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DNA-bindende Peptiddoméanen und ein Verfahren zur Bereitstellung solcher

Domanen.
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft leicht synthetisch zugéngliche peptidische
Domanen, die Nukleinsduresequenzen spezifisch erkennen und binden kénnen,
sowie ein Verfahren zur Auffindung und Bereitstellung spezifisch DNA-bindender
Peptiddoménen, und davon abgeleiteter biomorpher Faktoren, insbesondere

Transkriptionsfaktoren und Repressoren.

Die Transkription von DNA in RNA ist der erste Schritt der Genexpression. Die
Starke der Transkription eines Gens und damit die Menge der gebildeten RNA wird
durch mit den Genen assoziierte regulatorische Promotorelemente- und
Enhancerelemente determiniert, an welche Transkriptionsfaktoren binden. Diese
Proteine binden mittels einer DNA-bindenden Doméne sequenzspezifisch an kurze
DNA-Abschnitte in den regulatorischen Elementen der Gene. Neben der DNA-
bindenden Doméne enthalten Transkriptionsfaktoren eine oder mehrere Aktivator-
oder Repressordomanen. Aktivatordomanen verstarken die Transkription des dem
vom Transkriptionsfaktor gebundenen regulatorischen Element zugehdérigen Gens,
wahrend Repressordoménen die Transkription des Gens abschwéchen. Beides
geschieht durch die Rekrutierung von weiteren Proteinen durch die Aktivator- oder
Repressordomanen Uber Protein-Protein-Interaktionen. Die DNA-Sequenz der
regulatorischen Elemente eines Gens und die spezifisch an diese Sequenz
bindenden Proteindomanen wirken daher als komplementére Adressen, die im
Zusammenspiel Aktivator- und Repressordomanen lokalisieren, welche letztendlich

die Transkriptionsstarke eines Gens festlegen.

Da viele Krankheiten wie z. B. Krebs durch die deregulierte Expression bestimmter
Gene verursacht werden, wurden verschiedene Methoden entwickelt, durch welche

die Transkription dieser Gene beeinfluit und somit vom pathologischen in den
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physiologischen Zustand Uberfihrt werden kann. Neben Substanzen, welche
spatere Stufen der Genexpression inhibieren wie z. B. Antisense-RNA oder
Ribozyme, wurden auch Methoden und Substanzen entwickelt, die mit den frihen
Stufen der Genexpression, d. h. der Bindung von Transkriptionsfaktoren und der
Transkription interferieren. So wurden z. B. Substanzen aus der Stoffklasse der
Polyamide entwickelt, welche an regulatorische Elemente ausgewéhlter Gene
binden kénnen. Polyamide binden an die kleine Furche der DNA und verhindern
somit die Bindung der meist aktivierenden Transkriptionsfaktoren an die
regulatorischen Elemente (J.M. Gottesfeld et al., Nature, 1997, 387, 202-205) Damit
kénnen Polyamide indirekt die Transkription des jeweiligen Gens vermindern. Die
DNA-Bindung der Polyamid ist allerdings wenig spezifisch, so dal ein
therapeuti§cher Einsatz dieser Substanzen nicht in Frage kommt. Darlber hinaus

kann mit Polyamiden keine Erhéhung der Transkriptionsrate erreicht werden.

Bei einer weiteren Methode werden relativ groRe Mengen kurzer doppelstrangiger
DNA-Molekile in Zellen eingebracht, welche eine Bindungsstelle flir einen
Transkriptionsfaktor enthalten, der fir die deregulierte Transkription des jeweiligen
Gens verantwortlich ist. Bei dieser “decoy” Strategie wird der ausgewahite
Transkriptionsfaktor kompetitiv abgefangen und kann somit nicht mehr an die
Bindungsstellen in den regulatorischen Elemente seiner Zielgenene binden, wodurch
die Transkription dieser Gene indirekt inhibiert wird (Ubersicht in Suda et al.,
Endocr. Rev., 1999, 20, 345-357; S. Yla-Hertttuala und J.F. Martin, The Lancet 355,
213-222, 2000).

In den vergangenen Jahren wurden synthetische Proteine und Peptide entwickel,
die DNA mittels anderer struktureller Motive wie z.B. dem Helix-turn-Helix, dem
Basic Leucin Zipper oder dem a-Helix Motiv binden. Diese Peptide und Proteine
leiten sich von natlrlich vorkommenden Transkriptionsfaktoren ab und behalten die
DNA-Bindespezifitat des jeweiligen Faktors. Diese Peptide haben gewdhnlich eine
sehr schwache Affinitdt zu DNA und kénnen daher unter physiologischen
Bedingungen nicht an das jeweilige DNA-Element binden. In manchen Féllen wird
jedoch durch Mutagenese und chemische Modifikation eine Verstarkung der
Bindung gegeniiber dem unmaodifizierten Protein oder Peptid erreicht (Z. Shang et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 8373-8377). Solche kunstlich optimierten
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DNA-bindenden Proteine sind allerdings nur zur Beeinflussung der Regulation der
Gene geeignet, die auch auf den Transkriptionsfakior ansprechen aus dem sie

hervorgegangen sind.

Eine relativ neue Methode zur Regulation der Transkription stellen synthetische
Transkriptionsfaktoren aus der Klasse der Zinkfingerproteine vom Cys;-His; dar (D.J.
Segall, B. Dreier, R.R.Beerli, C, F. Barbas lll, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96,
2758-2763). Diese Faktoren binden an die groRe Furche der DNA mittels einer
fingerartigen Struktur, in welcher eine kurze a-Helix und ein antiparalleles 3-Faltblatt
durch ein Zinkatom miteinander komplexiert werden (D. Rhodes, A. Klug, Sci. Am.,
1993, 268, 32-39). Die DNA-bindende Aktivitat der Zinkfingerproteine ist modular
aufgebaut. Individuelle Finger, welche jeweils an eine unterschiedliche
Trinukleotidsequenz (gewohnlich 5°-GNN-3", wobei N jedes der 4 Nukleotide sein
kann) spezifisch binden, kénnen in einem gréReren Polypeptid miteinander
kombiniert werden, so daf auch langere, fur das zu regulierende Zielgen einzigartige
DNA-Sequenzen spezifisch gebunden werden kénnen (Q. Liu, D.J. Segal, J.B.
Ghiara, C.F. Barbas lll, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997, 94, 5525-5530; R.R.
Beerli, D.J. Segal, B. Dreier, C.F. Barbas Ill, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95,
14628-14633). Diese Multifingerproteine werden gewéhnlich in einer
Phagenbibliothek kodiert, weshalb die an eine spezifische DNA-Sequenz des
Zielgens bindenden Mitglieder der Bibliothek mit der Phage Display Methodik isoliert
werden kénnen. AnschlieRend wird die cDNA des DNA-bindenden Polypeptids mit
der cDNA einer Aktivator- oder Repressordoméane fusioniert; das resultierende
Fusionsprotein stellt damit einen spezifischen Regulator des Zielgens dar (Ubersicht
der Methodik in D.J. Segal und C.F. Barbas lll, Curr. Opin Chem. Biol., 2000, 4, 34-
39; A. Klug, J.Mol. Biol., 1999, 293, 215-218). Kurzlich konnte erstmals gezeigt
werden, dal diese Fusionsproteine prinzipiell die Transkription von chromosomal
lokalisierten Genen regulieren kénnen (R.R. Beerli, B. Dreier, C.F. Barbas, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 2000, 97, 1495-1500). Nachteilig ist jedoch, daR relativ groRe
Proteine wie die Zinkfingerproteine nur schwer durch Zellmembranen transportiert
werden kénnen und dabei haufige ihre urspriingliche Konformation verlieren. Im
Gegensatz zu Polyamiden und Oligonukleotiden sind die C,H, Zinkfingerproteine
wegen ihrer Gré3e darlber hinaus kaum synthetisch zuganglich, so daR die Proteine
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nur in relativ kleinen Mengen durch Uberexpression in Mikroorganismen erzeugt
werden kénnen. Weitehin ist das Auffinden speziﬁsbh bindender kuinstlicher
Zinkfingerproteine sehr aufwendig , da aufgrund der potentielien

Proteinstrukturvielfalt groBe Proteinbanken durchsucht werden mussen.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Aufgabe kurze peptidische biomorphe
Faktoren bereitzustellen, die Nukleinsduresequenzen spezifisch erkennen und
binden kénnen sowie ein Verfahren zur Auffindung solcher biomorpher Faktoren

bereitzustelien.

Die Aufgabe wird durch Peptide enthaltend folgende Aminos&uresequenz oder einer

strukturellen Variante davon geldst:
DPAALKRARXTEXXRRXRARKLQ (Seq. ID No. 1)

Bevorzugt sind jeweils zwei beliebige Peptide ausgewahit aus dieser Gruppe, die
Uber einen geeigenten Linker ein homo- oder heterodimeres Molekul oder eine

Mischung aus homo- und heterodimeren Molekulen bilden.

Als strukturelle Varianten werden Aminosauresequenzen verstanden die mindestens
eine Homologie von 75%, bevorzugt eine Homologie von Gber 90% zur Seq. ID No.1
aufweisen. Bevorzugt sind funktionelle Varianten die eine sequenzspezifische DNA-

Bindung eingehen kénnen.

