eine DNA-Sequenz umfasst, die aus der Gruppe ausge-
wahlt wird, die aus Folgenden besteht:
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(a) DNA-Sequenzen, die der DNA-Sequenz in Fig. 1 von der Aminosaurerestposition 1 zur -position 1480
oder einer polymorphen Form der DNA-Sequenz entsprechen, in der die Nucleotidsubstitution in der
DNA-Sequenz die wesentliche Funktion des dadurch codierten Polypeptids nicht beeinflusst;

(b) DNA-Sequenzen, die fur ein normales Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid der zystischen
Fibrose (ZFTR), das die Sequenz der Fig. 1 entsprechend von der Aminosaurerestposition 1 bis zur — po-
sition 1480 aufweist, oder eine polymorphe Form des Polypeptids codieren, in der die Aminosauresubstitu-
tion in den verschiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funkti-
onieren derselben oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder tertidre Struktur nicht beein-
flusst;

(c) DNA-Sequenzen, die einem Fragment der DNA-Sequenz in Fig. 1 entsprechen, das mindestens 16 se-
quentielle Nucleotide zwischen den Nucleotidsequenzpositionen 134 und 4573 umfasst, und die in der Lage
sind, nach einem normalem oder einem defekten Gen oder Genprodukt der zystischen Fibrose zu suchen
oder das Vorliegen derselben zu bestimmen, und

(d) DNA-Sequenzen, die mindestens 16 sequentielle Nucleotide umfassen und fiir ein Fragment der Ami-
nosauresequenz der Fig. 1 codieren, die in der Lage sind, noch einem normalem oder einem defekten Gen
oder Genprodukt der zystischen Fibrose zu suchen oder das Vorliegen derselben zu bestimmen, und

(e) DNA-Sequenzen, die fur ein Epitop codieren, das durch mindestens 18 sequentielle Nucleotide in der
DNA-Sequenz der Fig. 1 zwischen den Aminosaurerestpositionen 1 und 1480 codiert ist.

[0020] Bei der DNA kann es sich beispielsweise um cDNA handeln.
[0021] Einer anderen Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung geman wird ein gereinigtes DNA-Modul aus
(a), (b) oder (c) wie oben definiert, bereitgestellt, das des Weiteren mindestens eine Mutation in der DNA-Se-
quenz enthalt, die, falls sie in den Zellen des menschlichen Kérpers exprimiert ist, mit einer geadnderten Zell-
funktion assoziiert ist, die mit der zystischen Fibrose in Beziehung steht, wobei die Mutation eine Deletion von
3 Nucleotiden einschlief3t, die fur Phenylalanin in der Aminosaurerestposition 508 codieren.
[0022] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaR wird eine gereinigte Nucleinsauresonde bereitge-
stellt, die eine DNA- oder RNA-Nucleotidsequenz umfasst, die der Sequenz den Merkmalen (c), (d) oder (e)
gemal, wie oben definiert, entspricht.
[0023] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemafl wird ein rekombinanter Kloniervektor bereitge-
stellt, der ein erfindungsgemafles DNA-Molekil umfasst. Einer Ausgestaltung der Erfindung geman ist der
Vektor funktionsfahig an eine Expressionskontrollsequenz in dem rekombinanten DNA-Molekul so verkoppelt,
dass das normale ZFTR-Protein exprimiert werden kann oder, alternativ, mit der anderen ausgewahlten mu-
tanten DNA-Sequenz, so dass das mutante ZFTR-Polypeptid exprimiert werden kann. Die Expressionskont-
rollsequenz wird aus der Gruppe ausgewahlt, die aus Sequenzen, die die Expression von Genen prokaryoti-
scher oder eukaryotischer Zellen steuern, und ihren Viren und Kombinationen derselben besteht.
[0024] Bei einer anderen Ausgestaltung umfasst die Erfindung einen nichtmenschlichen Wirt, der mit einem
erfindungsgemafen Vektor transformiert wird.
[0025] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung geman wird eine Methode fiir die Herstellung eines nor-
malen oder mutanten TransmembrankonduktanzregulatorPolypeptids der zystischen Fibrose (ZFTR) bereitge-
stellt, die folgende Schritte umfasst:
(a) Kultivieren einer Wirtszelle, die mit dem Vektor nach Anspruch 5 in einem Medium und unter Bedingun-
gen transfiziert ist, die fur die Expression eines normalen oder mutanten ZFTR-Polypeptids glinstig sind,
und
(b) Isolieren des exprimierten normalen oder mutanten ZFTR-Polypeptids.

[0026] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird ein gereinigtes DNA-Molekiil bereitgetellt, das
eine DNA-Sequenz umfasst, die ein mutantes Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid der zystischen
Fibrose (ZFTR), das eine Sequenz nach Fig. 1 fir Aminosaurerestpositionen 1 bis 1480 aufweist, oder eine
polymorphe Form des Polypeptids codiert, in der die Aminosauresubstitution in den verschiedenen Regionen
des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben oder ihr hydropathi-
sches Profil oder die sekundare oder tertidre Struktur nicht beeinflusst, des Weiteren durch eine Deletion der
drei Nucleotide gekennzeichnet, die Phenylalanion an der Aminosaurerestposition 508 codieren.
[0027] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf} wird gereinigtes Transmembrankonduktanzregu-
lator-Polypeptid der zystischen Fibrose (ZFTR) bereitgestellt, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Peptid-
molmasse von 170.000 Dalton aufweist und aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus Folgenden besteht:
(a) einem normalen ZFTR-Polypeptid mit einer die Zellmembranionenkonduktanz beeinflussenden Aktivi-
tat, das die Sequenz nach Fig. 1 fur die Aminosaurepositionen 1 bis 1480 aufweist, oder eine polymorphe
Form des normalen ZFTR-Polypeptids, in der die Aminosauresubstitution in den verschiedenen Regionen
des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben oder ihr hydropathi-
sches Profil oder die sekundare oder tertidre Struktur nicht beeinflusst, und
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(b) einem mutanten ZFTR-Polypeptid mit einer zystischen Fibroseaktivitat in menschlichen Zellen, das die
Sequenz nach Fig. 1 fir die Aminosaurepositionen 1 bis 1480 aufweist, mit Ausnahme der Deletion von
enylalanin an der Aminosaurerestposition 508.

[0028] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird ein Polypeptid bereitgestellt, das durch die
Expression einer erfindunggemafen DNA-Sequenz codiert ist, wobei das Polypeptid die immunologische oder
biologische Aktivitat eines normalen oder mutanten ZFTR-Polypeptids aufweist.
[0029] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird ein Verfahren bereitgestellt fir das Isolieren
des normalen oder mutanten erfindugnsgemafRen ZFTR-Proteins aus das Protein enthaltenden Zellen, wel-
ches Verfahren folgende Schritte umfasst:

(a) Léslichmachen des Proteins einer ausgewahlten Zellmembran, in der entweder das normale oder das

mutante ZFTR-Protein exprimiert ist, unter Bildung einer Lésung des ZFTR-Proteins,

(b) Trennen des ZFTR-Proteins von der L6sung durch Kontaktieren der L6sung mit Antikérpern gegen das

normale oder mutante ZFTR-Protein, wobei die Antikdrper auf einem Substrat immobilisiert werden,

(c) Spulen des Substrats zur Entfernung des Proteins, das nicht an den Antikérpern anhaftet,

(d) Freisetzen des ZFTR-Proteins von den Antikdrpern zur Isolierung des ZFTR-Proteins und

(e) Reinigen des ZFTR-Proteins zur Entfernung von jeglichem anderem Mammalienprotein.

[0030] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird eine Methode fiir das Screening einer Ver-
suchsperson bereitgestellt, um zu bestimmen, ob diese Versuchsperson ein Trager der zystischen Fibrose (ZF)
oder ZF-Patient ist, welche Methode folgende Schritte umfasst:
Durchfiihren einer Untersuchung fur die Bestimmung, in einer einem Screenen zu unterwerfenden biologi-
schen Probe, des Vorliegens von mindestens einem Mitglied der Gruppe, die aus Folgendem besteht: einem
normalen ZF-Gen, normalen ZF-Genprodukten, einem mutanten ZF-Gen, mutanten ZF-Genprodukten und Mi-
schungen derselben, einem normalen ZFTR-Polypeptid mit einer die Zelltransmembran-lonenkonduktanz be-
einflussenden Aktivitat und der Sequenz nach Fig. 1 fliir Aminosaurepositionen 1 bis 1480 oder einer polzmor-
phen Form des normalen ZFTR-Polypeptids, in der die Aminosduresubstitution in den verschiedenen Regio-
nen des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben, oder ihr hydropa-
thisches Profil oder die sekundare oder tertiare Struktur nicht beeinflusst, einem mutanten ZFTR-Polypeptid
mit einer zystischen Fibroseaktivitat in menschlichen Zellen und der Sequenz nach Fig. 1 fir Aminosaurepo-
sitionen 1 bis 1480, mit der Ausnahme der Deletion von Phenylalanin in der Aminosaurerestposition 508, wobei
es sich bei der Untersuchung um

(i) eine Hybridisierung involvierende Untersuchung oder

(i) eine immunologische Untersuchung handelt

und/oder die unter Zuhilfenahme eines oder mehrerer der Folgenden erfolgt: Hybridisierung unter Zuhilfe-

nahme spezifischer Olegonucleoide, des direkten DNA-Sequenzierens, von Restriktionsenzymen, der Dis-

kriminierung auf der Basis der elektrophoretischen Mobilitat in Gelen mit denaturierendem Mittel, RNa-

se-Protektion, chemischer Spaltung oder einem durch Ligase-vermittelten Bestimmungsverfahren.

[0031] Der Hybridisierungsassay kann die Verwendung eines oder mehrerer erfindungsgemafier Nucleotide
umfassen, wobei keine zwei Nucleotide die gleichen sind, welche Nucleotide auf irgendeine herkémmliche
Weise markiert sein kbnnen.

[0032] Ist die Assaymethode eine immunologische Methode und die biologische Probe umfasst ein normales
Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid der zystischen Fibrose (ZFTR)der Versuchsperson und/oder
ein mutantes ZFTR-Polypeptid der Versuchsperson: das normale ZFTR-Polypeptid, das die Sequenz nach
Fig. 1 fur die Aminosaurepositionen 1 bis 1480 aufweist, oder eine polymorphe Form des Polypeptids, in der
die Aminosauresubstitution in den verschiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das
wesentliche Funktionieren derselben oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder tertiare Struktur
nicht beeinflusst, und das mutante ZFTR-Polypeptid, das die Sequenz nach Fig. 1 fir die Aminosaurepositio-
nen 1 bis 1480 aufweist, mit Ausnahme der Deletion von Phenylalanin an der Aminosaurerestposition 508.
[0033] Die immunologische Assaymethode kann Antikbrper umfassen, die flr ein normales und/oder ein mu-
tantes ZFTR-Polypeptid spezifisch sind. Die bei der Methode verwendeten Antikorper kénnen monoklonal sein.
[0034] Einer anderen Ausgestaltung der Erfindung gemaR wird die Methode fir das Screenen einer Ver-
suchsperson der Erfindung gemaf an einem Fétus in utero durchgefiihrt.

[0035] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaR, ein Verfahren fir das Screening eines potentiellen
Tragers der zystischen Fibrose (ZF) oder eines an zystischer Fibrose leidenden Patienten zur Identifizierung
des Vorliegens einer identifizierten zystischen Fibrosemutation im ZF-Gen, das fiir ein Transmembrankonduk-
tanzregulator-Polypeptid fiir zystische Fibrose (ZFTR) codiert mit der Sequenz nach Fig. 1 fir Aminosaurepo-
sition 1 bis Position 1480 oder eine polymorphe Form des Polypeptids aufweist, in der eine Aminosauresubsti-
tution in verschiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren
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derselben oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder tertidre Struktur nicht beeinflusst, wobei das

Verfahren folgende Schritte umfasst:
(a) Das Hybridisieren einer DNA-Sonde nach Anspruch 3 auf die isolierte genome DNA vom potentiellen
ZF-Trager oder dem potentiellen Patienten, wobei die DNA-Sonde die zystische Fibrosemutation in dem
ZF-Gen umfasst, wobei die DNA-Sonde in der Lage ist, die zystische Fibrosemutation zu bestimmen und
(b) Behandeln der genomen DNA zur Bestimmung des Vorliegens oder der Abwesenheit der DNA-Sonde
und Anzeigen des Vorliegens oder der Abwesenheit der zystischen Fibrosemutation einer vorbestimmten
Art der Hybridisierung entsprechend.

[0036] Einer weiteren Ausgestaltung gemaf umfasst die Erfindung ein Verfahren fiir das Feststellen von Tra-
ger der zystischen Fibrose oder an zystischer Fibrose leidenden Patienten, wobei das Verfahren aus Folgen-
dem besteht: Kontaktieren eines ZF-Gens des Patienten oder Tragers mit einer Restriktionsendonuclease, Be-
stimmen des Vorliegens oder der Abwesenheit einer Restriktionsendonucleasestelle in dem ZF-Gen und Ver-
gleichen des Musters der Restriktionsendonucleasestellen in dem ZP-Gen mit einem normalen ZF-Gen, das
der Nucleotidsequenz entspricht, die flir das Polypeptid zwischen dem Aminosaurerest in Position 1 und 1480
der Fig. 1 codiert, wobei das Vorliegen zusatzlicher Stellen am normalen ZF-Gen oder die Abwesenheit von
Stellen im normalen ZF-Gen auf ein mutantes ZF-Gen hinweist.
[0037] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung geman wird ein Verfahren bereitgestellt flir das Feststellen
von Tragern der zystischen Fibrose, wobei das Verfahren aus Folgendem besteht: Bestimmen der Differenti-
almobilitdt von Heteroduplex-PKR-Produkten in Polyacrylamidgelen durch Insertionen oder Deletionen in dem
mutanten zystischen Fibrose-(ZF)-Gen im Vergleich mit der normalen ZF-Gen, das der Nucleotidsequenz ent-
spricht, die fur das Polypeptid zwischen der Aminosaurerestposition 1 und 1480 der Fig. 1 codiert.
[0038] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird ein Versuchskit bereitgestellt fiir das Unter-
suchen auf das Vorliegen eines normalen ZF-Gens, das der Nucleotidsequenz entspricht, die fur das Polypep-
tid zwischen der Aminosaurerestposition 1 und 1480 der Fig. 1 codiert, oder eines mutanten ZF-Gens, das
mindestens eine drei Basenpaare umfassende Deletion im normalen ZF-Gen aufweist, welche Deletion zur
Deletion eines Phenylalanins an der Aminosaurerestposition 508 der Fig. 1 fuhrt, durch einen Immunoassay,
der Folgendes umfasst:

(a) einen Antikorper, der spezifisch an ein Genprodukt des normalen oder mutanten ZF-Gens nach An-

spruch 9 bindet,

(b) ein Reagensmittel fir das Feststellen der Bindung des Antikdrpers an das Genprodukt und

(c) wobei der Antikérper und das Reagensmittel in Mengen vorliegen, die zur Durchfihrung des Immuno-

assays effektiv sind.

[0039] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaR, Kit fur das Untersuchen auf das Vorliegen eines
normalen Gens der zystischen Fibrose (ZF), das der Nucleotidsequenz entspricht, die das Polypeptid zwi-
schen der Aminosdaurerestposition 1 und 1480 der Fig. 1 codiert, oder eines mutanten ZF-Gens, das mindes-
tens eine drei Basenpaare umfassende Deletion im normalen ZF-Gen aufweist, welche Deletion zur Deletion
eines Phenylalanins an der Aminosaurerestposition 508 der Fig. 1 fuhrt, durch eine Hybridisierung, die Folgen-
des umfasst:

(a) eine Oligonucleotidsonde nach Anspruch 3, die spezifisch an das normale oder das mutante ZF-Gen

bindet,

(b) ein Reagensmittel fiir das Feststellen der Hybridisierung der Oligonuceotidsonde an dem normalen oder

dem mutanten ZF-Gen und

(c) wobei die Sonde und das Reagensmittel in Mengen vorliegen, die zur Durchflihrung des Hybridisierung-

sassays effektiv sind.

[0040] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird ein immunologisch aktiver gegen die zysti-
sche Fibrose wirkender polyklonaler oder monoklonaler Transmembrankonduktanzregulator-(ZFTR)-Polypep-
tid-Antikorper, der fur ein erfindungsgemalfes ZFTR-Polypeptid spezifisch ist, bereitgestellt. Ein den erfin-
dungsgemalen monoklonalen Antikérper bildendes Hybridom ist eine weitere Ausgestaltung der Erfindung.
[0041] Einer weiteren Ausgestaltung gemal umfasst die Erfindung eine Zusammensetzung fir die Behand-
lung der zystischen Fibrose bei einem Patienten, die eine therapeutisch wirksame Menge eines gereinigten
normalen erfindungsgemaflen ZFTR-Polypeptids umfasst. Der Trager kann ein Lungentensidprotein umfas-
sen, um das Aufbringen der Zusammensetzung auf respiratorische Epithelzellen zu erleichtern.

[0042] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaf wird eine Zusammensetzung fir die Gentherapie
bei zystischer Fibrose bereitgestellt, die ein erfindungsgemafes DNA-Molekil und ein Vehikel fir die Verab-
reichung des DNA-Molekiils an eine Zelle eines an zystischer Fibrose leidenden Patienten umfasst. Bei dem
Vehikel kann es sich beispielsweise um einen rekombinanten Vektor handeln.

[0043] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung geman wird ein nichtmenschliches Tier bereitgestellt, das
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ein heterologes Zellsystem umfasst, das einen erfindungsgemafen rekombinanten Kloniervektor umfasst, wel-
cher Vektor die Symptome der zystischen Fibrose in dem Tier induziert.

[0044] Einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung gemaR, transgene Maus, die die Symptome der zysti-
schen Fibrose aufweist, die durch die Schritte erzielt werden kdnnen, die Folgendes umfassen: Einfihren ei-
nes zystischen Fibrosegens nach Anspruch 2, das fir ein mutantes Transmembrankonduktanzregulatorprotein
der zystischen Fibrose codiert, welches mindestens eine Deletion von Phenylalanin in der 508 in Fig. 1 ent-
sprechenden Position enthalt, in einen Mausoozyten oder einen Mausembryo und gegebenenfalls Inaktivieren
des endogenen Mausgens fiir zystische Fibrose.

[0045] Um die Erfindung besser zu verstehen, wird nun Bezug genommen auf die beiliegenden Zeichnungen
in denen:

[0046] Fig. 1 die Nucleotidsequenz des ZF-Gens und die Aminosauresequenz des ZFTR-Proteins darstellt;
[0047] Fig. 2 eine Restriktionskarte des ZF-Gens und der zur Chromosomenwanderung und zum Chromoso-
mensprung zum Gen verwendeten schematischen Strategie zeigt;

[0048] Fig. 3 eine Pulsfeldgelelektrophoresekarte der Region zeigt, die das ZF-Gen umfasst und es umgibt;
[0049] Die Fig. 4A, 4B und 4C die Erfassung konservierter Nucleotidsequenzen durch Kreuzspezieshybridi-
sierung zeigen;

[0050] Fig. 4D eine Restriktionskarte sich tiberschneidender Segmente der Sonden E4.3 und H1.6 zeigt;
[0051] Fig. 5 eine RNA-Blot-Hybridisierungsanalyse unter Verwendung von genomen und cDNA-Sonden
zeigt. Es wird die Hybridisierung zur Fibroblast-, (normalen und ZF-)Trachea-, Bauchspeicheldriise-, Leber-,
HL60-, T84- und Hirn-RNA gezeigt;

[0052] Fig. 6 den Methylierungszustand der klonierten E4.3-Region am 5'-Ende des ZF-Gens zeigt;

[0053] Fig. 7 eine Restriktionskarte der ZFTR-cDNA, die die Ausrichtung der cDNA auf die genomen
DNA-Fragmente zeigt;

[0054] Fig. 8 eine RNA-Gelblotanalyse, die die Hybridisierung durch einen Teil der ZFTR-cDNA (Klon 10-1)
an ein 6,5 kb-mRNA-Transkript in verschiedenen menschlichen Geweben zeigt;

[0055] Fig. 9 eine DNA-Blothybridisierungsanalyse zeigt, die die Hybridisierung durch die ZFTR-cDNA-Klone
zur genomen, mit EcoRI und Hind Ill digerierten DNA veranschaulicht;

[0056] Fig. 10 ein Primerextensionexperiment zeigt, das die 5'- und 3'-Ende der ZFTR-cDNA charakterisiert;
[0057] Fig. 11 ein Hydropathieprofil und die vorausgesagte Sekundarstrukturen des ZFTR zeigt;

[0058] Fig. 12 eine Dot-Matrixanalyse interner Homologien im vorausgesagten ZFTR-Polypeptid zeigt;
[0059] Fig. 13 ein schematisches Modell des vorausgesagten ZFTR-Proteins zeigt;

[0060] Fig. 14 eine schematische Darstellung der Restriktionsfragmentlangen Polymorphismen (RFLP) zeigt,
die mit dem ZF-Gen eng verkoppelt sind, wobei das umgekehrte Dreieck die Position der F508 Drei-Basen-
paardeletion anzeigt;

[0061] Fig. 15 die Erfassung der F508 Mutation durch Oligonucleotidhybridisierung darstellt, wobei die Sonde
N die normale Sequenz und die Sonde F die mutante ZF-Sequenz erfasst;

[0062] Fig. 16 die Ausrichtung der am besten erhaltenen Segmente der verlangerten NBF des ZFTR mit ver-
gleichbaren Regionen anderer Proteine darstellt;

[0063] Fig. 17 die DNA-Sequenz um die F508 Deletion herum zeigt;

[0064] Fig. 18 eine Darstellung des Nucleotidsequenziergels zeigt, die die DNA-Sequenz an der F508-Dele-
tion zeigt;

[0065] Fig. 19a und 19b mit Coomassie-blau gefarbte Polyacrylamidgele auf die Elektorophorese von Protein
aus Bakterienlysaten (JM101) hin zeigen, welche Bakterien durch die pGEX-Plasmide transformiert worden
sind;

[0066] Fig. 20 Immunblots von Bakterienlysaten zeigen, die das Fusionsprotein #1 (Tabelle 8) enthalten, mit
Vorimmun- und Immunsera aus zwei verschiedenen Kaninchen;

[0067] Fig. 21 ein Immunblot von T-84-Membranen unter Verwendung von Immunserum aus dem Kaninchen
#1 aus Fig. 20 zeigt; und

[0068] Fig. 22 Immundotblots zeigt, die mit Vorimmun- und Immunsera aus einem Kaninchen sondiert sind,
das mit dem KLH-Konjugat des Peptids #2 aus Tabelle 8 immunisiert worden ist.

[0069] Um die Erfindung noch besser verstehen zu kénnen, werden nun Ausfiihrungsformen derselben aus-
schlieBlich zur Veranschaulichung beschrieben.

1. DEFINITIONEN

[0070] Um eine Besprechung der verschiedenen Ausfiihrungsformen der Erfindung und ein Verstandnis der
verschiedenen Elemente und Bestandteile, die beim Ausfiihren der Erfindung und Verwenden derselben ver-
wendet werden, zu erleichtern, ist die folgende Definition von in der Beschreibung der Erfindung verwendeten
Begriffen wie folgt:

ZF - zystische Fibrose
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ZF-Trager — eine Person, die gesund zu sein scheint, deren Chromosome ein mutantes ZF-Gen enthalten, das
auf die Nachkommen der Person Ubertragen werden kann.

ZF-Patient — eine Person, die ein mutantes ZF-Gen an jedem Chromosom derart tragt, dass sie die klinischen
Symptome der zystischen Fibrose aufweist.

ZF-Gen - das Gen, dessen mutante Formen mit der zystischen Fibrosekrankheit verbunden sind. Diese Defi-
nition ist so zu verstehen, dass sie die verschiedenen Sequenzpolymorphismen einschliel3t, die existieren, bei
denen Nucleotidsubstitutionen in der Gensequenz die wesentliche Funktion des Genprodukts nicht beeinflus-
sen. Dieser Begriff bezieht sich vor allem auf eine isolierte Codiersequenz, kann jedoch einige oder alle der
flankierenden Regulatorelemente und/oder Introne einschlief3en.

ZF-PI1 - zystische Fibrose-Pankreasinsuffizienz, die grof3te klinische Untergruppe von an zystischer Fibrose lei-
denden Patienten, die durch eine mangelnde Pankreasexokrinfunktion gekennzeichnet sind.

ZF-PS - zystische Fibrose-Pankreasinsuffizienz, eine klinische Untergruppe von an zystischer Fibrose leiden-
den Patienten mit einer ausreichenden Pankreasexokrinfunktion fiir die normale Verdauung von Nahrung.
ZFTR - Transmembrankonduktanzregulatorprotein der zystischen Fibrose, das durch das ZF-Gen kodiert ist.
Diese Definition schliel3t das Protein ein, wie es aus menschlichen oder tierischen Quellen isoliert wird, wie es
durch rekombinante Organismen gebildet und wie es chemisch oder enzymatisch synthetisiert wird. Diese De-
finition ist so zu verstehen, dass sie die verschiedenen polymorphen Formen des Protein einschliel3t, wobei
Aminosauresubstitutionen in den verschiedenen Regionen der Sequenz das wesentliche Funktionieren des
Proteins oder dessen hydropathisches Profil oder sekundare oder tertiare Struktur nicht beeinfluss Profil oder
sekundare oder tetridre Struktur nicht beeinflussen.

[0071] Die DNA-Standardnomenklatur wird zum Identifizieren der Basen verwendet.

[0072] Intronfreie DNA - ein Stuck der DNA, dem interne nichtkodierende Segmente, beispielsweise cDNA,
fehlen.

[0073] IRP-Locussequenz — (mit Protoonkogen-int-1-verbunden), ein in der Nahe des ZF-Gen gelegenes
Gen.

[0074] Mutantes ZFTR - ein Protein, das ZFTR bezlglich der primaren, sekundare und tertidren Struktur du-
Rerst analog ist, bei dem jedoch eine geringe Anzahl von Aminosauresubstitutionen und/oder -deletionen
und/oder -insertionen zu einer Beeintrachtigung von dessen wesentlicher Funktion fiihren, so dass Organis-
men, deren Epithelzellen mutantes ZFTR anstatt ZFTR exprimieren, die Symptome zystischer Fibrose aufwei-
sen.

[0075] mZF - ein Mausgen, das dem menschlichen ZF-Gen ortholog ist.

[0076] NBFs — Nucleotid-(ATP)-Bindungsfalten

[0077] ORF - offenes Leseraster

[0078] PKR - Polymerasekettenreaktion

[0079] Protein — es wird eine aus Einzelbuchstaben bestehende Nomenklatur zum Identifizieren der Amino-
sauren verwendet

[0080] R-Domane — eine hoch geladene zytoplastische Doméane des ZFTR-Proteins

[0081] RSV - Rous-Sarkom-Virus

[0082] TP - Tensidprotein

[0083] RFLP - Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus.

2. ISOLIEREN DES ZF-GENS

[0084] Unter Verwendung der Chromosomenwanderung, des Chromosomensprungs und der cDNA-Hybridi-
sierung sind DNA-Sequenzen, die > 500 Kilobasenpaare (kb) umfassen, aus einer Region am langen Arm des
menschlichen, das Gen der zystischen Fibrose (ZF) enthaltenden Chromosoms 7 isoliert worden. Mehrere
transkribierte Sequenzen und konservierte Segmente sind in dieser Region identifiziert worden. Eine bzw. ei-
nes Derselben entspricht dem ZF-Gen und umfasst ca. 250 kb der genomen DNA. Uberlappende komplemen-
tare DNA-(cDNA)-Klone sind aus Epithelzellbibdiotheken mit einem genomischen, einen Teil das zystischen
Fibrosegens enthaltenden DNA-Segment isoliert worden. Die Nucleotidsequenz der isolierten cDNA ist in
Fig. 1 gezeigt. In jeder Reihe der entsprechenden Sequenzen ist die untere Reihe eine der Standardnomen-
klatur der Nucleotidsequenz entsprechende Liste. Die obere Reihe in jeder entsprechenden Reihe von Se-
quenzen ist eine Standard-Einzelbuchstaben Nomenklatur fiir die dem jeweiligen Codon entsprechende Ami-
nosaure.

[0085] Transkripte einer Grof3e von ca. 6.500 Nucleotiden sind in betroffenen Geweben an ZF leidender Pa-
tienten bestimmbar. Auf der Basis der isolierten Nucleotidsequenz besteht das vorausgesagte Protein aus zwei
ahnlichen Regionen, von denen jede eine erste Domane enthalt, die Eigenschaften aufweist, die mit der Mem-
branassoziation konsistent sind, sowie eine zweite Domane, vor der angenommen wird, dass sie bei der
ATB-Bindung eine Rolle spielt.

[0086] Eine 3 bp-Deletion, die zur Auslassung eines Phenylalaninrests in der Mitte der ersten vorausgesagten
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Nucleotidbindungsdomane (Aminosaureposition 508 des ZF-Genprodukts) fiihrt, ist bei ZF-Patienten bestimmt
worden. Diese Mutation in der normalen DNA-Sequenz von Fig. 1 entspricht ca. 70% der Mutationen in an zys-
tischer Fibrose leidenden Patienten. Extendierte Haplotypdaten auf der Basis von DNA-Markersubstanzen, die
mit dem putativen Krankheitsgen eng verkoppelt sind, weisen darauf hin, dass der Rest des Pools mutanter
ZF-Gene aus multiplen unterschiedlichen Mutationen besteht. Ein kleiner Satz dieser letzteren mutanten Allele
(ca. 8%) kann einer Subgruppe von Patienten, die eine Pankreassuffizienz aufweisen, eine residuelle Pankre-
asexokrinfunktion verleihen.

2.1 CHROMOSOMENWANDERUNG UND -SPRUNG

[0087] GroRRe Mengen der DNA, die die D7S122- und D75340-Verkoppelungsregionen von Rommens et al,
supra, umgeben, wurden auf Kandidatengensequenzen hin untersucht. Auer den herkémmlichen Chromoso-
menwanderungsmethoden wurden Chromosomensprungtechniken zum Beschleunigen des Untersuchungs-
vorgangs angewendet. Von jedem Sprungendpunkt konnte eine neue bidirektionelle Wanderung eingeleitet
werden. Das Anhalten der Sequenzwanderung durch "unklonierbare" Bereiche, die oft im Sdugergenom anzu-
treffen sind, kdnnte durch Chromosomensprung umganhenwerden.

[0088] Die verwendete Chromosomensprungbibliothek ist friher schon beschrieben worden [Collins et al,
Science 235, 1046 (1987); lanussi et al, Am. J. Hum. Genet, 44, 695 (1989)]. Die urspriingliche Bibliothek wur-
de aus praparativem Pulsfeldgel zubereitet und sollte EcoRI-Teilfragmente von 70-130 kb enthalten; darauf-
folgende, mit dieser Bibliothek gemachte Erfahrungen weisen darauf hin, dass kleinere Fragmente ebenfalls
reprasentiert sind und SprunggréRen von 25-110 kb sind angetroffen worden. Die Bibliothek wurde auf
sup-Wirt-MC1061 plattiert und durch Standardverfahren einem Screenen unterzogen (Maniatis et al). Positive
Klone wurden in PBRO23Ava subkloniert und der Anfang und das Ende des Sprungs durch EcoRI- und Ava
I-Digestion identifiziert, wie bei Collins, Genome analysis: A practical approach (IRL, London, 1988) Seiten
73-94) beschrieben. Fir jeden Klon wurde ein Fragment vom Ende des Sprungs untersucht, um dessen Po-
sition am Chromosom 7 zu bestatigen. Die angrenzende Chromosomenregion, Uber die Chromosomenwan-
derung und der Chromosomensprung stattfand, betrug ca. 250 kb. Die Richtung der Spriinge wurde durch
sorgfaltige Wahl von Sonden beeinflusst, wie von Collins et al. und lanuzzi et al, supra, beschrieben. Die ge-
samte klonierte Region, einschliellich der Sequenzen, die durch Verwendung der ZF-Gen-cDNA isoliert wer-
den, betragt ca. 500 kb.