Als Linker kommen alle Verbindungen in Betracht die eine Dimerisierung zweier
Peptide aus der Gruppe mit der Seq. ID No. 1 oder deren strukturelle Varianten in
Losung gewahrleisten. Die Linker kénnen freie organische oder anorganische
Substanzen sein, die den erfindungsgemaien Peptiden zugesetzt werden kdnhen.
Beispiele daflr sind z. B. Komplexbildner, die mit den freien Amino- oder
Carboxytermini von Peptiden koordinative Bindungen eingehen kénnen. Die Linker -
und Peptide kénnen dartber hinaus durch chemische Modifikation mindestens eines
der Peptide kovalent verknlpft sein. Peptidische Linker kénnen auch direkt mit
mindestens einem der Peptide fusioniert sein.
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Bevorzugt sind Fusionsproteine die neben einer DNA-bindenden Doméane gemaf
Seq ID No. 1 oder einer strukturellen Variante eine Leucin-Zipper-
Aminosauredomaéne besitzen. Seq. ID No. 2 gibt die Aminosduresequenz eines

solchen Fusionsproteins beispielhaft wieder.

DPAALKRARXTEXXRRXRARKLQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVGER
Seq. ID No. 2

Die erfindungsgemanen Peptide kénnen Uber dem Fachmann bekannte Verfahren
synthetisch hergestellt werden (z. B. nach der Merryfield-Synthese), die Peptide sind
auch mit molekularbiologischen Verfahren, wie der Expression in Zellkultur oder in

Fermentern erhailtlich.

Es hat sich Gberraschend gezeigt, da die kurzen Dimere die Peptide mit Seq. ID
No. 1 oder deren Varianten enthalten spezifisch DNA-Sequenzen erkennen und
somit die Aktivitéat von Genen in lebenden Zelien regulieren kénnen. Durch die Karze
der Aminosauresequenz sind die Peptide leicht synthetisch zuganglich, darlber
hinaus ist aufgrund der kiirze der Peptide der Transport durch Zellmembranen
erleichtert. Durch die hohe Stabilitat der Konformation der erfindungsgemafen
Peptide ist gewahrleistet, dal deren Funktion, also die Fahigkeit sequenzspezifisch
DNA zu binden beim Transport durch Zellmembranen erhalten bleibt. Durch die
unterschiedliche Struktur der Peptide gegentber anderen kinstlichen
Transkriptionsfaktoren kénnen zudem bestimmte DNA-Sequenzmotive besser
gebunden werden.

Aus diesen Griinden sind die erfindungsgemafen Dimere als Modul zur Konstruktion
von kunstlichen aktivierenden oder reprimierenden Transkriptionsfaktoren geeignet.
Dazu werden die DNA- Bindungsdoméanen mit bekannten
Kerntransportsignaldomanen, Transkriptionsaktivierungsdoménen oder
Transkriptionsinhibierungsdomanen wie z.B. dem Kernlokalisationssignal des SV40
T-Antigens, der Transkriptionsaktivatordoméne des viralen VP16 Proteins, oder der
KRAB-Repressordomane fusioniert. Die so erzeugten kunstlichen biomorphen
Faktoren kénnen zur Transkriptionskontrolle und damit auch zur Regulierung der
Expression von Genen verwendet werden. Somit erméglichen die

erfindungsgemanen kinstlichen biomorphen Faktoren die Untersuchung von
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phénotypischen Effekten der Expressionsanderung einzelner Gene in vivo. Vor allem
die Verwendung solcher biomorpher Faktoren zur Bekémpfung von Krankheiten, die
auf einer fehlregulierten Transkription von Genen beruhen, wie z. B. Krebs,
Entzindungsreaktionen oder Suchtkrankheiten ist von grof3em Interesse. Bei der
Verwendung der biomorphen Faktoren als Biopharmaka ist weiterhin deren leichte
physiologische Abbaubarkeit vorteilhaft.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein Arzneimittel,
das die erfindungsgeméafen Peptidmonomere oder -dimere und gegebenenfalls
geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe enthalt, sowie ein Verfahren zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten die auf fehlregulierte oder auf die
Expression von mutierten Genen zurickgehen, bei dem ein erfindungsgemanes
Peptidmonomer oder -dimer mit pharmazeutisch annehmbaren Zusatz- und/oder

Hilfsstoffen formuliert wird.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die die erfindungsgemafien Peptide
geméaR Seq ID No. 1 oder deren strukturelle Varianten codierenden DNA-
Sequenzen (Seq. ID No. 3 ) bzw. Nukleinsauren die diese Sequenzen umfassen.

GATCCTGCTGCTCTAAAACGTGCTAGANNCACTGAANNNNNNAGGCGTNNNCG
TGCGAGAAAGTTGCAA
(Seq. ID No. 3)

Als strukturelle Variante werden Nukleins&uren mit abweichender Sequenz
verstanden, die Proteine gemanR Seq ID No. 1 oder deren strukturelle Varianten
codieren. Bevorzugt sind Nukleinsauren, die funktionelle Varianten dieser Proteine

codieren.

Bevorzugt sind DNA-Sequenzen, die fur Fusionsproteine aus den
erfindungsgemaren DNA-bindenden Domanen und einer Leucin-Zipper-Doméne
codieren (Seq. ID. No. 4).
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GATCCTGCTGCTCTAAAACGTGCTAGANNCACTGAANNNNNNAGGCGTNNNCG
TGCGAGAAAGTTGCAACTTGAAGACAAGGTTGAAGAATTGCTTTCGAAAAATTA
TCACTTGGAAAATGAGGTTGCCAGATTAAAGAAATTAGTTGGCGAACGC

(Seq. ID No. 4)

Daruber hinaus kénnen die erfindungsgemafen Nukleinsduren weitere codierende
Bereiche wie z. B. fur Kerntansprotsignaldoméanen (Kernlokalisationssignale),
Transkriptionsaktivierungsdoménen (z. B. aus Transkriptionsfaktoren) oder
Transkriptionsinhibierungsdomanen enthalten.

Die erfindungsgeméaRen Nukleinséduren kénnen beispielsweise chemisch anhand der
in SEQ ID No 3 oder 4 offenbarten Sequenzen oder anhand der in SEQ ID No 1
oder 2 oder deren strukturelle Varianten offenbarten Peptidsequenzen unter
Heranziehen des genetischen Codes z. B. nach der Phosphotriester-Methode
synthetisiert werden (siehe z.B. Uhlman, E. & Peyman, A. (1990) Chemical Reviews,
90, 543, No. 4).

Die erfindungsgemé&Ren Desoxyribonukleinsauren kénnen zu gentherapeutischen
Zwecken aber auch zur Untersuchung von phénotypischen Effekten durch Anderung
der Expression einzelner Gene in vivo eingesetzt werden. Dazu missen DNA-

Fragmente in geeignete Expressionsvektoren eingbracht sein.

Als Vektoren kénnen je nach Expressionsorganismus alle geeigneten pro- oder
eukaryontischen Expressionsvektoren verwendet werden. Bevorzugt sind
kommerziell erhaltliche Expressionsvektoren, die fur die Wirtszelle geeignete
regulatorische Sequenzen, wie z. B. den trp-Promotor fir die Expression in e. coli
oder den ADH-2-Promotor flr die Expression in Hefen, den Baculovirus-Polyhedrin-

Promotor fUr die Expression in Insektenzellen.

Beispiele von gentherapeutisch wirksamen Vektoren sind Virusvektoren,
vorzugsweise Adenovirusvektoren, insbesondere replikationsdefiziente
Adenovirusvektoren, oder Adenoassoziierte Virusvektoren, z.B. ein
Adenoassoziierter Virusvektor, der ausschlieRlich aus zwei insertierten terminalen

Wiederholungssequenzen (ITR) besteht.
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Geeignete Adenovirusvektoren sind beispielsweise in McGrory, W.J. et al. (1988)
Virol. 163, 614; Gluzman, Y. et al. (1982) in "Eukaryotic Viral Vectors” (Gluzman, Y.
ed.) 187, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Habor, New York; Chroboczek, J.
et al. (1992) Virol. 186, 280; Karlsson, S. et al. (1986) EMBO J.. 5, 2377 oder
WQO95/00655 beschrieben.

Geeignete Adeno-assoziierte Virusvektoren sind beispielsweise in Muzyczka, N.
(1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158, 97; W095/23867; Samulski, R.J. (1989)
J. Virol, 63, 3822; W095/23867; Chiorini, J.A. et al. (1995) Human Gene Therapy 6,
1531 oder Kotin, R.M. (1994) Human Gene Therapy 5, 793 beschrieben.

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

von den Liposomen komplexiert wird.

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die erfindungsgeméafien Nukleinsauren
daher in einem Expressionsvektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor der zur
gentherapeutischen Verwendung oder zur Herstellung von transgenen

Mikroorganismen, Pflanzen oder Tieren geeignet ist.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein Arzneimittel,
das unter Verwendung der erfindungsgemafien Nukleinséduren gegebenenfalls unter
Verwendung weiterer Zusatz- oder Hilfsstoffe zur gentherapeutische Anwendung bei
Krankheiten, die auf fehlregulierte oder auf die Expression von mutierten Genen
zuriickgehen, geeignet ist. Vor allem ist ein Arzneimittel geeignet, das die

erfindungsgemaRen Nukleinséuren in nackter Form oder in Form eines der oben
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beschriebenen gentherapeutisch wirksamen Vektoren oder in mit Liposomen

komplexierter Form enthalt.

Als geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe eignen sich z.B. eine physiologische
Kochsalziésung, Stabilisatoren, Proteinasein.hibitoren, Nukleaseinhibitoren etc.

Ein weiterer Erfindungsgegenstand ist eine Bibliothek die Desoxyribonukleinsauren
umfassen die Sequenzen geman Seq. ID No. 3 oder eine strukturelle Variante
davon besitzen und deren codierenden Bereiche eine
Transkriptionsaktivierungsdoméne (AD) und gegebenenfalls eine
Kerntansportsequenzdomane (NLS) im offenen Leseraster enthélt. Bevorzugt ist
dartber hinaus, wenn die DNAs zusétzlich einen Linker, besonders bevorzugt einen
Leucin-Zipper codierenden Bereich enthalten (Fig. 1).