[0089] Die schematische Darstellung der Strategie fiir die Chromosomenwanderung und den Chromsomen-
sprung ist in Fig. 2 dargestellt. In dieser Figur sind die ZF-Genexone durch rdmische Zahlen angezeigt. Waag-
rechte Linien Gber der Karte zeigen Wanderungsschritte an, wahren die Bogen Uber der Karte Sprungschritte
anzeigen. Die Figur geht von links nach rechts in jedem der sechs Range, wobei die Enden in der Richtung auf
7 cen und 7 gter, wie gezeigt, hinlaufen. Die Restriktionskarte fir die Enzyme EcoRI, Hindlll und BamH]I ist
Uber der ununterbrochenen Linie gezeigt und Giberspannt die gesamte klonierte Region. Restriktionsstellen, die
durch Pfeile anstatt senkrechte Linien angezeigt sind, zeigen Stellen an, die nicht eindeutig positioniert worden
sind. Zusatzliche Restriktionsstellen fiir andere Enzyme sind unter der Linie gezeigt. Hohlstellen in der klonier-
ten Region sind durch || angezeigt. Diese kommen nur in dem durch cDNA-Klone des ZF-Transkripts erfassten
Teil vor. Auf der Basis der Pulsfeldkartierung der Region ist es unwehrscheinlich, dass es sich dabei um grofRe
Honhlstellen handelt. Die wandernden Klone, wie sie durch waagrechte Pfeile tGiber der Karte angezeigt sind,
gehen in Richtung des Pfeils, der den bei jedem Klon erzielten Wanderungsfortschritt anzeigt. Cosmide Klone
beginnen mit dem Buchstaben c, alle anderen Klone sind Phagen. Der Cosmid CF26 hat sich als Chimare er-
wiesen; der gestrichelte Teil ist von einem anderen genomen Fragment an einem anderen Chromosom abge-
leitet. Die romischen Zahlen | bis XXIV zeigen die Position des Exons des ZF-Gens an. Die Uber der Linie ge-
zeigten waagrechten Kastchen sind bei den Experimenten verwendete Sonden. Drei der Sonden stellen un-
abhangiges Subklonieren von vorher identifizierten Fragmenten zum Erfassen von Polymorphismen in dieser
Region dar: H2.3A entspricht der Sonde XV2C (X. Estivill et al, Nature, 326: 840 (1987)), die Sonde E1 ent-
spricht KN19 (Estivill supra) und die Sonde E4.1 entspricht Mp6d.9 (X. Estivill et al. Am. J. Hum. Genet. 44,
704 (1989)]. G-2 ist ein Subfragment von E6, das eine transkribierte Sequenz erfasst. R161, R159 und R160
sind synthetische Oligonucleotide, die aus Teilen der IRP-Locussequenz konstruiert sind (B. Wainwright et al.
EMBO J. 7: 1743 (1988)), was die Position dieses Transkripts auf der genomischen Karte anzeigt.

[0090] Da die beiden unabhangig voneinander isolierten DNA-Markersubstanzen D7S122 (pH131) und
D7S340 (TM58) nur ca. 10 kb voneinander entfernt waren (Fig. 2), gingen die Wanderungen und Spriinge im
Wesentlichen von einem einzigen Punkt aus. Die Richtung des Wanderns und Springens mit Bezug auf MET
und D7S8 wurde daraufhin nachgewiesen unter Uberqueren verschiedener Rohschnitt-Restriktionsendonuc-
lease-Erkennungsstellen (wie beispielsweise denenigeri fir Xho I, Nru | und Not |, man vergleiche Fig. 2) und
mit Bezug auf die physikalische Langstreckenkarte von J. M. Rommens et al. Am. J. Hum. Genet., im Druck;
A. M. Poustka et al. Genomics 2, 337 (1988); M. L. Drumm et al. Genomics 2, 346 (1988). Die Pulsfeld-Kartie-
rungsdaten haben auch gezeigt, dass die NOT-I-Stelle, die durch die Erfinder der vorliegenden Erfindung iden-
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tifiziert worden ist (man vergleiche Fig. 2, Position 113 kb), derjenigen entsprach, bei der vorher festgestellt
worden ist, dass sie mit den IRP-Locus assoziiert ist (Estiville et al, 1987 supra). Da darauffolgende genetische
Studien gezeigt haben, dass ZF wahrscheinlicherweise zwischen IRP und D788 gelegen war [M. Farrall et al.,
Am. J. Hum. Genet, 43, 471 (1988), B.-S. Keran et al. Am. J. Hum. Genet, 44, 827 (1989)], wurden die Wan-
derungs- und Sprunganstrengungen ausschlie8lich auf das Klonieren dieses Intervalls hin fortgesetzt. Man
wird sich jedoch im Klaren darliber sein, dass andere Kodierungsregionen, wie sie in Fig. 2 identifiziert sind,
beispielsweise G-2, ZF14 und ZF16, positioniert und eingehend untersucht worden sind. Derart eingehende
Untersuchungen dieser anderen Regionen haben gezeigt, dass sie auf der Basis genetischer Daten und der
Sequenzanalyse nicht das ZF-Gen darstellten. Angesichts des Mangels an Kenntnissen bezuglich der Position
des ZF-Gens und seiner Charakteristik hat die umfangreiche und zeitraubende Untersuchung der mutmalfli-
chen, sich in der Nahe befindenden Kodierregionen die Ausrichtung der Suche nach dem ZF-Gen nicht voran-
getrieben. Diese Untersuchungen waren notwendig, um die Moéglichkeit auszuschalten, dass das ZF-Gen in
diesen Regionen vorliegt.

[0091] Es ist festgestellt worden, dass drei Regionen in 280 kb-Segment in den urspriinglich verwendeten
amplifizierten genomischen Bibliotheken nicht ohne weiteres gewonnen werden konnten. Diese weniger klo-
nierbaren Regionen befanden sich in der Nahe der DNA-Segmente H2.3A und X.6 und nur ein wenig Uber dem
Cosmid cW44 hinaus an den Positionen 75-100 kb, 205-225 kb bzw. 275-285 kb in Fig. 2. Es wurde festge-
stellt, dass die rekombinanten Klone in der Nahe von H2.3A sehr unbestandig sind, wobei nach nur ein paar
Durchgangen von Bakterienkulturen drastische Umgruppierungen stattfanden. Um die dabei entstehenden
Leerstellen zu fillen, wurden primare Wanderungsbibliotheken unter Zuhilfenahme spezieller Wirt-Vektorsys-
teme konstruiert, von denen berichtet worden ist, dass sie die Propagierung unbestandiger Sequenzen gestat-
ten [A. R. Wyman, L. B. Wolfe, D. Botstein, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82, 2880 (1985); K. F. Wertman, A. R.
Wyman, D. Botstein, Gene 49, 253 (1986); A. R. Wyman, K. F. Wertman, D. Barker, C. Helme, W. H. Petri,
Gene, 49, 263 (1986)]. Obwohl die Region in der Nahe des Cosmids cW44 noch wiedergewonnen werden
muss, wurde die Region in der Nahe von X.6 mit diesen Bibliotheken erfolgreich gerettet.

2.2 KONSTRUKTION VON GENOMISCHEN BIBLIOTHEKEN

[0092] Es wurden genomische Bibliotheken Verfahren entschprechend konstruiert, die von Maniatis, et al,
Molecular Cloning: A Labaratoy Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 1982)
beschrieben und in Tabelle 1 aufgelistet sind. Diese umfassen acht Phagenbibliotheken, von denen eine von
T. Maniatis (Fritsch et al, Cell, 19: 959 (1980)) bereitgestellt wurde; der Rest wurde als Teil dieser Arbeit von
Maniatis et al, supra, beschriebenen Verfahren entsprechend konstruiert. Vier Phagenbibliotheken wurden in
ADASH (im Handel von Stratagene erhaltlich) und drei in AFIX (im Handel von Stratagene erhaltlich) kloniert,
wobei die Vektorarme von dem Hersteller bereitgestellt wurden. Eine ADASH-Bibliothek wurde von teilweise
mit Sau 3A digerierter DNA aus einem menschliches Chromosom 7 (4AF/102/K015) enthaltenden Hu-
man-Hamster-Hybrid (Rommens et al, Am. J. Hum. Genet 43, 4 (1988)) und andere Bibliotheken aus der
Teil-Sau 3A-, Total-BamHI- oder Total-EcoRI-Digestion von menschlichem peripherem Blut oder Lymphoblas-
toid-DNA konstruiert. Um einen Verlust an unstabilen Sequenzen zu vermeiden, wurden funf der Phagenbibli-
otheken auf den Rekombination defizitaren Wirten DB1316 (recD-), CES 200 (recBC-) [Wyman et al, Supra,
Wertman et al supra, Wyman et al supra) oder TAP90 (Patterson et al Nucleic Acids Res. 15: 6298 (1987] pro-
pagiert. Drei Cosmid-Bibliotheken wurden daraufhin konstruiert. Bei einer wurde der Vektor pCV108 (Lau et al
Proc. Natl. Acad. Sci USA 80: 5225 (1983) zum Klonieren von teilweise(durch Sau 3A) digerierter DNA aus
4AF/102/K015 verwendet [Rommens et al Am. J. Hum. Genet, 43: 4 (1988)]. Eine zweite Cosmid-Bibiolthek
wurde durch Klonieren von teilweise (durch Mbo 1) digerierter menschlicher Lymphoblastoid-DNA in den Vek-
tor. pWE-IL2R zubereitet, der durch Inserieren der durch RSV-(Rous-Sarkomvirus) Promotor getriebenen
cDNA fur die Interleukin-2-Rezeptor-a-Kette von M. Fordie und B. Howard geliefert) anstatt des Neorestis-
tenz-Gens von pWE15 zubereitet wurde [Wahl et al Proc. Natl. Acad. Sci, USA) 84: 2160 (1987)]. Eine zusatz-
liche Partial-Mbo-I-Cosmidbibliothek wurde im Vektor pWE-IL2-Sal zubereitet, der durch Inserieren eines
Sal-I-Verkopplers in die Bam HI-Klonierstelle von pWE-EL2R geschaffen wurde (M. Drumm, unverdéffentlichte
Daten); das gestattet die Verwendung der teilweisen Eintragstechnik zum Ligieren der Sal-I- und Mbo-I-Enden
unter Verhinderung von tandemartigen Insertionen (Zabarovsky et al Gene 42: 19 (1986)). Es wurden Cos-
mid-Biblitheken in den e. coli-Wirtsstdmmen DH1 oder 490A propagiert [Steinmetz, A. Winoto, K. Minard, L.
Hood, Cell 28, 489 (1982)].

10/92



DE 690 34 115 T2 2004.07.15

Tabelle 1

GENOMISCHE BIBLIOTHEKEN

Vektor

Quelle menschlicher

Wirt

DNA

Literatur-
angabe

ACharon 4A

Durch Haell-Alul
teilweise digerierte

Gesamt-Humanleber-
DNA

1x10°
(amplifiziert)

LE392

Lawn et
19080

al

pCV108

Durch Sau3A teilweise
digerierte DKI-DNA aus
4AF-KO15

3x10°
(amplifiziert)

DKI

Adash

Durch Sau3A teilweise
digeriete DNA aus
4AF-KO15

1x10°
(amplifiziert)

LE392

Adash

Durch Sau3A teilweise
digerierte
Gesamthuman-
Peripherieblut-DNA

DB1316 |1,5x10°

Adash

Durch BamHI teilweise
digerierte

Gesamthuman-
Peripherieblut-DNA

DB1316 |1,5x10°

Adash

Durch EcoRI teilweise
digerierte
Gesamthuman-
Peripherieblut-DNA

DB1316 |8x10°

Afix

Durch Mbol teilweise
digerierte Human-
Lymphoblastoid-DNA

LE392 1,5x10°

AFIX

Durch Mbol teilweise
digerierte Human-
Lymphoblastoid-DNA

CE200 1,2 x 10°

AFIX

Durch Mbol teilweise
digerierte Human-
Lymphoblastoid-DNA

TAP9O | 1,3x10°

pWE-IL2R

Durch Mbol teilweise
digerierte Human-
Lymphoblastoid-DNA

490A 5x 10°

pWE-IL2R-
Sal

Durch Mbol teilweise
digerierte Human-
Lymphoblastoid-DNA

490A 1,2x10°

GCh3A
Mac
(springend)

Durch EcoRI teilweise
digerierte (24-110 kb)
Human-
Lymphoblastoid-DNA

MCl1061 |3 x10°

Collins et al

supra
Ianuzzi

supra

und

et al
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[0093] Dreider Phagenbibliotheken wurden im E. coli Bakterienstamm LE392 propagiert und amplifiziert. Vier
darauffolgende Bibliotheken wurden auf den an Rekombination defizitaren Wirten DB1316 (recD”) oder
CES200 (recB) [Wyman 1985, supra; Wertman 1986, supra und Wyman 1986, supra] oder in einem Fall auf
TAP9O [T. A. Petterson und M. Dean, Nucleic Acids Research 15, 6298 (1987)] plattiert.
[0094] Einzelkopie-DNA-Segmente (die von sich wiederholenden Elementen frei waren) in der Nahe der En-
den jeder der Phagen- oder Cosmid-Insertion wurden gereinigt und als Sonden fiir das Bibliothekscreenen
zum Isolieren sich Uberschneidender DNA-Fragmente durch Standardverfahren verwendet (Maniatis, et al,
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supra).
[0095] 1-2 x 10° Phagenklone wurden auf 25-30 Petrischalen von 150 mm mit dem entsprechenden Indika-
tor-Bakterienwirt plattiert und 10-16 h lang bei 37°C inkubiert. Fir jede Platte wurden mit Nitrocellulose oder
Nylonmembranen Duplikat-"Abhebungen" fur jede Platte zubereitet, vorhybridisiert und unter den beschriebe-
nen Bedingungen [Rommens et al, 1988, supra] hybridisiert. Es wurden Senden mit 3P auf eine spezifische
Aktivitat von > 5 x 10® cpm/ug unter Zuhilfenahme von Random-Startverfahren markiert [A. F. Feinberg und B.
Vogelstein, Anal. Biochem. 132, 6 (1983)]. Die Cosmidbibliothek wurde auf Ampicillin-enthaltende Platten auf-
gebracht und auf ahnliche Weise einem Screenen unterzogen.
[0096] Es war oft méglich, DNA-Sonden, die hohe Hintergrundsignale abgeben, dadurch erfolgreicher zu ver-
wenden, dass die gekochte Sonde vor Zugabe der Sonde zum Hybridisierungsbeutel 60 Minuten mit 250 pg/mi
einer Scherbeanspruchung unterzogener denaturierter Plazenta-DNA vor-reassoziiert wurde.
[0097] Fur jeden Wanderungsschritt wurde die Identitat des klonierten DNA-Fragments durch Hybridisieren
mit einem somatischen Zellenhybrid Abschnitt bestimmt, um seine Chromsomenposition zu bestatigen, sowie
durch Restriktionskartierung und Southern-Blotanalyse, um seine Kolinearitat mit dem Genom zu bestatigen.
[0098] Die gesamte kombinierte klonierte Region der isolierten genomischen DNA-Sequenzen und der iber-
lappenden cDNA-Klone erstreckte sich tber > 500 kb. Um sicherzustellen, dass die durch die Chromsomen-
wanderungs- und -sprungverfahren isolierten DNA-Segmente mit der genomischen Sequenz kolinear waren,
wurde jedes Segment durch Folgendes untersucht:

(a) eine Hybridisierungsanalyse mit somatischen Human-Nagetier-Hybridzellinien, um die Position des

Chromosoms 7 zu bestatigen,

(b) eine Pulsfeldgelelektrophorese und

(c) ein Vergleich der Restriktionskarte der klonierten DNA mit derjenigen der genomischen DNA.

[0099] Dementsprechend wurden Einzelkopie-Human-DNA-Sequenzen von jedem rekombinanten Phagen-
und Cosmidklon isoliert und als Sonden bei jeder dieser Hybridisierungsanalysen, wie sie durch das Verfahren
von Maniatis et al, supra, durchgefiihrt wurden, verwendet.

[0100] Wahrend die Mehrzahl der Phagen- und Cosmidisolate die richtigen Wanderungs- und Sprungklone
darstellten, gingen einige wenige aus Kloniertefakten und Kreuzhybridisierungssequenzen aus anderen Regi-
onen im menschlichen Genom oder aus dem Hamstergenom in denjenigen Fallen hervor, in denen Bibliothe-
ken aus einer Human-Hamster-Hybridzellinie abgeleitet wurden. Die Bestatigung der richtigen Positionierung
war bei Klonen, die durch Chromosomenspriinge isoliert worden waren, besonders wichtig. Es wurden eine
Vielzahl von Sprungklonen in Betracht gezogen und flhrten zu nichtschlissigen Informationen, was die Rich-
tung der Untersuchung vom Gen hinwegleitete.

2.3 BESTATIGUNG DER RESTRIKTIONSKARTE

[0101] Eine weitere Bestatigung der physikalischen Karte der Uberlappenden Klone insgesamt wurde durch
Restriktionskartierungsanalyse ber einen breiten Bereich unter Anwendung der Pulsfeldgelelektrophorese (J.
M. Rommens et al. Am. J. Hum. Genet. im Druck, A. M: Pustka et al 1988, supra M. L. Drumm et al, 1988 supra
erhalten.

[0102] Die Fig. 3A bis 3E veranschaulichen die Ergebnisse der Restriktionskartierungsstudie uber eine brei-
ten Bereich), wobei eine schematische Darstellung der Region in Abschnitt E angegeben ist. DNA aus der Hu-
man-Hamsterzellinie 4AF/102/K015 wurde mit den Enzymen (A) Sal |, (B) Xho I, (C) Sfi | und (D) Nae | dige-
riert, durch Pulsfeldgelelektrophorese abgetrennt und auf Zetaprobe® (BioRad) (ibertragen. Fiir jedes Enzym
wurde ein Einzel-Blot sequentiell mit den Sonden, die unter jedem Abschnitt der Fig. A bis D angezeigt sind,
hybridisiert, wobei zwischen den Hybridisierungsvorgangen das Blot abgezogen wurden. Die Symbole fir je-
des Enzym der Fig. 3E sind: A, Nael ; B, Bse HII; F. Sfi l; L, Sal I; M, Mlu |; N, Not I; R, Nru | und X, Xho I. C
entspricht der Kompressionszonenregion des Gels. DNA-Zubereitungen, Restriktionsdigestion und Kreuzfeld-
gelelektrophoresemethoden sind schon beschrieben worden (Rommens et al, im Druck, supra). Die Gele in
Fig. 3 wurden in 0,5 X TBE mit 7 Volt/cm fur 20 Stunden gefahren wobei das Umschalten linear von 10-40
Sekunden fir (A), (B) und (C) hochgefahren wurde, und mit 8 Volt/cm fir 20 Stunden, wobei das Umschalten
fur (D) linear von 50-150 Sekunden hochgefahren wurde. Schematische Interpretationen des Hybridisierungs-
musters sind unter jedem Abschnitt angegeben. Die Fragmentlangen sind in Kilobasen ausgedriickt und wur-
den durch Vergleich mit oligomelisierter Bakteriophagen-A-DNA und Saccharomyces cerevisiae-Chromoso-
men gréRenmafig bestimmt.

[0103] H4.0, J44, EG1.4 sind genomische Sonden, die durch Wanderungs- und Sprungexperimente gebildet
worden sind (Vergleiche Fig. 2). J30 ist durch vier aufeinanderfolgende Spriinge aus D7S8 isoliert worden
(Collins et al, 1987, supra; lanuzzi et al, 1989, supra; M. Dean, et al, zur Verdéffentlichung unterbreitet). 10-1,
B.75 und CE1.5/1.0 sind cDNA-Sonden, die sich Uber verschiedene Regionen des ZF-Transkripts erstrecken:
10-1 enthalt die Exone I-VI, B.75 enthalt die Exone V- Xll und CE1.5/1.0 enthalt die Exone XII-XXIV. In
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Fig. 3E ist ein zusammengesetzte Karte des gesamten MET — D7S8-Intervalls gezeigt. Die umrandete Region
zeigt das Segment an, das durch Wanderung und Springen kloniert worden ist und er schattierte Teil zeigt die
Region an, uber die sich der ZF-Transkript erstreckt. Die CpG-reiche Region, die mit dem D7S23-Locus asso-
Ziiert ist (Estivill et al, 1987, supra) ist an der in Klammern angegebenen Not |-Stelle angezeigt. Diese und an-
dere in runden Klammer oder viereckigen Klammer angezeigten Stellen schneiden 4AF/102/K015 nicht, sind
jedoch in menschlichen Lymphoblastzellinien beobachtet worden.

2.4 IDENTIFIZIERUNG DES ZF-GENS

[0104] Auf der Basis der Ergebnisse der oben angegebenen Restriktionskartierung Gber einen grof3en Be-
reich ist bestimmt worden, dass das ZF-Gen als ganzes auf einem Sal |-Fragment von 380 kb enthalten ist.
[0105] Die Ausrichtung der Restriktionsstellen, die aus der Pulsfeldgenanalyse abgeleitet worden sind, zu
denjenigen, die in den teilweise Uberlappenden genomischen DNA-Klonen identifiziert worden sind, zeigte,
dass die GroRRe des ZF-Gens ca. 250 kb betrug.

[0106] Das aufschlussreichste Restriktionsenzym, das dem Ausrichten der Karte der klonierten DNA-Frag-
mente mit der Restriktionskarte tiber einen groRen Bereich diente, war Xho [; alle 9 der mit den rekombinanten
DNA-KIonen identifizierten Xho I-Stellen schienen fir zumindest partielle Spaltung im genomischen DNA an-
fallig zu sein (man vergleiche die Karten in Fig. 1 und 2).

[0107] Des Weiteren identifizierte die Hybridisirungsanalyse mit Sonden, die vom 3'-Ende des ZF-Gens ab-
geleitet worden sind, 2 Sfi |-Stellen und bestatigte die Position einer vorausgesagten Nae I-Stelle.

[0108] Diese Befunde stiitzten die Schlussfolgerung weiterhin, dass die DNA-Segmente, die durch Chromso-
menwanderung und -sprungtechniken isoliert worden waren, mit der wirklichen Sequenz kolinear waren.

2.5 KRITERIEN BEZUGLICH DER IDENTIFIERUNG

[0109] Ein positives Ergebnis auf der Basis einer oder mehrerer der folgenden Kriterien weist darauf hin, dass
ein kloniertes DNA-Segment eventuell Kandidatengensequenzen enthalten kann:
(a) Erfassung von kreuzhybridisierten Sequenzen in anderen Spezies (denn viele Gene weisen eine evo-
lutionare Konservierung auf),
(b) Identifizierung von CpG-Inseln, die oft das 5'-Ende von Vertebratengenen markieren [A. F. Bird. Nature,
321, 209 (1986); M: Gardiner-Garden und M. Fromner, J. Mol. Biol. 196, 261 (1987].
(c) Untersuchung méglicher mRNA-Transkripte in betroffenen Geweben bei an ZF leidenden Patienten,
(d) Isolierung entsprechender cDNA-Sequenzen,
(d) Identifizierung offener Leseraster durch direkte Sequenzierung klonierter DNA-Segemente.

[0110] Die Kreuzspezieshybridisierung zeigte eine starke Sequenzkonservierung zwischen menschlicher und
Rinder-DNA, wenn ZF14, E4.3 und H1.6 als Sonden verwendet wurden; die Ergebnisse derselben sind den
Fig. 4A, 4B und 4C gezeigt.

[0111] Genomische menschliche, Rinder-, Maus-, Hamster- und Hihner-DNAs wurden mit EcoRI (R), Hind
Il (H) und Pst | (P) digeriert, elektrophoresziert und auf Zetabind® (BioRad) ein Blot hergestellt. Die Hybridisie-
rungsverfahren nach Rommens et al, 1988, supra, wurden mit den bei 55°C strengsten Waschen, 0.2X SSC
und 0,1% SDS verwendet. Die fir die Hybridisierung in Fig. 4 verwendeten Sonden haben: (A) das gesamte
Cosmid CF14, (B) E4.3, (C) H1.6 umfasst. Im Schema der Fig. (D) zeigt die schattierte Region den Bereich
der Kreuzspezieskonservierung.

[0112] Die Tatsache, dass verschiedene Subgruppen von Banden in Rinder-DNA bei diesen beiden Uberlap-
penden DNA-Segmenten (H1.6 und E4.3) entdeckt worden sind, weist darauf hin, dass die konservierten Se-
quenzen an den Grenzen der Uiberlappenden Region gelegen waren (Fig. 4(D)). Wenn diese DNA-Segmente
zum Erfassen von RNA-Transkripten aus einer Reihe verschiedener Gewebe verwendet worden sind, wurde
kein Hybrisierungssignal festgestellt. Beim Versuch, ein Verstandnis der Kreuzhybridisierungsregion zu erhal-
ten und mogliche offene Leseraster zu identifizieren, wurden DNA-Sequenzen des gesamten H1.6- und eines
Teils des E4.3-Fragments bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass mit Ausnahme einer lange Strecke der an
CG-reichen Sequenz, die die Erkennungsstellen fir zwei Restriktionsenzyme (Bss HIl und Sac Il) enthalt, die
oft in Assoziation mit untermethylierten CpG-Inseln vorgefunden werden, nur kurze offene Leseraster vorla-
gen, die nicht ohne weiteres als Erklarung fir die starken Kreuzspezies-Hybridisierungssignale dienen konn-
ten.

[0113] Um den Methylierungsstatus dieser an CpG auferst reichen Region, die durch Sequenzieren zu er-
kennen war, zu untersuchen, wurden Proben genomischer DNA, die aus Fibroblasten und Lymphoblasten zu-
bereitet worden waren, mit den Restriktionsenzymen Hpa Il und Msp | digeriert und durch Gelblothybridisierung
analysiert. Das Enzym Hpa Il schneidet die DNA-Sequenz 5'-CCGG-3' nur, wenn das zweite Cytosin unmethy-
liert ist, wahrend Msp | diese Sequenz schneidet, gleichglltig, welcher Methylierungszustand vorliegt. Kleine
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DNA-Fragmente wurden durch beide Enzyme gebildet, was darauf hinweist, dass diese an CpG-reiche Region
in der Tat in genomischer DNA untermethyliert ist. Die Gelblothybridisierung mit dem E4.3-Segment (Fig. 6)
bringt bei beiden Enzymen sehr kleine Hybridisierungsfragmente zum Vorschein, was auf das Vorliegen einer
hypomethylierten CpG-Insel hinweist.

[0114] Die obigen Ergebnisse weisen stark auf das Vorliegen einer kodierenden Region an diesem Locus hin.
Zwei DNA-Segmente (E4.3 und H1.6), die Kreuzspezies-Hybridisierungssignaie aus diesem Bereich erfass-
ten, wurden als Sonden zum Screenen von cDNA-Bibliotheken verwendet, die aus verschienen Geweben und
Zelltyp hergestellt worden waren.

[0115] cDNA-Bibliotheken aus gezichteten Epithelzellen wurden wie folgt zubereitet. Schweildrisenzellen,
die aus einem nicht an ZF leidenden Individuum und von einem an ZF leidendem Patienten deriviert worden
waren, wurden wie oben beschrieben bis zum ersten Durchgang geziichtet (G. Collins et al, In Vitro Cell. Dev.
Biol. 21, 592, 1985). Das Vorliegen nach auf3en rektifizierender Kanale wurde in diesen Zellen bestatigt (J. A.
Tabcharani, T. J. Jansen, J. R. Riordan, J. W. Hanrahan, J. Memb. Biol, im Druck), die ZF-Zellen waren jedoch
der Aktivierung durch zyklisches AMP gegentiber unempfindlich (T. J. Jensen, J. W. Hanrahan, J. A. Tabcha-
rani, M. Buchwald und J. R. Riordan, Pediatric Pulmonology, Nachtrag 2, 100, 1988). RNA wurde von diesen
durch die Methode von J. M. Chirgwin et al (Biochemistry 18, 5294, 1979) isoliert. Poly A + RNA wurde ausge-
wahlt (H. Aviv und F. Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 1408, 1972) und als Matrize fur die Synthese von
cDNA mit Oligo (dT) 12-18 als Primer verwendet. Der zweite Strang wurde Gubler und Hoffman (Gene 25,
263, 1983) entsprechend synthetisiert. Er wurde mit EcoRI-Methylase methyliert und die Enden wurden auf
dieselbe Ebene wie T4-DANN-Polymerase gebracht. Phosphorylierte EcoRI-Koppler wurden an die cDNA li-
giert und mit EcoRI einer Restriktion unterzogen. Die Entfernung von Uberschissigen Kopplern und die parti-
elle GroRenfraktionierung wurden durch Biogel A-50-Chromatographie erzielt. Die cDNAs wurden in die Eco-
RI-Stelle des im Handel erhéltlichen lambda ZAP ligiert. Rekombinanten wurden verpackt und in E. coli BB4
propagiert. Teile der verpackten Mischungen wurden amplifiziert und er Rest flir das Screenen vor der Ampli-
fizierung zurlickbehalten. Die gleichen Verfahren wurden zum Konstruieren einer Bibliothek aus RNA verwen-
det, das aus vorkonfluierenden Kulturen der Kolonkrebszellinie T-84 isoliert worden war (Dharmsathaphorn, K.
et al. Am. J. Physiol. 246, G204, 1984). Die Anzahl unabhangiger Rekombinanten in den drei Bibliotheken wa-
ren wie folgt: 2 x 10° bei den Ncht-ZF-Schweildriisenzellen, 4,5 x 10° bei den ZF-Schweiidriisenzellen und
3,2 x 10° bei den T-84-Zellen. Diese Phagen wurden mit 50.000 pro 15 cm-Platte plattiert und unter Zuhilfe-
nahme von Nylonmembranen (Biodyne) wurden Plagueabhebungen hergestellt und mit durch *p markierten
DNA-Fragmenten unter Zuhilfenahme von DNA-Polymerase | und einer Zufallsmischung von Oligonucleotiden
als Primer sondiert. Die Hybridisierungsbedingungen entsprschen G. M. Wahl und S. L. Berger (Math. Enzy-
mol. 152, 415, 1987). Bluescript®-Plasmide wurden aus Klonen, die von Plaque gereinigt worden waren, durch
Exzision mit M13-Hilfsphage gerettet. Die Lungen- und Pankreasbibliotheken wurde von Clontech Lab Inc. er-
worben, die den Angaben nach Mengen von 1,4 x 10° bzw. 1,7 x 10° unabhzngigen Klonen aufwiesen.
[0116] Nach dem Screenen von 7 verschiedenen Bibliotheken, von denen jede 1 x 10°-5 x 10° unabhangige
Klone enthielt, wurde ein einziger Klon (als 10-1 identifiziert) mit H1.6 aus einer cDNA-Bibliothek isoliert, die
aus den gezilchteten Epithelzellen von Schweilldriisen bei einem unbetroffenen (nicht-ZF)-Individuum herge-
stellt worden waren.

[0117] Die DNA-Sequenzieranalyse zeigte, dass 10-1 eine Insertion einer Grofie von 920 bb und ein poten-
tielles langes offenes Leseraster (OLR) enthielt. Da ein Ende der Sequenz eine perfekte Sequenzidentitat mit
H1.6 gemeinsam hatte, wurde der Schluss gezogen, dass der cDNA-Klon wahrscheinlicherweise aus dieser
Region abgeleitet worden war. Die gemeinsame DNA-Sequenz war jedoch nur 113 bp lang (vergleiche Fig. 1
und 7). Wie weiter unten erklart, entspricht diese Sequenz in der Tat dem 5'-nachsten Exon des putativen
ZF-Gens. Die kurze Sequenzuberlappung ist daher eine Erklarung der schwachen Hybridisierungssignale
beim Bibliothekscreenen und der Unfahigkeit, Transkripte in RNA-Genblotanalysen zu erfassen. Auflerdem
wurde die Orientierung der Transkriptionseinheit auf der Basis der Ausrichtung der genomischen DNA-Se-
quenz mit dem angenommenen OLR von 10-1 z6gernd bestimmt.

[0118] Da das entsprechende Transkript durch RNA-Gelblothybridisierungsexperimente schatzungsweise
auf eine Lange von ca. 6500 Nucleotide bestimmt worden war, war ein weiteres cDNA-Bibliothekscreenen er-
forderlich, um den Rest der kodierenden Region zu klonieren. Durch mehrere aufeinanderfolgende Screening-
vorgange mit cDNA-Bibliotheken, die aus der Kolon-Karzinomzellinie T84, normalen und ZF-SchweilRdrisen-
zellen, der Pankreas und Lungen Erwachsener gebildet worden waren, wurden 18 zuséatzliche Klone isoliert
(Fig. 7 wie weiter unten in weiteren Einzelheiten besprochen). Die DNA-Sequenzanalyse zeigte, dass keiner
dieser cDNA-Klone der Lange des beobachteten Transkripts entspracht, dass es jedoch moglich war, eine
Konses-Sequenz auf der Basis Uberlappender Regionen abzuleiten. Zusatzliche cDNA-Klone, die den 5'- und
3'-Enden des Transkripts entsprachen, wurden aus 5'- und 3'-Primarausdehnungsexperimenten abgeleitet. Zu-
sammen Uberspannen diese Klone insgesamt ca. 6,1 kb und enthalten ein OLR, das fahig ist, fir ein Polypeptid
von 1480 Aminoséaureresten zu kodieren (Fig. 1).

[0119] AulRergewohnlicherweise wurde beobachtet, dass die meisten der hier isolierten cDNA-Klone Sequen-
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zinsertionen an verschiedenen Positionen der Restriktionskarte von Fig. 7 enthielten. Die Karte gibt Einzelhei-
ten der genomischen Struktur des ZF-Gens an. Exon-/Introngrenzen sind dort angegeben, wo alle isolierten
cDNA-Klone schematisch im oberen Teil der Figur dargestellt sind. Viele dieser extra Sequenzen entsprechen
eindeutigerweise Intronregionen, die wahrend der Konstruktion der cDNA revers transkribiert werden, wie auf
das Ausrichten mit genomischen DNA-Sequenzen hin gezeigt.

[0120] Da die Anzahl rekombinanter cDNA-Klone fiir das beim Bibliothekscreenen erfasste ZF-Gen viel ge-
ringer war, als aufgrund der groRen Anzahl von Transkripten, die durch RNA-Hybridisierungsexperimente
schatzungsweise bestimmt worden war, zu erwarten gewesen ware, scheint es wahrscheinlich, dass die Klo-
ne, die aberrante Strukturen enthielten, bevorzugt zuriickgehalten wurden, wahrend die richtigen Klone wah-
rend des Propagierens verloren gingen. Im Einklang mit dieser Interpretation wurde ein geringes Wachstum
bei der Mehrzahl der rekombinanten Klone beobachtet, die bei dieser Studie isoliert wurden, gleichgiiltig, wel-
cher Vektor auch verwendet wurde.

[0121] Die Verfahren, die angewendet wurden, um die 5'- und 3'-Ende der cDNA zu erhalten, waren denjeni-
gen ahnlich, die schon beschrieben worden sind (M. Frohman et al. Proc. Nat. Acad. Sci, USA, 85, 8998-9002,
1988). Fir die 5'-endigen Klone wurden Proben der Gesamtpankreas- und T84 Poly A+ RNA revers transkri-
biert unter Zuhilfenahme eines Primers (10b), der flir Exon 2 spezifisch ist, und zwar auf dhnliche Weise wie
es schon fir die Primerextensionsreaktion beschrieben worden ist, mit Ausnahme der Tatsache, dass ein ra-
dioaktiver Markierungsstoff in die Reaktion eingeschlossen wurde. Die von einer Agaroseperlensaule der ers-
ten Strangsynthese abgenommenen Fraktionen wurden durch Polymerasekettenreaktion (PKR) eluierter Frak-
tionen untersucht. Die verwendeten Oligonucleotide lagen innerhalb der 10-1-Sequenz (145 Nucleotide ent-
fernt) und nur 5' vom Extensionsprimer. Die frihesten, das PKR-Produkt ergebenden Fraktionen wurden zu
einem Pool vereinigt und durch Verdampfen konzentriert und daraufhin mit terminaler Desoxynucleotidyltrans-
ferase (BRL Labs.) und dATP, wie vom Lieferanten (BRL Labs.) empfohlen geschwanzt. Eine zweite
Strangsynthese wurde daraufhin mit Tag-Polymerase (Cetus AmpliTag®) unter Zuhilfenahme eines Oligonuc-
leotids durchgefiihrt, das eine geschwénzte Kopplersequenz, ndmlich 5’CGGAATTCTCGAGATC(T),,3', ent-
hielt.

[0122] Die Amplifizierung durch ein (PKR)-Fixierungsexperiment wurde daraufhin durchgefiihrt, unter Zuhil-
fenahme der Kopplersequenz und eines Primers, der gerade innerhalb des Extensionsprimers lag, der die Eco-
RI-Restriktionsstelle an seinem 5'-Ende aufwies. Auf die Restriktion mit den Enzymen EcoRI und Bgl Il und die
Agarosegelreinigung hin, wurden gréflenmaRig ausgewahlte Produkte durch Standardverfahren (Maniatis et
al, supra) in das Plasmid Bluescript KS kloniert, das von Stratagene erhaltlich ist. Im Wesentlichen enthielten
alle gewonnen Klone Insertionen von weniger als 350 Nucleotiden. Um die 3'-endigen Klone zu erhalten, wurde
Erststrang-cDNA unter Reverstranskription von 2 ug T84 Poly A + RNA zubereitet unter Zuhilfenahme des
oben beschriebenen geschwanzten Koppleroligonucleotids unter Bedingungen, die denjenigen der Primerex-
tension ahnlich waren. Die Amplifizierung durch PKR wurde daraufthin mit dem Koppleroligonucleotid und drei
verschiedenen Oligonucleotiden durchgefiihrt, die bekannten Sequenzen des Klons T16-4.5 entsprachen.
Eine Reaktion im Vorbereitungsmalstab (2 x 100 ul) wurde mit einem dieser Oligonucleotide mit der Sequenz
5'ATGAAGTCCAAGGATTTAGS' durchgefiihrt.

[0123] Dieses Oligonucleotid befindet sich ca. 70 Nucleotide stromaufwarts von einer Hind IlI-Stelle innerhalb
der bekannten Sequenz von T16-4.5. Auf die Restriktion des PKR-Produkts mit Hind Il und Xho | folgte die
Agarosegelreinigung zum groflenmafigen Auswahlen einer Bande bei 1.0-1.4 kb. Diese Produkt wurde dar-
aufhin in das von Stratagene erhéltliche Plasmid Bluescript KS kloniert. Ca. 20% der so erhaltenen Klone wur-
de an den 3'-Endteil von T16-4.5 hybridisiert. 10/10 der aus diesen Klonen isolierten Plasmide wiesen identi-
sche Restriktionskarten mit InsertionsgréRen von ca. 1,2 kb auf. Alle diese PK Reaktionen wurden Gber 30 Zy-
klen in von einem Lieferanten von Enzymen vorgeschlagenem Puffer durchgefuhrt.

[0124] Ein 157 nt vom 5'-Ende des 10-1-Klons entfernter Extensionsprimer wurde zum Identifizieren des Aus-
gangspunkts des putativen ZF-Transkripts verwendet. Der Primer wurde mit y(*3P)ATP bei 5000 Curie/mMol
und T4-Polynucleotidkinase endmarkiert und durch Spinsaulengelfiltration gereinigt. Der radiomarkierte Primer
wurde daraufhin mit 4-5 pg Poly A + RNA, die aus T-84-Kolonkrebszellen zubereitet worden war, in 2X Re-
verstranskriptasepuffer 2 Stunden bei 60°C reassoziiert. Auf die Verdinnung und Zugabe von AMV-Re-
verstranskriptase (Life Sciences, Inc.) hin wurde eine einstlindige Inkubation bei 41°C durchgefihrt. Die Probe
wurde daraufhin auf 0,4 M NaOH und 20 mM EDTA eingestellt und schlieBlich neutralisiert, mit NH,OAC auf
einen pH-Wert von 4,6 eingestellt, mit Phenol extrahiert, mit Ethanol ausgefallt, nochmals in Puffer mit Forma-
mid geldst und auf einem Polyacrylamid-Sequenziergel analysiert. Die Einzelheiten dieser Methoden sind
schon beschrieben worden (Meth. Enzymol. 152, 1987, Verfasser. S. L. Berger, A. R. Kimmel, Academic Press,
N. Y.).

[0125] Die Ergebnisse des Experiments zur Primerextension unter Zuhilfenahme eines Extensionsoligonuc-
leotidprimers, der 157 Nucleotide vom 5'-Ende von 10-1 entfernt beginnt, istim Abschnitt A der Fig. 10 gezeigt.
Der mit Hae Ill (BRL Labs.) digerierte endmarkierte X174 Bakteriophage wird als Gré3enmarker verwendet.
Zwei Hauptprodukte werden bei 216 und 100 Nucleotiden beobachtet. Die 100 Nucleotiden in 10-1 entspre-
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chende Sequenz entspricht einer an GZ aulerst reichen Sequenz (11/12), was darauf hinweist, dass es sich
dabei um eine Reverstranskriptaseleerstelle handeln kénnte. Die 5'-fixierten PKR-Ergebnisse sind in Abschnitt
B der Fig. 10 gezeigt. Das 1,4%ige Agarosegel, das auf der linken Seite gezeigt ist, wurde dann einem Blot-
tingverfahren unterzogen und auf die Zetaprobe®-Membran (Bio-Rad Lab) tibertragen. Die DNA-Gelblothybri-
disierung mit radiomarkiertem 10-1 ist auf der rechten Seite gezeigt. Es ist ersichtlich, dass die 5'-Extensions-
produkte gréRenmafig zwischen 170-280 nt liegen, wobei das Hauptprodukt bei ca. 200 Nucleotide liegt. Die
PKR-Steuerbahn zeigt ein Fragment von 145 Nucleotiden. es wurde unter Verwendung der Testoligomere in-
nerhalb der 10-1-Sequenz erhalten. Die gezeigten GréRenmacker entsprechen GréRen von 154, 220/210,
298, 344, 394 Nucleotiden (von BRL Lab erworbene 1 kb-Leiter).

[0126] Die unten in Abschnitt B von Fig. 10 gezeigte schematische Darstellung skizziert das Verfahren, das
zum Erzielen der Doppelstrang cDNA verwendet wird, die zum Amplifizieren und Klonieren unter Bildung der
in Fig. 7 gezeigten Klone PA3-5 und TB2-7 verwendet wird. Die zum Charakterisieren des 3'-Endes angewen-
deten PKR-Fixierexperimente sind in Abschnitt C gezeigt. Wie in der schematischen Darstellung unter
Fig. 10C gezeigt, wurden drei Primer, deren relative Position zueinander bekannt war, zum Amplifizieren mit
revers transkribierter T84 RNA, wie beschrieben, verwendet. Diese Produkte wurden auf einem 1%igen Aga-
rosegel getrennt und es wurde, wie oben beschrieben, damit ein Blot auf Nylonmembran durchgefihrt. Die
DNA Blothybridisierung mit dem 3'-Teil des Klons T16-4.5 ergab Banden, die Gréf3en aufwiesen, die dem Ab-
stand zwischen dem verwendeten spezifischen Oligomer und dem 3'-Ende des Transkripts entsprachen. Diese
Banden in den Bahnen 1, 2A und 3 sind in Fig. 10 unterhalb des Abschnitts C schematisch dargestellt. Die
Bande in Bahn 3 ist schwach, da nur 60 Nucleotide dieses Segments mit der verwendeten Sonde Uberlappen.
In der schematischen Darstellung und wie in der Bahn 2b gezeigt, ist auch das Produkt angegeben, das durch
Restriktion des PKR-Fixierprodukts zum Erleichtern des Klonierens zur Bildung des in Fig. 7 gezeigten Klons
THZ-4 gebildet wird.

[0127] Die DNA-Blothybridisierungsanalyse von genomischer DNA, die mit EcoRI- und Hind IlI-Enzymen di-
geriert ist, die mit Anteilen von cDNAs sondiert sind, die das gesamte Transkript Uberspannen, weist daraufhin,
dass das Gen mindestens 24 Exone enthalt, die mit den romischen Zahlen | bis XXIV bezeichnet sind (verglei-
che Fig. 9). Diese entsprechen den in Fig. 7 gezeigten Zahlen 1 bis 24. Die Grof3e jeder Bande ist in kb ange-
geben.

[0128] In Fig. 7 zeigen die offenen Kastchen die ungeféhren Positionen der 24 Exone an, die durch Isolieren
von > 22 Klonen aus dem Screenen von cDNA-Bibliotheken und PKR-Fixierexperimenten, die zum Klonieren
der 5'- und 3'-Enden konzipiert worden sind, identifiziert worden sind. Die Langen, in kb, der von jedem Exon
erfassten genomischen EcoRI-Fragmente sind ebenfalls angezeigt. Die schattierten Kastchen in Fig. 7 zeigen
das Vorligen von Intrensequenzen und die punktierten Kastchen zeigen andere Sequenzen an. In der unteren
linken Ecke in der Nahe des geschlossenen Kastchens ist die relative Position des Klons H1.6 angezeigt, der
zum Erfassen des ersten cDNA-Klons 10-1 unter 10° Phagen der normalen Schweildriisenbibliothek verwen-
det worden ist. Wie in den Fig. 4(D) und 7 gezeigt, Gberlappt der genomische Klon H1.6 teilweise mit einem
EcoRI-Fragment von 4,3 kb. Alle der gezeigten cDNA-Klone wurden zu genomischer DNA hybridisiert
und/oder einer feinen Restriktionskartierung unterzogen. Beispiele der innerhalb der cDNAs und in den ent-
sprechenden genomischen Fragmenten vorkommenden Restriktionsstellen sind angegeben.

[0129] Mit Bezug auf Fig. 9 umfasst die Hybrisidierungsanalyse Sonden, d. h. die cDNA-Klone 10-1 fir Ab-
schnitt A, T16-1 (3'-Anteil) fir Abschnitt B, T16-4.5 (mittlerer Anteil) fiir Abschnitt C und T16-4.5 (3'-Endanteil)
fur Abschnitt D. In Abschnitt A der Fig. 9 erfasst die cDONA-Sonde 10-1 die genomischen Banden flr die Exone
I bis VI. Der durch Nru |-Restriktion gebildete 3'-Anteil von T16-1 erfasst die Exone IV bis XllI, wie in Abschnitt
B gezeigt. Diese Sonde uberlappt Teil 10-1 teilweise. Die Abschnitte C und D zeigen jeweils genomische Ban-
den, die durch die mittleren und 3'-endigen EcoRI-Fragmente des Klons T16-4.5 erfasst werden. Zwei Eco-
RI-Stellen kommen innerhalb der cDNA-Sequenz vor und spalten die Exone Xlll und XIX. Wie durch die Exone
in Klammern angezeigt, entsprechen zwei genomische EcoRI-Banden jedem dieser Exone. Es wurde die
Kreuzhybridisierung zu anderen genomischen Fragmenten beobachtet. Der Ursprung dieser durch N ange-
zeigten Banden ist nicht das Chromosom 7, denn sie sind in Human-Hamsterhybriden, die das menschliche
Chromosom 7 enthalten, nicht vorgekommen. Es wird angenommen, dass die durch XI in Klammern angezeig-
te schwache Bande in Abschnitt D durch die Kreuzhybridisierung von Sequenzen aufgrund der internen Ho-
mologie mit der cDNA hervorgerufen wird.

[0130] Da 10-1 bei der Gelblothybridisierung von RNA aus der Kolonkrebszellinie T-84 eine starke Bande er-
fasste, wurde diese cDNA zum Screenen der aus dieser Quelle konstruierten Bibliothek verwendet. Es wurden
finfzehn Positive erhalten, aus denen die Klone T6, T6/20, T11, T16-1 und T13-1 gereinigt und sequenziert
wurden. Das erneute Screenen der gleichen Bibliothek mit einem Bam HI-EcoRI-Fragment von 0,75 kb aus
dem 3'-Ende von T16-1 ergab T16-4.5. Ein EcoRI-Fragment von 1,8 kb aus dem 3'-Ende von T16-4.5 ergab
T8-B3 und T12a, wobei letzteres ein Polyadenylierungssignal und einen Polyadenylierungsschwanz enthielt.
Gleichzeitig wurde eine menschliche Lungen-cDNA-Bibliothek einem Screenen unterworfen. Es wurden viele
Klone isoliert, einschlieRlich derjenigen, die hier mit der Vorsilbe "CDL" gezeigt sind. Eine Pankreasbibliothek
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wurde ebenfalls einem Screenen unterzogen, was zum Klon CDPJ5 flihrte.

[0131] Um Kopien dieses Transkripts aus einem an ZF leidenden Patienten zu erhalten, wurde eine cDNA-Bi-
bliothek von der RNA von Schweifl3driisenepithelzellen eines Patienten einem Screening mit dem Bam HI-Eco-
RI-Fragment von 0,75 kb aus dem 3'-Ende von T16-1 und den Klonen C16-1 und C1-1/5 unterzogen, die alle,
mit Ausnahme von Exon | iberspannten. Diese beiden Klone wiesen beide bei Exon 10 eine 3 bp-Deletion auf,
die bei keinem anderen Exon enthaltenden Klon vorhanden ist. Mehrere Klone, einschlieRlich CDLS26-1 aus
der Lungenbibliothek und aus T84 isolierte T6/20 und T13-1 wurden von teilweise verarbeiteten Transkripten
abgeleitet. Dies wurde durch genomische Hybridisierung und durch Sequenzieren Uber die Exon-Intron-Gren-
zen hinweg bei jedem Klon bestatigt. T11 enthielt auch eine zusatzliche Sequenz an jedem Ende. T16-4.5 ent-
hielt eine kleine Insertion in der Nahe der Grenze zwischen den Exonen 10 und 11, die keiner Intronsequenz
entsprach. Die Klone CDLSI6A, 11a und 13a aus der Lungenbibliothek enthielten auch fremde Sequenzen un-
bekannten Ursprungs. Der Klon C16-1 enthielt auch eine kurze Insertion, die einem Teil des y-Transposons
von E. coli entsprach. Dieses Element wurde bei anderen Klonen nicht entdecket. Die 5'-Klone PA3-5, die aus
Pankreas-RNA und TB2-7 gebildet sind; das unter Zuhilfenahme der PKR-Fixierungstechnik aus T84-RNA ge-
bildet ist, weisen identische Sequenzen auf, mit Ausnahme eines einzigen Nucleotidunterschieds bezuglich
der Lange beim 5'-Ende, wie in Fig. 1 gezeigt. Der 3'-Klon THZ-4, der aus T84-RNA erhalten wird, enthalt die
3'-Sequenz des Transkripts der genomischen Sequenz dieser Region entsprechend.

[0132] Eine kombinierte Sequenz, die die mutmalliche Kodierregion des ZF-Gens darstellt, wurde aus sich
Uberlappertden cDNA-Klonen gebildet. Da die meisten der cDNA-Klone anscheinenderweise aus unverarbei-
teten Transkripten abgeleitet waren, wurden weiter Studien durchgefihrt, um die Authentizitat der kombinierte
Sequenz sicherzustellen. Jeder cDNA-Klon wurde zuerst bezlglich der Lokalisierung bezliglich des Chromo-
soms 7 durch Hybridisierungsanalyse mit einer ein einziges menschliches Chromosom 7 enthaltenden Hybride
einer somatischen Human-Hamsterzelle und durch Pulsfeldgelelektrophorese getestet. Eine Restriktionsen-
zym-Feinkartierung wurde ebenfalls fir jeden Klon durchgefiihrt. Wahrend sich tberlappende Regionen bei
den meisten der Klone eindeutig identifizierbar waren, enthielten viele Regionen mit einzigartigen Restriktions-
mustern.

[0133] Zum weiteren Charakterisieren dieser cDNA-Klone wurden sie als Sonden bei Gelhybridisierungsex-
perimenten mit durch EcoRI oder Hind Il digerierter menschlicher genomischer DNA verwendet. Wie in Fig. 9
gezeigt, konnten finf bis sechs verschiedene Restriktionsfragmente mit den 10-1 cDNA- und eine dhnliche An-
zahl von Fragmenten mit anderen cDNA-Klonen erfasst werden, was auf das Vorliegen multipler Exone fir das
putative ZF-Gen hinweist. Bei den Hybrisierungsstudien wurden auch diejenigen cDNA-Klone identifiziert, die
unverarbeitete Intron-Sequenzen aufwiesen, denn sie zeigten eine bevorzugte Hybrisierung an eine Subgrup-
pe genomischer DNA-Fragmente. Fir die bestatigten cDNA-Klone wurden ihre entsprechenden genomischen
DNA-Segmente isoliert und die Exone und Exon/Intron-Grenzen sequenziert. Wie in Fig. 7 angegeben, wur-
den insgesamt 24 Exone identifiziert. Auf der Basis dieser Informationen und der Ergebnisse physikalischer
Kartierungsexperimente, wurde der Genlocus schatzungsweise dahingehend bestimmt, dass er sich Gber 250
kb am Chromosom 7 erstreckt.

2.6 DIE SEQUENZ

[0134] Fig. 1 zeigt die Nucleotidsequenz der klonierten, fir CFTR kodierenden cDNA in Verbindung mit der
deduzierten Aminosauresequenz. Die erste Basenposition entspricht dem ersten Nucleotid im 5'-Extensi-
onklon PA3-5, der um ein Nucleotid langer ist als TB2-7. Die Pfeile zeigen die Position der Transkriptions-Ini-
tierungsstelle bei der Primerextensionsanalyse an. Auf das Nucleotid 6129 folgt ein Poly(dA)-Trakt. Die Posi-
tionen von Exonverbindungsstellen sind durch senkrechte Linien angezeigt. Potentielle membraniiberspan-
nende Segmente wurde mit Hilfe der Algorithmen von Eisenberg et al J. Mol. Rial 179: 125 (1984) festgestellt.
Potentiell membraniberspannende Segmente, wie sie in Fig. 11 analysiert und gezeigt sind, sind in Fig. 1 mit
Késtchen umgeben. In Fig. 11 ist der durchschnittliche Hydropathieindex (Kyte und Doolittle. J. Molec. Biol.
157: 105, (1982)) von 9 Restpeptiden als Funktion der Aminosadurenzahl aufgezeichnet. Die entsprechenden
Positionen von Merkmalen der nach Garnier et al. J. Molec. Biol. 157, 165 (1982)) vorausgesagten Sekundar-
struktur sind im unteren Abschnitt aufgezeigt. Aminosauren, die putative ATP-Bindungsfalten umfassen, sind
in Fig. 1 unterstrichen. Mogliche Stellen fir die Phosphorylierung durch Proteinkinasen A (PKA) oder C (PKC)
sind durch offene bzw. geschlossenen Kreise angezeigt. Das offene Dreieck befindet sich Giber den 3 bp (CTT),
die bei ZF geldscht sind (man vergleiche die Diskussion weiter unten). Die cDNA-Klone in Fig. 1 wurden durch
die Didesoxy-Kettenterminationsmethode unter Zuhilfenahme von mit 3*S markierten Nucleotiden durch den
automatischen DNA-Sequenzierer Genesis 2000® von Dupont sequenziert.

[0135] Die kombinierte DNA-Sequenz Giberspannt 6129 Basenpaare, ausschliellich des Poly(A)-Schwanzes
am Ende der untranslatierten 3'-Region und enthalt ein OLR, das in der Lage ist, fiir ein Polypeptid von 1480
Aminosauren zu kodieren (Fig. 1). Zu Beginn dieses OLR (Basenposition 133—-135), liegt ein ATG- (AUG) Tri-
plett vor. Da die dieses Kodon (5'-AGACCAUGCA-3') umgebende Nucleotidsequenz die vorgeschlagenen
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Merkmale der Konsenssequenz (KS) A/IGCCAUGG(G) einer eukaryotischen Translationsinitiationsstelle mit
einem stark konservierten A in der 3'-Position aufweist, ist es auerst wahrscheinlich, das dieses AUG dem
ersten Methioninkodon fiir das putative Polypeptid entspricht.

[0136] Um die Sequenz zu erhalten, die dem 5'-Ende des Transkripts entspricht, wurde ein Primerextensions-
experiment, wie oben beschrieben, durchgefihrt. Wie in Fig. 10A gezeigt, konnte ein Primerextensionsprodukt
von ca. 216 Nucleotiden beobachtet werden, was darauf hinweist, dass das 5'-Ende des Transkripts ca. 60
Nucleotide stromaufwarts vom Ende des cDNA-Klons 10-1 initiierte. Eine modifizierte Polymerasekettenreak-
tion (Fixier-PKR) wurde daraufhin zum Erleichtern des Klonierens der 5'-endigen Sequenz (Fig. 10b) verwen-
det. Zwei unabhangige 5'-Extensionsklone, einer aus der Pankreas und der andere aus T84 RNA, wurden
durch DNA-Sequenzieren gekennzeichnet und es wurde festgestellt, dass sie sich beztiglich der Lange um nur
eine Base unterscheiden, was darauf hinweist, dass es sich um die wahrscheinlichste Initiationsstelle fir das
Transkript, wie in Fig. 1 gezeigt, handelt.

[0137] Da die meisten der urspringlichen cDNA-Klone keinen auf das Ende einer mRNA hinweisende Po-
lyA-Schwanz enthielten, wurde eine Fixier-PKR auch an das 3'-Ende des Transkripts angewendet (Frohman
et al, 1988, supra). Es wurden drei 3'-Extensionsoligonucleotide an das Endteil des cDNA-Klons T16-4.5 an-
gebracht. Wie in Fig. 10C gezeigt, wurden 3 PKR-Produkte verschiedener GréRe erhalten. Alle stimmten mit
der Interpretation Uberein, dass das Ende des Transkripts um ca. 1,2 kb stromabwarts von der Hind IlI-Stelle
an der Nucleotidposition 5027 gelegen war (vergleiche Fig. 1). Die von reprasentativen Klonen abgeleitete
DNA-Sequenz stimmte mit derjenigen des T84-cDNA-Klons T12a (vergleiche Fig. 1 und 7) und der Sequenz
des entsprechenden genomischen EcoRI-Fragments von 2,3 kb iberein.

3.0 DIE MOLEKULARGENETIK VON ZF
3.1 EXPRESSIONSSTELLEN

[0138] Um das Transkript fir das putative ZF-Gen darzustellen, wurden Experimente zur RNA-Gelblothybri-
disierung mit der 10-1 cDNA als Sonde durchgefihrt. Die Ergebnisse der RNA-Hybridisierung sind in Fig. 8
gezeigt.

[0139] Es wurden aus Gewebeproben, die aus der chirurgischen Pathologie oder einer Sektion schon be-
schriebenen Methoden entsprechend erhalten worden waren (A. M. Kimmel. S. L. Berger, Verfasser. Meth. En-
zymol. 152, 1987) RNA-Proben zubereitet. Formaldehydgele wurden auf Nylonmembranen Ubertragen (Zeta-
probe®, BioRad Lab). Die Membranen wurden daraufhin mit DNA-Sonden, die auf eine hochspezifische Akti-
vitat durch die Randomprimermethode markiert worden waren (A. P. Feinberg und B. Vogelstein, Anal. Bio-
chem. 132, 6, 1983) schon verdffentlichen Verfahren (J. Rommens et al, Am. J. Hum. Genet. 43, 645-663,
1989) gemal hybridisiert. Fig. 8 zeigt die Hybridisierung durch den cDNA-Klon 10-1 an ein 6,5 kb-Transkript
in den angezeigten Geweben. Die gesamte RNA (10 ug) eines jeden Gewebes und die Poly A + RNA (1 ug)
der Kolonkrebszellenlinie T84 wurden auf einem 1%igen Formaldehydgel getrennt. Die Positionen der rR-
NA-Banden 28S und 18S sind angezeigt. Pfeile zeigen die Position von Transkripten an. Die Gré3e wurde
durch Vergleich mit Standard-RNA-Markern (BRL Labs) bestimmt. HL60 ist eine menschliche Promyelozyten-
leukamie-Zellinie und T84 ist eine menschliche Kolonkrebszellenlinie.

[0140] Die Analyse bringt eine auffallende Bande einer GréRRe von ca. 6,5 kb in T84-Zellen zum Vorschein.
Ahnlicherweise wurden auch starke Hybridisierungssignale in Pankreas- und primaren Kulturen von Zellen ei-
nes Nasenpolyps erfasst, was darauf hinweist, dass die reife MRNA des putativen ZF-Gens ca. 6,5 kb bemisst.
Geringe Hybridisierungssignale, die wahrscheinlich Abbauprodukte darstellen, wurden in den niedrigeren Gro-
Renbereichen erfasst, sie waren jedoch von Versuch zu Versuch verschieden. Identische Ergebnisse wurden
mit anderen, als Sonden verwendeten cDNA-Klonen erhalten. Auf der Basis der Intensitat der Hybridisierungs-
bande und des Vergleichs mit denjenigen, die fir andere Transkripte unter identischen Versuchsbedingungen
erfasst worden sind, wurde schatzungsweise angenommen, dass die putativen ZF-Transkripte ca. 0,01% der
gesamten mRNA in T84-Zellen darstellten.

[0141] Eine Anzahl anderer Gewebe wurde ebenfalls durch RNA-Gelblothybridisierungsanalyse beim Ver-
such untersucht, das Expressionsbild des 10-1-Gens und die Pathologie von ZF miteinander in Bezug zu set-
zen. Wie in Fig. 8 gezeigt, wurden Transkripte identischer GréRe in der Lunge, dem Dickdarm, in Schweidri-
sen (kultivierte Epithelzellen), der Plazenta, Leber und der Ohrspeicheldriise aufgefunden, die Signalintensi-
taten in diesen Geweben waren jedoch bei verschiedenen Zubereitungen unterschiedlich und im Allgemeinen
schwacher als diejenigen, die im Pankreas und in Nasenpolypen bestimmt worden ist. Die Intensitat war bei
verschiedenen Zubereitungen unterschiedlich; beispielsweise wurde bei der in Fig. 8 gezeigten Zubereitung
keine Hybridisierung in der Niere erfasst, kann jedoch in darauffolgenden wiederholten Untersuchungen er-
fasst werden. Im Gehirn oder in der Nebenniere (Fig. 8) konnten keine Hybridisierungssignale entdeckt wer-
den, und in Hautfibroblast- und Lyphoblastzellinien ebenfalls nicht.

[0142] Zusammenfassend scheint die Expression des ZF-Gens in vielen der untersuchten Gewebe vorzu-
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kommen und in h6herem Masse bei denjenigen Geweben, die stark von der ZF betroffen sind. Wahrend diese
fur Epithelgewebe spezifische Expressionsbilder gut mit der Pathologie der Krankheit Gbereinstimmit, ist kein
signifikanter Unterschied zwischen der Menge oder Grof3e von Transkripten von ZF und Kontrollgeweben fest-
gestellt worden, was mit der Annahme Ubereinstimmt, dass ZF-Mutationen leichte Anderungen am Nucleotid-
niveau darstellen.

3.2 DIE WICHTIGSTE ZF-MUTATION

[0143] Fig. 17 zeigt die DNA-Sequenz an der F508-Deletion. Auf der linken Seite ist das Reverskomplement
der Sequenz von der Basenposition 1649-1664 der normalen Sequenz (wie sie von dem cDNA-Klon T16 ab-
geleitet ist) gezeigt. Die Nucleotidsequenz ist als Output (in willkirlichen Fluoreszenzintensitatseinheiten,
y-Achse) als Funktion der Zeit (x-Achse) firr jede der 2 Photovervielfacherréhren (PMT#1 und #2) eines Gene-
sis 2000TM DNA-Analysesystems von Dupont aufgezeigt. Die entsprechende Nucleotidsequenz ist darunter
gezeigt. Auf der rechten Seite ist die gleiche Region aus einer mutanten Sequenz (wie sie aus dem cDNA-Klon
C 16 abgeleitet ist) gezeigt. Doppelstrangige Plasmid-DNA-Matrizen wurden durch das alkalische Lyseverfah-
ren zubereitet. Funf ug Plasmid-DNA und 75 ng Oligonucleotidprimer wurden bei jeder Sequenzierreaktion
dem von Dupont empfohlenen Protokoll entsprechend verwendet, mit Ausnahme der Tatsache, dass die War-
mebehandlung 30 Minuten bei 45°C und der Verlangerungs-/Terminationsschritt fir 10 Minuten bei 42°C statt-
fanden. Die nicht eingebauten Fluoreszenznucleotide wurden durch Ausféllen des DNA-Sequenzierreaktions-
produkts mit Ethanol in Gegenwart von 2,5 M Ammoniumacetat bei einem pH-Wen von 7,0 entfernt und einmal
mit 70% Ethanol gesplilt. Der fir das T16-1- Sequenzieren verwendete Primer bestand aus einem spezifischen
Oligonucleotid 5’'GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC3', das die Basenposition 1708-1731 umfasste und der
Primer fir C16-1 bestand aus dem Universalprimer SX fir den Bluescript-Vektor (Stratagene). Fig. 18 zeigt
auch die DNA-Sequenz um die F508-Deletion, wie sie durch manuelles Sequenzieren bestimmt worden ist.
Die normale Sequenz von der Basenposition 1726-1651 (von cDNA C16-1) ist neben der ZF-Sequenz (aus
cDNA C16-1) gezeigt. Der linke Abschnitt zeigt die Sequenzen aus den Kodierungsstrangen, die mit dem
B-Primer (5'GTTTTCCTGGAT-TATGCCTGGGCAC3') erhalten worden ist und der rechte Abschnitt zeigt die-
jenigen aus dem gegeniberliegenden Strang mit dem D-Primer (5'GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC3').
Die Klammern zeigen die drei Nucleotide in der normalen, die bei ZF (Pfeilkdpfe) fehlen. Das Sequenzieren
wurde wie bei F. Sanger, S. Nicklen, A. R. Coulson, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 74: 5463 (1977) beschrieben,
ausgefihrt.

[0144] Um den Anteil der ZF-Patienten, die Trager dieser Deletion (F508) sind, wurden genomische
DNA-Proben aus Patienten und ihren Eltern jeweils mit die Mutation flankierenden Oligonucleotidprimern in ei-
ner Polymerasekettenreaktion amplifiziert und an mit **P markierten Oligonucleotide hybridisiert, die fiir die
normale und die putativ mutante Sequenz (Fig. 2) spezifisch sind. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Ta-
belle 2 gezeigt.
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TABELLE 2
VERTEILUNG VON ZF-UND NICHT-ZF-(N) CHROMOSOMEN MIT UND OHNE DIE 3 bp-DELETION

a. ZF-Chromosomen N-Chromosomen
ohne Deletion 69 198
mit Deletion 145 0
Insgesamt 214 198

ZF-Chromosomen

mit der 3 bp-Deletion ohne Deletion
ZF-PI 62 24
ZF-PS 5 9
nicht klassifiziert - 78 &
Insgesamt 145 (68 %) 69 (32 %)

[0145] Die Daten fir die ZF-Pl- (Pankreasinsuffizienz) und die ZF-PS-(Parikreassuffizienz) Chromosomen
wurden aus den bei unserer Verkoppelungsanalyse verwendeten ZF-Familien abgeleitet. Diese Familien wur-
den urspriinglich ohne Kenntnisse bezuglich Pl oder PS ausgewabhlt; die daraufhin identifizierten 15 ZF-PS-Fa-
milien wurden nicht in diese Berechnung eingeschlossen. Die nicht klassifizierten ZF-Chromosomen wurden
vom DNA-Diagnoselabor beim Hospital for Sick Children in Toronto erhalten, fir die keine Pankreasfunktions-
daten zur Verfigung standen.