Die Peptid-Monomere codierenden Bestandteile der Bibliothek bilden in Lésung ,
bevorzugt unter physiologischen Bedingungen, homo- und/oder heterodimere
biomorphe Transkriptionsfaktoren.

Beispielhaft ist der strukturelle Aufbau der Mitglieder einer Desoxyribonukleinsduren,
umfassend NLS und AD codierende Bereiche, enthaltende Bibliothek in Seq. ID No
5 und Fig. 1 dargestellt.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthélt die Bibliothek DNA-Sequenzen, die
fur die einzelnen Monomere der biomorphen Transkriptionsfaktoren codieren und
deren Peptidmonomere nach der Expression in einem transformierten
Expressionssystem, wie z. B. in e. coli oder in Hefen, Uber geeignete Linker

Dimerisieren.

Als Vektoren kénnen je nach Expressionssytem alle geeigneten pro- und/oder
eukaryontischen Expressionsvektoren verwendet werden. Bevorzugt sind
kommerziell erhaltliche Expressionsvektoren, die einen konstitutiven oder
induzierbaren Promotor besitzen, wie z. B. den pGADD424-Vektor von Clontech
Laboratories GmbH, Tullastrasse 4, 69126 Heidelberg . Im allgemeinen enthalten die
Expressiensvektoren auch flr die Wirtszelle geeignete regulatorische Sequenzen,

wie z. B. den trp-Promotor fur die Expression in e. coli oder den ADH-2-Promotor flr
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die Expression in Hefen, den Baculovirus-Polyhedrin-Promotor fir die Expression in

Insektenzellen.

Bevorzugt sind Bibliotheken, die alle méglichen cDNA-Sequenzen geméR Seq. ID
No 3 oder einer strukturellen Variante ein oder mehrfach enthalten.

Die DNA-Sequenzen der Bibliothek kénnen in sequenzieller Form, in Form eines
geeigneten Vektors oder in Form eines zellularen, mit diesen Verktoren

transformierten Expressionssystems vorliegen und gelagert werden.

Die Erfindung umfaRt weiterhin die mit Hilfe dieser Bibliotheken expremierbaren
biomorphen Trankriptionsfaktoren. Auf diese weise kénnen auch reine
Peptidbibliotheken aus biomorphen Transkriptionsfaktoren erhalten werden. Auch
die kiinstliche Synthese von biomorphen Transkriptionsfaktoren zum erstellen einer
Peptidbibliothek kann durchgefuhrt werden. Beispielhaft ist der strukturelle Aufbau
der Mitglieder einer Peptide enthaltende Bibliothek in Seq. ID No 6 dargestellt.

Ein weiterer Gegenstand ist ein Verfahren zum Auffinden von peptidischen
biomorphen Faktoren, die spezifisch Nukleinsduresequenzen erkennen und binden

kénnen.

Dazu wird ein zellulares Expressionssystem gewahlt, bei dem ein essentielles Gen
defekt ist. Das zellulare Expressionssystem ist mit einem entsprechenden
Wildtypgen transformiert, dal® von einem eine basale Transkription erlaubenden
Promotor kontrolliert wird (Insertionselement). Zum anderen enthalt das
transformierende Konstrukt eine DNA-Sequenz die auf sequenzspezifisch bindende

biomorphe Faktoren getestet werden soll (Responseelement).

Als Responseelement sind vor allem regulatorische DNA-Sequenzen, wie
Promotoren oder Operatoren von Interesse. Aber auch genspezifische DNA-
Sequenzen des codierenden Bereichs eines Gens, insbesondere spezifische DNA-
Seqguenzen eines mutierten Bereichs eines Gens sind bevorzugte

Untersuchungsobjekte.



WO 02/16424 PCT/EP01/09565
11

Als zellulares Expressionssystem kommen alle lethalen Defektmutanten in Frage,
die Uber eine hemmbare basale Transkription eines eingeschleusten Wildtypgens
oder Uber ein direkt lethal hemmbares Genprodukt kultiviert werden kénnen.
Bevorzugt werden leicht kultivierbare Mikroorganismen, wie z. B. e. coli oder Hefen
verwendet, aber auch Zellkulturen von héheren Organismen sind als

Expressionssystem verwendbar.

Beispielhaft kénnen bekannte HIS ™ - Hefezellen als Expressionssystem verwendet
werden. Die Hefezellen sind mit einem Konstrukt transformiert, da eine DNA-
Sequenz mit einer Wildtypbindungsstelle, z. B. fur Transkriptionsfaktoren, Enhancer
oder Repressoren in ein oder mehrfacher Ausfihrung enthélt. Die auf bindende
biomorphe Faktoren zu testenden doppelstrangigen Sequenzen kénnen in einen ein
Wildtyp-HIS-Gen enthaltenden Vektor, wie dem pHISi-Vektor (Clontech, Heidelberg),
eingeflgt werden. Das HIS-Gen des pHISi-Vektors steht unter der Kontrolle eines

Minimalpromoters.

Das erfindungsgemane Verfahren zum Auffinden sequenzspezifisch DNA bindenden
biomorphen Transkriptionsfaktoren und damit geeigneter Bindungsdoméanen umfaft

folgende Verfahrensschritte:

a) Transformierung eines Expressionssystems umfassend

- einen Mikroorganismus mit einem lethalen Defekt in einem essentiellen Gen,

- ein chromosomal integriertes Insertionselement mit einem Wildytpkopie dieses
Gens unter der Kontrolle eines inhibierbaren basale Transkription erlaubenden
Promoters und einem Responselement,
mit einer Bank aus Expressionsvektoren, enthaltend die erfindungsgeméafien
Desoxyribonukleinsdurefragmente und einen Aktivierungsdomane,

b) Ausplattieren der Expressionssyteme auf einem das essentielle Genprodukt
fehlenden Medium, '

c) Inhibierung der Funktion des essentiellen Wildtypgens im Insertionselement,

d) I'solierung der wachsenden Zellkulturen und Sequenzierung des

erfindungsgemaRen DNA-Fragments bzw. der entsprechenden Peptidsequenz
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Die folgenden Beispiele dienen der Erlauterung des Verfahrens, ohne dieses darauf

ZU beschranken:

Herstellung eines Insertionselementes mit einem Responseelement

Die Herstellung einer doppelstréangige DNA-Sequenz, die die Wildtyp-E2F-
Bindungsstelle (Fig. 2A) grau unterlegt) dreifach enthalt (3xE2Fwt-Sequenz, Seq. ID
No. 7) wurde wie folgt durchgefuhrt:

Je 10yl der einzelstrangigen 10uM Oligonukleotide 3xE2F wtsense Seq. ID No 7
und 3xE2F wtas Seq. ID No 8 wurden in 100uf 10mM Tris-HCI pH7.9, 50mM NaCl,
10mM MgCl,, 1mM Dithiothreitol fur 5 min bei 95°C erhitzt und langsam (innerhalb

von 3h) auf Raumtemperatur abgekunhit.

AAAGCGCGCGAAACTAAAGCGCGCGAAACTAAAGCGCGCGAAACTAGCT
Seq.IDNo 7

AGTTTCGCGCGCTTTGATTTCGCGCGCTTTGATTTCGCGCGCTTTGATC
Seq.ID No 8

Die 3xE2Fwt-Sequenz wird in die Kpnl und Sacl Restriktionsschnittstellen des pGL-
2-Vektor (Promega, Madison, WI USA) einkloniert Dazu wurden 3ug pGL-2 mit je
20u Kpnl und Sacl komplett verdaut und Uber ein Agarosegel aufgereinigt.
AnschlieRend wurde die DNA unter Verwendung des QiaQuick Gel Extraction Kit
(Qiagen/Hilden) nach Angaben des Herstellers von Agaroseresten befreit und in 50ul
Wasser aufgenommen. 10l des gereinigten Vektors wurden mit 1ul des
doppelstréngigen Oligo mit Hilfe der T4 DNA Ligase in einem 20pul-Ansatz fur 2h bei
25°C ligiert. |