[0146] Esist ersichtlich, dass 68% (145/214) der ZF-Chromosomen bei der Patientenpopulation im Allgemei-
nen die F508-Deletion aufwies (Tabelle 2). Im Gegensatz dazu, wiesen keine (0/198) der N-Chromosomen die-
se Deletion auf (Tabelle 2; x?-207, pk10~°"®), was darauf hinweist, dass diese Sequenzanderung fiir ZF spezi-
fischist und dass es die die Krankheit verursachende Hauptmutation darstellt. Zwischen der F508-Deletion und
ZF ist keine Rekombination festgestellt worden.

[0147] Andere Sequenzunterschiede wurden zwischen den normalen (T16-4.5) und ZF- (CI-1/5) cDNA-Klo-
nen beobachtet. Bei der Basenposition 2629 wies T16-4.5 ein C und C1-1/5 wies ein T auf, was beim Amino-
saureniveau zu einer Anderung von Leu zu Phe filhrte. Bei Position 4555 war die Base G in T16-4.5 aber A in
C1-1/5 (Val zu Met). Es wird angenommen, dass diese Befunde den Sequenzpolymorphismus darstellen. Die
spezifische Oligonucleotidhybridisierungsanalyse von DNA von Patienten/Familie identifiziert diese als andere
mdgliche Mutationen. Zusatzliche Nucleotidunterschiede wurden in den nichttranslatierten 3'-Regionen zwi-
schen verschiedenen cDNA-Klonen und der genomischen DNA-Sequenz beobachtet. Derartige Unterschiede
in den Sequenzen und, wie man sich im Klaren sein wird, andere Sequenzmodifikationen sind méglich; derar-
tige Unterschiede sind beispielsweise auf normale Sequenzpolymorphismen und Klonierartefakte zurlickzu-
fihren, wobei alle derartigen Unterschiede im Wesentlichen der in Fig. 1 beschriebenen Sequenz beziiglich
ihrer Funktion und ihrer handelsmaRigen Anwendung aquivalent sind.

[0148] Aufgrund der umfangreichen genetischen und physikalischen Kartierungsdaten sind Molekularklonie-
rungsstudien auf ein kleines Segment von DNA am Chromosom 7 ausgerichtet worden. Wegen des Mangels
an Chromosomendeletionen und -umgruppierungen im ZF und des Mangels an einer gut entwickelten funkti-
onellen Untersuchung bezlglich des ZF-Genprodukts hat die Identifizierung des ZF-Gens eine genaue Cha-
rakterisierung des Locus selbst und den Vergleich zwischen den ZF- und normalen (N) Allelen erforderlich ge-
macht. Phenotypisch normale, zufallsmaRig ausgewahlte Individuen konnten beim Vergleich nicht als Kontrol-
len verwendet werden, aufgrund der hohen Frequenz symptomloser Trager in der Population. Deshalb waren
nur Eltern von ZF-Patienten, die beide definitionsgemaf Trager eines N- und eines ZF-Chromosoms sind, fir
die Analyse geeignet. Auch war es aufgrund der starken Allel-Assoziation, die zwischen ZF und einigen der
eng verkoppelten DNA-Markern beobachtet worden war, notwendig, die Méglichkeit auszuschlieRen, dass zwi-
schen N und ZF beobachtete Sequenzunterschiede Polymorphismen darstellten, die mit dem Krankheitslocus
assoziiert sind.
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3.3 IDENTIFIZIERUNG VON RFLPs UND FAMILIENSTUDIEN

[0149] Um den Zusammenhang zwischen den DNA-Segmenten, die bei Chromosomenwanderungs- und
-sprungexperimenten isoliert worden sind, und der ZF zu bestimmten, wurden Restriktionsfragmentlangen-Po-
lymorphismen (RFLP) identifiziert und zum Untersuchen von Familien herangezogen, bei denen Crosso-
ver-Vorkommnisse vorher zwischen CR und anderen flankierenden DNA-Markern entdeckt worden sind. Wie
in Fig. 14 gezeigt, wurden insgesamt 18 RFLP in der 500 kb-Region entdeckt; 17 von diesen (von E6 bis
CE1.0) sind in Tabelle 3 aufgelistet; einige von ihnen entsprechen schon vorher berichteten Markern.

[0150] Funf der RFLPs, namlich 10-1X.6, T6/20, H1.3 und CE1.0, wurden mit cDNA- und genomischen
DNA-Sonden identifiziert, die von dem putativen ZF-Gen abgeleitet worden waren. Die RFLP-Daten sind in Ta-
belle 3 angegeben, wobei Marker in den MET- und D7S8-Regionen zum Vergleich ebenfalls angegeben sind.
Die physikalischen Abstande zwischen diesen Markern sowie ihre Beziehung zu den MET- und D7S8-Regio-
nen sind in Fig. 14 aufgezeigt.
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Sonden-
Bezeichnung

metD

metD

metH

E6

E7

pH131

Banl

Taql

Taql

Taql

Taql

Hinfl

TABELLE 3. MIT DEM N#-sz ASSOZIERTE RFLPs

Fragment-
lange

7,6(kb)

6,8
6,2

4,8
7,5

4,0
44

3,6
3,9
3+0,9

NO

28

59
74

19
45

38
58

42
40
51

81

ZF-P1®

48

25
75

49

20
62

17
16
57

33

>®v

0,60

0,66

0,35

0,45

0,47

0,73

* ()

0,10

0,06

0,05

0,06

0,07

0,15
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(1985)

Nature 318:384

Supra

0,04 B.M.Wainright et al,
0,06 M.C. Iannuzi et al,

0,29
,36

38
38
38
36
36

36

47
62
26
55

4,2

1,8

Mspl
Pvull

J3,11
J29

ANMERKUNGEN ZU TABELLE 3
(a) Die Anzahl von N- und ZF-PI- (ZF mit Pankreasinsuffizienz) Chromosomen wurden aus den Eltern in

den denjenigen Familien abgeleitet, die bei Verkoppelungsanalysen eingesetzt worden sind (Tsui et al, Cold
Springs Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 325 (1986).
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(b) Die standardisierte Assoziation (A), die durch Schwankungen in der Verteilung der DNA-Markierungsal-
lele unter den N-Chromosomen weniger stark beeinflusst ist, wird hier fir den Vergleichskoeffizienten der
Yule-Assoziation A = (ad — bc)/(ad + bc) verwendet, wobei a, b, ¢ und d die Anzahl von N-Chromosomen
beim DNA-Markierungsallel 1, ZF mit 1, N mit 2 bzw. ZF mit 2 sind. Das relative Risiko kann unter Zuhilfe-
nahme des Verhaltnisses von RR = (1 + A)/(1 — A) oder dessen umgekehrte Beziehung berechnet werden.
(c) Die Allel-Assoziation (*), die A. Chakravarti et al, Am. J. Hum. Genet. 36: 1239, (19841 entsnrechend
unter Annahme einer Frequenz des ZF-Chromosoms von 0,02 in der Population berechnet worden ist, ist
zum Vergleich ebenfalls eingeschlossen.

[0151] Aufgrund der geringen Anzahl rekombinanter Familien, die fir die Analyse zur Verfligung standen, wie
aufgrund der geringen Entfernung zwischen den untersuchten Markern und ZF zu erwarten war, und der Mog-
lichkeit einer Falschdiagnose waren alternative Ansatze zum weiteren Feinkartieren des ZF-Gens erforderlich.

3.4 ALLEL-ASSOZIATION

[0152] Eine Allel-Assoziation (Verkoppelungsungleichgewicht) ist bei vielen eng verkoppelten DNA-Markern
entdeckt worden. Wahrend die Nutzlichkeit des Verwendens einer Allel-Assoziation fur das Messen der gene-
tischen Entfernung ungewiss ist, ist eine Korrelation insgesamt zwischen ZF und den flankierenden DNA-Mar-
kern beobachtet worden. Eine starke Assoziation mit ZF wurde fir die ndhergelegenen DNA-Macker D7S23
und D7S122 beobachtet, wahrend nur eine geringe oder keine Assoziation bei den entfernter liegenden Ma-
ckern MET, D7S8 oder D7S424 beobachtet worden ist (vergleiche Fig. 1).

[0153] Wie in Tabelle 3 gezeigt, stieg der Assoziationsgrad zwischen DNA-Mackern und ZF (wie durch den
Yule-Assoziationskoeffizienten gemessen) von 0,35 bei metH und 0,17 bei J32 auf 0,91 bei 10-1X.6 an (es
wurden nur ZF-Pl-Patientenfamilien bei der Analyse herangezogen, da sie genetisch homogener als ZF-PS zu
sein schienen). Die Assoziationskoeffizienten schienen Gber die 300 kb von EG1.4 bis N1.3 ziemlich konstant
zu sein; die bei verschiedenen Position, insbesondere bei H2.3A, E4.1 und T6/20 entdeckten Schwankungen
waren wahrscheinlicherweise der Anderung der allelen Verteilung unter den N-Chromosomen zuzuschreiben
(vergleiche Tabelle 2). Diese Daten stimmen daher mit den aus der Studie rekombinanter Familien erhaltenen
Ergebnis lberein (vergleiche Fig. 14). Eine &hnliche Schlussfolgerung konnte durch Uberpriifen der extendier-
ten DNA-Macker-Haplotypen, die mit den ZF-Chromosomen assoziiert sind, gezogen werden (vergleiche un-
ten). Jedoch erlaubte die starke Allel-Assoziation, die Uber die groRe physische Entfernung zwischen EG1.4
und H1.3 bestimmt werden ist, kein weiteres Feinkartieren des ZF-Gens. Da J44 der letzte genomische
DNA-KIon darstellte, der durch Chromosomenwanderung und Chromosomensprung isoliert worden ist, bevor
ein cDNA-Klon identifiziert worden war, veranlasste uns die starke, fir das JG2E1-J44-Intervall entdeckte Al-
lel-Assoziation, Uber dieses gesamte Intervall nach Kandidatengensequenzen zu suchen. Dabei ist es interes-
sant, zu bemerken, dass der hdchste Grad an Allel-Assoziation in der Tat zwischen ZF und den 2 durch
10-1X.62 entdeckten RFLPs, einer Region in der Nahe der Haupt-ZF-Mutation, entdeckt worden ist.

[0154] Tabelle 4 zeigt eine paarweise Allel-Assoziation zwischen mit ZF eng verkoppelten DNA-Mackern. Die
durchschnittliche Anzahl von Chromosomen, die bei diesen Berechnungen hinzugezogen worden ist, betrug
75-80 und es wurden nur Chromosomen aus ZF-Pl-Familien beim Scoren von ZF-Chromosomen herangezo-
gen. Ahnliche Ergebnisse wurden dann erhalten, wenn die standardisierte Yule-Assoziation (A) herangezogen
wurde.

26/92



DE 690 34 115 T2 2004.07.15

* 48D $90 %00 810 €20 620 €0 910 910 020 L6 NT:
120 - 190 200 KO KTV 620 &0 (KO SIT 610 81D €10’
460 Y90 - pI'0 1IZO €10 RV L£0 120 120 WO ZZ0 YO
P10 OZ0 G810 - 00 200 02D 20 M0 LCO SSO TVD $¥O
0Z0 €10 630 OVO - 210 990 ¥9D 260 €80 490 000 .80
ST0 G0 120 &0 950 - €90 690 L0 100 00 L00 100
800 200 200 290 ©°0 #10 - 00 ESO 89'0 &9V 020 90
€00 200 000 950 00 610 {60 - €650 630 630 GLO WD
€20 ZT0 920 Z£0 930 S3D Y0 660 - ST0 00 08V 09D
120 S2O £Z0 STO §30 6Y0 6D &vU KD .- 060 00U} 180
61D 620 S0 010 650 037 610 €10 $90 T - 80 008
0 STO $C0 ZeO 0L0 LYO WD 950 QL0 L60 ¥ - WO
TCO STO SC0 €10 £50 §90 0 100 990 920 008 WO -
OZ0 $TO G20 Z10 SSO 950 L0 €00 SSU 120 060 420 WO
SL'D Y10 920 900 950 190 €10 00 00 180 890 L0 (90
1’0 §0'0 500 €Z0 60°0 0Z0 ZZ0 LTO L00 620 M0 Z¥D 100
900 010 SU0 SO0 010 €0 010 210 01D €00 €0 500 100
00 800 800 ©OD %00 020 $4°0 940 €00 CUT €U0 00V S0V
%00 91°0 900 900 €1°0 600 WO 100 20 200 00T 110 40O
0DT OZ0 380 200 $3°0 600 $30 600 630 50D ZU0 610 000
810 00 1ZTO0 TU0 200 400 VD W0 900 L00 §1'0 €10 0D
SO0 600 60°0 SI'0 £1°0 90°C 200 800 110 €00 Y20 £L0T LID
200 13'0 ZO'0 SU0 940 €U0 040 S00 €00 600 LI0 910 L00
UG 19SM 17RS (9PN (00N (dSTYNIVEH) OOV TEQX (ISTY 100N (SR (134
G2l LLEr 20 OULIDCIN 0298 9X3-0)

010 010 600 000 000 030 010 600 200 310 fnAd 62F
010 §10 210 SO0 SO0 900 £00 S1°0 16V 930  IdswyLIEY
(Z0 IZ0 400 ¥ZO 210 €10 4T I50 €40 €00 PES TN
€S0 60 €00 $TO STO 10 150 200 $00 000 FPNOIID
QL0 L0 S50 0CO OTC 100 €00 S0 900 800 WONEIN
00D SO0 620 €20 CZU €10 €10 90 L00 LZ0 IRKRAL
950 950 SO0 Y0 J¥0 §50 €00 S20 010 810 (IETHINI0M
S50 990 90 TY0 T¥0 §30 010 1TV 030 NV FIVEXIO
@y0 540 SYD 620 ST0 100 100 900 SO0 910 [FAXNT
ogd 200 90 STO STO €U0 SO (00 800 ZO BN
050 T80 SYO IS0 IS0 50°0 SUD 100 100 SO0 NONTH
230 190 ¢C0 00 GT0 €00 200 400 900 Z0 weINE
960 050 $Y0 020 00 €00 GUD U0 QU0 L00 P IFOF
. OFt 0VU £ZZ0 ZZ0 L00 200 00 800 €30 W8I0
o0 - 920 OZ0 00 L00 900 £00 §U0 110 UNYIOI
410 SO0 - 4¥0 SO 14°0 GO0 S1D 310 0TO RELVETH
€00 200 IZ0 - 80 40 SV €20 G20 SYO UIPNHYIGEA
600 $00 240 160 - 0YS 80 €20 620 N0 SUrH 163N
200 €00 €U0 600 030 - 003 200 IS0 910 PeL 3
€00 200 900 SO0 400 €S0 - 000 0C0 110 ered
000 SOV 920 900 §UD SO0 100 - 910 190 deLHEw
10 600 ZUU 100 200 SL0 SI0 V0 - (T0 peLaRw
900 900 £Z0 400 SO0 000 970 6»T STO -  (EAQWU
w09 P Heg mPH Bt ey ey (beg el ey
L K CULAS

UIUWOSOWIOIY)~N

" vl qs..uu.ﬂuﬁu...om vear¥ilseud 23 9 W Qe

WIWOSOWoIYD)-J7Z

N-Chromosomen entdeckt. Wie in Tabelle 4 gezeigt, scheinen DNA-Marker, die physisch eng beieinander lie-
Fallen fast vollstandige) Allel-Assoziation zwischen den nebeneinander liegenden Markern E6 und E7, zwi-
schen pH13 und W3D1.4, zwischen den durch 10-1X.6 bestimmten polymorphen Accl- und Haelll-Stellen und

[0155] Eine starke Allel-Assoziation wurde auch unter Untergruppen von RFLPs an beiden der ZF- und
gen, im Allgemeinen eine starke Assoziation miteinander zu haben. Beispielsweise wurde eine starke (in vielen
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unter EG1.4, JG2E1, E2.6(E.9), E2.8 und E4.1 entdeckt. Die beiden Gruppen von Distalmarkern in der MET-
und D7S8-Region haben auch einen gewissen Grad an Verkoppelungsungleichgewicht untereinander gezeigt,
jedoch zeigten sie kaum eine Assoziation mit Markern von E6 bis CE1.0, was mit den entfernten Positionen
von MET und D7S8 vereinbar ist. Andererseits kann das Fehlen einer Assoziation zwischen DNA-Markern, die
einander physisch nahestehen, das Vorliegen von Rekombinations-Hotspots anzeigen. Beispiele dieser poten-
tiellen Hotspots sind die Region zwischen E7 und pH131, um N2.3A herum, zwischen J44 und den Regionen,
Uber die sich die Sonden 10-1X.6 und T6/20 erstrecken (siehe Fig. 14). Diese Regionen, die haufig Rekombi-
nationsbruchpunkte enthalten, sind bei der darauffolgenden Analyse extendierter Haplotypdaten fiir die ZF-Re-
gion nutzlich gewesen.

3.5 HAPLOTYPANALYSE

[0156] Die extendierten Haplotypen auf der Basis von 23 DNA-Markern wurden fur die ZF- und N-Chromoso-
men in der Sammlung von Familien gebildet, die vorher fir die Verkoppelungsanalyse herangezogen worden
waren. Aufgrund der Annahme einer Rekombination zwischen Chromosomen verschiedener Haplotypen war
es moglich, mehrere Linien beobachteter ZF-Chromosomen zu konstruieren und die Position des Krankheits-
locus vorauszusagen.

[0157] Um weitere, fir das Verstandnis der Natur verschiedener ZF-Mutationen nitzt the Informationen zu
erhalten, wurden die F508-Deletionsdaten mit den extendierten DNA-Marker-Haplotypen korreliert. Wie in Ta-
belle 5 gezeigt, konnten finf Hauptgruppen von N- und ZF-Haplotypen durch die RFLPs innerhalb oder direkt
neben des putativen ZF-Gens (Regionen 6-8) definiert werden.
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dien herangezogenen Familien (man vergleiche Anmerkung (a) zu der Tabelle 3), wobei zusatzliche
ZF-PS-Familien hinterher zusammengebracht wurden, abgeleitet (Kerem et al. Am. J. Genet. 44: 827
(1989)). Um Platz zu sparen, sind die Daten in Gruppen (Regionen) aufgezeigt. Die Regionen sind haupt-
sachlich in Tabelle 4 gezeigten paarweisen Assoziationsdaten entsprechend zugeordnet, wobei die Regio-
nen 6-8 die putativen ZF-Loci Uberspannen (die F508-Deletion befindet sich zwischen den Regionen 6 und
7). Ein Bindestrich (-) wird an der Region gezeigt, an der der Haplotyp aufgrund unvollstandiger Daten oder
der Unfahigkeit, eine Phase zu etablieren, nicht bestimmt worden ist. Alternative Haplotypzuordnungen sind
auch dort angegeben, wo die Daten unvollstéandig sind. Nicht klassifiziert umschlie3t diejenigen Chromoso-
men mit mehr als 3 unbekannten Zuordnungen. Die Haplotypdefinitionen fiir jede der 9 Regionen sind wie
folgt:

Region I- metD metD metH
Banl Taql Taql
A= 1 1 1
B= 2 1 2
= 1 1 2
D= 2 2 1
E= 1 2 -
= 2 1
G= 2 2 2
Region 2 - E6 E7 pH131 W3D1,4
Taql Taqgl Hinfl HindIII
A= 1 2 2 2
B= 2 1 1 1
= 1 2 1 1
D= 2 1 2 2
E= 2 2 2 1
= 2 2 1 1
G= 1 2 1 2
H= 1 1 2 2
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Region 3 - H2,3A
Taql
A= 1
B= 2
Region 4- Egl 4 EGl1,4 JG2E1
Hincll - BGII Pstl
A= 1 1 2
= 2 2 1
= 2 2 2
= 1 1 1
= 1 2 1
Region 5 - E2,6 E2,8 E4,1
Mspl Ncol Mspl
A= 2 1 2
B= 1 2 1
C= 2 2 2
Region 6- J44 10-1X. 610-1X.6
Xbal Accl Haelll
A= 1 2 1
B= 2 1 2
= 1 1 2
= 1 2 2
= 2 2 2
= 2 2 1
Region 7 — T6/20
Mspl
A= 1
B= 2
Region 8 - H1,3 CE 1,0
Ncol Ndel
A= 2 1
B= 1 2
= 1 1
= 2 2
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Region 9 - 132 J3,11 129
Sacl Mspl Pvull
A= 1 1 1
B= 2 2 2
C= 2 1 2
D= 2 2 1
E= 2 1 1

(b) Anzahl von Chromosomen, die in jeder Klasse angezeigt sind:

ZF-PI(F) = ZF-Chromosomen aus ZF-PI-Patienten mit der F508-Deletion;
ZF-PS(F) = ZF-Chromosomen aus ZF-PS-Patienten mit der F508-Deletion;
ZF-Pl = andere ZF-Chromosomen aus ZF-PI-Patienten;

ZF-PS = andere ZF-Chromosomen aus ZF-PS-Patienten;

N = normale Chromosomen, die aus Tragereltern abgeleitet sind.

[0158] Es war offensichtlich, dass die meisten Rekombinationen zwischen Haplotypen zwischen den Regio-
nen 1 und 2 und zwischen den Regionen 8 und 9 vorkamen, was wiederum in gutem Einklang mit der relativ
langen physischen Entfernung zwischen diesen Regionen steht. Andere weniger haufige Bruchpunkte wurden
zwischen kurzen Entfernungsintervallen beobachtet und sie entsprachen im Allgemeinen den Hotspots, die
durch paarweise Allel-Assoziationsstudien, wie oben gezeigt, identifiziert worden sind. Auffallend daran war,
dass die F508-Deletion fast ausschlieRlich mit der Gruppe |, dem haufigsten ZF-Hap1otyp, assoziiert ist, was
die Auffassung unterstitzt, dass diese Deletion die Hauptmutation bei ZF darstellt. Noch wichtiger ist, dass die
F508-Deletion zwar in 89% (62/70) der ZF-Chromosomen beim AA-Haplotyp (der den beiden Regionen 6 und
7 entspricht), der die Deletion flankiert, beobachtet worden ist, jedoch keine bei den 14 N-Chromosomen in-
nerhalb der gleichen Gruppe (,2 = 47.3, p < 10™*) vorgefunden worden ist. Die F508-Deletion war deshalb kein
allgemeiner Sequenzpolymorphismus, der mit dem Kern des Gruppe I-Haplotyps assoziiert ist (vergleiche Ta-
belle 5).

[0159] Eines der ZF-Chromosomen, die durch die spezifische Oligonucleotidsonde fir die F508-Deletion be-
stimmt worden ist, erwies sich als zu einer anderen Haplotypgruppe gehérend (Gruppe Ill). Weder irgendeines
der 9 anderen ZF-Chromosomen noch die 17 N-Chromosomen mit der gleichen Gruppe hybridisierten zu der
Sonde. Dieses spezifische Hybridisierungsergebnis deutet darauf hin, dass die an diesem Chromosom unter-
gebrachte Mutation F508 ahnlich ist. Obwohl eine Rekombination oder Genumwandlung eventuell Mechanis-
men sind, die zum Erklaren des Vorliegens dieser Deletion an einem Nicht-Gruppen I-Haplotyp dienen kénnen,
ist es wahrscheinlicher, dass diese 2 Gruppen IlI-Chromosomen einen sich wiederholenden Mutationsfall dar-
stellen, d. h. eine Situation, die den B° und BE-Mutationen am B-Globinlocus &hnlich sind.

[0160] Zusammengenommen untermauern die Ergebnisse der Oligonucleotidhybridisierungsstudie und der
Haplotypanalyse die Tatsache, dass der hier beschriebene GenLocus das ZF-Gen ist und dass die 3 bp-
(F508)Deletion die haufigste Mutation bei ZF ist.

3.6 ANDERE ZF-MUTATIONEN

[0161] Die Assoziation der F508-Deletion mit einem allgemeinen und einem seltenen ZF-Hap1otyp hat wei-
tere Einsicht geboten bezuglich der Anzahl von Mutationsvorkommnissen, die zur gegenwartigen Patienten-
population beitragen kénnten. Auf der Basis der extendierten Haplotzpdaten tragen die 2 urspringlichen Chro-
mosomen, bei denen die F508-Deletion vorgekommen ist, wahrscheinlicherweise den Haplotyp — AAAAAAA
— (Gruppe la) und -CBAACBA-(Gruppe llla), wie in Tabelle 5 definiert. Die anderen, die Deletion tragenden
Gruppe |-ZF-Chromosomen sind wahrscheinlich Rekombinationsprodukte, die vom urspriinglichen Chromo-
som abgeleitet sind. Betrachtet man die ZF-Chromosomen in jeder Haplotypgruppe als vom gleichen Ursprung
abgeleitet, so wirden nur 3-4 zusatzliche Mutationsvorkommen vorausgesagt werden (Tabelle 5). Da jedoch
viele der ZF-Chromosomen in der gleichen Gruppen deutlich voneinander verschieden sind, sind weitere Un-
terteilungen innerhalb jeder Gruppe méglich. Dadurch kénnte eine grélRere Anzahl unabhangiger Mutations-
vorkoinmnisse in Betracht gezogen werden, und die Daten weisen darauf hin, dass mindestens 7 zusatzliche
putative Mutationen ebenfalls zum ZF-PI-Phenotyp beitragen (vergleiche Tabelle 4). Die zu den ZF-PS-Unter-
gruppen fihrenden Mutationen sind wahrscheinlicherweise heterogener.

[0162] Die 7 zusatzlichen ZF-PI-Mutationen sind durch folgende Haplotypen dargestellt: -CAAAAAA- (Gruppe
Ib), -CABCAAD- (Gruppe Ic), ---BBBAC- (Gruppe lla), -CABBBAB- (Gruppe Va). Obwohl| der Molekulardefekt
bei jeder dieser Mutationen noch zu definieren ist, ist es klar, dass keine dieser Mutationen die Region stark
beeinflusst, die den Oligonucleotidbindungsstellen entspricht, die bei dem PKR-Hybridisierungsexperiment
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verwendet worden sind.
3.7 PANKREASSUFFIZIENZ

[0163] CF-PS wird klinisch als ausreichende Pankreasexokrinfunktion flir das Verdauen von Nahrung defi-
niert; jedoch ist der Grad residueller Pankreasenzymeaktivitat im Verdauungssystem von Patient zu Patient
verschieden. Friihere Haplotypdaten haben darauf hingedeutet, dass die ZF-PI- und ZF-PS-Patienten auf ver-
schiedene mutante Allele zurtickzufihren waren. Obwohl der grundlegende biochemische Defekt bei ZF noch
definiert werden muss, ist es moglich, dass die residuelle Pankreasenzymaktivitat bei ZF-PS-Patienten die Ak-
tivitat des mutanten ZF-Genprodukts direkt widerspiegelt. So wiirde die residuelle Exokrinfunktion, die durch
ein mildes (ZF-PS-) Allel Gbertragen wird — obgleish sie viel geringer als diejenige des normalen Genprodukts
ist — einen dominanten Phenotyp im Vergleich mit demjenigen starkerer (ZF-PI) Mutationen mit kaum einer
oder keiner Funktionsfahigkeit darstellen. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass nur Patienten, die
Trager von 2 Kopien starker Allele sind, ZF-Pl-Patienten sein wiirden und dass Patienten, die 1 oder 2 milde
Allele tragen, ZF-PS-Patienten waren.

[0164] Um die obigen Thesen zu Uberprifen, kdnnten Informationen bezliglich des Anteils von ZF-Patienten,
die Trager der F508-Deletion sind, verwendet werden. Unter der Annahme, dass eine starke Mutation im Ver-
gleich mit einer milden Mutation rezessiv ist und dass eine Verteilung von ZF-Allelen unter der Patientenpopu-
lation dem Hardy-Weinberg-Gesetz entspricht, konnte die Haufigkeit schwerer Allele auf 0,92 geschatzt wer-
den und diejenige der milden Allele (M), auf 0,08 (vergleiche Tabelle 6).

TABELLE 6
POPULATIONSANALYSE VON ZF-PI UND ZF-PS
vorher-

Ange- gesagte

nommener Haufig-

Genotyp (a) keit (b) beobachtet (¢) erwartet (d)
Pankreas- FF 0,459 21 21,2
insuffizienz (PI) FS 0,331 14 15,2

SS 0,060 4 2,7

Gesamt 0,850 39 -
Pankreas- FN 0,106 15 (a) 14,8
suffizienz (PS) SN 0,038 6 6,2

MM 0,006

Gesamt 0,150 21

(a) Allelbezeichnungen: F = die 3 bp-Deletion (Deletion von Phenylalanin an der Aminosaureposition 508);
S = uncharakterisierte stark mutante Allele; M = uncharakterisierte mild mutante Allele.

(b) Angenommen, dass der mutante ZF-PI-Phenotyp bezuglich des mutanten ZF-PS-Phenotyps rezessiv
ist, so kdnnte die Haufigkeit der mutanten ZF-PI-Allele, einschliellich der 3 bp-Deletion, aufgrund des be-
obachteten Anteils der ZF-PI-Patienten in der ZF-Klinik geschatzt werden (Corey et al J. Pediatr. 115: 274
(1989)), d. h. (0,85) = 0,92. Die beobachtete Allelhdufigkeit fir F in der gesamten ZF-Population betragt
0,68 (Tabelle 3); die Haufigkeit fur S = 0,92 — 0,68 — 0,24; die Haufigkeit fir M = 1 — 0,92 — 0,08. Die Hau-
figkeit fur jeden Genotyp wurde daraufhin unter Zuhilfenahme des Hardy-Weinberg-Gesetzes berechnet.
(c) Die Anzahl von ZF-PI- und ZF-PS-Patienten in jeder Kategorie wurde durch Oligonucleotid-Hybridisie-
rungsanalyse, wie in Fig. 15 veranschaulicht, erhalten. Die Patienten stammten aus den bei unserer Ver-
koppelungsanalyse herangezogenen ZF-Familien, wobei 14 zusatzliche ZF-PS-Patienten/Familien aus ei-
ner darauffolgenden Studie stammten. Da SM und MM nicht genotypisch oder phenotypisch unterschieden
werden konnte, wurden sie bei der Analyse kombiniert.

(d) Die erwarteten Zahlen wurden fir ZF-PI und ZF-PS nach der Standardisierung innerhalb jeder Gruppe
berechnet. Ds x? der Passung betragt 0,86, d. f. = 3, 0,74 < p < 0,90.

(e) Diese Zahl ist héher als zu erwarten gewesen ware (15 beobachtete gegen 9,6 zu erwartende), wenn
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die F508-Deletion unter allen ZF-Chromosomen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht steht (x* = 6,48, d. f. =
1, p <0,011).

[0165] Da es sich herausstellte, dass die Mehrzahl der ZF-PI-Patienten fiir die F508-Mutation (F) homozygot
war, war es vernlnftig anzunehmen, dass diese Mutation einem der starken Allele entsprach. Angesichts der
bei der untersuchten ZF-Population beobachteten Haufigkeit von F (0,68) konnte die Haufigkeit der verbleiben-
den starken Allel (8) abgeleitet werden. Der Anteil von FF-, SS-, MM-, FS-, FM- und SM-Patienten wurde be-
rechnet. Da Individuen mit SM und MM phenotypisch oder genotypisch nicht unterschieden werden konnten,
wurden sie bei der Analyse kombiniert. Wie in Tabelle 6 gezeigt, waren die fir alle 5 Patientengruppen beob-
achteten Haufigkeiten wie es aufgrund dieser Hypothese zu erwarten gewesen war.

[0166] Die obige Analyse bietet daher einen starken Ruckhalt fur unsere Annahme, das ZF-P| der Gegenwart
von zwei starken Allenen zuzuschreiben ist und dass ein ZF-PS-Patient Trager entweder eines starken Allels
oder von zwei milden Allelen ist. Dieses Modell erklart auch die geringere Haufigkeit der F508-Deletion bei der
ZF-PS- als bei der ZF-Pl-Population und die tibermaRige Anzahl von ZF-PS-Patienten mit einer Kopie der De-
letion (vergleiche Anmerkung in Tabelle 6).