Zur Transformation wurde der E.coli k12-Stamm ,Goldstar* (Stratagene, La Jolla,
San Diego, USA) Uber Nacht bei 37°C und 200 RPM in LB Medium mit 100ug/ml
Ampicillin geschittelt und angezogen. Am nachsten Morgen wurde 1ml der
Bakterienkultur in 200ml frisches Medium Uberimpft und bis zu einer optischen
Dichte von 0.565 bei 595nm bei 37°C und 200 RPM geschittelt. AnschlieBend
wurde die Kultur auf 4°C abgekhit und bei 2500xg abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, und die pelletierten Bakterien wurden in 7.5ml LB-Medium mit 10%
(wiv) Polyethylenglycol-6000, 5% Dimethylsulfoxid, 10mM MgSQ4, 10mM (Promega,
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Madison, USA), pH 6.8 aufgenommen, flr eine Stunde auf Eis inkubiert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Transformation wurden 10ul
des Ligationsansatzes in 100ul 100mM KCI, 30mM CaCly, 50mM MgCl,
aufgenommen und mit 100ul der aufgetauten Bakterien fur 20 min auf Eis inkubiert.
Nach einer 10-mintigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Bakterien mit
1ml LB-Medium versetzt und unter Schutteln fur eine Stunde bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz auf LB-Agarplatten mit 100ug/ml Ampicillin
ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelne Klone wurden isoliert und
in 3m! LB Medium mit 100ug/ml Ampicillin iber Nacht bei 37°C angezogen. Aus den
Bakterien wurde die Plasmid-DNA unter Verwendung des QlAprep Spin Miniprep-
Kits (Qiagen/Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und gereinigt. Positive
Klone wurden durch PCR wie folgt identifiziert: 1ul DNA, 0.5ul entspr. 5U Tag-
Polymerase (Promega, Madison, USA), 5ul 10xReaktionspuffer (Promega, Madison,
USA), 0.4ul Desoxynukleotidtriphosphat (je10uM), 4ul 12.5mM MgClz, sowie je 0.3pl
der 100uM Oligonukleotide und destilliertes Wasser ad 50ul wurden fir 3min auf
94°C erhitzt. Es schlossen sich 30 Zyklen mit 94°C fur 20 sec., 50°C fir 20sec., und
72°C fur 45 sec an, gefolgt von einer Inkubation bei 72°C fiir 5min. Die PCR-
Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und damit ihre GréRe
bestimmt. Bakterienkolonien, deren Plasmid-DNA ein PCR-Produkt der erwarteten
GroRe aufwies, wurden in 50 ml LB Medium mit 100ug/ml Ampicilin fur 13h bei 37°C
und 250 RPM geschuttelt. AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des
Qiagen Midi Prap Kits (Qiagen/Hilden) aus den Bakterien isoliert und gereinigt. Die
DNA wurde in destilliertem Wasser resuspendiert. AnschlieRend wurde die somit
amplifizierte 3xE2Fwt Sequenz aus dem Vektor isoliert. Dazu wurden 3ug des
Plasmids mit je 20U Xmal und Mlul fur 3 Stunden komplett verdaut. Der Ansatz
wurde anschlieRend Uber ein Agarosegel aufgetrennt, und die bei 68bp migrierende
3xE2Fwt Insertionssequenz wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten. Parallel dazu
~ wurden 3ug pHISi (Clontech, Heidelberg) mit je 20U Xmal und Mlul fur 3 Stunden
komplett verdaut und Uber ein Agarosegel gereinigt. Anschliefend wurden die DNA-
Proben unter Verwendung des QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen/Hilden) nach
Angaben des Herstellers von Agarose befreit und in je 50ul Wasser aufgenommen.
Zur Ligation wurden 3ul des mit Xmal und Miul verdauten pHISi Vektors mit 10yl der
mit Xmal und Miul isolierten 3xE2Fwt Insertionssequenz in einem 20ul Ansatz mit
1,5ul T4 DNA Ligase fur 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
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Transformation wurde der E.coli k12-Stamm ,Goldstar" (Stratagene, La Jolla, San
Diego, USA) tiber Nacht bei 37°C und 200 RPM in LB Medium mit 100ug/ml
Ampicillin geschittelt und angezogen. Am nachsten Morgen wurde 1ml der
Bakterienkultur in 200ml frisches Medium Gberimpft und bis zu einer optischen
Dichte von 0.565 bei 595nm bei 37°C und 200 RPM geschuttelt. Anschlielend
wurde die Kultur auf 4°C abgekuihlt und bei 2500xg abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, und die pelletierten Bakterien wurden in 7.5ml LB-Medium mit 10%
(w/v) Polyethylenglycol-6000, 5% Dimethylsulfoxid, 10mM MgSO4, 10mM (Promega,
Madison, USA), pH 6.8 aufgenommen, fur eine Stunde auf Eis inkubiert, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Transformation wurden 10yl
des Ligationsansatzes in 100ul 100mM KCI, 30mM CaCl,, 50mM MgClz
aufgenommen und mit 100l der aufgetauten Bakterien fur 20 min auf Eis inkubiert.
Nach einer 10-minttigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Bakterien mit
1ml LB-Medium versetzt und unter Schutteln fur eine Stunde bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz auf LB-Agarplatten mit 100pg/ml Ampicillin
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelne Klone wurden isoliert und
in 3ml LB Medium mit 100ug/ml Ampicillin Gber Nacht bei 37°C angezogen. Aus den
Bakterien wurde die Plasmid-DNA unter Verwendung des QlAprep Spin Miniprep-
Kits (Qiagen/Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert und gereinigt. Positive
Klone wurden durch Verdau mit Xmal und Miul identifiziert. Die entsprechenden
Bakterien wurden in 50 mi LB Medium mit 100ug/ml Ampicilin fir 13h bei 37°C und
250 RPM geschittelt. Anschlielend wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen
Midi Prap Kits (Qiagen/Hilden) aus den Bakterien isoliert und gereinigt. Die DNA
wurde in destilliertem Wassr resuspendiert. Das resultierende Plasmid wird als
pHISI3XE2Fwt (Seq. ID. No. 9) bezeichnet.

Herstellung transformierter HIS -Hefestdmme

In dem Plasmid pHISi3xE2Fwt wird das HIS3-Gen des Vektors neben dem im Vektor
vorhandenen basalen HIS3 Promoter unter die Kontrolle des Insertionselementes
gestellt. Der Hefestamm YM 4271 (Clontech, Heidelberg) wird mit dem so
hergestellten pHISi-3xE2Fwt-Vektor gemaR den Angaben des Herstellers (Yeast
Protocols Handbook, Clontech, Heidelberg S. 20-21, 1999 , Clontech Laboratories

Inc.) mit 1 pug des mit Xho | linearisierten Plasmids wie folgt transformiert:
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14g pHISi3XE2Fwt wurde fur 1 Stunde mit 10U Xhol komplett linearisiert, unter
Verwendung des QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen/HiIden) nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt und in 50pl Wasser aufgenommen. Mehrere Kolonien des
Hefestammes YM 4271 (Clontech, Heidelberg) wurden in 50 ml YPD Medium bis zu
einer optischen Dichte bei 600nm von 1.5 bei 30°C angezogen und so in 300mi YPD
Medium tUberimpft, dal die Kultur eine optische Dichte bei 600 nm von 0.2-0.3 hatte.
Diese Kultur wurde unter Schitteln bei 30°C inkubiert, bis sie eine optische Dichte
bei 600 nm von 0.4-0.6 hatte. Die Kultur wurde anschlieend bei 1000xg far 5
Minuten abzentrifugiert, und die Zellen wurden in 1.5 ml 100 mM Lithiumacetat pH
7.5, 10mM Tris-HCI pH7.5, 1mM EDTA aufgenommen. 100pul der Zellen, 50! des
linearisierten Plasmids sowie 100ug hitzedenaturierter Lachssperma-DNA wurden
mit 600ul einer PEG/LiAc-Ldsung (100mM Lithiumacetat pH 7.5, 10 mM Tris-HCI
pH7.5, 1mM EDTA, 40% (w/v) Polyethylenglycol-4000) versetzt und fur 30 min bei
30°C geschuittelt. Nach Zugabe von 70ul Dimethylsulfoxid wurde der Ansatz fur 15
min bei 42°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert, in 1ml 10
mM Tris-HCI pH7.5, 1/mM EDTA gewaschen und komplett auf eine
Minimalmediumagarplatte ohne Histidinzusatz ausplattiert, auf der nach 7 Tagen bei
30°C 12 Kolonien gewachsen waren.

Die geringe basale Expression von HIS3 erlaubt die Selektion von transformierten
YM 4271-Hefen die das Insertionselement in ihre chromosomale DNA eingebaut
haben durch Ausplatieren der Zellkulturen auf SD-Agarplatten mit Histidin freiem
Medium. Die unter diesen Bedingungen wachsenden YM 4271-Hefestdmme werden

isoliert.
Auswahl eines besonders geeigneten transformierter HIS -Hefestamms

12 aus unabhangigen Rekombinationsereignissen resuitierende Kolonien wurden
anschlieRend auf Minimalmedium-Agarplatten ohne Histidin ausgestrichen, die
steigende Mengen des HIS3-Antagonisten 3-Aminotriazol (3-AT) enthielten OmM,
0.5mM, 1mM, 1.5mM, 2mM, 3mM, 6mM, 9mM, 12mM, 15mM, 18mM, 30mM, 45mM;
ein Klon wurde bereits bei 0.5mM deutlich und bei 2mM vollstandig supprimiert;
dieser und ein weiterer Klon wuchsen nicht mehr bei 3mM, wahrend die 10 anderen
erst bei>30mM im Wachstum inhibiert wurden.
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Das Wachstum einer dieser Kolonien, als yeast3xE2Fw’t bezeichnet, wurde bereits
bei einer Konzentration von 2mM 3-AT vollsténdig unterdriickt (Fig. 2D) ohne
Antagonisten Fig. 2C)). Diese Kolonie wurde isoliert und fur die weiteren

Untersuchungen herangezogen.

Der ausgewahite Stamm yeast3xE2Fwt besitzt ein vorteilhaftes sehr geringes
basales Expressionsniveau von HIS3, was bereits durch geringe Mengen 3-AT
kompetitiv inhibiert wird. Der Stamm wird als YM 4271 3xE2Fwt bezeichnet

Erzeugung einer DNA-sequenzspezifische Bindungspartner enthaltende Bibliothek

3ug pGADD424 (Clontech/Heidelberg, Seq. ID No 11) wurden mit je 20u EcoRlund
BamHI komplett verdaut und Gber ein Agarosegel aufgereinigt. 1ug des
doppelstrangigen Peptiddoménen codierenden Oligonukleotids Seq ID No 10 wurde
synthetisiert und fur 3h mit je 10u EcoRIl und BamHI verdaut und Gber ein
Agarosegel aufgereinigt. AnschlieRend wurde die DNA unter Verwendung des
QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen/Hilden) nach Angaben des Herstellers von
Agaroseresten befreit und in 50ul Wasser aufgenommen. 3ul des Vektors wurden
mit 0.1ul, 0.3ul und 1l des Oligonukleotids fur 3h bei Raumtemperatur in 20pi-
Ansatzen mit Hilfe der T4-DNA Ligase ligiert. AnschlieBend wurden die Ansé&ztze mit
je 200ul n-Butanol geschuttelt und fur 10 Minuten bei 13000 UpM in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworgen, und die DNA wurde
durch Eindampfen im Vakuum von Butanolrestenbefreit sowie in je 10ul Wasser
aufgenommen. Zur Transformation wurden 500ml einer exponentiell wachsenden
Bakterienkuitur des E.coli K12-Stammes TOP10 fur 10 min bei 4000xg zentrifugiert,
in 500ml kalten Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Diese Prozedur
wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend wurden die Bakterien in 7.5ml 10%
Glycerin (v/v) aufgenommen und als 40ul-Aliquots in flissigen Stickstoff
schockgefroren. Zur eigentlichen Transformation wurden je 5ul der oben
beschriebenen gereinigten Ligationsansatze mit einem auf Eis aufgetauten Aliquot

der Bakterien vermischt und in eine kalte Elektroporationskuvette tberfihrt. Nach

einem elektrischen Puls von 1,8 kV bei 200Q und 25uF wurden die Bakterien fur
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eine Stunde in 1ml LB-Medium bei 37°C und 250 RPM geschiittelt und anschlieRend
auf LB-Agarplatten mit 100pg/ml Ampicilin Uber Nacht bei 37°C inkubsiert

Am folgenden Tag wurden die Klone der dicht bewachsenen Platten abgeschabt und
in 250 ml LB Medium mit 100ug/ml Ampicilin fur 3h bei 37°C und 250 RPM
geschuttelt. AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen Maxi Préap
Kits (Qiagen/Hilden) aus den Bakterien isoliert und gereinigt. Die DNA wurde in
destilliertem Wasser resuspendiert und hatte eine Konzentration von 1.3ug/ul.

GGGAATTCGATCCTGCTGCTCTAAAACGTGCTAGANNCACTGAANNNNNNAGG
CGTNNNCGTGCGAGAAAGTTGCAACTTGAAGACAAGGTTGAAGAATTGCTTTCG
AAAAATTATCACTTGGAAAATGAGGTTGCCAGATTAAAGAAATTAGTTGGCGAAC
GCTGAGGATCCCC

Seq ID No 10:

Auffinden von sequenzspezifisch bindenden biomorphen Transkriptionsfaktoren

Die erzeugte cDNA-Bibliothek wird in den Hefestamm yeast3xE2Fwt nach Angaben
des Herstellers (Yeast protokols handbook, Clontech, Heidelberg) wie folgt
transformiert:

Mehrere Kolonien des Hefestammes YM 4271 3xE2Fwt wurden in 50 ml YPD
Medium bis zu einer optischen Dichte bei 600nm von 1.5 bei 30°C angezogen und
so in 300m! YPD Medium Uberimpft, daf} die Kultur eine optische Dichte bei 600 nm
von 0.2-0.3 hatte. Diese Kultur wurde unter Schuitteln bei 30°C inkubiert, bis sie eine
optische Dichte bei 600 nm von 0.4-0.6 hatte. Die Kultur wurde anschlieRend bei
1000xg fur 5 Minuten abzentrifugiert, und die Zellen wurden in 1.5 mi 100 mM
Lithiumacetat pH 7.5, 10mM Tris-HCI| pH7.5, 1mM EDTA aufgenommen.1 mi der
Zellen, 50ug der Bibliothek sowie 2000ug hitzedenaturierter Lachssperma-DNA
wurden mit 6ml einer PEG/LiAc-L&sung (100mM Lithiumacetat pH 7.5, 10 mM Tris-
HCI pH7.5, 1mM EDTA, 40% (w/v) Polyethylenglycol-4000) versetzt und fur 30 min
bei 30°C geschuttelt. Nach Zugabe von 700ul Dimethylsulfoxid wurde der Ansatz fur
15 min bei 42°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert, in 10 mM
Tris-HCI pH7.5, TmM EDTA gewaschen und komplett auf 6
Minimalmediumagarplatten ohne Histidin- und Leucinzusatz sowie 2mM 3-
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Aminotriazol ausplattiert, auf der nach 7 Tagen bei 30°C 153 Kolonien gewachsen

waren.

Die Selektion von Hefestammen, die sowohl das Insertionselement als auch einen
Bibliothekbestandteil inklusive des pGAD424-Vektor-Leu2-Marker enthalten, wird
einfach durch Ausplattieren auf SD-Agarplatten ohne Histidin und Leucin
durchgefthrt.

Zur Selektion derjenigen Hefezellen, bei denen das HIS3-Expressionsniveau durch
Bindung eines biomorphen Transkriptionsfaktors aus der Bibliothek an die
trimerisierte E2F-Bindungsstelle erhéht ist, wird den Agarplatten 2mM 3-Aminotriazol

zugesetzt,

Wahrend bei der Kontrolltransformation von yeast3xE2Fwt mit 50 ug pGAD424
alleine nur eine Hefekolonie wuchs (Fig. 3A)), vermutlich durch unspezifische
Ruckmutation, wurden bei der Transformation mit 50ug der Bibliothek 153 Kolonien
(Ausschnitt Fig. 3B)) erhalten.

Die unter den gegebenen Selektionsbedingungen wachsenden Hefekolonien sind
mit Bibliotheksbestandteilen transformiert die flr expremierbare biomorphe
Transkriptionsfaktoren codieren deren Wirkung spezifisch auf das HIS3-Gen
gerichtet ist und die die E2F-Bindungsstelle, die einzige mehrfach vorkommende
Sequenz des HIS3-Promotors (die HIS3-Expression 18Rt sich nur durch an multiple
Sequenzwiederholungen bindende Faktoren regulieren, da nur die Bindung
mehrerer Transkriptionsfaktoren zu einem kooperativen und somit steilen Anstieg
der Transkriptionsinitiation fihrt, enthalten. Diese Kolonien besitzen demnach
Bibliotheksmitglieder, deren Expressionsprodukte spezifisch an die trimerisierte E2F-
Bindungsstelle des HIS3-Genkonstrukts binden.

Um die Sequenz dieser Bibliotheksmitglieder zu bestimmen, wurden die Plasmide
aus 32 der Hefezellkulturen isoliert, in E.coli transformiert und vermehrt (Yeast
protokols handbook, Clontech, Heidelberg).

Dazu wurden einzelne Hefekolonjen in 0.5 ml SD-Minimalmedium ohne Histidin- und
Leucinzusatz Uber Nacht bei 30°C geschiittelt. Am néachsten Tag wurden die Zellen
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durch Zentrifugation pellettiert und soviel von dem Medium entfernt, daf etwa 50l
ubrig blieben. In diesem Mediumrest wurden die Zellen durch vortexen resuspendiert
und mit einer Spatelspitze des zellwallzerstérenden Enzyms Lyticase versetzt. Unter
Schitteln wurden die Zellen fir eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieRend mit
10ul einer 20% Sodiumdodecylsulfat-Lésung versetzt. Zum Lysieren wurden die
Zellen fir 1 min gevortext, kurz bei -20°C eingefroren und schnell aufgetaut. Die
Zelltrmmer wurden durch Zentrifugation bei 14,000 UpM abgetrennt, und die im
Uberstand vorhandene Plasmid-DNA wurde unter Verwendung des QiaQuick PCR
Purification Kit von Verunreinigungen befreit sowie in 50ul Wasser aufgenommen.
AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA in Bakterien transformiert und vermehrt, um
gréRere Mengen der Plasmide zu erhalten. Zur Transformation wurde der E.coli k12-
Stamm ,Goldstar" (Stratagene, La Jolla, San Diego, USA) Uber Nacht bei 37°C und
200 RPM in LB Medium mit 100pg/ml Ampicillin geschuttelt und angezogen. Am
nachsten Morgen wurde 1ml der Bakterienkultur in 200mi frisches Medium Uberimpft
und bis zu einer optischen Dichte von etwa 0.5 bei 595nm bei 37°C und 200 RPM
geschuittelt. AnschlieBend wurde die Kultur auf 4°C abgekiihlt und bei 2500xg
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und die pelletierten Bakterien
wurden in 7.5ml LB-Medium mit 10% (w/v) Polyethylenglycol-6000, 5%
Dimethylsulfoxid, 10mM MgSQO4, 10mM (Promega, Madison, USA), pH 6.8
aufgenommen, flr eine Stunde auf Eis inkubiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Transformation wurden 20pl der
isolierten Plasmid-DNA in 100ul 100mM KCI, 30mM CaCl,, 50mM MgCl;
aufgenommen und mit 100ul der aufgetauten Bakterien fur 20 min auf Eis inkubiert.
Nach einer 10-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Bakterien mit
1ml LB-Medium versetzt und unter Schitteln fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurde der Ansatz auf LB-Agarplatten mit 100ug/ml Ampicillin
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Von jeder Transformation wurde
ein einzelner Klon in 3 ml LB-Medium GUber Nacht bei 37°C angezogen.
AnschlieRend wurden die Plasmide unter Verwendung des Qiagen Tip20 Kits nach

Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden ) prapariert und aufgereinigt.

Die Sequenzierung der Plasmide mit dem Oligonukleotid 5°-
GATGTATATAACTATCTATTCG-3" (Seq. ID No 12) wird mit dem Fachmann
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bekannten Standardmethoden (z. B. nach Sanger, apparativ mit Sequenzer)

durchgefihrt.