[0167] Angesichts des vorausgesagten dominanten Phenotyps, der durch die M-Allele Ubertragen wird, war
es notwendig, die ZF-Chromosomen bei ZF-PS-Patienten einzeln zu untersuchen, um diejenigen, die die M-Al-
lele tragen, zu identifizieren. Wie in Tabelle 7 gezeigt, sind finf der sieben reprasentativen ZF-PS-Patienten
Trager einer Kopie der F508-Deletion; mindestens 5 verschieden Haplotypen konnten den anderen ZF-Chro-
mosomen zugeordnet werden.
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TABELLE 7. Haplotyp der ZF-Chromosomen in ZF-PS-Individuen und Familien mit Ml

Familie# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 CF-Allele
(a) CF-PS-Individuen

F (Gruppe Ia)
M (vorausgesagt,
Gruppe 11Ib)

3 A A AA
D CBA

> >
a >
(v
>
> >

14 B F (Gruppe Ia)
M (vorausgesagt,

Gruppe 11a)

ax»
W >
W >
w >
> >
a»
a»

27 F (Gruppe Ia)
M (vorausgesagt,

Gruppe Ib)

> >
O

> >
> >
> >
> >
> tm

29 A B F (Gruppe Ia)
A/C B M (vorausgesagt,

Gruppe I1a)

w >

> Q
> >

40 P (Gruppe Ia)
N (vorausgesagt,

Gruppe IV)

T
Q>
w >
> >
> >
Q>
w >
Q>

>

51 C CAB B B/C A CA M (vorausgesagt,
Gruppe 11a)

F D AB B B/C A CC M (vorausgesagt,
Gruppe 11a)

54 B CAB C C A CA M oder S
vorausgesagt,
Gruppe Vb)
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B B A A A CB AA M (vorausgesagt,
Gruppe I1Ib)

(b) Familien mit MI

F (Gruppe Ia)
F (Gruppe Ia)

N
w W
> >
> >

10 F (Gruppe Ia)

F (Gruppe Ia)
23 F (Gruppe Ia)

S (vorausgesagt,
Gruppe Ib)

wy» »O

am gw > >
>w > >
> P P>
> > P>
P e e - S
Tw Wy >

> >
> > >

28 F (Gruppe Ia)

F (Gruppe Ia)

> >

33 F (Gruppe Ia)

F (Gruppe [a)

ww WO

> PP

A
A
A -
A A
49 A A A A
A A A

F (Gruppe Ia)
B F (Gruppe Ia)
(a) Die Haplotypdefinitionen sind die gleichen wie in Tabelle 5.

(b) Die Allelbezeichnungen sind die gleichen wie in Tabelle 6: F = die F508-Deletion; S = uncharakterisiertes
stark mutantes Allel; M = uncharakterisiertes mild mutantes Allel.

> wWw P>
> W >
b - S
> > P>

A

[0168] Diese letzteren Beobachtungen bieten eine weitere Untermauerung der Annahme, dass die Mehrzahl
von ZF-PS-Patienten verbindungsheterozygot sind.

4.0 ZFTR-PROTEIN

[0169] Wie beziliglich der DNA-Sequenz von Fig. 1 besprochen, wurde bei der Analyse der Sequenz der sich
Uberlappenden cDNA-Klone ein unverarbeitetes Polypeptid von 1480 Aminosauren mit einer Molmasse von
168.138 Dalton vorausgesagt. Wie spater beschrieben kann aufgrund von Polymorphismen im Protein die Mol-
masse des Proteins durch mogliche Substitutionen oder die Deletion von gewissen Aminosauren variabel sein.
Die Molmasse andert sich auch aufgrund des Anlagerns von Kohlenhydrateinheiten unter Bildung eines Gly-
koproteins. Es ist auch klar, dass das funktionelle Protein in der Zelle dem unverarbeiteten Polypeptid ahnlich
sein wird, jedoch aufgrund eines Zellmetabolismus modifiziert werden kann.

[0170] Dementsprechend bietet die Erfindung ein gereinigtes normales ZFTR-Polypeptid, das durch eine Mol-
masse von 170.000 Dalton gekennzeichnet ist und eine Epithelzellen-Transmembranionen-Konduktanzaktivi-
tat aufweist. Das normale ZFTR-Polypeptid, das im Wesentlichen von anderen menschlichen Proteinen frei ist,
ist durch die oben erwdhnten DNA-Sequenzen kodiert und einer Ausfiihrungsform gemal derjenigen von
Fig. 1. Ein derartiges Polypeptid weist die immunologische oder biologische Aktivitat von normalem ZFTR-Po-
lypeptid auf. Wie weiter unten noch besprochen werden wird, kann das ZFTR-Polypeptid und Fragmente des-
selben durch chemische oder enzymatische Peptidsynthese hergestellt oder in einem geeigneten geziichteten
Zellsystem exprimiert werden. Die Erfindung bietet auch ein gereinigtes mutantes ZFTR-Polypeptid, das durch
eine mit der zystischen Fibrose assoziierte Aktivitat in menschlichen Epithelzellen gekennzeichnet ist. Ein der-
artiges Mutantes ZFTR-Polypeptid, kann, da es im wesentlich von anderen menschlichen Proteinen frei ist,
durch die mutante DNA-Sequenz kodiert werden.

4.1 STRUKTUR VON ZFTR

[0171] Das charakteristischste Merkmal des vorhergesagten Proteins ist das Vorliegen von zwei wiederholten
Motiven, von denen jedes aus einem Satz von Aminosaureresten besteht, die in der Lage sind, die Membran
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mehrere Male zu Uberspannen, gefolgt von sequenzahnlichen Konsens-Nucleotid(ATB)-Bindungsfalten
(NBFs) (Fig. 11, 12 und 16). Diese charakteristischen Merkmale sind denjenigen des gegen eine Reihe von
Arzneimitteln widerstandsfahigen P-Glykoproteins von Sdugern und einer Reihe anderer membranassozierter
Proteine bemerkenswert ahnlich, was darauf hinweist, dass das vorhergesagte ZF-Genprodukt wahrscheinli-
cherweise beim Transport von Substanzen (lonen) Gber die Membran eine Rolle spielt und wahrscheinlich ein
Mitglied einer Membranprotein-Superfamilie ist.

[0172] Fig. 13 zeigt ein schematisches Modell des vorhergesagten ZFTR-Proteins. In Fig. 13 zeigen Zylinder
Membranen Uberspannende Wendel, die schraffierten Kreise zeigen NBFs an. Der punktierte Kreis ist die po-
lare R-Domane. Die sechs Membranen Gberspannenden Wendel in jeder Halfte des Molekiils sind als Zylinder
gezeigt. Die inneren zytoplasmisch orientierten NBFs sind als schattierte Kreise mit Schlitzen aufgezeigt, um
die Eintrittsmdglichkeit durch das Nucleotid anzuzeigen. Die grol3e polare R-Domane, die die beiden Halften
verbindet, ist durch einen punktierten Kreis dargestellt. Geladene einzelne Aminosauren innerhalb der Trans-
membransegmente und an der Oberflaiche der R-Domane sind als kleine das Ladungszeichen enthaltende
Kreise dargestellt. Nettoladungen an den internen und externen Schleifen, die die Membranzylinder verbinden,
und an den Regionen der NBFs sind durch offene Quadrate umschlossen. Stellen fir die Phosphorylierung
durch die Proteinkinasen A oder C sind durch ausgefiillte bzw. offene Dreiecke dargestellt. K, R, H, D und E
sind die Standardnomenklatur fir die Aminosauren Lysin, Arginin, Histidin, Asparaginsaure bzw. Glutaminsau-
re.

[0173] Jede der vorhergesagten membranassoziierten Regionen des ZFTR-Proteins besteht aus 6 stark hy-
drophoben Segmenten, die in der Lage sind, eine Lipiddoppelschicht den Algorithmen von Kyte und Doolittle
und von Garnier et al (J. Mol. Biol. 12D, 97 (1978) (Fig. 13) zu Uberspannen. Auf die membranassozierten
Regionen folgt jeweils eine grofRe hydrophile, die NBFs enthaltende Region. Auf der Basis der Sequenzaus-
richtung mit anderen bekannten Nucleotid bindenden Proteinen umfasst eine jede der putativen NBFs im ZFTR
mindestens 150 Reste (Fig. 13). Die bei den meisten der ZF-Patienten entdeckte 3 bp-Deletion ist zwischen
den 2 am besten erhaltenen Segmenten der ersten NBF in ZFTR positioniert. Die Aminosauresequenzidentitat
zwischen der Region, die die Phenylalanin-Deletion umgibt, und den entsprechenden Regionen einer Reihe
anderer Proteine legt nahe, dass diese Region von funktioneller Wichtigkeit ist (Fig. 16). Eine hydrophobe Ami-
nosaure, gewohnlich eine mit einer aromatischen Seitenkette, liegt in den meisten dieser Proteine an der Po-
sition vor, die F508 des ZFTR-Proteins entspricht. Man muss sich im Klaren darlber sein, dass Aminosaure-
polymorphismen als Ergebnis von DNA-Polymorphismen existieren kénnen.

[0174] Fig. 16 zeigt die Ausrichtung der 3 am besten konservierten Segmente der erweiterten NBFs von
ZFTR auf vergleichbare Regionen anderer Proteine. Diese 3 Segmente bestehen aus den Resten 433-473,
488-513 und 542-584 der N-terminalen Halfte und 1219-1259, 1277-1302 und 1340-1382 der C-terminalen
Halfte von ZFTR. Die dicke Kopflinie weist auf die Regionen der gréften Ahnlichkeit hin. Eine zusatzliche all-
gemeine Homologie ist selbst ohne Einflihrung von Leerstellen ersichtlich.

[0175] Trotz der Symmetrie der Struktur des Proteins insgesamt und der Sequenzkonservation der NBFs ist
die Sequenzhomologie zwischen den beiden Halften des vorausgesagten ZFTR-Proteins bescheiden. Dies
wird in Fig. 12 bewiesen, wo die Aminosaure 1-1480 auf jeder Achse dargestellt sind. Linien auf jeder Seite
der Identitatsdiagonale zeigen die Positionen interner Ahnlichkeiten an. Aus diesem Grund sind zwar vier Sat-
ze interner Sequenzidentitaten, wie in Fig. 12 gezeigt, mit Hilfe der Dayhoff Score-Matrix, wie von Lawrence
et al. [C. B. Lawrence, D. A. Goldman und R. T. Hood, Bull Math Biol. 48, 569 (1986)] angewendet, erfassbar,
drei von diesen sind jedoch nur bei den niedrigen Schwellenwerteinstellung fur die Standardabweichung er-
sichtlich. Die starke ldentitat liegt zwischen Sequenzen an den Carboxylenden der NBFs vor. Von den 66 aus-
gerichteten Resten sind 27% identisch und weitere 11% funktionell 8hnlich. Die insgesamt schwache interne
Homologie steht im Gegensatz zu dem viel héheren Grad (> 70%) im P-Glykoprotein, woflr eine Genduplika-
tionshypothese vorgeschlagen worden ist (Gros et al, Cell 47, 371, 1986; C. Chen et al, Cell 47, 381, 1986,
Gerlach et al, Nature, 324, 485, 1986, Gros et al, Mol. Cell. Biol, 8, 2770, 1988). Der Mangel an Konservierung
in den relativen Positionen der Exon-Intron-Grenzen kann eventuell gegen ein derartiges Modell fiir ZFTR spre-
chen (Fig. 2).

[0176] Da keine Signal-Peptidsequenz am Aminoterminus von ZFTR vorzuliegen scheint, ist das hochgela-
dene hydrophile Segment, das der ersten Transmembransequenz vorausgeht, wahrscheinlich im Zytoplasma
orientiert. Es ist zu erwarten, dass jeder der zwei Satze hydrophober Wendel 3 die Membran Gberquerende
Schleifen bildet und es ist zu erwarten, dass wenig der Sequenz des gesamten Proteins der aul3eren Oberfla-
che gegeniiber ausgesetzt ist, mit Ausnahme der Region zwischen den Transmembransegmenten 7 und 8. Es
ist interessant, festzustellen, dass die letztere Region zwei potentielle Stellen fir die N-verkoppelte Glykosy-
lierung enthalt.

[0177] Aufjede der membranassozierten Regionen folgt eine NBF, wie oben angezeigt. Auflerdem kann eine
hochbeladene zytoplasmische Domane in der Mitte des vorausgesagten ZFTR-Polypeptids identifiziert wer-
den, die die beiden Halften des Proteins verbindet. Diese Doméane, namlich die R-Domane, ist operationell
durch ein einziges groRes Exon definiert, in dem 69 der 241 Aminosauren polare Reste sind, die in sich in ab-
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wechselnden Gruppen positiver und negativer Ladung angeordnet sind.

[0178] Auflerdem befinden sich 9 der 10 Konsenssequenzen, die fir die Phosphorylierung durch die Prote-
inkinase A (PKA) erforderlich sind, und 7 der potentiellen Substratstellen fur die Proteinkinase C (PKC), die in
ZFTR aufzufinden sind, in diesem Exon.

4.2 DIE FUNKTION VON ZFTR

[0179] Die Eigenschaften von ZFTR kénnen aus einem Vergleich mit anderen membranassoziierten Protei-
nen abgeleitet werden (Fig. 16). AuRen der allgemeinen strukturellen Ahnlichkeit mit dem P-Glykoprotein von
S&ugern, weist eine jeder der beiden vorausgesagten Doménen im ZFTR auch eine bemerkenswerte Ahnlich-
keit mit der Eindomanenstruktur von Hdmolysin B von E. coli und dem Produkt des White-Gens von Drosophila
auf. Diese letzteren Proteine spielen beim Transport des lytischen Peptids des Hamolysinsystems bzw. von
Augenpigmentmolekulen eine Rolle. Das Vitamin B 12-Transportsystem von E. coli, BtuD und MbpX, bei dem
es sich um ein Leberblimchen-Chloroblastgen handelt, dessen Funktion unbekannt ist, weist ebenfalls ein
&hnliches Strukturmotiv auf. Des Weiteren hat das ZFTR-Protein eine strukturelle Ahnlichkeit mit mehreren der
periplasmischen Geloststoff-Transportsysteme Gram-negativer Bakterien gemeinsam, bei denen die Trans-
membranregion und die ATP-Bindungsfalten in getrennten Proteinen enthalten sind, die im Zusammenspiel mit
einem dritten substratbindenden Polypeptid funktionieren.

[0180] Die gesamte strukturelle Anordnung der Transmembrandoméanen in ZFTR ist derjenigen mehrerer Kat-
ionenkanalproteine und einiger Kationentranslokations-ATPasen sowie der vor kurzem beschriebenen Ade-
nylatcyclase von Rinderhirn ahnlich. Die funktionelle Signifikanz dieser topologischen Klassifikation, die aus 6
Transmembrandomanen besteht, bleibt auch weiter hin rein theoretisch.

[0181] Kurze Regionen einer Sequenzidentitdt sind auch zwischen den putativen Transmembranregionen
von ZFTR und anderen, Membranen Uberspannenden Proteinen entdeckt worden.

[0182] Interessanterweise gibt es auch Sequenzen einer Lange von 18 Aminoséure, die ca. 50 Reste vom
Carboxylterminus von ZFTR und dem raf-Serin/Threoninkinaseprotoonkogen auf Xenopus laevis entfernt ge-
legen sind, die bei 12 dieser Positionen identisch sind.

[0183] Schliellich ist eine Aminosauresequenzidentitat (10-13 konservierte Reste) zwischen einem hydro-
philen Segment (Position 701-713) innerhalb der hochbeladene n R-Doméane von ZFTR und einer Region be-
obachtet worden, die direkt vor der ersten Transmembranschleife der Natriumkanale sowohl im Rattenhirn als
auch beien Aal liegt. Das topologisch eng verwandte P-Glykoprotein hat die geladene R-Domane von ZFTR
nicht gemeinsam: das die 241 Aminosaure verkoppelnde Peptid scheint der Hauptunterschied zwischen den
beiden Proteinen zu sein.

[0184] Zusammenfassend zeigen die Merkmale der primaren Struktur des ZFTR-Proteins an, dass es Eigen-
schaften besitzt, auf Grund derer es geeignet ist, an der Regulierung und Kontrolle des Innentransports in den
Epithelzellen von mit ZF befallenen G weben teilzunehmen. Die feste Anbindung an die Membran in zwei Re-
gionen dient dazu, ihre drei intrazellularen Hauptdomanen (die Nucleotid bindenden Falten 1 und 2 und die
R-Domaéne) in die Nahe der zytoplasmischen Oberflache der Zellmembran zu positionieren, wo sie die Innen-
bewegung durch Kanale modulieren kénnen, die entweder durch ZFTR-Transmembransegmente selbst oder
durch andere Membranproteine gebildet sind.

[0185] Angesichts der genetischen Daten, der Gewebespezifizitdt und der vorausgesagten Eigenschaften
des ZFTR-Proteins kann vernunftigerweise der Schluss gezogen werden, dass das ZFTR direkt fir die ZF ver-
antwortlich ist. Es bleibt jedoch immer noch unklar, auf welche Weise das ZFTR bei der Regulierung der lonen-
konduktanz lber die apikale Membran von Epithelzellen hinweg eine Rolle spielt.

[0186] Es ist mdglich, dass das ZFTR als Innenkanal selbst dient. Wie in Fig. 13 gezeigt, enthalten 10 der 12
Transmembranregionen eine oder mehrere Aminosauren mit geladenen Seitenketten, eine Eigenschaft, die
dem Natriumkanal des Gehirns und den GABA-Rezeptorchloridkanal-Untereinheiten ahnlich ist, wo geladene
Ruckstande in vier der sechs bzw. drei der vier membranassozierten Domanen pro Untereinheit oder Wieder-
holeinheit vorliegen. Man glaubt, dass die amphipathische Natur dieser Transmembransegmente zur Kanalbil-
dungsfahigkeit dieser Molekile beitragt. Als Alternative ist das ZFTR eventuell kein Innenkanal sondern dient
stattdessen zum Regulieren der lonenkanalaktivitaten. Als Untermauerung letzterer Annahme scheinen keine
der gereinigten Polypeptide aus der Luftréhre und den Nieren, die in der Lage sind, Chloridkanale in Lipidmem-
branen zu rekonstituieren [Landry, et al, Science 224: 1469 (1989)] ZFTR zu sein, wenn sie auf der Basis der
Molekularmasse beurteilt werden.

[0187] In jedem der beiden Falle weist das Vorliegen von ATP-bindenden Domanen im ZFP daraufhin, dass
die ATP-Hydrolyse eine direkte Rolle spielt und fiir die Transportfunktion erforderlich ist. Die hohe Dichte von
Phosphylierungsstellen flir PKA und PKC und die Gruppen geladener Reste in der R-Domane kdnnen beide
zum Regulieren dieser Aktivitat dienen. Die Deletion eines Phenylalaninrest in der NBF kann die richtige Bin-
dung von ATP oder die Konformationsanderung verhindern, die diese normalerweise hervorruft, und deshalb
zur beobachteten Unempfindlichkeit gegen Aktivierung durch PKA- oder PKC-vermittelte Phosphorylierung
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des apikalen ZF-Chloridkonduktanzpfads fiihren. Da das vorausgesagte Protein mehrere Domanen enthalt
und zu einer Familie von Proteinen gehort, die haufig als Teil von Multikomponenten-Molekularsystemen funk-
tionieren, kann das ZFTR auch an Epithelgewebefunktionen bezlglich der Aktivitdt oder Regulierung, die nicht
mit dem lonentransport in Verbindung stehen, teilnehmen.

[0188] Dadas isolierte ZF-Gen (cDNA) nun im Giriff ist, ist es moglich, den grundlegenden biochemischen De-
fekt bei ZF zu definieren und die Kontrolle der Innentransportwege in Epithelzellen im Allgemeinen noch weiter
aufzuklaren. Am wichtigsten ist dabei, dass das bisher aus der vorhergesagten Struktur von ZFTR zusammen
mit den zusatzlichen Informationen aus Studien des Proteins selbst erhaltene Wissen die Grundlage bietet fur
die Entwicklung verbesserter Mittel fir die Behandlung dieser Krankheit. Bei derartigen Studien sind Antikérper
zum ZFTR-Protein gebildet worden, wie spater noch beschrieben wird.

4.3 PROTEINREINIGUNG

[0189] Das ZFTR-Protein kann durch Methoden gereinigt werden, die auf der Basis von Eigenschaften, wie
sie durch dessen Sequenz enthlillt worden sind; ausgewahlt werden. Da es beispielsweise unverkennbare Ei-
genschaften eines integralen Membranproteins aufweist, wird eine Membranfraktion der Epithelzellen, in de-
nen es stark exprimiert ist (z. B. der kultivierten Kolonkarzinomzellinie T84) zuerst unter Zuhilfenahme bewahr-
ter Methoden isoliert [J. E. Langridge, et al, Biochem. Biophys. Acts. 751: 318 (1983)]. Die peripheren Proteine
dieser Membranen sind diejenigen, die durch Extraktion mit hohen Salzkonzentrationen, Mitteln mit hohem
pH-Wen oder chaotropischen Mitteln wie Lithiumdiiodosalicylat entfernt werden. daraufhin unter Zuhilfenahme
eines Detergents wie Octylglukosid (Landry, et al, Alle der verbleiben integralen Proteine, einschlief3lich des
ZFTR-Proteins, werden daraufhin unter Zuhilfenahme eines Detergens wie Octylglukoaid )Landry, et al, supra)
CHAPS [D. J. Bereo et al, J. Biol. Chem. 262: 10613 (1987)] oder anderen Verbindungen ahnlicher Wirkung
I6slich gemacht. Unter Zuhilfenahme der Nucleotidbindungsdomanen von ZFTR wird daraufhin die Ciba-
cron-blau-[S. T. Thompson et al. Proc. Nat, Acad. Sci. USA, 72: 669 (1975)] Affinitdtschromatographie zum Bin-
den des ZFTR-Proteins und Entfernen desselben von anderen integralen Proteinen der mit Detergens stabili-
sierten Mischung verwendet. Da ZFTR ein Glykoprotein ist, kann die Differentiallektin-Chromatographie eine
weitere Reinigung herbeiftihren [Riordan et al. J. Biol. Chem. 254: 1270 (1979)]. Die endgultige Reinigung bis
zur Homogenitat wird daraufhin unter Zuhilfenahme anderer Standardtproteinreinigungsverfahren, z. B. lonen-
austauschchromatographie, Gelpermeationschromatographie, Adsorptionschromatographie oder des isoelek-
trischen Fokussierens, der Notwendigkeit entsprechend erreicht. Als Alternative werden Einzelschrittreini-
gungsverfahren wie beispielsweise Immunaffinitdtschromatographie unter Zuhilfenahme immobilisierter Anti-
kérper zum ZFTR-Protein (oder Fragmenten desselben) oder die praparative Polyacryamidgel-Elektrophorese
unter Verwendung fortschrittlicher Instrumentierung wie des "230A HPEC-Systems" von Applied Biosystems
verwendet. Auf der Basis der Erfahrung bei der Reinigung von P-Glykoprotein (Riordan et al, supra), einem
anderen Mitglied der allgemeinen Kategorie von Nucleotid-bindenden Transport-assoziierten Membranprotei-
nen, wird die Reinigung des ZFTR-Proteins erleichtert.

[0190] Aufer der Entfernung von Geweben und Zellen, in denen das ZFTR-Protein stark exprimiert ist, wer-
den ahnliche Verfahren zum Entfernen von ZFTR aus Zellen verwendet, die mit das ZF-Gen (cDNA), wie oben
beschrieben, enthaltenden Vektoren transfiziert sind. Proteinprodukte, die aus der Expression modifizierter
Versionen der cDNA-Sequenz herrihren, werden auf dhnliche Weise gereinigt. Die Homogenitatskriterien von
derart bereitgestelltem Protein umfassen diejenigen, die zum Standard des Gebiets der Proteinchemie geho-
ren, einschliellich der ein- und zweidimensionalen Geleelektrophorese und der N-terminalen Aminosaurebe-
stimmung. Das gereinigte Protein wird bei der weiteren physikalischen biochemischen Analyse zum Bestim-
men von Markmalen seiner sekundaren und tertidren Struktur verwendet, um zum Konzipieren von Arzneimit-
teln beizutragen, um das richtige Funktionieren der mutanten ZF-Formen zu unterstitzen. Bei der Zubereitung
fur die Verwendung bei der Proteintherapie wird die Abwesenheit potentiell toxischer kontaminierender Sub-
stanzen in Betracht gezogen. Es wird dabei anerkannt, dass die hydrophobe Natur des Proteins den Ein-
schluss von amphiphilen Verbindungen, wie Detergentien und anderen (J. V. Ambud Kar und P. C. Maloney J.
Biol. Chem. 261: 10079 (1986)) zu allen Handhabungsstufe notwendig macht.

5.0 ZF-SCREENEN
5.1 DIAGNOSE AUF DER BASIS DER DNA
[0191] Angesichts der Kenntnisse beziglich der Hauptmutation, wie sie hier offenbart sind, kénnen das
Screenen des Tragers und die pranatale Diagnose wie folgt durchgefiihrt werden.
[0192] Die Population mit erhéhtem Risiko bezlglich der zystischen Fibrose ist kaukasisch. Beispielsweise

wirden alle kaukasischen Frauen und/oder Manner im gebarfahigen Alter einem Screenen unterzogen, um zu
bestimmen, ob sie oder er ein Trager ist (ca. 5%ige Wahrscheinlichkeit bei jedem Individuum). Sind beide Tra-

43/92



DE 690 34 115 T2 2004.07.15

ger, so besteht bei ihnen als Elternpaar das Risiko ein Kind mit zystischer Fibrose zu bekommen. Bei jedem
Kind eines Elternpaars von erhéhtem Risiko liegt die Wahrscheinlichkeit, dass es von der zystischen Fibrose
befallen wird, bei 25%. Das Verfahren zum Bestimmen des Tragerstatus unter Zuhilfenahme der hier offenbar-
ten Sonden ist wie folgt.

[0193] Eine wichtige Anwendung der DNA-Sequenzinformationen bezlglich der normalen und mutanten
ZF-Gene liegt auf dem Gebiet des genetischen Testens, der Tragerbestimmung und der préanatalen Diagnose.
Individuen, die Trager von Mutationen im ZF-Gen (Krankheitstrager oder Patienten) sind, kdbnnen beziiglich der
DNA unter Zuhilfenahme verschiedener Techniken entfernt werden. Die fiir die Diagnose verwendete genomi-
sche DNA kann aus Korperzellen wie denjenigen, die in peripherem Blut, Urin, Speichel, der Gewebebiopsie,
chirurgischen Proben und Sezionsmaterial vorliegen, gewonnen werden. Die DNA kann direkt fur die Bestim-
mung einer spezifischen Sequenz verwendet oder enzymatisch in vitro mit Hilfe von PKR (Saiki et al. Science
230: 1350-1353, (1985), Saiki et al. Nature 324: 163-166 (1986) vor der Analyse amplifiziert werden. RNA
oder ihre cDNA-Form kann fir den gleichen Zweck ebenfalls verwendet werden. Kirzliche Besprechungen
dieses Themas sind von Caskey (Science 236: 1223-8 (1989) und von Landegren et al. (Science 242:
229-237 (1989) vorgelegt worden.

[0194] Die Erfassung der spezifischen DNA-Sequenz kann durch Methoden wie die Hybridisierung unter Zu-
hilfenahme spezifischer Oligonucleotide (Wallace at al. Cold Spring Harbour Symp. Quant. Biol. 51: 257-261
(1986)), direktes DNA-Sequenzieren (Church and Gilbert, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995 (1988)),
die Verwendung von Restriktionsenzymen (Flavell et al. Cell 15: 25 (1978), Geever et al. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 78: 5081 (1981)), die Diskriminierung auf der Basis der elektrophoretischen Mobilitat in Gelen mit dena-
turiertem Reagens (Myers und Maniatis, Cold Spring Harbour Sym. Quant. Biol. 51: 275-284 (1986) die RNa-
se-Protektion (Myers, R. M., Larin, J., und T. Maniatis Science 230: 1242 (1985)), die chemische Spaltung (Cot-
ton et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85: 4397- 4401 (1985) und das durch Ligase vermittelte Erfassungsver-
fahren (Landegren et al. Science 241: 1077 (1988)) erzielt werden.

[0195] Furnormale oder mutante Sequenzen spezifische Oligonucleotide werden chemisch unter Zuhilfenah-
me im Handel erhaltlicher Maschinen synthetisiert, radioaktiv mit Isotopen (wie **P) oder nichtradioaktiv (mit
Markern wie Biotin (Ward and Langer et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 6633-6657 (1981)) markiert und mit
einzelnen DNA-Proben hybridisiert, die auf Membranen oder anderen festen Tragern durch Dot-blot oder Uber-
tragung aus Gelen auf die Elektrophorese hin immobilisiert. Das Vorliegen oder die Abwesenheit dieser spezi-
fischer Sequenzen werden durch Methoden wie die Autoradiographie oder fluormetrische (Landegren et al.
1989, supra) oder colorimetrischen Reaktion (Gebeyehu et al. Nucleic Acids Research 15: 4513-4534 (1987))
sichtbar gemacht. Eine Ausfiihrungsform dieser Oligonucleotid-Screenmethode ist bei der Erfassung der
F508-Deletion, wie hier beschrieben, angewendet worden.

[0196] Unterschiede zwischen normalen und mutanten Sequenzen kénnen durch die direkte DNA-Sequen-
ziermethode von Church und Gilbert (supra) erfasst werden. Klonierte DNA-Segmente kdnnen als Sonden
zum Erfassen spezifischer DNA- Segmente verwendet werden. Die Empfindlichkeit dieser Methode wird dann
wesentlich verbessert, wenn sie mit der PKR kombiniert wird (Wrichnik et al, Nucleic Acids Res. 15: 529-542
(1987); Wong et al. Nature 330: 384-386 (1987); Stoflet et al. Science 239: 491-494 (1988)). Bei letzterem
Verfahren wird ein Sequenzierprimer, der innerhalb der amplifizierten Sequenz liegt, mit dem Doppel-
strang-PKR-Produkt oder einer einstrangigen, durch eine modifizierte PKR gebildeten Matrize verwendet. Die
Bestimmung der Sequenz findet durch herkdmmliche Verfahren mit radiomarkierten Nucleotiden oder durch
automatische Sequenzierverfahren mit Fluoreszenzmarkern statt.

[0197] Anderungen der Sequenz kénnen ab und zu zur Bildung zufélliger Restriktionsenzym-Erkennungsstel-
len fuhren, die durch Anwendung einer geeigneten Enzymdigestion, gefolgt von herkdmmlicher Gelblothybri-
disierung (Southern, J. Mol. Biol. 98: 503 (1975)) erfasst werden. Die jeweilige Stelle tragende DNA-Fragmente
(entweder normale oder mutante) werden durch Reduzierung ihrer Grélke oder Erhéhung der entsprechenden
Anzahl von Restriktionsfragmenten erfasst. Genomische DNA-Proben kénnen auch durch PKR vor der Be-
handlung mit dem entsprechenden Restriktionsenzym amplifiziert werden; Fragmente verschiedener GroRRe
werden dann unter UV-Licht in Gegenwart von Ethidiumbromid auf die Gelelektrophorese hin sichtbar ge-
macht.

[0198] Die genetische Priifung auf der Basis von DNA-Sequenz-Unterschieden kann durch Erfassen der An-
derung der elektrophoretischen Mobilitdt von DNA- Fragmenten in Gelen mit oder ohne Denaturierungsrea-
gens erreicht werden. Kleine Sequenzdeletionen und -Insertionen kénnen durch Hochauflésungsgelelektro-
phorese sichtbar gemacht werden. Beispielsweise lasst sich das PKR-Produkt mit der 3 bp-Deletion deutlich
von der normalen Sequenz an einem 8%igen nichtdenaturierten Polyacrylamidgel unterscheiden. DNA-Frag-
mente verschiedener Sequenzzusammensetzungen kénnen an denaturiertem Formamidgradientengel unter-
schieden werden, in dem die Mobilitdten verschiedener DNA-Fragmente in dem Gel an verschiedenen Positi-
onen, je nach ihren spezifischen "Partialschmelz"-Temperaturen verzdgert sind (Myers, supra). AuRerdem
kénnen Sequenzénderungen, insbesondere geringe Deletionen, als Anderungen im Migrationsmuster von
DNA Heteroduplexen durch der Elektrophorese mit nichtdenaturiertem Gel erfasst werden, wie sie bezuglich
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der 3 bp-(F508) Mutation und in anderen Versuchssystemen erfasst worden sind (Nagamine et al. Am J. Hum.
Genet. 45: 337-339 (1989)). Als Alternative kdnnte eine Methode zum Erfassen einer Mutation, die eine Ein-
basensubstitution oder andere geringe Veranderung umfasst, auf der Differentialprimerlange in einer PKR ba-
sieren. Beispielsweise kdnnte ein nichtvarianter Primer zusatzlich zu einem fur eine Mutation spezifischen Pri-
mer verwendet werden. Die PKR-Produkte der normalen und mutanten Gene kénnen daraufhin durch Diffe-
rential in Acrylamidgelen erfasst werden.

[0199] Sequenzanderungen an spezifischen Positionen kénnen auch durch Nucleaseschutzassays, wie
RNase- (Myers, supra) und S1-Schutz (Berk, A. J., und P. A. Sharpe Proc. Nat Acad. Sci. USA 75: 1274
(1978)), die chemische Spaltmethode (Cotton, supra) oder das durch Ligase vermittelte Erfassungsverfahren
(Landegren, supra) enthillt werden.