Die folgenden Peptidsequenzen (Tabelle 1, dargestellt Aminoséuren 1 bis 20)

konnten als die 3xE2Fwt-Sequenz spezifisch erkennende Doménen ermittelt

werden;

Tabelie 1:
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(5]
—

36 DIP[AJAIL [KIRIAIRIR[TIEIL [L [R|R[H[RJAR
37 DIPIAIA[L|[K|R|[AIR[T |T|E[N|A|[R|R|G|R|A[R
38 DIPIAIAIL [KIR[AIR[T |T|E[M|G|R|R|K|R|A|R
39 DIPIAIAIL [KIRIAIRICITIE[YICIR|R]T |[R|A[R
40 DIPIAIAILIKIRIAIR|G|TIEIE|Y|R|R[H|R]A[R
41 DIPIA[AILIK|IRIAIRIS|[TIEIL|T|R|R]|T |[R|A|R
42 DIP|A|AIL [KIRIAIR|G|T|E|P|V|R|R[S|R[A[R
43 DIP|AJA|L [KIR|IA|IR|G|T|E|A|E|R|R|[G|R|A[R
44 DIP|AJAIL [KIR|IAIR[D|T|E|A[S|R|[R[M|R[A [R
45 DIP|AJAIL [KIR[A[RIN|T|E|S|G|R|R|T|R|A[R

Die Doménen weisen an den fur die sequenzspezifische Bindung entscheidenden
Positionen Aminos&uren mit sehr &hnlichen Eigenschaften auf, z. B. Valin und
Isoleucin (schattiert dargestellt). Aus den Einzelsequenzen kann eine
Konsensussequenz (Seq. ID No. 13) abgeleitet werden.

Der Vergleich der aus den DNA-Sequenzen dieser Bibliotheksmitglieder abgeleiteten
Aminoséauresequenz ergibt, dal in allen 4 Positionen, die in Seq. ID No 1 mit X
gekennzeichnet sind, Aminosaurereste mit kurzen Seitenketten (G,V,C,S)
dominierten (Tabelle 2). Besonders deutlich ist dabei das haufige Auftreten der

Aminosaure Glycin in Position X-1 und X-4.

Tabelle 2

Position |8 (0 |1 |13 |6 |0 {2 0|0 |0 4|00 024|001
X-1

Position {2 |3 |2 |0 |4 |0 |0 |2 |1 (14 (0|3 0|0 6]0|3 01
X-2

Position {3 |2 (0 |0 {1 {11 4 3|1|2|2,3|0|0|6 12|00
X-3 ‘

Position (11 {1 |0 |2 |0 |3 |1 |2 |2 {0 (1 (3|1 |0 |1 |1 |1 (0|1 |1
X-4
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Aus dem Vergleich der Aminosauresequenz der Binder kann eine
Konsensussequenz der Erkennungsaminosauren (Pos. X-1: G oder C, Pos. X-2: V,
Pos X-3: V, Pos. X-4: G) der neuartigen Peptide abgeleitet werden, die jedoch nicht
als eigenstandige Sequenz unter den analysierten Bibliotheksmitgliedern vorkam.
Dies kann jedoch dadurch begriindet werden, daB bei einer geschéatzten Effizienz
der Bibliothekstransformation von ca. 200,000 Transformationsereignissen und
einem Verhaltnis Vektor (mit Insert)/Vektor (ohne Insert) von 1:5 nur etwa 40,000
verschiedene Bibliotheksmitglieder transformiert wurden. Bei einer Komplexitat der
Bibliothek von 104,000 kodierenden Mitgliedern wurde daher jedes Mitglied mit einer
Wahrscheinlichkeit von 0.38 in die Hefe transformiert.
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Patentanspriiche: R

1. Biomorphe Peptide enthaltend eine Aminosauresequenz gemaR Seq. ID No.

1 oder einer strukturellen Variante davon.

2. Biomorphe Peptide gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die

Peptide in homo- und/oder heterodimerer Form vorliegen.

3. Biomorphe Peptide geman einem der vorherigen Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dal mindestens zwei Peptide ausgewahit aus der Gruppe
geman Seq. ID No 1 oder einer strukturellen Variante davon tber einen

Linker verknpft sind.

4, Biomorphe Peptide gemaR Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, dal als

Linker Komplexbildner oder Leucin-Zipper enthalten sind.

5. Biomorphe Peptide gemaR einem der vorherigen Anspriiche enthaltend eine
Aminosauresequenz gemaf Seq. ID No. 2.

6. Biomorphe Peptide gemaf einem der vorherigen Anspriche enthaltend eine
Aminosduresequenz gemafl Seq. ID No. 1, einer strukturellen Variante davon
oder Seq. ID No 2 und Kerntransportsignaldomanen,

Transkriptionsaktivierungsdoméanen oder Transkriptionsinhibierungsdoméanen.

7. Verwendung von biomorphen Peptiden enthaltend eine Aminoséuresequenz
gemal Seq. ID No. 1, einer strukturellen Variante davon oder Seq. ID No 2
zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von genregulatorischen

Stérungen.

8. Nukleinsauren umfassend biomorphe Peptide nach den Ansprichen 1 bis 6
codierende Nukleinsauresequenzen gemal Seq. ID No 3 oder einer

strukturellen Variante davon.
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9.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

24

Nukleinsauren gemaf Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dal} sie eine

Leucin-Zipper-Sequenz enthalten.

Nukleinsauren gemaf Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daf sie
Kerntansprotsignaldomanen, Transkriptionsaktivierungsdoménen oder

Transkriptionsinhibierungsdomanen codierende Bereiche enthalten.
Vektoren enthalten Nukleinséuren nach Anspruch 8 oder 9.

Nukleinsauren geman den Anspriichen 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
daR die Nukieinsaure eine DNA oder cDNA ist.

Verwendung von Nukleinsduren oder Vektoren nach den Anspriichen 8 bis 11
zur Herstellung von gentherapeutischen Arzneimitteln zur Behandlung von

genregulatorischen Stérungen.

Bibliotheken umfassend Desoxyribonukieinsduren die eine
Nukleinsauresequenz gemaR Seq. ID No 3 oder einer strukturellen Variante
davon und einen Transkriptionsaktivierungsdoméne codierenden Bereich

enthalten.

Bibliotheken geman Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf? die
Desoxyribonukleinsduren zusatzlich einen Kerntransprotsignaldoméne

und/oder einen Leucin-Zipper codierenden Bereich enthalten.
Peptidbibliotheken umfassend biomorphe Transkriptionsfaktoren die
Aminosauresequenzen gemaf Seq. ID No 1 oder einer strukturellen Variante

davon enthalten.

Verfahren zum Auffinden sequenzspezifisch DNA bindender biomorpher

Transkriptionsfaktoren umfassend folgende Verfahrensschritte:

e) Transformierung eines Expressionssystems umfassend



18.

19.

20.
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- einen Mikroorganismus mit einem lethalen Defekt in einem essentiellen
Gen,

- ein chromosomal integriertes Insertionselement mit einer Wildytpkopie
dieses Gens unter der Kontrolle eines inhibierbaren basale
Transkription erlaubenden Promoters und einem Responselement,

mit einer Bibliohek aus Expressionsvektoren, enthaltend die

erfindungsgemanen Desoxyribonukleinsaurefragmente und einen

Aktivierungsdomane,

f) Ausplattieren der Expressionssyteme auf einem das essentielle

Genprodukt fehlenden Medium,

g) Inhibierung der basalen Transkription des essentiellen Wildtypgens im

Insertionselement,

h) Isolierung der wachsenden Zellkulturen und Sequenzierung des
erfindungsgemaRen DNA-Fragments bzw. der entsprechenden

Peptidsequenz.

Biomorphes Peptid enthaltend eine Aminosauresequenz gemaf Seq. ID No.
1 oder einer strukturellen Variante, dadurch gekennzeichnet, daf? die
Aminosé&ure an Position X-1 ein G, C, I, D, N, S, P, H oder R ist, die
Aminoséaure an Position X-2einV, A, N, M, L, E, G, P, S, T, Y oder R ist, die
Aminosaure an Position X-3einV, S, G, T,L,M A |LE N, C, Q, Y oder D ist,
die Aminosaure an Position X-4ein G, C, L H,S, T M, Q A L, W,V, D, K

oder R ist.

Biomorphes Peptid gemal Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dal die
Aminosaure an Position X-1 ein G, C, |, oder D ist, die Aminosaure an
Position X-2 ein V, A, oder N ist, die Aminosaure an Position X-3 ein V oder S

ist, die Aminosaure an Position X-4 ein G ist.

Biomorphes Peptid gemar Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet,
dal die Aminosaure an Position X-1 ein G ist, die Aminoséure an Position X-2
ein V ist, die Aminoséaure an Position X-3 ein V ist, die Aminoséaure an
Position X-4 ein G ist.
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21.  Kunstliche biomorphe Faktoren enthaltend ein Peptid mit einer Sequenz
gemaf Anspruch 18 bis 20.

22.  Kunstliche biomorphe Transkriptionsfaktoren oder Repressoren geman

Anspruch 21 die spezifisch die E2Fwt-Sequenz binden.
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Fig. 2
A)

(Seq. ID No. 7)
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Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Peptiddom&ne

1
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Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Xaa Thr Glu Xaa Xaa Arg Arg

1

5 10

Xaa Arg Ala Arg Lys Leu Gln

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

<220>
<223>

<400>

20

2

52

PRT

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Leucin-Zipper-Fusionsprotein

2

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Xaa Thr Glu Xaa Xaa Arg Arg

1

5 10

15
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Xaa Arg Ala Arg Lys Leu Gln Leu Glu Asp Lys Val Glu Glu Leu Leu
20 25 ) 30

Ser Lys Asn Tyr His Leu Glu Asn Glu Val Ala Arg Leu Lys Lys Leu
35 40 ) 45

Val Gly Glu Arg
50

<210> 3

<211> 69

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Peptiddomdne

codierende Nukleinsdure

<400> 3
gatcctgetg ctctaaaacg tgctagannc actgaannnn nnaggcgtnn ncgtgcgaga 60
aagttgcaa 69

<210> 4

<211> 156

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequen:z

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Leucin-Zipper-Fusionsprotein codierende
Nukleins&ure

<400> 4

gatcctgctg ctctaaaacyg tgctagannc actgaannnn nnaggegtnn ncgtgcgaga 60
aagttgcaac ttgaagacaa ggttgaagaa ttgctttcga aaaattatca cttggaaaat 120
gaggttgcca gattaaagaa attagttggc gaacgce 156