[0200] AufRer den herkdmmlichen Gelelektrophorese- und Blothybridisierungsmethoden ist es auch moglich,
DNA-Fragmente durch Methoden sichtbar zu machen, bei denen die einzelnen DNA-Proben nicht auf Memb-
ranen immobilisiert werden. Die Sonde und die Zielsequenzen kénnen beide in Losung vorliegen oder die Son-
densequenz kann immobilisiert sein (Saiki et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6230-6234 (1989)). Eine Reihe
von Erfassungsmethoden wie die Autoradiographie unter Zuhilfenahme von Radioisotopen, die direkte Erfas-
sung des radioaktiven Zerfalls (in Gegenwart oder Abwesenheit von Szintillanten), die Spektrophotometrie un-
ter Zuhilfenahme kolorigener Reaktionen und die Fluorimetrie unter Zuhilfenahme fluorogener Reaktionen
kann zum ldentifizieren spezifischer individueller Genotypen angewendet werden.

[0201] Da mehr als eine Mutation im ZF-Gen zu erwarten ist, ist ein Mehrfachsystem ein ideales Protokoll fir
das Screenen von ZF-Tragern und die Erfassung spezifischer Mutationen. Beispielsweise kann eine PKR mit
mehrfachen spezifischen Oligonucleotidprimern und Hybridisierungssonden zum gleichzeitigen Identifizieren
aller méglichen Mutationen verwendet werden (Chamberlain et al. Nucleic Acids Research 16: 1141-1155
(1988)). Das Verfahren kann immobilisierte Sequenz-spezifische Oligonucleotidsonden umfassen (Saiki et al,
supra).

5.2 DIE ERFASSUNG DER HAUPTMUTATION

[0202] Diese Erfassungsmethoden kdnnen bei der pranatalen Diagnose unter Verwendung von Zellen aus
dem Fruchtwasser, der chlorionischen Villi-Biopsie oder dem Sortieren fotaler Zellen aus dem mutterlichen
Kreislauf angewendet werden. Die Untersuchung auf ZF-Trager in der Population kann als wesentlichen Teil
in ein breit angelegtes genetisches Testprogramm auf weitverbreitete Krankheiten eingebaut werden.

[0203] Einer Ausfiihrungsform der Erfindung geman kann der Teil des DNA-Segments, der der Informationen
liefert bezliglich einer Mutation, wie beispielsweise der Mutation gemaf dieser Ausfihrungsform, d. h. des
Teils, der die F508-Deletion direkt umgibt, durch Standard-PKR-Techniken amplifiziert werden [wie sie von
Landegren, UIf, Robert Kaiser, C. Thomas Caskey und Leroy Hood, DNA Diganostics- Molecular Techniques
und Automation, in Science 242: 229-237 (1988), besprochen worden sind]. Es wird die Mdglichkeit in Betracht
gezogen, dass es sich bei dem Teil des DNA-Segments, der verwendet wird, eventuell um ein Ein-
zel-DNA-Segment oder eine Mischung von verschiedenen DNA-Segmenten handeln kann. Es folgt nun eine
genaue Beschreibung dieser Technik.

[0204] Es soll eine spezifische Region der genomischen DNA der Person oder des Fotus einem Screenen
unterzogen werden. Eine derart spezifische Region wird durch die Oligonucleotidprimer C16B
(5'GTTTTCCTGGATTATGCCTGGGCAC3') und C16D (5'GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC3') definiert.
Die spezifischen Regionen wurden durch die Polymerasekettenreaktion (PKR) amplifiziert. 200-400 ng geno-
mischer DNA entweder aus kultivierten Lymphoblasten oder peripheren Blutproben aus an ZF leidenden Indi-
viduen und ihren Eltern wurden bei jeder PKR mit den oben angegebenen Oligonucleotidprimern verwendet.
Die Oligonucleotide wurden mit Oligonucleotid-Reinigungskartuschen® (Applied Biosystems) oder NENSORB®
PREP-Saulen (Dupont) mit Hilfe der von den Lieferanten empfohlenen Verfahren gereinigt. Die Primer wurden
45 Sekunden bei 62°C reassoziiert, 120 Sekunden bei 72°C (mit 2 Einheiten Tag-DNA-Polymerase) extendiert
und 60 Sekunden bei 94°C denaturiert, und zwar Uber 28 Zyklen mit einem Endzyklus von 7 Minuten fir die
Extension in einem automatischen Perkin-Elme/Cetus-Thermozykler mit einem schrittweisen Zyklusprogramm
(Ubergangseinstellung auf 1,5 Minuten). Anteile der PKR-Produkte wurden durch Elektrophorese auf 1,4%
Agarosegel getrennt, auf Zetabind® (Biorad)-Membran den Standardverfahren gemaR Ubertragen. Die beiden
Oligonucleotidsonden aus Fig. 15 (jeweils 10 ng) wurden getrennt mit 10 Einheiten T4-Polynucleotidkinase
(Pharmacia) in 10 pl Reaktionsmedium, das 50 ml Tris-HCI (pH-Wert 7,6), 10 mM MgCl,, 0,5 mM Dithiothreitol,
10 mM Spermidin, 1 mM EDTA und 30-40 pCi y[*?P] = ATP enthielt, fiir 20-30 min. bei 37°C markiert. Die frei-
bleibenden Radionucleotide wurden vor der Verwendung mit einer Sephadex G-25-Saule entfernt. Die Hybri-
disierungsbedingungen waren die gleichen wie schon beschrieben (J. M. Rommens et al. Am. J. Hum. Genet.
43, 645 (1988)), mit Ausnahme der Tatsache, dass die Temperatur 37°C betrug. Die Membranen wurden zwei-
mal bei Raumtemperatur mit 5 x SSC und zweimal bei 39°C mit 2 x SSC (1 x SSC = 150 mM NaCl und 13 mM
Na-Citrat) gewaschen. Uber Nacht wurde eine Autoradiographie bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Auto-
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radiographen zeigen die Hybridisierungsergebnisse genomischer DNA mit den beiden spezifischen Oligonuc-
leotidsonden, wie in Fig. 15 angegeben. Die Sonde C erfasst die normale DNA-Sequenz und die Sonde F er-
fasst die mutante Sequenz. Eine Probe genomischer DNA von jedem Familienmitglied wurde durch die Poly-
merasekettenreaktion amplifiziert und die Produkte durch Elektrophorese auf einem 1,4%igen Agarosegel ge-
trennt und daraufhin Standardverfahren entsprechend auf eine Zetabind-(Biorad) Membrane ibertragen. Was-
serblindproben und Plasmid-DNA, T16 und C16, die der normalen Sequenz (N) bzw. der F508-Deletion (ZF)
entsprachen, wurden als Kontrollen eingeschlossen.

[0205] Die 3 bp-Deletion wurde auch durch Polyacrylamidgelelektrophorese enthillt. Wenn die durch die
oben erwahnten C16B- und C16D-Primer hervorgerufenen PKR auf ein 8%iges Polyacrylamidgel angewendet
und 2 Stunden bei 20 V/cm in einem 90 mM Tris-Boratpuffer (pH-Wen 8,3) eine Elektrophorese durchgeflihrt
wurden, so waren DNA-Fragmente anderer Mobilitat bei Individuen ohne die 3 bp-Deletion klar erfassbar, die
fur die Deletion heterozygot oder homozygot sind. AuRerdem wurde eine extra DNA-Bande, bei der es sich um
den Heteroduplex zwischen normalen und mutanten DNA-Strangen handelt durfte, bei Heterozygoten be-
merkt. Eine dhnliche Anderungder Gelmobilitat bei wéhrend der PKR gebildeten Heteroduplexen ist auch fiir
experimentelle Systeme berichtet worden, bei denen kleine Deletionen eine Rolle spielen (Nagamine et al sup-
ra). Diese Mobilitdtsveranderungen kénnen als Basis fir die Tests fur das nichtradioaktive genetische Scree-
nen verwendet werden.

5.3 ZF-SCREENINGPROGRAIVIIVIE

[0206] Es ist klar, dass nur 70% der Trager mit Hilfe der spezifischen F508-Sonden dieser spezifischen Aus-
fuhrungsform der Erfindung erfasst werden kénnen. Erweist sich deshalb ein untersuchtes Individuum bei An-
wendung der F508-Sonden nicht als Trager, so kann dessen Tragerstatus nicht ausgeschlossen werden, denn
es kann Trager anderer Mutationen, wie oben bemerkt, sein. Sind jedoch sowohl das Individuum als auch der
Gatte/die Gattin des untersuchten Individuums Trager der F508-Mutation, so kann mit Sicherheit angegeben
werden, dass es sich dabei um ein Paar mit erhdhtem Risiko handelt. Die Sequenz des Gens, wie sie hier of-
fenbart wird, ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Bestimmung der anderen Mutationen.

[0207] Die pranatale Diagnose ist eine logische Erweiterung des Screenens von Tragern. Ein Paar kann als
ein solches mit erhéhtem Risiko, ein Kind mit zystischer Fibrose zu bekommen, durch eine von zwei Méglich-
keiten identifiziert werden: falls sie schon ein an zystischer Fibrose leidendes Kind haben, so sind sie beide
definitionsgemal notwendigerweise Trager der Krankheit und bei jedem darauffolgenden Kind liegt die Wahr-
scheinlichkeit, dass es von zystischer Fibrose befallen ist, bei 25%. Ein Hauptvorteil der vorliegenden Erfin-
dung liegt darin, dass sie die Notwendigkeit der Analyse des Stammbaums ertibrigt, wahrend ein Genmutati-
onsscreeningprogranun, wie es oben skizziert ist, oder eine andere ahnliche Methode erfindungsgemaf ver-
wendet werden kann, um eine genetische Mutation zu identifizieren, die zu einem Protein mit geanderter Funk-
tion fUhrt. Das hangt nicht von einer vorherigen Feststellung der Familie durch ein betroffenes Kind ab. Fotale
DNA-Proben kdnnen beispielsweise, wie oben erwahnt, aus den Zellen des Fruchtwasser und chorionischen
Villi-Proben erhalten werden. Eine Amplifikation kann daraufhin durch Standard-PKR-Techniken an dieser Ma-
trizen-DNA durchgefuhrt werden.

[0208] Erweisen sich beide Eltern als Trager mit der F508-Deletion, so ware die Interpretation der Ergebnisse
wie folgt. Findet eine Hybridisierung der fétalen DNA mit der normalen Sonde (keine Deletion, wie in Fig. 15
gezeigt) statt, so wird der Fétus nicht durch zystische Fibrose angegriffen, obwohl er ein ZF-Trager sein kann
(50%ige Wahrscheinlichkeit bei jedem Foétus eines Paars mit erhdhtem Risiko). Hybridisiert die fétale DNA nur
mit der F508-Deletionssonde und nicht der normalen Sonde (wie in Fig. 15 gezeigt), so wird der Fétus durch
zystische Fibrose angegriffen.

[0209] Es ist klar, dass beziiglich dieser und anderer Mutationen im ZF-Gen, eine Reihe verschiedener spe-
zifischer Verfahren angewendet werden kénnen, um eine vollstandige Diagnose aller potentiellen ZF-Trager
oder -patienten zu liefern. Eine vollstdndige Beschreibung dieser Verfahren erfolgt spater.

[0210] Die Erfindung bietet daher eine Methode und ein Kit fir das Feststellen, ob eine Versuchsperson ein
ZF-Trager oder ZF-Patient ist. Zusammenfassend umfasst die Methode fiir das Screening folgende Schritte:
Zurverfugungstellen einer biologischen Probe der Versuchsperson, die dem Screenen unterzogen werden soll
und Durchfiihren einer Untersuchung fur die Bestimmung, in der biologischen Probe, des Vorliegens von min-
destens einem Mitglied der Gruppe, die aus Folgendem besteht: dem normalen ZF-Gen, normalen ZF-Gen-
produkten, einem mutanten ZF-Gen, mutanten ZF-Genprodukten und Mischungen derselben.

[0211] Die Methode kann des Weiteren dadurch gekennzeichnet sein, dass mindestens eine weitere Nucle-
otidsonde eingeschlossen ist, bei der es sich um ein anderes DNA-Sequenzfragment von beispielsweise der
DNA von Fig. 1 oder ein anderes DNA-Sequenzfragment des menschlichen Chromosoms 7 handelt, und die
zu beiden Zeiten der DNA-Sequenz in Fig. 1 positioniert ist.

[0212] Ein Kit nach einer Ausfiihrungsform der Erfindung gemaf, der fiir die Verwendung bei Screeningver-
fahren und Untersuchungen auf das Vorliegen des ZF-Gens durch Immunnoassay geeignet, ist, umfasst:
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(a) einen Antikorper der spezifisch an ein Genprodukt des ZF-Gens bindet;

(b) ein Reagensmittel fir das Feststellen der Bindung des Antikdrpers an das Genprodukt; und

(c) wobei der Antikorper und das Reagensmittel in Mengen vorliegen, die zur Durchfihrung des Immuno-
assays effektiv sind.

[0213] Der Kit fir das Untersuchen auf das Vorliegen des ZF-Gens kann auch durch Hybridisierungstechni-
ken bereitgestellt werden. Der Kit umfasst:
(a) eine Oligonucleotidsonde, die spezifische an das ZF-Gen bindet;
(b) ein Reagensmittel fur das Feststellen der Hybridisierung der Oligonucleotidsonde an dem ZF-Gen und;
(c) wobei die Sonde und das Reagensmittel in Mengen vorliegen, die zur Durchflihrung des Hybridisierung-
sassays effektiv sind.

5.4 ANTIKORPER ZUM ERFASSEN DES ZFTR

[0214] Wie oben erwahnt, werden Antikérper zu Epitopen innerhalb des ZFTR-Proteins gezichtet, um um-

fangreiche Informationen bezuglich der charakteristischen Eigenschaften des Proteins und andere wertvolle

Informationen zu bieten, einschlie3lich Folgender:
1. Um ein Sichtbarmachen des Proteins in Zellen und Geweben zu ermdglichen, in denen es durch Immun-
blotting ("Western Blots") gefolgt von Polyacrylamidgelelektrophorese exprimiert wird. Das erlaubt eine
schatzungsweise Bestimmung der MolekilgréRe des reifen Proteins, einschliellich des Beitrags aus den
Zellen von auf die Translation hin angelagerten Anteilen, einschlief3lich Oligosaccharidketten und Phos-
phatgruppen, zum Beispiel. Immunzytochemische Techniken, einschlielich der Immunfluoreszenz und Im-
munelektronmikroskopie, kbnnen verwendet werden, um die subzellulare Position des Proteins in Zellmem-
branen zu bestimmen. Die Antikérper kénnen auch dazu verwendet werden, eine andere Technik zum Er-
fassert irgendwelcher der anderen ZF-Mutationen zu bieten, die zur Synthese eines Proteins geanderter
GroRe fuhren.
2. Antikorper zu bestimmten Domanen des Proteins kdnnen zum Bestimmen der topologischen Anordnung
des Proteins in der Zellmembran verwendet werden. Dies bietet Informationen Gber Segmente des Prote-
ins, die fir extern zugesetzte Moduliermittel fir Zwecke der Arzneimitteltherapie zuganglich sind.
3. Der Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion von Anteilen des Proteins kann mit Hilfe spezifi-
scher Antikrper untersucht werden. Beispielsweise ist es moglich, Antikdrper in die Zellen einzufiihren, die
jede der beladenen zytoplasmischen Schleifen, die die Transmembransequenzen verbinden, sowie Anteile
der Nucleotidbindungsfalten und der R-Doméane erkennen. Der Einfluss dieser Antikdrper auf funktionelle
Parameter des Proteins bietet Einsicht in die Zellreguliermechanismen und bietet potentielle Vorschlage be-
zuglich der Mittel zum Modulieren der Aktivitat des defekten Proteins bei einem ZF-Patienten.
4. Antikdrper mit der entsprechenden Aviditat ermdglichen auch die Immunprazipitation und Immunaffini-
tatsreingigung des Proteins. Die Immunprazipitation erleichtert die Charakterisierung der Synthese und die
Posttranslationsmodifikation, einschlief3lich der ATP-Bindung und Phosphorylierung. Die Reinigung ist fur
die Untersuchung der Proteinstruktur und fur die Rekonstitution ihrer Funktion sowie die Therapie auf Pro-
teinbasis erforderlich.

[0215] Um die Antikorper zuzubereiten, sind Fusionsproteine, die definierte Anteile von ZFTR-Polypeptiden
enthalten, in Bakterien durch die Expression von entsprechenden DNA-Sequenzen in einem geeigneten Klo-
niervehikel synthetisiert worden, wahrend kleinere Peptide chemisch wie in Tabelle 8 beschrieben synthetisiert
worden sind. Die Fusionsproteine wurden beispielsweise durch Affinitatschromatographie auf Glutathion-Aga-
rose gereinigt und die Peptide wurden an ein Tragerprotein (Hdmocyanin) angekoppelt, mit Freund-Adjuvans
gemischt und in Kaninchen eingespritzt. Auf Auffrischungsimpfungen in zweiwochentlichen Abstanden hin
wurden die Kaninchen geblutet und Sera isoliert. Die gefarbten Fusionsproteine sind in den Fig. 19a gezeigt.
Die Bahn 1 stellt das nichtinduzierte Kontrollplasmid, die Bahn 2 das IPTG-induzierte Kontrollplasmid, das aus-
schliellich Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert, die Bahn 3 stellt die affinitdtsgereinigte GST-Bande bei
27 Kilodalton (kD) dar, die Bahn 4 ist nicht induziert, die Bahn 5 ist induzier und die Bahn 6 stellt das gereinigte
Fusionsprotein #1 aus Tabelle 8 dar. In Fig. 19b ist die Gelelektrophorese von Lysaten von Bakterien darge-
stellt, die mit pGEX-Plasmiden transformiert worden sind, die die Fusionsproteine #5 aus Tabelle 8 fur die Bah-
nen 1 und 2 und die Fusionsproteine #2 aus Tabelle 8 fur die Bahnen 3 und 4 enthalten. Die Bahn 1 aus
Fig. 19b betrifft das nichtinduzierte Plasmid, wahrend die Bahn 2 das induzierte Plasmid, zum Exprimieren des
Fusionsproteins #5 betrifft. Die Bahn 3 der Fig. 19b steht flr das nichtinduzierte Plasmid, wahrend die Bahn 4
fur das induzierte Plasmid zum Exprimieren des Fusionsproteins #2 steht. Immunblots des Fusionsproteins #1
das mit Antisera sondiert worden ist, die aus den zweiten Blutungen von zwei verschiedener Kaninchen erhal-
ten worden sind, sind in Fig. 20 gezeigt. Die Farbung erfolgte mit einem durch Alkaliphosphatase konjugierten
zweiten Antikorper [Blake et al, Anal. Biochem. 136: 175, (1984)]. Beide dieser Immunsera farben das 32
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kD-Fusionsprotein, wahrend die Vorimmunsera es nicht tun. Fig. 21 zeigt die Reaktivitat einer dieser Immun-
sera mit einer Bande einer GréRe von ca. 200 kD in Membranen, die aus 784-Kolonkrebszellen isoliert worden
sind, dis das ZFTR-Transkript in hohem Malf3e exprimieren. Diese Bande liegt im GroRenbereich, der fir das
ZFTR-Protein zu erwarten ist, das vor Posttranslationsmodifikationen ein vorausgesagtes Molekulargewicht
von 169 kD aufweist.

[0216] Sera aus Kaninchen, die mit dem LKH-Konjugat des Peptids #2 immunisiert worden sind, wurden ei-
nem Screenen sowohl auf reines Peptid als auch KLH, wie in Fig. 22 gezeigt, unterzogen. In dieser Figur steht
H fir Hamocyanin, P 1 fur Peptid #1, P2 fiir Peptid #2. Die Mengen von Protein oder Peptid, in ng angegeben,
sind aufgezeigt. Dieses Antiserum erfasst Peptid in Mengen bis hinunter zu 1 ng und reagiert in keiner Weise
mit dem Kontrollpeptid #1.

[0217] So ist es mdglich, polyklonale Antikdrper zu zlichten, die sowohl fir Teile des ZFTR-Proteins enthal-
tende Fusionsproteine als auch Peptide spezifisch sind, die kurzen Segmenten ihrer Sequenz entsprechen.
Desgleichen kdnnen Mause mit KLH-Konjugaten der Peptide 1, 2 und 7 aus Tabelle 8 inijziert werden, um die
Bildung monoklonaler Antikrper zu diesen Segmenten des ZFTR-Proteins einzuleiten. Monoklonale Antikor-
per kdnnen desgleichen zu anderen Domanen des ZFTR-Proteins geziichtet werden.

[0218] Was die Bildung polyklonaler Antikdrper anbetrifft, so sind Immunogene fur das Zichten monoklonaler
Antikérper (mAbs) zum ZFTR-Protein bakterielle Fusionsproteine [Smith et al, Gene 67: 31 (1988)], die Anteile
des ZFTR-Polypeptids enthalten, oder synthetische Peptide, die kurzen (12 bis 25 Aminosaurenlangen) Seg-
menten der Sequenz entsprechen. Die wesentliche Methodologie ist diejenige von Kohler und Milstein [Nature
256: 495 (1975)].

[0219] Balb/c-Mause werden durch intraperitoneales Einspritzen von 500 ug reinem Fusionsprotein oder syn-
thetischem Peptid in unvollstdndigem Freund-Adjuvans immunisiert. Eine zweite Einspritzung erfolgt nach 14
Tagen, eine dritte nach 21 Tagen und eine vierte nach 28 Tagen. Einzelne so immunisierte Tiere werden eine,
zwei bzw. vier Wochen nach der endgultigen Einspritzung getétet. Die Milz wird entfernt, ihre Zellen dissoziert,
eingesammelt und mit Sp2/0O-Ag14-Myelomzellen Gefter et al, Somatic Cell Genetics 3: 231 (1977) entspre-
chend fusioniert. Die Fusionsmischung wird im Kulturmedium verteilt, das fir die Propagierung von fusionier-
ten Zellen selektiv ist, die gezlichtet werden, bis sie ca. 25% konfluent sind. Zu diesem Zeitpunkt werden Zich-
tungsuberstande auf die Anwesenheit von Antikdrpern hin getestet, die mit einem spezifischen ZFTR-Antigen
reagieren. Ein zweiter mit Alkaliphosphatase markierter Antimaus-Antikérper wird daraufhin fir die Erfassung
von Positiven verwendet. Zellen aus positiven Ziichtungsvertiefungen werden dann in Kulturmedium expan-
diert, ihre Uberstehenden Flussigkeiten fir weitere Tests eingesammelt und die Zellen im tiefgefrorenen Zu-
stand in Cryoschutzmittel enthaltendem Medium gelagert. Um groRe Mengen mAB zu erhalten, werden Bil-
dungszellen in das Bauchfell in einer Menge von 5 x 10° Zellen pro Tier eingespritzt und Ascites-Fluid erhalten.
Die Reinigung erfolgt durch Chromatographie auf Protein G- oder Protein A-Agarose Ey et al, Immunochemist-
ry 15: 429 (1977) entsprechend.

[0220] Die Reaktivitat dieser mAbs mit dem ZFTR-Protein wird durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese von
Membranen bestatigt, die von Epithelzellen isoliert worden sind, in denen es exprimiert wird, sowie durch Im-
munblotting [Towbin et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350 (1979)].

[0221] Zusatzlich zur Verwendung monoklonaler Antikdrper, die fur jede der verschiedenen Doméanen des ZF-
TR-Proteins spezifisch sind, zum Sondieren ihrer individuellen Funktionen, werden andere mAbs, die zwischen
den normalen und den mutanten Formen des ZFTR-Proteins unterscheiden kdnnen, zum Erfassen des mutan-
ten Proteins in Proben von Epithelzellen verwendet, die von Patienten erhalten worden sind, wie beispielswei-
se durch Nasenschleimhautbiopsie erhaltene "Pinselabstriche", [R. De-Lough und J. Rutland, J. Clin. Pathol.
42, 613 (1989)] oder Schweilldrusen enthaltenden Hautbiopsieproben.

[0222] Antikorper, die dieser Unterscheidung fahig sind, werden durch differentielles Screenen von Hybrido-
men aus Gruppen von Mauspaaren erhalten, die mit einem Peptid, das das Phenylalanin an der Aminosaure-
position 508 enthalt (z. B. GTIKENIIFGVSY) oder einem Peptid, das mit Ausnahme der Abwesenheit von F508
identisch ist, immunisiert worden sind. mAbs, die in der Lage sind, die anderen mutanten Formen von in Pati-
enten vorliegendem ZFTR-Protein zusatzlich oder anstatt der F508-Deletion zu erkennen, werden mit Hilfe
ahnlicher Strategien zur Bildung monoklonaler Antikorper erhalten.

[0223] Antikérper zum normalen und zu ZF-Versionen des ZFTR-Proteins und Segmenten desselben werden
bei der diagnostischen Immunzytochemischeri und Immunfluoreszenz-Lichtmikroskopie und Immunelektron-
mikroskopie zum Aufzeigen der Gewebe-, Zell- und Subzellverteilung von ZFTR innerhalb der Organe von
ZF-Patienten, Tragern und Nicht-ZF-Individuen verwendet.

[0224] Antikérper werden zum therapeutischen Modulieren durch Fordern der Aktivitat des ZFTR-Proteins bei
ZF-Patienten und in Zellen von ZF-Patienten verwendet. Mégliche Verfahrensweisen fir eine derartige Modu-
lation kdnnen unter Umstanden die Stimulierung aufgrund von Vernetzung von ZFTR-Proteinmolekiilen mit
mehrwertigen Antikdrpern in Analogie zum Stimulieren einiger Zelloberflachenmembranrezeptoren, wie dem
Insulinrezeptor [O'Brien et al, Euro. Mol. Biol. Organ. J. 6: 4003 (1987)], dem Epidermiswachstums-Faktone-
zeptor [Schreiber et al, J. Biol. Chem. 258: 846 (1983)] und mit T-Zellrezeptoren assoziierten Molekilen wie
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CD4 [Veillette et al Nature, 338: 357 (1989)] involvieren.

[0225] Antikérper werden zum Ausrichten der Abgabe therapeutischer Mittel an die Zellen, die das defekte
ZFTR-Protein bei ZF exprimieren, verwendet. Zu diesem Zweck werden die Antikérper in ein Vehikel, wie bei-
spielsweise ein Liposom, eingearbeitet [Matthay et al, Cancer Res. 46: 4904 (1986)], das das therapeutische
Mittel, wie beispielsweise ein Arzneimittel oder das normale Gen, tragt.

TABELLE 8
ZUR BILDUNG VON ANTIKORPERN VERWENDETE ZFTR-FRAGMENTE

GST®-Fusionsproteine ZFTR-Domine von Fig. 13
die ZFTR-Riickstinde enthalten -

1. 204-249 TM3, Ext. 2, TMA

2. 347-698 NFB-1, N-term., 1/2 R-Doméne

3. 710-757 Negativ geladener mittlerer Teil der
R-Domiine

4. 758-796 ' Positiv geladenes Segment der R-
Domine

5. 1188-1480 C-term. zyto. Doméne mit NBF-2

KLH®-Konjugate, die

ZFTR-Peptide enthalten

1. 28-45 N-term. zytoplasmisch

2. 58-75 N-term. zytoplasmisch

3 104=117 —textrazellulir—

4. 139-153 2. zytoplasmisch

5. 279-294 N-term. vom 3. zytoplasmisch

6. 500-512 NBF-1, um die F508-Deletion
herum

7. 725-739 geladener Mittelteil der R-Domine

8. 933-946 5. zytoplasmisch

9. 1066-1084 6. zytoplasmisch

2 Restriktionsfragmente, die fir diese Fragmente kodieren, die an das 3'-Ende der Glutathion-S-Transferase
(GsT) von Schistosoma Japonicum iM pGEX-Plasmidexpressionsvektor, wie bei Smith et al, Gene 67: 31
(1988) identifiziert, ligiert sind.

® Peptide, die durch ein N-terminales Cystein an das Tragerprotein-Schliisselloch-Limpethamocyanin (KLH)
Green et al, Cell 28: 477 (1982) entsprechend gekoppelt sind. TM bedeutet Transmembransequenzen.

5.5 DIE RFLP-ANALYSE

[0226] Diese Erfindung bietet eine Reihe von Vorteilen, die direkt aus der Entdeckung und der Charakterisie-
rung des ZF-Gens abgeleitet sind und eine direkte praktische Anwendung besitzen. Die Aminosauresequenz
von ZFTR bietet Einsicht in die Struktur und Funktion des Proteins sowie des Molekularmechanismus, an de-
nen ZFTR teilnimmt, und die bei der zystischen Fibrose defekt sind. Diese Information ermdglicht die Bildung
weiterer Werkzeuge und Konzepte zur Forschung und Therapie bezlglich dieser Krankheit.

[0227] Die Erfassung der Trager, die DNA-Diagnose und Beratung der Familien sind einige der Applikationen
dieser Erfindung. Bisher ist die genetische Untersuchung auf der Basis der DNA bezglich der ZF vor allem
Familien mit betroffenen Kindern und ihren engen Verwandten zur Verfigung gestanden. Das Wissen beziig-
lich der ZF-Mutationen auf dem Niveau der DNA-Sequenz erlaubt die Stichprobenuntersuchung von Individu-
en. Unserer Schatzung nach kdnnen 46% der ZF-Patienten ohne vorherige Familienkrankengeschichte durch
DNA-Analyse akkurat diagnostiziert werden und 68% der ZF-Trager in der Bevdlkerung kdnnen Uber die
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F508-Deletion idetifizirt werden.

[0228] Angesichts der Tatsache, dass die Tragerhaufigkeit in der nordamerikanischen Bevolkerung ca. 1 un-
ter 20 betragt, ist es realisierbar, beispielsweise alle Manner bzw. Frauen von gebarfahigem Alter bezlglich
ihres Tragerstatus zu screenen. Durch die Erfassung der Trager unter Zuhilfenahme von Sonden, die fiir die
F508-Deletion spezifisch sind, wird bis zu 70% der Trager identifiziert. Die Ubrigen Trager werden durch eine
Reihe von Sonden, die firr die verschiedenen, oben identifizierten Haplotypgruppen spezifische sind, erfasst.
[0229] Da die F508-Deletion ca. 70% aller ZF-Mutationen darstellt, kann die RFLP-Analyse zusatzlich zum
Testen auf direkte Deletion bei Familienmitgliedern oder nahen Verwandten von ZF-Patienten angewendet
werden. Von ca. 55% der ZF-Eltern, die keine Trager der F508-Mutation sind, ist zu erwarten, dass sie auf der
Basis der ruckblickenden Analyse unserer ZF-Verkoppelungsfamilien bezuglich des DNA-Markers JG2E1
(KM19) informativ sind [Kerem et al, Am. J. Hum. Genet. 44: 827-834 (1989); Estiville et al, Genomics 1: 257
(1987)]; weitere 39% waren informativ, wenn E6 (Taq I) [Kerem et al supra] und J3.11 (Map |) [Wainwright et al
Nature (1995)] ebenfalls getestet wiirden; praktisch alle Eltern waren informativ, wenn H2.3 (XV2C-Taq |) [Ke-
rem et al, supra; Estivill et al, Nature (1987)], E2.6 (E.9) (Msp |) [auf Anfrage erhaltliche Sonde], E4.1 (Mp6d.9)
(Msp 1) [auf Anfrage erhaltliche Sonde; Estivill et al, Am. J. Hum. Genet. (1989)], J44 (E3.1) (Xba I) [auf An-
frage erhaltliche Sonde] und metD (Ban I) [Spence et al. Am. J. Hum. Genet (1986), [ATCC #40219] in den
Test eingeschlossen wirden.

[0230] Die Nutzlichkeit dieser Sonden beruht auf der Tatsache, dass sie polymorphe Restriktionsstellen er-
kennen. So sind die Sonden typischerweise nicht durch ihre Sequenz ber die spezifische polymorphe Stelle
definiert, sondern kénnen aufgrund des Wissens bezlglich der flankierenden Sequenzen angewendet werden
unter Bericksichtigung der Bildung der Polymerasekettenreaktion (PKR) der fraglichen Region, wie es einem
Fachmann bekannt ware.

[0231] Beispielsweise wird die Sonde E2.6 (Msp |) vollstandig durch zwei flankierende Oligomere definiert:
5'GTGATCCAGTTTGCTCTCCAS' und 'GGAATCACTCTTCCTGATATZ'. Die Verwendung dieser durch E2.6
PRC gebildeten Sonde zum Erfassen eines Msp I-Polymerphismus erfasst zwei verschidenen Allele: entweder
ein Fragment von 850 by oder ein Fragment von 490 by und 360 bp, je nachdem, ob die Msp I-Stelle vorliegt
oder nicht. Desgleichen wird die Sonde J44 (E3.1) (Xba I) vollstandig durch zwei flankierende Oligomere defi-
niert:

5'CAATGTGATTGGTGAAACTA3'und5'CTTCTCCTCCTAGACACCTGC AT3'. Die Verwendung dieser durch
J44 (E3.1) PKR gebildeten Sonde zum Erfassen eines Xba I-Polymorphismus fiihrt zum Erfassen zwei ver-
schiedener Allele: entweder eines Fragments von 860 by oder eines Fragments von 610 by und eines Frag-
ments von 250 pb, je nachdem, ob die Xba I-Stelle vorliegt oder nicht.

[0232] Die verkoppelten RFLPs kénnen auch bei der Berechnung des Risikos bei Einzelpersonen, die nicht
Trager der F508-Deletion sind, verwendet werden. Ein allgemeines Risikoabschatzungsverfahren ist von Be-
audet et al Am. J. Hum. Genet. 44: 319-326 besprochen worden.

[0233] Zur pranatalen Diagnose kann eine Mikrovillus-Darmenzymanalyse (Brock, Lancet 2: 941 (1983)) zur
Erhéhung der Verlasslichkeit der Diagnose in den Féllen, in denen eine DNA-Diagnose nicht schlissig ist,
durchgefiihrt werden.

[0234] Die DNA-Diagnose wird gegenwartig zum Beurteilen angewendet, ob ein Fétus mit zystischer Fibrose
geboren werden wird, in der Vergangenheit ist dies jedoch nur dann ausgefiihrt worden, wenn ein bestimmtes
Elternpaar schon ein an zystischer Fibrose leidendes Kind bekommen hat, durch das es notwendigerweise als
Trager identifiziert worden ist. In Kombination mit der Tragererfassung, wie sie oben skizziert ist, wird jedoch
eine DNA-Diagnose fur alle Schwangerschaften bei Tragerpaaren méglich. Wenn die Eltern schon ein an zys-
tischer Fibrose leidendes Kind bekommen haben, kann eine extendierte Haplotypanalyse am Foétus ausgefiihrt
und so der Prozentsatz an falschen positiven oder falschen negativen Ergebnissen stark reduziert werden. Ha-
ben die Eltern noch kein davon befallenes Kind bekommen und die DNA-Diagnose am Fétus wird auf der Basis
der Tragererfassung durchgefiihrt, so kann die Haplotypanalyse trotzdem durchgefiihrt werden.

[0235] Obwohl schon seit vielen Jahren der Gedanke vorherrscht, dass bei der zystischen Fibrosekrankheit
ein hohes Niveau klinischer Heterogenitat vorliegt, stellt es sich nur heraus, dass zwei allgemeine Kategorien,
die so genannte Pankreassuffizienz (ZF-PS) und die Pankreasinsuffizienz (ZF-PI) bestehen. Sind die mit die-
sem Krankheitskategorien verbundenen Mutationen gut charakterisiert, so kann man eine spezifische Mutation
mit einem klinischen Phenotyp der Krankheit in Verbindung bringen. Dadurch sind Anderungen der Behand-
lung jedes Patienten mdglich. Durch die Natur der Mutation |asst sich auf diese Weise die Prognose des Pati-
enten bis zu einem gewissen Grad voraussagen und eine spezifische Behandlung indizieren.

6.0 MOLEKULARBIOLOGY DER ZYSTISCHEN FIBROSE
[0236] Das Postulat, dass das ZFTR eventuell die Aktivitdt von Innenkanéalen, insbesondere des nach aulien

rektifizierenden C1-Kanals, der als funktioneller Defekt bei der ZF eine Rolle spielt, regulieren kann, kann durch
die Einspritzung und Translation von in vitro transkribierter ZFTR-mRNA voller Lange in Xenopus-Oozyten ge-
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testet werden. Die dadurch hervorgerufenen Anderungen in den Innenstrémen (iber die Oozytenmembran hin-
weg kénnen gemessen werden, da das Potential auf einen festgelegten Wert eingestellt wird. Das ZFTR kann
endogene Oozytenkanale regulieren oder es kann eventuell notwendig sein, Epithelzellen-RNA ebenfalls ein-
zufiihren, um die Translation von Kanalproteinen zu lenken. Die Anwendung des mRNA-Kodierens fiir norma-
les und fir mutantes ZFTR, wie es durch diese Erfindung geboten wird, macht diese Versuche maéglich.
[0237] Andere Expressionsarten im heterologen Zeltsystem ermdéglichen auch die genaue Analyse von Struk-
tur-Funktion-Zusammenhangen. Die vollstandige in den Plasmidexpressionsvektor ligierte ZFTR-DNA-Se-
quenz wird zum Transfizieren von Zellen derart verwendet, dass ihr Einfluss auf den Innentransport beurteilt
werden kann. Plasmidexpressionsvektoren, die einen Teil der normalen ZFTR-Sequenz zusammen mit Antei-
len modifizierter Sequenz an ausgewahlten Stellen enthalten, kénnen bei Mutageneseversuchert in vitro ver-
wendet werden, die mit dem Ziel durchgefiihrt werden, diejenigen Anteile des ZFTR-Proteins zu identifizieren,
die fur die Regulierfunktion ausschlaggebend sind.

6.1 DIE EXPRESSION DER DNA-SEQUENZ

[0238] Die DNA-Sequenz kann bei Studien zur Verbesserung des Verstéandnisses der Expression des Gens
und seiner Produkte und zur Erzielung der Produktion groRer Mengen des Proteins fir die funktionelle Analyse,
die Herstellung von Antikérpern und die Patiententherapie manipuliert werden. Die Anderungen in der Se-
quenz kénnen das Expressionsbild mit Bezug auf die relativen Mengen, die Gewebenspezifizitat und die funk-
tionellen Eigenschaften andern, oder auch nicht. Die Teil-cDNA-Sequenz oder die cDNA-Sequenz voller Lan-
ge, die fur das Protein der Untersuchungsperson kodieren und unmodifiziert oder modifiziert sind, kdnnen an
Bakterienexpressionsvektoren wie pRIT-(Nilsson et al. ENBO J. 4: 1075-1080 (1985)), pGEX-(Smith und
Johnson, Gene 67: 31-40 (1988)) oder pATH-(Spindler et al. J. Virol. 49: 132-141 (1984)) Plasmide ligiert wer-
den, die in E. coli-Zellen eingeflihrt werden kénnen fir die Bildung der entsprechenden Proteine, die den oben
besprochenen Proteinreinigungsverfahren entsprechend isoliert werden konnen. Die DNA-Sequenz kann
auch von ihrem bestehenden Kontext auf andere Kloniervehikel, wie beispielsweise andere Plasmide, Bakte-
riophagen, Cosmide, tierische Viren, kiinstliche Hefechromosomen (YAC) (Burke et al. Science 236: 806-812
(1987)), somatische Zellen und andere einfache oder komplexe Organismen wie Bakterien, Pilze (Timberlake
und Marshall, Science 244: 1313-1317 (1989), Invertebrate, Pflanzen (Gasser und Fraley, Science 244: 1293
(1989)) und Schweine (Pwsel et al. Science 244: 1281-1288 (1989)) Gbertragen werden.

[0239] Fur die Expression in Saugerzellen kann die cDNA-Sequenz an heterologe Promotoren wie beispiels-
weise das Simian-Virus (SV) 40, einen Promotor im pSV2-Vektor [Mulligan und Berg, Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 78: 2072-2076 (1981] ligiert und in Zellen wie Affen-COS-1-Zellen [Guzman, Cell. 23: 175-182 (1981)]
zur Erzielung einer voriibergehenden oder Langzeit-Expression eingeflihrt werden. Die bestandige Integration
des chimaren Genkonstrukts kann in Sdugerzellen durch biochemische Selektion, wie beispielsweise Neomy-
cin [Southern und Berg, J. Mol. Appin. Genet. 1: 327-341 (1982)] und Mycophenolsaure [Mulligan und Berg,
supra] aufrechterhalten werden.

[0240] DNA-Sequenzen kénnen durch Standardverfahren wie die Restriktionsenzymdigestion, Luckenfillung
mit DNA-Polymerase, Deletion durch ExoNuclease, Extension durch terminelle Desoxynucleotidtransferase,
Ligierung von synthetischen oder klonierten DNA-Sequenzen, positionsgeregelte Sequenzanderung uber Ein-
strang-Bakteriophagenzwischenprodukt oder unter Verwendung spezifischer Die cDNA-Sequenz (oder von ihr
abgeleitet Teile) oder ein Minigen (eine Oligonukleotide in Kombinationen mit der PKR manipuliert werden.
[0241] cDNA mit einem Intron und ihrem eigenen Promotor) wird in eukaryotische Expressionsvektoren durch
herkdmmliche Verfahren eingefiihrt. Diese Vektoren sind so konzipiert, dass sie die Transkription der cDNA in
eukaryotische Zellen durch Bereitstellen von Reguliersequenzen erlauben, die die Transkription der cDNA ein-
leiten und verbessern und deren richtige SpleiRung und Polyadenylierung sicherstellen. Vektoren, die den Pro-
motor und Enhancerbereiche des Simianvirus (SV) 40 oder lange Terminalwiederholungen (LTVn des
Rous-Sarkom-Virus und ein Polyadenylations- und Spleifsignal von SV 40 enthalten, stehen ohne weiteres
zur Verfligung [Mulligan et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1078-2076 (1981), Gorman et al. Proc. Natl.
Acad. Sci USA 79: 6777-6781 (1982)].

[0242] Als Alternative kann der endogene ZFTR-Promotor verwendet werden. Das Expressionsniveau der
cDNA kann bei diesem Typ Vektor entweder durch Verwendung von Promotoren verschiedener Aktivitaten
(beispielsweise kann das Baculovirus pAC373 cDNAs in hohem Niveaus in S. frungiperda-Zellen exprimieren
[M. D. Sommers und G. E. Smith in Genetically Altered Viruses and the Environment (B. Fields, et al. Verfas-
ser), Band 22, Seite 319-328, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York, 1985]
oder durch Verwendung von Vektoren, die der Modulation zugangliche Promotoren, beispielsweise den auf
Glukocorticoid ansprechenden Promotor aus dem Maussaugertumorvirus [Lee et al. Nature 294: 228 (1982)]
enthalten, manipuliert werden. Die Expression der cDNA kann in den Empfangerzellen fir 24 bis 72 Stunden
nach Einflihrung (voriibergehende Expression) Uiberwacht werden.

[0243] Aulerdem enthalten einige Vektoren selektierbare Marker, [wie gut [Mulligan und Berg et al., supra]
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oder neobakterielle Gene (Southern und Berg J. Mol. Appln. Genet 1: 327-341 (1982)], die das Isolieren, durch
chemische Selektion, von Zellen gestatten die eine stabile Langzeitexpression der Vektoren (und deshalb der
cDNA) in der Empfangerzelle aufweisen. Die Vektoren kénnen in den Zellen als episomale, sich frei wiederho-
lende Einheiten aufrechterhalten werden, und zwar durch Anwendung von Regulierelementen von Viren wie
Papillom [Sarver et al. Mol. Cell Biol. 1: 486 (1981) oder Epstein-Barr (Sugden et al. Mol. Cell Biol. 5: 410
(1985)].

[0244] Als Alternative kdnnen auch Zellinien hergestellt werden, bei denen der Vektor in die genomische DNA
integriert ist. Beide dieser Typen von Zellinien bilden das Genprodukt auf kontinuierlicher Basis. Es ist auch
moglich, Zellinien herzustellen, die die Anzahl von Kopien des Vektors (und daher auch der cDNA) zur Bildung
von Zellinien, die Genprodukt in hohem Niveau bilden kénnen [Alt et al. J. Biol. Chem. 253: 1357 (1978)] am-
plifiziert haben.

[0245] Die Ubertragung von DNA in eukaryotische, insbesondere menschliche oder andere Saugerzellen, ist
inzwischen eine herkdbmmliche Technik geworden. Die Vektoren werden als reine DNA in die Empfangerzellen
(Transfektion) beispielsweise durch Ausfallen mit Calciumphosphat [(Graham und vander Eb. Virology 52: 466
(1973) oder Strontiumphosphat [Brash et al. Mol. Cell Biol. 7: 2013 (1987)], Elektroporation [Neumann et al.
EMBO J 1: 841 (1982)], Lipofektion [(Felgner et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 84: 7413 (1987)], DEAE-Dextran
[McCuthan et al J. Natl. Cancer Inst. 41: 51 1968)], Mikroinjektion [Mueller et al Cell 15: 579 (1978)], Proto-
plastfusion [Schafner, Proc Natl. Aca. Sci USA 72: 2163] oder Granulatpistole [Klein et al, Nature 327: 70
(1987)] eingefuhrt. Als Alternative kann die cDNA durch Infektion mit Virusvektoren eingefihrt werden. Es sind
Systeme entwickelt worden, bei denen beispielsweise Retroviren [Bernstein et al. Genetic Engineering 7: 235,
(1985)], Adenoviren [Ahmad et al. J. Virol 57: 267 (1986)] oder Herpesviren [Spaete et al Cell 30: 295 (1982)]
verwendet werden.

[0246] Diese eukaryotischen Expressionssysteme koénnen fir viele Studien des ZF-Gens und des ZFTR-Pro-
dukts verwendet werden. Diese umfassen beispielsweise: (1) Festellen, dass das Gen richtig exprimiert ist und
dass alle fur die volle biologische Aktivitat notwendigen Posttranslationsmodifikationen richtig abgeschlossen
sind, (2) Identifizieren von Regulierelementen, die in der 5'-Region des ZF-Gens positioniert sind und ihrer Rol-
le bei der Gewebe- oder voriibergehenden Regulierung der Expression des ZF-Gens, (3) Bildung grofer Men-
gen des normalen Proteins fur das Isolieren und Reinigen, (4) Verwendung von Zellen, die das ZFTR-Protein
exprimieren, als Assaysystem fir Antikdrper, die gegen das ZFTR-Protein gebildet worden sind, oder als As-
saysystem zum Priufen der Wirksamkeit von Arzneimitteln, (5) das Studium der Funktion des normalen voll-
stéandigen Proteins, spezifischer Anteile des Proteins oder natirlich vorkommender oder kiinstlich hergestellt
mutanter Proteine. Naturliche vorkommende mutante Proteine liegen in Patienten mit ZF vor, wahrend kinst-
lich hergestelltes mutantes Protein durch positionsspezifisch ausgerichtete Sequenzanderungen konstruiert
werden kann. Diese letzteren Studien kénnen die Funktion irgendeines erwiinschten Aminosaurerests im Pro-
tein durch Mutation der Nucleotide, die fur diese Aminosaure kodieren, sondieren.

[0247] Mit Hilfe der obigen Techniken, kénnen die Expressionsvektoren, die die ZF-Gensequenz oder Frag-
mente derselben enthalten, in menschliche Zellen, Sadugerzellen aus anderen Spezies oder Nichtsdugerzellen,
wie erwiinscht, eingefihrt werden. Die Wahl der Zellen hangt vom Zweck der Behandlung ab. Beispielsweise
ist es moglich, Affen-COS-Zellen (Gluzan, Cell 23: 175 (1981)) zu verwenden, die das SV40 T-Antigen in ho-
hem Male bilden und die Replikation von Vektoren gestatten, die den SV40-Replikationsursprung enthalten,
um zu zeigen, dass der Vektor das Proteinprodukt exprimieren kann, da eine Funktion nicht erforderlich ist.
Eine ahnliche Behandlung kénnte mit chinesischen Hamsterovarium-(CHO) oder Maus-NIH 3T3-Fibroblasten
oder mit menschlichen Fibroblasten oder Lymphoblasten durchgeflihrt werden.

[0248] Der erfindungsgemalfie rekombinante Kloniervektor umfasst dann die ausgewahlte DNA der erfin-
dungsgemalen DNA-Sequenz flr die Expression in einem geeigneten Wirt. Die DNA ist im Vektor funktions-
fahig an eine Expressionskontrollsequenz im Molekul der rekombinanten DNA derart verkoppelt, dass das nor-
male ZFTR-Polypeptid exprimiert werden kann. Die Expressionskontroll-Sequenz kann aus der Gruppe aus-
gewahlt werden, die aus Sequenzen besteht, die die Expression von Genen von prokaryotischen oder euka-
ryotischen Zellen und ihrer Viren und Kombinationen derselben steuern. Die Expressionskontrollsequenz kann
spezifisch aus der Gruppe ausgewahlt werden, die aus dem lac-System, dem trp-System, dem tac-System,
dem trc-System, den Hauptoperator- und Promotorregionen der Phage lambda, der Kontrolkegion von fd-Be-
schichtungsprotein, den friihen und spaten Promotoren von SV40, den von Polyom abgeleiteten Promotoren,
Advenoviren, Retroviren, Baculoviren und dem Simianvirus, dem Promotor flr 3-Phosphoglyceratkinase, dem
Promotor von Hefesaurephosphatase, dem Promotor von Hefe-alpha-Kopplungsfaktoren und Kombinationen
derselben besteht.

[0249] Die Wirtszellen, die mit dem erfindungsgemafen Vektor transfiziert werden kann, kann aus der Grup-
pe ausgewahlt werden, die aus E. coli, Pseudomonas, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus oder an-
deren Bazillen, anderen Bakterien, Hefe, Pilzen, Insekten, der Maus oder anderen Tieren oder pflanzlichen
Wirten oder menschlichen Gewebezellen besteht.

[0250] Man wird sich im Klaren dartber sein, dass fur die mutante DNA-Sequenz zum Exprimieren und Bilden
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des mutanten Produkts dhnliche Systeme verwendet werden.
6.2 BETRACHTUNGEN BEZUGLICH DER PROTEINFUNKTION

[0251] Um die Funktion des ZFTR-Proteins zu untersuchen, wird es bevorzugt, Epithelzellen als Empfanger
zu verwenden, da die richtige funktionelle Expression das Vorliegen anderer Wege oder Genprodukte, die nur
in derartigen Zellen exprimiert werden, erforderlich machen kann. Zellen, die verwendet werden kénnen, um-
fassen beispielsweise menschliche Epithelzellinien wie T84 (ATCC#CRL 248) oder PANC-1 (ATCC # CLL
1469) oder die immortalisierte T43-ZF-Nasenepithelzellinie [Jettan et al, Science (1989)] und primare [Yanhos-
kes et al. Ann. Rev. Resp. Dis. 132: 1281 (1985)] oder transformierte [Scholte et al. Exp. Cell Res. 132: 559
(1989)] menschliche Nasenpolyp- oder Luftwegzellen, Pankreaszellen [Harns und Coleman J. Cell. Sci. 87:
695 (1987] oder Schweil’drusenzellen [Collie et al. In Vitro 21: 597 (1985)], die aus normalen oder an ZF lei-
denden Personen abgeleitet sind. Die ZF-Zellen kdnnen zum Untersuchen auf funktionelle Aktivitat der mutan-
ten ZF-Gene verwendet werden. Die zur Zeit zur Verfigung stehenden funktionellen Assays umfassen die Stu-
die der Bewegung von Anionen (Cl oder |) Giber die Zellmembranen hindurch als Funktion der Stimulierung von
Zellen durch Mittel, die die intrazellularen AMP-Spiegel erhéhen und Chloridkanale aktivieren [Strutto et al.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 82: 6677 (1985)]. Andere Assays umfassen das Messen von Anderungen der Zell-
potentiale durch Patch-Klemmen ganzer Zellen oder isolierter Membranen [Frizzell et al. Science 233 : 558
(1986), Welsch und Liedtke Nature 322 : 467 (1986)] oder die Studie von Innenstromen in Epithelschichten
konfluenter Zellen [Widdicombe et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 82: 6167 (1985)]. Als Alternative kénnte aus dem
ZF-Gen hergestellte RNA in Xenopus-Oozyten eingespritzt werden. Der Oozyt translatiert RNA in Protein und
erlaubt dessen Studium. Im Zuge der Entwicklung noch spezifischerer Assays kdnnen diese ebenfalls zum
Studium der Funktion des transfizierten ZFTR-Proteins verwendet werden.

[0252] "Domanenumschaltungs-"Experimente zwischen dem ZFTR und dem menschlichen, gegen Arznei-
mittel multiresistenten P-Glykoprotein kdnnen ebenfalls ausgeflihrt werden, um das Studium des ZFTR-Prote-
ins zu fordern. Bei diesen Experimenten werden Plasmidexpressionsvektoren durch routinemaflige Verfahren
aus Fragmenten der ZFTR-Sequenz und Fragmenten der Sequenz von P-Glykoprotein, die durch DNA-Ligase
miteinander ligiert sind, derart konstruiert, dass ein die entsprechenden Anteile dieser beiden Proteine enthal-
tendes Protein durch eine mit dem Plasmid transfizierte Wirtszelle synthetisiert wird. Dieser letztere Ansatz hat
den Vorteil, dass viele experimentelle Parameter, die mit der Multiarzneimittel-Resistenz assoziiert sind, ge-
messen werden kdnnen. Es ist daher heute moglich, die Fahigkeit von Segmenten von ZFTR, diese Parameter
zu beeinflussen, zu beurteilen.

[0253] Diese Studien des Einflusses vom ZFTR auf den Innentransport dient dazu, das Gebiet des Epithel-
transports in den molekularen Bereich einzufihren. Es handelt sich dabei um das erste mit dem Transport ver-
bundene Molekil aus Epithelzellen, fir das die vollstandige Primarstruktur aufgezeigt ist.

[0254] Die Kenntnis bezuglich des ZFTR kann dazu benutzt werden, zu einem besseren Verstandnis der Cha-
rakteristik der Epithelzelhnembran in diesem Bereich auf molekularer Ebene zu gelangen. Beispielsweise kdn-
nen die Molekile in nachster Nahe zum ZFTR durch Vernetzungsexperimente bestimmt werden. Die Hypothe-
se, dass die Rolle von ZFTR darin liegt, Innenkanale zu regulieren, wiirde voraussagen, dass diese Kanale
notwendigerweise unter diese Kategorie fallen. Die grolen cDNA-Bibliotheken hoher Qualitat, die fir das Klo-
nieren von ZFTR-cDNA konstruiert worden sind, werden auch flir das molekulare Klonieren von cDNAs fir Po-
lypeptide nutzlich sein, die andere Epithelionentransportsysteme darstellen, einschlieRlich andere Kanéle so-
wie Ko-, Gegen- und Aktivtransportsysteme.

6.3 THERAPIEN

[0255] Es versteht sich von selbst, dass das Hauptziel der verschiedenen biochemischen Studien unter Zu-
hilfenahme der erfindungsgemaflen Zusammensetzungen aus der Entwicklung von Therapien zum Umgehen
oder Bezwingen des ZF-Defekts unter Zuhilfenahme sowohl pharmakologischer als auch von "Gentherapie-"
Ansatzen besteht.

[0256] Beim pharmakologischen Ansatz werden Arzneimittel, die den ZF-Defekt umgehen oder tiberwinden,
gesucht. Zu Beginn kénnen Verbindungen im Wesentlichen dem Zufall entsprechend getestet werden und die
Screensysteme missen zwischen vielen Kandidatenverbindungen unterscheiden. Diese Erfindung bietet
Wirtszellensysteme, die verschiedene der mutanten ZF-Gene exprimieren und zur Verwendung als Systeme
fir das Screenen erster Ebene besonders gut geeignet sind. Bevorzugt wird ein Zellkultursystem unter Zuhil-
fenahme von Saugerzellen (am bevorzugtesten menschlichen Zellen), die mit einem Expressionsvektor trans-
fiziert sind, der eine DNA-Sequenz umfasst, die fur ein eine ZF-bildende Mutation, beispielsweise die F508-De-
letion, enthaltendes ZFTR-Protein kodiert, fir den Screeningvorgang verwendet. Kandidatenarzneimittel wer-
den durch Inkubieren der Zellen in Gegenwart des Kandidatenarzneimittels und Messen derjenigen Zellfurikti-
onen, die vom ZFTR abhangen, insbesondere Messen der Innenstréme, in welchem Fall das Transmembran-
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potential auf einen festgelegten Wert eingestellt ist, geprift. Um jedoch Assays in grof3er Zahl unterzubringen,
basieren bequemere Assays beispielsweise auf der Verwendung von gegen lonen sensiblen fluoreszierenden
Farbstoffen. Um Anderungen in der Cl-Innenkonzentration zu erfassen, sind SPQ oder dessen Analoge niitz-
lich.

[0257] Als Alternative kdonnte ein von Zellen freies System verwendet werden. Gereinigtes ZFTR kdnnte in
kiinstliche Membranen rekonstituiert und Arzneimittel in einem zeltfreien Assay einem Screenen unterzogen
werden [A1-Agwatt, Science, (1989)].

[0258] Auf der zweiten Stufe sind Tierversuche erforderlich. Es ist mdglich, ein Modell der ZF durch Beein-
flussen der normalen Expression des Gegenstlicks des ZF-Gens in einem Tier wie der Maus zu entwickeln.
Das "Knock-out" dieses Gens durch Einflhren einer mutanten Form desselben in die Keimlinie von Tieren fuhrt
zu Bildung eines Stamms von Tieren mit ZF-ahnlichen Syndromen. Das ermdglicht das Testen von Arzneimit-
teln, die beim Screenen auf Zeltbasis der ersten Stufe erfolgversprechend gewesen sind.

[0259] Im Zuge des Erzielens weiterer Kenntnisse bezuglich der Natur des Proteines und seiner Funktion wird
es mdoglich, Strukturen von Proteinen oder anderen Verbindungen, die mit dem ZFTR-Protein in Wechselwir-
kung treten, vorauszusagen. Das erlaubt wiederum gewisse Vorhersagen beziglich potentieller Arzneimittel,
die mit diesem Protein in Wechselwirkung treten und eine Wirkung auf die Behandlung der Patienten ausiiben.
SchlieBlich kénnen derartige Arzneimittel konzipiert und chemisch auf der Basis von Strukturen synthetisiert
werden, von denen vorausgesagt wird, dass sie fur die Wechselwirkung mit Doméanen von ZFTR erforderlich
sind. Dieser Ansatz wird von Capsey und Delvatte, Genetically Engineered Human Therapeutic Drugs Stock-
ton Press, New York, 1988 besprochen. Diese potentiellen Arzneimittel missen im Screeningsystem ebenfalls
gepruft werden.

6.3.1 PROTEINERSATZTHERAPIE

[0260] Die Behandlung von ZF kann durch Ersetzen des defekten Proteins durch normales Protein, durch Mo-
dulieren der Funktion des defekten Proteins oder durch Modifizieren eines anderen Schritts auf dem Weg, auf
dem ZFTR teilnimmt, um die physiologische Abnormalitat zu berichtigen, durchgefiihrt werden.

[0261] Zum Ersetzen des defekten Proteins durch das normale Protein missen angemessene Mengen des
reinen ZFTR-Proteins zur Verfligung stehen. Das reine Protein kann wie friher schon beschrieben aus geziich-
teten Zeltsystemen erhalten werden. Die Abgabe des Proteins an das betroffene Luftweggewebe erfordert,
dass es in lipidhaltigen Vesikeln verpackt ist, die die Eingabe des Proteins in die Zellmembran erleichtern. Un-
ter Umstanden kann es auch realisierbar sein, Vehikel zu verwenden, die Proteine wie Tensidprotein, beispiels-
weise SAP(Val) oder SAF(Phs) enthalten, die diese Funktion auf natirliche Weise, zumindest bei den Lun-
genalveolarzellen erfillen (PCT-Patentanmeldung WO/8803170, Whitsett et al, 7. Mai 1988 und PCT-Paten-
tanmeldung WO89/04327, Benson et al, 18. Mai 1989). Die ZFTR-haltigen Vesikel werden in die Luftwege
durch Inhalieren oder Spulung, d. h. Techniken, die gegenwartig bei der ZF-Behandlung angewendet werden,
eingefuhrt (Bat et al, supra).

6.3.2 ARZNEIMITTELTHERAPIE

[0262] Die Modulierung der ZFTR-Funktion kann durch Verwendung therapeutischer Mittel (von Arzneimit-
teln) erzielt werden. Diese kdnnen durch Zufallsansatze unter Verwendung eines Screeningprogramms iden-
tifiziert werden, bei dem ihre Wirksamkeit bezliglich des Modulierens des defekten ZFTR-Proteins in vitro tiber-
wacht wird. Bei den Screeningprogrammen koénnen kultivierte Zeltsysteme verwendet werden, in denen das
defekte ZFTR-Protein exprimiert wird. Als Alternative kdnnen Arzneimittel zum Modulieren der ZFTR-Aktivitat
aufgrund der Kenntnisse bezlglich der Struktur- und Funktionskorrelationen von ZFTR-Protein und der Kennt-
nis bezuglich des spezifischen Defekts bei den verschiedenen mutanten ZFTR-Proteinen konzipiert werden
(Capsey und Delvatte, supra). Es ist moglich, dass jedes mutante ZFTR-Protein ein anderes Arzneimittel fur
eine spezifische Modulation erfordert. Es wird dann notwendig, die spezifische(n) Mutationen) bei jedem
ZF-Patienten vor Beginn der Arzneimitteltherapie zu identifizieren.

[0263] Es kdnnen Arzneimittel so konzipiert werden, dass sie auf verschiedene Aspekte der ZFTR-Protein-
struktur oder -funktion einwirken. Beispielsweise kann ein Arzneimittel (oder Antikdrper) an eine strukturelle
Falte des Proteins zum Korrigieren einer defekten Struktur binden. Als Alternative kann ein Arzneimittel even-
tuell an einen spezifischen funktionellen Rest binden und dessen Affinitat fir ein Substrat oder einen Kofaktor
erhodhen. Da es bekannt ist, dass Mitglieder der Klasse von Proteinen, fir die ZFTR eine strukturelle Homologie
aufweist, mit einer Reihe verschiedener Arzneimittel in Wechselwirkung treten, diese binden und transportie-
ren kénnen, ist es vernlnftig zu erwarten, dass mit Arzneimitteln verbundene Therapien bei der Behandlung
von ZF wirksam sein kénnen.

[0264] Ein dritter Mechanismus fir das Verbessern der Aktivitat eines wirksamen Arzneimittels ware es, die
Bildung oder die Stabilitdt von ZFTR innerhalb der Zelle zu modulieren. Dieser Erhéhung der Menge von ZFTR
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kénnte fur ihre defekte Funktion kompensieren.

[0265] Die Arzneimitteltherapie kdnnte auch zum Kompensieren der defekten ZFTR-Funktion durch Wechsel-
wirkung mit anderen Komponenten der physiologischen oder biochemischen Wege verwendet werden, die fir
die Expression der ZFTR-Funktion erforderlich sind. Diese Wechselwirkungen kénnen zum Erhéhen oder Re-
duzieren der Aktivitat dieser Nebenproteine fihren. Die Methoden flr das Identifizieren dieser Arzneimittel wa-
ren denjenigen ahnlich, die oben schon fur die ZFTR-bezogenen Arzneimittel beschrieben worden sind.
[0266] Bei anderen genetischen Krankheiten ist es moglich gewesen, die Konsequenzen geanderter oder
fehlender normaler Funktionen durch Einfiihren von Anderungen in der Ernahrung zu korrigieren. Dies ist in
Form der Entfernung von Metaboliten, wie im Fall der Phenylketonurie, erfolgt, wo Phenylalanin in den ersten
funf Lebensjahren aus der Ernahrung entfernt worden ist, um die Geistesschwache zu verhindern, oder durch
Zusatz grofRer Mengen von Metaboliten zur Nahrung, wie im Falle des Adenosimdesaminasemangels, wo die
funktionelle Korrektion der Aktivitat des Enzyms durch Zusatz des Enzyms zur Nahrung erzielt werden kann.
So kann, nachdem die Einzelheiten der ZFTR-Funktion geklart und der grundlegende Defekt bei der ZF defi-
niert worden sind, die Therapie durch Manipulationen der Erndhrung erzielt werden.

[0267] Der zweite potentielle therapeutische Ansatz ist die sogenannte "Gentherapie", bei der normale Kopi-
en des ZF-Gens in den Patienten eingefiihrt werden, um erfolgreich fiir das normale Protein in den Schlissel-
epithelzellen der betroffenen Gewebe zu kodieren. Es ist auRerst wichtig, zu versuchen, dies bei den Luftwe-
gepithelzellen der Atmungswege zu erzielen. Das ZF-Gen wird an diese Zellen in der Form geliefert, in der es
aufgenommen und fiir ausreichend Protein kodieren kann, um die Regulierfunktion zu bieten. Dadurch wird die
Lebensqualitat und -lange des Patienten wesentlich verbessert. Schliellich besteht das Ziel natirlich darin,
das Gen an alle betroffenen Gewebe zu liefern.