<210> 5

<211> 586

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kitinstlichen Sequenz: Codierende
Nukleinsdure mit Kerntransportsequenz und
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Transkriptionsaktivierungssequenz

<400> 5

atggataaag
accgccgcca
actaacagta
caaccaattg
aaaattgatg
tataacgcgt
aactatctat
cctgctgcete
gttgcaactt
ggttgccaga

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

6
191
PRT

<220>
<223>

cggaattaat
attttaatca
gcaacggtcc
cctcctctaa
atggtaataa
ttggaatcac
tcgatgatga
taaaacgtgce
gaagacaagg
ttaaagaaat

tcccgagect
aagtgggaat
gaacctcata
cgttcatgat
ttcaaaacca
tacagggatg
agatacccca
tagannccac
ttgaagaatt
tagttggcga

Kinstliche Sequenz

Kerntransportsequenz und

ccaaaaaaga
attgctgata
acaactcaaa
aacttcatga
ctgtcacctg
tttaatacca
ccaaacccaa
tgaannnnnn
gctttcgaaa
acgctgagga

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

agagaaaggt
gctcattgtc
caaattctca
ataatgaaat
gttggacgga
ctacaatgga
aaaaagagat
aggcgtnnne
aattatcact
tcccca

Transkriptionsaktivierungssequenz enthaltende

Pepti

<400> 6
Met Asp
1

Lys

Val Glu Leu

Ser
35

Asp Ser

Ile
50

Leu Thr

Ser Ser Asn

65

Lys Ile Asp

Asp Gln Thr

de

Ala Glu

Gly Thr

20

Leu Sef

Thr Gln
His

Val

Gly
85

Asp

Ala
100

Tyr

Leu

Ala

Phe

Thr

Asp

70

Asn

Asn

Ile Pro

Ala Asn

Thr Phe

40
Asn Ser
55

Asn Phe

Ser

Asn

Ala Phe

Glu Pro Pro

10

Phe
25

Asn Gln

Thr Asn Ser

Gln Ala Leu

Met Asn

75

Asn

Pro Leu

90

Lys

Gly Ile Thr

105

Lys Lys Lys

Asn
30

Ser Gly

Asn
45

Ser Gly

Ser Gln Pro

60

Glu Ile Thr

Ser Pro Gly

Thr Met

110

Gly

PCT/EP01/09565

cgaattgggt
cttcactttc
agcgctttca
cacggctagt
ccaaactgcg
tgatgtatat
cgaattcgat
gtgcgagaaa
tggaaaatga

Arg
15

Lys

Ile Ala

Pro Asn

Ile Ala

Ala Ser

80
Trp Thr
95

Phe Asn

60

120
180
240
300
360
420
480
540
586
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Thr Thr Thr Met Asp Asp Val Tyr Asn Tyr Leu Phe Asp Asp Glu Asp
115 120 ' 125

Thr Pro Pro Asn Pro Lys Lys Glu Ile Glu Phe Asp Pro Ala Ala Leu
130 ' 135 140

Lys Arg Ala Arg Xaa Thr Glu Xaa Xaa Arg Arg Xaa Arg Ala Arg Lys
145 150 155 160

Leu Gln Leu Glu Asp Lys Val Glu Glu Leu Leu Ser Lys Asn Tyr His
165 170 175

Leu Glu Asn Glu Val Ala Arg Leu Lys Lys Leu Val Gly Glu Arg
180 185 190

<210> 7

<211> 49

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 3xXE2Fwt
Sequenz sense

<400> 7
aaagcgcgcg aaactaaagc gcgcgaaact aaagcgcecgcg aaactaget 49

<210> 8

<211> 49

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 3xE2Fwt

antisense Sequenz

<400> 8
agtttcgege getttgattt cgcgegettt gatttecgege getttgatc 49

<210> 9

<211> 6838

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
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<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
PH/S1i3xXE2Fwt

<400> 9

gaattcccgg
ctagctctta
atgaattata
aggcaagata
atgaaaccaa
cgatcttccc
ttaacgtcca
ccggetggte
ctgaagactg
taaaaaggtt
atctttcgaa
atctctettg
ccectcecacgt
aggctcttgce
ccaccaaagg
atacatgtgt
actgaagatg
ccttttttet
gagatggagg
aacaacaaga
catcaacgac
tgccagaaat
cggtggcage
tggaaacaac
acatgtccca
tcctctacge
cctatatcge
cttgtttegg
ccttgcatge
gcttcctaat
acccagtcag
tcttetttat
aggaccgctt
tgcacgccct
aggccattat
cgcgaggctg
ccgecgttgea
gatcgctecge
tttatgccge
accttgtctg
tggaagcegg
cttgcggaga
catctccage
ttttttatte

gaggtacaaa
cgcgttcecgeg
cattatataa
aacgaaggca
gattcagatt
agaaaaagag
cacaggtata
gctaatcgtt
cgggattget
tggatcagga
caggccgtac
cgagatgatc
tgattgtctg
ggttgccata
tgttettatg
atatatgtat
acaaggtaat
ttttgetttt
aacgggaaaa
aaagcatttc
aacaacgaga
aacatgagca
ttctttagea
ggtggcagca
gctccaagaa
cggacgcate
cgacatcacc
cgtgggtatg
accattcctt
gcaggagtég
ctectteegg
catgcaactc
tcgetggage
cgctcaagcec
cgeccggeatg
gatggcctte
ggccatgctg
ggctcttacc
ctcggcgage
cctcceccgeg
cggcaccteg
actgtgaatg
agccgcacgc
ttttttttga

gcgcgcgaaa
aatcgatccg
agtaatgtga
aagatgacag
gcgatctcett
gcagaagcag
gggtttctgg
gagtgcattg
ctcggtcaag
tttgcgecett
gcagttgtcg
ccgcatttte
cgaggcaaga
agagaagcca
tagtgacacc
acctatgaat
gcatcattct
tetttttttt
agttagttgt
atattatggce
atggttatgt
actacaataa
acaaccgtcg
gatctaacgg
acgaaaaggc
gtggccggea
gatggggaag
gtggcaggcec
gcggcggcgyg
cataagggag
tgggcgcggy
gtaggacagg
gcgacgatga
ttcgtcactg
gcggccgacyg
cccattatga
tccaggecagg
agcctaactt
acatggaacg
ttgcgtegeg
ctaacggatt
cgcaaaccaa

ggcgcatcgg
tttcggttte

5

ctaaagcgcg
cggtdtagaa
tttcttecgaa
agcagaaagc
taaagggtgg
tagcagaaca
accatatgat
gtgacttaca
cttttaaaga
tggatgagge
aacttggttt
ttgaaagctt
atgatcatca
cctcgeccaa
gattatttaa
gtcagtaagt
atacgtgtca
tctettgaac
ggtgataggt
tgaactgagc
tcctecteac
caacaacggc
tggtggttac
ccgttetggt
cgagatcgcce
tcaccggege
atcgggctcg
ccgtggeegg
tgctcaacgg
agcgtcgacc
gcatgactat
tgcecggecage
tecggectgte
gtccegecac
cgctgggeta
ttcttectege
tagatgacga
cgatcattgg
ggttggcatyg
gtgcatggag
caccactcca
cccttggcag

ggggggggtt
tttgaaattt

Plasmid

cgaaactaaa
attcctggca
gaatatacta
cctagtaaag
tccectageg
ggccacacaa
acatgctctg
catagacgac
ggccctactg
actttccaga
gcaaagggag
tgcagaggcet
ccgtagtgag
tggtaccaac
agctgcagca
atgtatacga
ttctgaacga
tcgagaaaaa
ggcaagtggt
gaacaagtgc
ttaagaggaa
ggctacaacg
ggcaacggtg
ggtagatgga
atatttggtg
cacaggtgcg
ccacttcggg
gggactgttg
cctcaaccta
gatgcccttg
cgtecgecgea
gctctgggtc
gcttgecggta
caaacgtttc
cgtcttgctg
ttceggegge
ccatcaggga
accgctgatc
gattgtaggc
ccgggecacc
agaattggag
aacatatcca
tcaattcaat
ttttgattcg

PCT/EP01/09565

gcgcgcgaaa
ttatcacata
aaaaatgagc
cgtattacaa
atagagcact
tcgcaagtga
gccaagcatt
catcacacca
gcgegtggag
gcggtggtag
aaagtaggag
agcagaatta
agtgcgttca
gatgttccct
tacgatatat
acagtatgat
ggcgegettt
aaatataaaa
attcegtaag
aaaatttaag
aaccaagaag
gtggcegtygg
gtttcttegg
tcgatggcaa
tccecgagga
gttgctggeg
ctcatgageg
ggcgccatct
ctactgggcet
agagccttca
cttatgactg
attttcggeg
ttcggaatct
ggcgagaagce
gcgttegega
atcgggatgce
cagcttcaag
gtcacggcga
gccgcecectat
tcgacctgaa
ccaatcaatt
tcgegtcege
tcatcatttt
gtaatctccg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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aacagaagga
gtgttgaaga
gcaggaaacg
ctagtcctgt
cttcattgga
aaatttgttt
ttaagccget
ttgctgacat
aatgggcaga
agcaggcggce
catgcaaggg
gcgacaaaga
gttacgattg
gtcaacagta
gaagaggact
caggctggga
taaatgcatg
ccctagagte
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgecttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctcctgttece
tggcgectttce
agctgggetg
atcgtettga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctce
agataactac
acccacgcetce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg

agaacgaagg
aacatgaaat
aagataaatc
tgctgccaag
tgttcgtacc
actaaaaaca
aaaggcatta
tggtaataca
cattacgaat
agaagaagta
ctcectatcet
ttttgttatc
gttgattatg
tagaaccgtyg
atttgcaaag
agcatatttg
tatactaaac
gacctgcagg
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggc
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgccccect
aggactataa
gaccctgecg
tcatagcectca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagyg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgcca
acgctcgtcg
atgatccccc
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt

aaggagcaca
tgcccagtat
atgtcgaaag
ctatttaata
accaaggaat
catgtggata
tccgecaagt
gtcaaattgce
gcacacggtg
acaaaggaac
actggagaat
ggctttattg
acacccggtg
gatgatgtgg
ggaagggatg
agaagatgcg
tcacaaatta
catgcaagct
tagctgttte
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg
tcgctgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cccceegtte
gtaagacacg
tatgtaggcyg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgcct'
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgcagtgt
tccgtaagat

atgcggcgac

gacttagatt
tcttaaccca'
ctacatataa
tcatgcacga
tactggagtt
tcttgﬁctga
acaatttttt
agtactctgce
tggtgggecce
ctagaggcct
atactaaggg
ctcaaagaga
tgggtttaga
tctctacagg
ctaaggtaga
gccagcaaaa
gagcttcaat
tttgttcecct
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgcttteca
ggagaggcgyg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttceccece
acctgtccge
atctcagtte
agcccgaccyg
acttatcgce
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaadg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggcceccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgctce

ggtatatata
actgcacaga
ggaacgtgct
aaagcaaaca
agttgaagca
tttttccatg
actcttcgaa
gggtgtatac
aggtattgtt
tttgatgtta
tactgttgac
catgggtgga
tgacaaggga
atctgacatt
gggtgaacgt
ctaaaaaact
ttaattatat
ttagtgaggy
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgcggecga
ggataacgca
ggcegegttyg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttetcect
ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactc
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctcecggttcece
tagctcctte
ggttatggca
gactggtgag
ttgcceggeg

PCT/EP01/09565

cgcatatgta
acaaaaacct
gctactcatc
aacttgtgtg
ttaggtccca
gagggcacag
gacagaaaat
agaatagcag
agcggtttga
gcagaattgt
attgcgaaga
agagatgaag
gacgcattgg
attattgttg
tacagaaaag
gtattataag
cagttattac
ttaatttcga
ctcacaatte
tgagtgaget
ctgtegtgece
gggcgctcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggce
ctcgtgeget
tcgggaageyg
gttcgctceca
tccggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
cccgtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
53490
5400
5460
5520
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ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteetttt
tatttgaatg
tgccacctga
tcacgaggcc
agctcccgga
agggcgecgte
agattgtact
aataccgcat
ttaaatcagce
agaatagacc
gaacgtggac
tgaaccatca
cecctaaaggg
ggaagggaag
gcgegtaacce
gccattcagg
ccagctggcg

ccagtcacga

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

10
175
DNA

<220>
<223>

gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa
ctttcgtecte
gacggtcaca
agcgggtgtt
gagagtgcac
caggaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
ccctaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
accacacccg
ctgcgcaact
aaagggggat
cgttgtaaaa

agaactttaa
ttaccgcectgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
gcgegttteg
gcttgtcectgt
ggcgggtgte
catatgcggt
taaacgttaa
accaataggce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggege
cegegettaa
gttgggaagg
gtgctgcaag
cgacggccag

Kinstliche Sequenz

codierende Nukleinsaure

<400> 10

aagtgctcat
tgagatccag.
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggdgttcc
tcatgacatt
gtgatgacgg
aagcggatge
ggggctgget
gtgaaatacc
tattttgtta
cgaaatcggce
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggcgetg
tgcgecgeta
gcgateggtyg
gcgattaagt
tgaattgtaa

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
aacctataaa
tgaaaacctc
cgggagcaga
taactatgcg
gcacagatgc
aaattcgcgt
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacyg
gcaagtgtag
cagggcgegt
cgggcctctt
tgggtaacgc
tacgactcac
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cgttcttcgg
cccactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
aataggcgta
tgacacatgce
caagcccgtce
gcatcagagc
gtaaggagaa
taaatttttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacgct
cgcgcecatte
cgctattacg
cagggttttc
tataggge

Peptiddomédne

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6838

gggaattcga tcctgctgect ctaaaacgtg ctaganncac tgaannnnnn aggcgtnnnc 60

gtgcgagaaa
tggaaaatga

11
6659
DNA

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

<220>
<223>

gttgcaactt gaagacaagg ttgaagaatt gctttcgaaa aattatcact 120

ggttgccaga ttaaagaaat tagttggcga acgctgagga tcccc

pGADD424

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Vektor

175
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<400>

11

gggaattcga tcctgctgect ctaaaacgtg ctaganncac tgaannnnnn aggcgtnnnc 60

gtgcgagaaa gttgcaactt gaagacaagg ttgaagaatt gctttcgaaa aattatcact 120

tggaaaatga ggttgccaga ttaaagaaat tagttggcga acgctgagga tcccc 175

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

<220>
<223>

<400>

12

22

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

12

gatgtatata actatctatt cg 22

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

<220>
<223>

<400>

13
20
PRT

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Konsensussequenz

13

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Val Val Arg Arg

1

5 10 15

Gly Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

14
20
PRT
Kinstliche Segquenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdane

14

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Cys Thr Glu Val Met Arg Arg

1

5 10 15
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Gln Arg Ala Arg
20

<210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 15
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Pro Thr Glu Asn Val Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:

3xE2Fwt—-Sequenz erkennende Dom&ne

<400> 16
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Asn Thr Glu Val Thr Arg Arg

1 5 10 15

Ser Arg Ala Arg
20

<210> 17

<211> 20

<212> PRT

<213> Klnstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 17
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Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Val Thr Glu Asn Ser Arg Arg

1

5 10

Asp Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

18

20

PRT

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der kunstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

18

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg His Thr Glu Thr Ser Arg Arg

1

5 10

Ile Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

19

20

PRT

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der klinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

19

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Val Thr Glu Val Ile Arg Arg

1

5 10

Gly Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

20

20

20

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

10

15
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3xE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

<400> 20
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Ile Thr Glu Gly Ile Arg Arg

1 5 10 15

Leu Arg Ala Arg
20

<210> 21
<211> 20
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

<400> 21
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Ser Thr Glu Leu Asn Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220> '
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domédne

<400> 22
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Arg Leu Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 23

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

11
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<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 23
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Ala Thr Arg Arg
1 5 10 15

Val Arg Ala Arg
20

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequen:z

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Doméne

<400> 24
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Cys Thr Glu Glu Val Arg Arg
1 5 10 15

Trp Arg Ala Arg
20

<210> 25

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Seduenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

<400> 25
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Cys Thr Glu Val Gln Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 26

12
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<211> 20
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Doméne

<400> 26
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Asp Thr Glu Met Leu Arg Arg
1 5 10 15

Cys Arg Ala Arg
20

<210> 27

<211> 20

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 27
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Asp Thr Glu Met Val Arg Arg
1 5 10 15

Ala Arg Ala Arg
20

<210> 28

<211> 20

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
3XE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 28
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Val Val Arg Arg
1 5 10 15

Cys Arg Ala Arg
20

13
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

20

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

3xXE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

29

PCT/EP01/09565

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Val Val Arg Arg

1

5 10

Cys Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

30

20

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xXE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

30

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Ile Thr Glu Asn Ala Arg Arg

1

5 10

Gly Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

31

20

PRT

Kiunstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xXE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

31

15

BAsp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Cys Thr Glu Glu Met Arg Arg

1

5 10

14

15
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Gly Arg Ala Arg
20

<210> 32

<211> 20

<212> PBRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiuinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Doméne

<400> 32
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Cys Thr Glu Pro Ser Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 33
<211> 20
<212> PRT
<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende

Domé&ne
<400> 33
Asp Pro Ala Ala Leu'Lys Arg Ala Arg Asn Thr Glu Ser Gly Arg Arg
1 5 10 15

Thr Arg Ala Arg
20

<210> 34

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

15
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<400> 34
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Asp Thr Glu Gly Asp Arg Arg
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg
20

<210> 35

<211> 20

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 35
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Ala Glu Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 36

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domine

<400> 36
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Arg Thr Glu Leu Leu Arg Arg
1 5 10 15

His Arg Ala Arg
20

<210> 37

<211> 20

<212> PRT

<213> Klinstliche Sequenz

16
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: °
3xXE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

<400> 37
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Ile Thr Glu Asn Ala Arg Arg
1 5 10 15

Gly Arg Ala Arg
20

<210> 38

<211> 20

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Dom&ne

<400> 38
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Ile Thr Glu Met Gly Arg Arg
1 5 10 15

Lys Arg Ala Arg
20

<210> 39

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt~Sequenz erkennende Domane

<400> 39
Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Cys Thr Glu Tyr Cys Arg Arg
1 5 10 15

Ile Arg Ala Arg
20

<210> 40
<211> 20

17
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<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Doméne

<400> 40

PCT/EP01/09565

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Glu Tyr Arg Arg

1

5 10

His Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

41

20

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiunstlichen Sequenz:
3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

41

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Ser Thr Glu Leu Thr Arg Arg

1

5 10

Ile Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

42

20

PRT

Kinstliche Sequen:z

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
3XE2Fwt-Sequenz erkennende Doméne

42

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Pro Val Arg Arg

1

5 10

Ser Arg Ala Arg

20

18

15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43
20
PRT

Kiunstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Domdne

43

PCT/EP01/09565

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Gly Thr Glu Ala Glu Arg Arg

1

5 10

Gly Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

44

20

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
3xE2Fwt—-Sequenz erkennende Domé&ne

44

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Asp Thr Glu Ala Ser Arg Arg

1

5 10

Met Arg Ala Arg

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

<220>
<223>

<400>

20

45

20

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

3xE2Fwt-Sequenz erkennende Doméne

45

15

Asp Pro Ala Ala Leu Lys Arg Ala Arg Asn Thr Glu Ser Gly Arg Arg

1

5 o 10

19

15
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Thr Arg Ala Arg
20

20
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