6.3.3 GENTHERAPIE

[0268] Ein Ansatz bezuglich der ZF-Therapie besteht darin, eine normale Version des ZF-Gens in das Luft-
wegepithei betroffener Patienten zu inserieren. Dabei ist es wichtig, zu beachten, dass das Atmungssystem
die Hauptursache der Morbiditat und Mortalitat bei ZF ist; die Erkrankung des Pankreas ist zwar ein wichtiges
Merkmal, sie ist jedoch durch Zugabe von Enzym zur Nahrung heute relativ einfach zu behandeln. So wirde
die somatische Zellgentherapie [zur Rezension vergleiche T. Friedmann, Science 244: 1275 (1989)], mit ge-
zielter Ansteuerung der Luftwege selbst die schwersten, mit der ZF assoziierten Probleme mildern.
A. Retrovirusvektoren. Retroviren sind als bevorzugter Vektor fiir Experimente bei der somatischen Gen-
therapie betrachtet worden, denn sie weisen eine hohe Infektionsineffizienz und eine stabile Integration und
Expression auf [Orkin et al Prog. Med. Genet 7: 130 (1988)]. Ein moglicher Nachteil besteht darin, dass flr
die Retrovirusintegration eine Zellteilung erforderlich ist, so dass die Zielzellen im Luftweg eventuell vor der
Retrovirusinfektion vielleicht durch chemische Mittel in den Zellzyklus gestupst werden mussen. Die cDNA
des ZF-Gens voller Lange kann in einen Retrovirusvektor kloniert und entweder von dessen endogenem
Promotor oder vom Reterovirus-LRT (Langterminalwiederholung) her getrieben werden. Es ware zu erwar-
ten, dass die Expression des normalen Proteins in Mengen, die eventuell nur 10% des endogenen mutan-
ten Proteins betragen kénnen, bei ZF-Patienten heilsam sind, denn es handelt sich dabei um eine rezessive
Krankheit. Das Abgeben des Virus kdnnte durch Aerosol oder Instillation in die Luftréhre erfolgen.
B. Andere Virusvektoren. Andere Abgabesysteme, die verwendet werden kénnen, umfassen das Ade-
no-assoziierte Virus [AAV, McLaughlin et al, J. Virol 62: 1963 (1988)], das Vaccinia-Virus [Moss et al Annu.
Rev. Immunol, 5: 305, 1987)], das Rinderpapillomvirus [Rasmussen et al, Methods Enzymol 139: 642
(1987)] oder Mitglieder der Herpesvirusgruppe wie das Epstein-Barr-Virus [Margoleskee et al, Mol. Cell.
Biol 8: 2937 (1988)]. Obwohl noch viel bezlglich ihrer grundlegenden Biologie zu lernen ist, ist der Gedanke
der Verwendung eines Virusvektors mit nattrlichem Tropfismus fir die Atmungswege (z. B. das Atmungs-
synzytiumvirus, Echovirus, Coxsackievirus usw.) eine Mdglichkeit.
C. Nichtvirus-Genubertragung. Andere Methoden zum Inserieren des ZF-Gens in das Atmungswegepithel
kénnen ebenfalls produktiv sein; viele dieser Methoden weisen eine geringere Effizienz auf und wiirden po-
tentiell eine Infektion in vitro, die Selektion von Transfektanten und eine Reimplantation erforderlich ma-
chen. Dies wirde Calciumphosphat, DEAE-Dextran, die Elektroporation und Protoplastfusion umfassen.
Eine besonders ansprechende Idee ist die Verwendung von Liposom, die eventuell in vivo ausgefiihrt wer-
den kann [Ostro, Liposomes, Marcel-Dekker, 1987]. Synthetische kationische Lipide wie DOTMA [Felger et
al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413 (1987] erhdhen eventuell die Effizienz und Erleichtern die Durchfiih-
rung dieses Ansatzes.

6.4 TIERISCHE ZF-MODELLE

[0269] Die Bildung eines Maus- oder anderen tierischen Models fur ZF wird fir das Verstandnis der Krankheit
und das Testen bezuglich moéglicher Therapien dulRerst wichtig sein (bezuglich einer allgemeinen Besprechung
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der Herstellung von Tiermodellen vergleiche man Erickson, Am. J. Hum. Genet 43: 582 (1988). Zur Zeit steht
kein tierisches Modell der ZF zur Verfugung. Die Evolutionskonservierung des ZF-Gens (wie sie durch Kreuz-
spezies-Hybridisierungsblots fiir E4.3 und H1.6 aufgezeigt worden ist) wie in Fig. 4 gezeigt, weist darauf hin,
dass ein orthologes Gen in der Maus (im folgenden mit mZF und dessen entsprechendes Protein als mZFTR
bezeichnet) existiert und es wird moglich sein, dieses in genomischen Maus- und cDNA-Bibliotheken unter Zu-
hilfenahme der menschlichen ZF-Gensonden zu klonieren. Es ist zu erwarten, dass die Bildung einer spezifi-
schen Mutation im Mausgen, die der F508-Mutation analog ist, die optimalste sein wird, um den Phenotyp zu
reproduzieren, obwohl eine vollstdndige Inaktivierung des mZFTR-Gens ebenfalls ein nitzlicher zu bildender
Mutant sein wird.
A. Mutagenese. Die Inaktivierung des mZF-Gens kann durch chemische [z. B. Johnson et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78: 3138 (1981)] oder Rdéntgertmutagenese [Popp et al, J. Mol. Biol. 127: 141 (1979)] von
Mausgameten, gefolgt von der Fertilisation erzielt werden. Nachkommen, die beztiglich der Inaktivierung
von mZFTR heterozygot sind, kbnnen daraufhin durch Southern Blotting identifiziert werden, um den Verlust
eines Allels durch Dosierung oder die Unfahigkeit, ein elterliches Allel zu erben, wenn ein RFLP-Marker be-
urteilt wird, aufzuzeigen. Dieser Ansatz ist friiher schon erfolgreich zum Identifizieren von Mausmutanten
fur a-Globin [Whitney et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 1087 (1980)], Phenylalaninhydroxylase [McDo-
nald et al Pediatr. Res 23: 63 (1988)] und Kohlensaureanhydrase Il [Lewis et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85: 1962 (1988)] angewendet worden.
B. Transgene Aspekte. Eine normale oder mutante Version von ZFTR oder mZFTR kann in die Mauskeim-
linie unter Zuhilfenahme heutiger Standardverfahren der Oozyteninjektion [Camper, Trends in Genetics
(1988)] inseriert werden; als Alternative kann, falls es wiinschenswert ist, das endogene mZF zu inaktivie-
ren oder zu ersetzten, das homologe Rekombinationssystem unter Zuhilfenahme von Embryostammzellen
(ES-Zellen) [Capecchi, Science 244: 1288 (1989)] angewendet werden.

1. Oozyteninjektion.

[0270] Das Einfiihren einer oder mehrerer Kopien des normalen oder mutanten mZF-Gens an eine willkurli-
che Stelle in der Mauskeimlinie kann durch Mikroinjizierung des ProNucleus eines gerade befruchteten
Mausoozyten, gefolgt von der Reimplantation in eine pseudoschwangere Pflegemutter erzielt werden. Die le-
bend geborenen Mause kénnen daraufhin einem Screenen bezlglich Integranten unter Zuhilfenahme der Ana-
lyse der Schwanz-DNA beziglich des Vorliegens menschlicher ZF-Gensequenzen unterzogen werden. Das
gleiche Protokoll Iasst sich zum Inserieren eines mutanten mZF-Gens verwendet. Um ein Mausmodell zu bil-
den, wirde man dieses Transgen in einen Maushintergrund einsetzen, wo das endogene mZF-Gen inaktiviert
worden ist, entweder durch Mutagenese (vergleiche oben) oder durch homologe Rekombination (vergleiche
unten). Bei dem Transgen kann es sich entweder um: a) eine vollstandige genomische Sequenz, obgleich die
Grole derselben (ca. 250 kb) es erforderlich machen wirde, dass sie als kiinstliches Hefechromosom oder
Chromosomfragment injiziert wiirde, oder b) eine cDNA mit entweder dem natirlichen Promotor oder einem
heterologen Promotor oder c) ein "Minigen" handeln, das die gesamte Kodierregion und verschiedene andere
Elemente wie Introne, Promotoren und 3'-flankierende Elemente enthalt, von denen es sich gezeigt hat, das
sie fur eine optimale Expression notwendig sind.

2. Retrovirusinfektion von Embryos im Frihstadium.

[0271] Diese Alternative involviert das Inserieren des ZFTR- oder mZF-Gens in einen Retrovirusvektor und
das direkte Infizieren von Mausembryos im Frihstadium der Entwicklung unter Bildung einer Chiméare [Soriano
et al Cell 46: 19 (1986)]. Mindestens einige derselben fihren zur Keimlinientransmission.

3. ES-Zellen und homologe Rekombination.

[0272] Der Ansatz mit Embryostammzellen (Capecci, supra und Capecci, Trends Genet 5: 70 (1989)] bietet
die Moglichkeit des Durchfiihrens der Genuibertragung und des darauffolgenden Screenens der so erhaltenen
totipotenten Zellen zum Identifizieren der seltenen homologen Rekombinationsfélle. Auf das Identifizieren hin
kénnen diese zur Bildung von Chimaren durch Einspritzen von Mausblastozyten verwendet werden und ein
Teil der so gebildeten Mause werden die Keimlinientransmission aus der rekombinanten Linie aufweisen. Es
gibt verschiedene Wege, auf die dies bei der Bildung eines Mausmodells fir ZF nutzlich sein kénnte:
a) Die Inaktivierung des mZF-Gens kann auf bequeme Weise durch Konstruieren eines DNA-Fragments
erzielt werden, das Sequenzen aus einem mZFTR-Exon enthélt, das einen auswahlbaren Marker, wie neo
flankiert. Die homologe Rekombination fiihrt zum Inserieren der neo-Sequenzen in die Mitte eines Exons
unter Inaktivierung von mZFTR. Die homologen Rekombinationsereignisse (gewoéhnlich ca. 1 unter 1000)
kdnnen von den heterologen durch DNA-Analyse einzelner Klone (gewdhnlich unter Anwendung von PKR,
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Kim et al Nucleic Acids Res. 16: 8887 (1988), Joyner et al. Nature 338: 153 (1989), Zimmer et al supra,
Seite 150) oder durch Zuhilfenahme einer negativen Selektion gegen die heterologen Vorfalle (wie bei-
spielsweise die Anwendung des HSV TK-Gens am Ende des Konstrukts, gefolgt von der Gancyclovir-Wahl,
Mansow et al, Nature 336: 348 (1988) unterschieden werden. Diese inaktivierte mZFTR-Maus kann darauf-
hin verwendet werden, um ein mutantes ZF-Gen oder ein die F508-Abnormitat oder irgendeine andere er-
wilinschte Mutation enthaltendes mZF-Gen einzufuhren.

b) Es ist moglich, dass spezifische Mutanten vom mZFTR in einem Schritt gebildet werden kénnen. Bei-
spielsweise kann ein Konstrukt, das mZF-Intron-9-Sequenzen am 5'-Ende, ein selektierbares neo-Gen in
der Mitte und ein Intro 9 + Exon 10 (das die Mausversion der F508-Mutation enthalt) am 3'-Ende enthalt,
hergestellt werden. Ein homologer Rekombinationsvorfall wiirde zum Inserieren des neo-Gens in Intron 9
und das Ersetzen von Exon 10 durch die mutante Version fihren.

c) Falls das Vorliegen des auswahlbaren neo-Markers im Intron die Expression des mZF-Gens andert, ware
es moglich, es in einem zweiten homologen Rekombinationsschritt zu exzidieren.

d) Es ist auch mdglich, Mutationen in der Mauskeimlinie durch Injizieren von Oligonucleotiden, die die inte-
ressierende Mutation enthalten, und Screenen der dabei gebildeten Zellen durch PKR zu bilden.

[0273] Bei dieser Ausfihrungsform der Erfindung ist hauptsachlich ein Mausmodell fur die zystische Fibrose
in Betracht gezogen worden. Fig. 4 zeigt die Kreuzspezieshybridisierung nicht nur zur Maus-DNA sondern
auch zur Rinder-, Hamster- und Hihner-DNA. So wird in Betracht gezogen, dass ein orthologes Gen auch in
vielen anderen Spezies vorhanden ist. Es wird daher in Betracht gezogen, dass es mdglich sein wird, unter
Zuhilfenahme einer &hnlichen Technologie andere Tiermodelle zu bilden.

Patentanspriiche

1. Gereinigtes DNA-Molekill, das ein Gen der zystischen Fibrose umfasst, wobei das Gen eine DNA-Se-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus Folgenden besteht:
(a) DNA-Sequenzen, die der DNA-Sequenz in Fig. 1 von der Aminosaurerestposition 1 zur -position 1480 oder
einer polymorphen Form der DNA-Sequenz entsprechen, in der die Nucleotidsubstitution in der DNA-Sequenz
die wesentliche Funktion des dadurch codierten Polypeptids nicht beeinflusst;
(b) DNA-Sequenzen, die ein normales Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid der zystischen Fibrose
(ZFTR), das die Sequenz der Fig. 1 entsprechend von der Aminosaurerestposition 1 bis zur — position 1480
aufweist, oder eine polymorphe Form des Polypeptids codiert, in der die Aminosauresubstitution in den ver-
schiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben
oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder tertiare Struktur nicht beeinflusst;
(c) DNA-Sequenzen, die einem Fragment der DNA-Sequenz in Fig. 1 entsprechen, das mindestens 16 se-
quentielle Nucleotide zwischen den Nucleotidsequenzpositionen 134 und 4573 umfasst, und die in der Lage
sind, nach einem normalem oder einem defekten Gen oder Genprodukt der zystischen Fibrose zu suchen oder
das Vorliegen derselben zu bestimmen, und
(d) DNA-Sequenzen, die mindestens 16 sequentielle Nucleotide umfassen und ein Fragment der Aminosau-
resequenz der Fig. 1 codieren, die in der Lage sind, nach einem normalem oder einem defekten Gen oder
Genprodukt der zystischen Fibrose zu suchen oder das Vorliegen derselben zu bestimmen, und
(e) DNA-Sequenzen, die ein Epitop codieren, das durch mindestens 18 sequentielle Nucleotide in der DNA-Se-
quenz der Fig. 1 zwischen den Aminosaurerestpositionen 1 und 1480 codiert ist.

2. Gereinigtes DNA-Modul aus (a), (b) oder (c) nach Anspruch 1, das des Weiteren mindestens eine Mu-
tation in der DNA-Sequenz enthalt, die, falls sie in den Zellen des menschlichen Kérpers exprimiert ist, mit einer
geanderten Zellfunktion assoziiert ist, die mit der zystischen Fibrose in Beziehung steht, wobei die Mutation
eine leletion von 3 Nucleotiden einschliel3t, die Phenylalanin in der Aminosaurerestposition 508 codieren.

3. Sonde aus gereinigter Nucleinsdure, die eine DNA- oder RNA-Nucleotidsequenz umfasst, die der Se-
quenz den Abschnitten (c), (d) oder (e) nach Anspruch 1 oder 2 entspricht.

4. Nucleinsauresonde nach Anspruch 3, wobei die Sequenz AAA GAA AAT ATC ATC TTT GGT GTT und
ihr Komplement umfasst.

5. Rekombinanter Kloniervektor, der das DNA-Molekil nach Anspruch 1 oder 2 umfasst.
6. Nichtmenschlicher, mit dem Vektor nach Anspruch 5 transformierter Wirt.

7. Methode fur die Herstellung eines normalen oder mutanten Transmembrankonduktanzregulator-Poly-
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peptids der zystischen Fibrose (ZFTR), die folgende Schritte umfasst:

(a) Kultivieren einer Wirtszelle, die mit dem Vektor nach Anspruch 5 in einem Medium und unter Bedingungen
transfiziert ist, die fur die Expression eines normalen oder mutanten ZFTR-Polypeptids guinstig sind, und

(b) Isolieren des exprimierten normalen oder mutanten ZFTR-PolypeTtids.

8. Gereinigtes DNA-Molekil, das eine DNA-Sequenz umfasst, die ein mutantes Transmembrankonduk-
tanzregulator-Polypeptid der zystischen Fibrose (ZFTR), das eine Sequenz nach Fig. 1 fur Aminosaurerestpo-
sitionen 1 bis 1480 aufweist, oder eine polymorphe Form des Polypeptids codiert, in der die Aminosauresub-
stitution in den verschiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funk-
tionieren derselben oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder tertiare Struktur nicht beeinflusst,
des Weiteren durch eine Deletion der drei Nucleotide gekennzeichnet, die Phenylalanion an der Aminosaure-
restposition 508 codieren.

9. Gereinigtes Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid der zystischen Fibrose (ZFTR), dadurch ge-
kennzeichnet, dass es eine Peptidmolmasse von 170.000 Dalton aufweist und aus der Gruppe ausgewahlt
wird, die aus Folgenden besteht:

(a) einem normalen ZFTR-Polypeptid mit einer die Zellmembranionenkonduktanz beeinflussenden Aktivitat,
das die Sequenz nach Fig. 1 fur die Aminosaurepositionen 1 bis 1480 aufweist, oder eine polymorphe Form
des normalen ZFTR-Polypeptids, in der die Aminosauresubstitution in den verschiedenen Regionen des Poly-
peptids mit der Sequenz nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben oder ihr hydropathisches Profil
oder die sekundare oder tertidre Struktur nicht beeinflusst, und

(b) einem mutanten ZFTR-Polypeptid mit einer zystischen Fibroseaktivitat in menschlichen Zellen, das die Se-
quenz nach Fig. 1 fir die Aminosaurepositionen 1 bis 1480 aufweist, mit Ausnahme der Deletion von Phenyl-
alanin an der Aminosaurerestposition 508.

10. Polypeptid, das durch die Expression einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2 codiert ist, wobei
das Polypeptid die immunologische Aktivitat eines normalen oder mutanten Transmembrankonduktanzregula-
tor-Polypeptids flir zystische Fibrose (ZFTR) aufweist.

11. Verfahren fir das Isolieren des normalen oder mutanten ZFTR-Proteins nach Anspruch 10 aus das Pro-
tein enthaltenden Zellen, welches Verfahren folgende Schritte umfasst:
(a) Léslichmachen des Proteins einer ausgewahlten Zellmembran, in der entweder das normale oder das mu-
tante ZFTR-Protein exprimiert ist, unter Bildung einer Lésung des ZFTR-Proteins,
(b) Trennen des ZFTR-Proteins von der Ldsung durch Kontaktieren der Lésung mit Antikbrpern gegen das nor-
male oder mutante ZFTR-Protein, wobei die Antikdrper auf einem Substrat immobilisiert werden,
(c) Spulen des Substrats zur Entfernung des Proteins, das nicht an den Antikérpern anhaftet,
(d) Freisetzen des ZFTR-Proteins von den Antikdrpern zur Isolierung des ZFTR-Proteins und
(e) Reinigen des ZFTR-Proteins zur Entfernung von jeglichem anderem Mammalienprotein.

12. Methode flir das Screening einer Versuchsperson, um zu bestimmen, ob diese Versuchsperson ein
Trager der zystischen Fibrose (ZF) oder ZF-Patient ist, welche Methode folgende Schritte umfasst:
(a) zur Verfugungstellen einer biologischen Probe der Versuchsperson, die dem Screening unterzogen werden
soll, und
(b) Durchfiihren einer Untersuchung fir die Bestimmung, in der biologischen Probe, des Vorliegens von min-
destens einem Mitglied der Gruppe, die aus Folgendem besteht: einem normalen ZF-Gen, normalen ZF-Gen-
produkten, einem mutanten ZF-Gen, mutanten ZF-Genprodukten und Mischungen derselben, einem normalen
ZFTR-Polypeptid mit einer die Zelltransmembran-lonenkonduktanz beeinflussenden Aktivitat und der Sequenz
nach Fig. 1 fir Aminosaurepositionen 1 bis 1480 oder einer polymorphen Form des normalen ZFTR-Polypep-
tids, in der die Aminosauresubstitution in den verschiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz nach
Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben, oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder terti-
are Struktur nicht beeinflusst, einem mutanten ZFTR-Polypeptid mit einer zystischen Fibroseaktivitat in
menschlichen Zellen und der Sequenz nach Fig. 1 fir Aminosaurepositionen 1 bis 1480, mit der Ausnahme
der Deletion von Phenylalanin in der Aminosaurerestposition 508, wobei es sich bei der Untersuchung um
(i) eine Hybridisierung involvierende Untersuchung oder
(i) eine immunologische Untersuchung handelt
und/oder die unter Zuhilfenahme eines oder mehrerer der Folgenden erfolgt: Hybridisierung unter Zuhilfenah-
me spezifischer Olegonucleoide, des direkten DNA-Sequenzierens, von Restriktionsenzymen, der Diskriminie-
rung auf der Basis der elektrophoretischen Mobilitat in Gelen mit denaturierendem Mittel, RNase-Protektion,
chemischer Spaltung oder einem durch Ligase-mediatiertes Bestimmungsverfahren.
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13. Methode nach Anspruch 12, wobei es sich bei der Untersuchung um eine die Hybridisierung involvie-
rende Untersuchung handelt und die biologische Probe mindestens einen Teil des Genoms der Versuchsper-
son umfasst.

14. Methode nach Anspruch 13, wobei die Untersuchung des Weiteren eine gelabelte Nucleotidsonde
nach Anspruch 3 umfasst.

15. Methode nach Anspruch 14, wobei die Sonde die Nucleotidsequenz von Anspruch 4 umfasst.

16. Methode nach Anspruch 12, wobei es sich bei der Untersuchung eine immunologische Untersuchung
handelt und die biologische Probe ein normales Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid fir zystische
Fibrose (ZFTR) der Versuchsperson und/oder ein mutantes ZFTR-Polypeptid der Versuchsperson enthalt: wo-
bei das normale ZFTR-Polypeptid die Sequenz nach Fig. 1 fir Aminosaurepositionen 1 bis 1480 oder eine po-
lymorphe Form des Polypeptids aufweist, in der die Aminosauresubstitution in den verschiedenen Regionen
des Polypeptids mit der Sequenz nach Anspruch das wesentliche Funktionieren derselben oder ihr hydropa-
thisches Profil oder die sekundare oder tertiare Struktur nicht beeinflusst, und das mutante ZFTR-Polypeptid
die Sequenz nach Fig. 1 fir Aminosaurepositionen 1 bis 1480, mit Ausnahme der Deletion von Phenylalanin
an der Aminosaurerestposition 508 aufweist.

17. Methode nach Anspruch 16, wobei die Untersuchung des Weiteren einen fiir ein normales ZFTR-Poly-
peptid spezifischen Antikdrper umfasst.

18. Methode nach Anspruch 16, wobei die Untersuchung des Weiteren einen fiir ein mutantes ZFTR-Poly-
peptid spezifischen Antikdrper umfasst.

19. Methode nach Anspruch 17 oder 18, wobei der Antikdrper mindestens ein Monoclonalantikérper ist.
20. Methode nach Anspruch 12, wobei die Versuchsperson ein menschlicher Fétus in utero ist.

21. Methode nach Anspruch 14 oder 15, wobei die Untersuchung des Weiteren mindestens eine zusatzlich
Nucleotidsonde nach Anspruch 3 umfasst, vorausgesetzt, jede Nucleotidsonde in dieser Untersuchung ist ver-
schieden.

22. Verfahren fiir das Screening eines potentiellen Tragers der zystischen Fibrose (ZF) oder eines an zys-
tischer Fibrose leidenden Patienten zur Identifizierung des Vorliegens einer identifizierten zystischen Fibrose-
mutation im ZF-Gen, das ein Transmembrankonduktanzregulator-Polypeptid fir zystische Fibrose (ZFTR) mit
der Sequenz nach Fig. 1 fur Aminosaureposition 1 bis Position 1480 oder eine polymorphe Form des Polypep-
tids aufweist, in der eine Aminosauresubstitution in verschiedenen Regionen des Polypeptids mit der Sequenz
nach Fig. 1 das wesentliche Funktionieren derselben oder ihr hydropathisches Profil oder die sekundare oder
tertiare Struktur nicht beeinflusst, wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst:

(a) Isolieren von genomer DNA des potentiellen ZF-Tragers oder des potentiellen Patienten;

(b) Hybridisieren einer DNA-Sonde nach Anspruch 3 auf die isolierte genome DNA, wobei die DNA-Sonde die
zystische Fibrosemutation in dem ZF-Gen umfasst, und die DNA-Sonde in der Lage ist, die zystische Fibrose-
mutation zu bestimmen und;

(c) Behandeln des genomen DNA zur Bestimmung des Vorliegens der DNA-Sonde, wobei das Vorliegen oder
die Abwesenheit der zystischen Fibrosemutation einer vorbestimmten Art der Hybridisierung entsprechend an-
gezeigt wird.

23. Verfahren fir das Feststellen von Trager der zystischen Fibrose oder an zystischer Fibrose leidenden
Patienten, wobei das Verfahren aus Folgendem besteht: Kontaktieren eines ZF-Gens des Patienten oder Tra-
gers mit einer Restriktionsendonuclease, Bestimmen des Vorliegens oder der Abwesenheit einer Restriktions-
endonucleasestelle in dem ZF-Gen und Vergleichen des Musters der Restriktionsendonucleasestellen in dem
ZF-Gen mit einem normalen ZF-Gen, das der Nucleotidsequenz entspricht, die das Polypeptid zwischen dem
Aminosaurerest in Position 1 und 1480 der Fig. 1 codiert, wobei das Vorliegen zusatzlicher Stellen am norma-
len ZF-Gen oder die Abwesenheit von Stellen im normalen ZF-Gen auf ein mutantes ZF-Gen hinweist.

24. Verfahren fir das Feststellen von Tragern der zystischen Fibrose, wobei das Verfahren aus Folgendem
besteht: Bestimmen der Differentialmobilitdt von Heteroduplex-PCR-Produkten in Polyacrylamidgelen durch
Insertionen oder Deletionen in dem mutanten zystischen Fibrose-(ZF)-Gen im Vergleich mit der normalen
ZF-Gen, das der Nucleotidsequenz entspricht, das das Polypeptid zwischen der Aminosaurerestposition 1 und
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1480 der Fig. 1 codiert.

25. Versuchskit fir das Untersuchen auf das Vorliegen eines normalen Gens der zystischen Fibrose (ZF),
das der Nucleotidsequenz entspricht, die das Polypeptid zwischen der Aminosaurerestposition 1 und 1480 der
Fig. 1 codiert, oder eines mutanten ZF-Gens, das mindestens eine drei Basenpaare umfassende Deletion im
normalen ZF-Gen aufweist, welche Deletion zur Deletion eines Phenylalanins an der Aminosaurerestposition
508 der Fig. 1 fihrt, durch einen Immunoassay, der Folgendes umfasst:

(a) einen Antikorper, der spezifisch an ein Genprodukt des normalen oder mutanten ZF-Gens nach Anspruch
9 bindet,

(b) ein Reagensmittel fur das Feststellen der Bindung des Antikérpers an das Genprodukt und

(c) wobei der Antikdrper und das Reagensmittel in Mengen vorliegen, die zur Durchfiihrung des Immunoassays
effektiv sind.

26. Versuchskit fir das Untersuchen auf das Vorliegen eines normalen Gens der zystischen Fibrose (ZF),
das der Nucleotidsequenz entspricht, die das Polypeptid zwischen der Aminosaurerestposition 1 und 1480 der
Fig. 1 codiert, oder eines mutanten ZF-Gens, das mindestens eine drei Basenpaare umfassende Deletion im
normalen ZF-Gen aufweist, welche Deletion zur Deletion eines Phenylalanins an der Aminosaurerestposition
508 der Fig. 1 fihrt, durch eine Hybridisierung, die Folgendes umfasst:

(a) eine Oligonucleotidsonde nach Anspruch 3, die spezifisch an das normale éder das mutante ZF-Gen bin-
det,

(b) ein Reagensmittel fir das Feststellen der Hybridisierung der Oligonuceotidsonde an dem normalen oder
dem mutanten ZF-Gen und

(c) wobei die Sonde und das Reagensmittel in Mengen vorliegen, die zur Durchfliihrung des Hybridisierungs-
assays effektiv sind.

27. Immunologisch aktiver gegen die zystische Fibrose wirkender polyclonaler oder monoclonaler Trans-
membrankonduktanzregulator (ZFTR)-Antikorper, der fir ein ZFTR-Polypeptid nach Anspruch 9 spezifisch ist.

28. Hybridom, das einen monoclonalen Antikérper bildet, der fir ein Transmembrankonduktanzregula-
tor-Polypeptid der zystischen Fibrose (ZFTR) nach Anspruch 9 spezifisch ist.

29. Zusammensetzung fur die Behandlung der zystischen Fibrose bei einem Patienten, die eine therapeu-
tisch wirksame Menge des Proteins nach Abschnitte (a) des Anspruchs 9 in Kombination mit einem pharma-
zeutisch akzeptablen Trager umfasst.

30. Zusammensetzung nach Anspruch 29, wobei der Trager ein Lungentensidprotein umfasst, um die An-
wendung der Zusammensetzung auf die Epitelzellen der Atmungswege zu erleichtern.

31. Zusammensetzung fir die Gentherapie gegen zystische Fibrose, die ein DNA-Molekil nach Anspruch
1 und ein Vehikel fur die Verabreichung des DNA-Molekdls an eine Zelle bei einem an zystischer Fibrose lei-
denden Patienten umfasst.

32. Zusammensetzung nach Anspruch 31, wobei es sich bei dem Vehikel um einen rekombinanten Vektor
handelt.

33. Nichtmenschliches Tier, das ein heterologes Zellsystem umfasst, das einen rekombinanten Kloniervek-
tor nach Anspruch 5 umfasst, welcher Vektor die Symptome der zystischen Fibrose in dem Tier induziert.

34. Transgene Maus, die die Symptome der zystischen Fibrose aufweist, die durch die Schritte erzielt wer-
den kénnen, die Folgendes umfassen: Einfihren eines zystischen Fibrosegens nach Anspruch 2, das ein mu-
tantes Transmembrankonduktanzregulatorprotein der zystischen Fibrose codiert, welches mindestens eine
Deletion von Phenylalanin in der 508 in Fig. 1 entsprechenden Position enthalt, in einen Mausoozyten oder
einen Mausembryo und gegebenenfalls Inaktivieren des endogenen Mausgens fur zystische Fibrose.

Es folgen 32 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG.1.
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FIG.1{contd)
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FIG.1(cont'd) .
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FIG.1. (cont'd) .
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E EN K V R QY D S 11 Q K L L NEJR S L
GAAGAGAACAAAGTGCGGCAGTACGATTCCATCCAGAAACTGCTGAACGAGAGGAGCCTC

[ 4 [.d
F R O A1 S P S DRV XKL PF PHUBRNS s
TTCCGGCAAGCCATCAGCCCCTCCGACAGGGTGAAGCTCT TTCCCCACCGGAACTCAAGC

K €C K 8§ X P QI A AULIKTETETTETETEVDO Q
AAGTGCAAGTCTAAGCCCCAGATTGCTGCTCTGAAAGAGGAGACAGAAGAAGAGGTGCAA

D TR VL =
GATACAAGGCTTTAGAGAGCAGCATAAATCTITGACATGGGACATITGCTCATGGAATTGG
AGCTCGTGGGACAGTCACCTCATGCAATTGGAGC TCGTGGARCAGTTACCTCTGCCTCAG
AAARCAAGGATGAATTAAGTTTTTTTITTAAAAAAGAAACATT IGGTAAGGGGAATTGAGS
ACACTGATATGGGTCTTGATAAATGGCTTCCTGGCAATAGTCAAATTGTGTGAAAGGTAC
TTCAAATCCTTGAAGATTTACCACTTGTGCTTTTGCAAGCCAGATTT TCCTGAAAACCCTT
GCCATGTGCTAGTAATTGGAAGGCAGCTCTAAATGTCAATCAGCCTAGTTGATCAGCTT
ATTGTCTAGTGAAACTCGTTAATTTGTAGT GTTGGAGAAGAACTGAAATCATACTTCTTA
GGGTTATGATTAAGTAATGATAACTGGAAACTTCAGCGGTTTATATAAGCTTGTATTCCT
TTTTCTCTCCTCTCCCCATGATGT TTAGAAACACAACTATATTGTTTGCTAAGCATTCCA
ACTATCTCATTTCCAAGCAAGTAT TAGAATACCACAGGAACCACAAGACTGCACATCAAA
ATATGCCCCATTCAACATCTAGTGAGCAGTCAGGAAAGAGAACTTCCAGATCCTGGAAAT
CAGGGTTAGTATTGTCCAGGTCTACCAAAAATCTCAATATTTCAGATAATCACAATACAT
CCCTTACCTGGGAAAGGGCTGTTATAATCTTTCACAGGGGACAGGATGGTTCCCTTGATG
AAGAAGTTGATATGCCTTTTCCCAACTCCAGAAAGTGACAAGCTCACAGACCTTTGAACT

AGAGTTTAGCTGGAAAAGTATGTTAGTGCAAATTIGTCACAGGACAGCCCTTCTTTCCACA -

GAAGCTCCAGGTAGAGGGTGTGTAAGTAGATAGGCCATGGGCACTGTGGGTAGACACACA
TGAAGTCCAAGCATTTAGATGTATAGGTTGATGGTGGTATGTTTTCAGGCTAGATGTATG
TACTTCATGCTGTCTACACTAAGAGAGAATGAGAGACACACTGAAGAAGCACCAATCATG
AATTAGTTTTATATGCTTCTGTTTTATAATTTTGTGAAGCAAAATTTTTTCTCTAGGAAA
TATTTATTTTAATAATGTTTCAAACATATATTACAATGCTGTATTTTAAAAGAATGATTA
TGAATTACATTTGTATAAAATAATTTTTATATTTGAAATATTGACTTTTTATGGCACTAG
TATTTTTATGAAATATTATGTTAAAACTGGGACAGGGGAGAACCTAGGGTGATATTAACC
AGGGGCCATGAATCACCTTTTGGTCTGGACGGAAGCCTTGGGGCTGATCGAGTTGTTGCC
CACAGCTGTATGATTCCCAGCCAGACACAGCCTCTTAGATCCAGTTCTGAAGAAGATGGT
ACCACCAGTCTGACTGTTTCCATCAAGGGTACACTGCCTTCTCAACTCCAAACTGACTCT

TAAGAAGACTGCATTATATTTATTACTGTAAGAAARATATCACTTGTCAATAAAATCCATA
CATTTGTGT (A) n
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