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Die vorliegende Erfindung beschéftigt sich mit der Klonierung und Expression von menschlichem
Transforming Growth Faktor-Beta2.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleotidsequenz, die fir einen Transforming Growth
Faktor-81/Transforming Growth Faktor-g2-Hybrid-Prekursor kodiert.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Transforming Growth Faktor-81/Transforming Growth
Faktor-82-Hybrid-Prekursor in seiner aligemeinen und speziellen Form.

Der Transforming Growth Faktor-Beta (TGF-g) ist Mitglied einer kiirzlich beschriebenen Familie von
Polypeptiden, welche die Zelldifferenzierung und Proliferation regulieren. Weitere Mitglieder dieser Familie
sind die Mullerian Inhibitorsubstanz (Cate et al., 1986, Cell 45:685-698), die Inhibine (Mason et al., 1985,
Nature 318:659-663) sowie ein Protein aus einem Transcript des Decapentaphlegischen Genkomplexes aus
Drosophila (Padgett et al., 1987, Nature 325:81-84).

Der Transforming Growth Faktor-Beta (TGF-8) besteht aus zwei identischen Disulfid-verbriickten Unter-
einheiten mit einem jeweiligen Molekulargewicht von 13 000 (Assoian et al., 1983, J. Biol. Chem. 258:7155-
7160; Frolik et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:3676-3680; Frolik et al., 1984, J. Biol. Chem.
260:10995-11000). Dieser wurde aus verschiedenen Geweben, wie z.B. der Plazenta (Frolik et al., 1983,
Nature 325:81-84), Blutplatichen (Childs et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5312-5316; Assoian et
al., 1983, J. Biol. Chem. 258:7155-7160), Niere (Roberts et al., 1983, Biochemistry 22:5692-5698) und
demineralisierten Knochen (Seyedin et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:119-123) isoliert. In
Gegenwart von 10% Serum und epidermalem Wachstumsfaktor fSrdert TGF-g das freie Wachstum
normaler Nierenfibroblasten aus Ratten (Roberts et al., 1981, Proc. Nail. Acad. Sci. USA 78:5339-5343;
Roberis et al., 1982, Nature 295:417-419; Twardzik et al., 1985, J. Cell. Biochem. 28:288-297); in Gegenwart
von 10% Serum wird durch ihn die Koloniebildung von AKR-2B Fibroblasten induziert (Tucker et al., 1983,
Cancer Res. 43:1518-1586). TGF-8 ist auBerdem in der Lage, fetale Rattenmuskel-Mesenchym-Zellen zu
differenzieren und zur Produktion knorpelspezifischer Makromolekiile zu veranlassen (Seyedin et al., 1988,
J. Biol. Ghem. 261:5693-5695).

Im Gegensatz zu seiner Wirkung auf die Zellproliferation kann der aus menschlichen Thrombozyten
isolierte TGF-8 ebenso wie ein funktionell verwandtes Protein aus BSC-1-Zellen der Afrikanischen Grlinen
Meerkatze das Wachstum bestimmter Zellen in Kultur inhibieren (Tucker et al., 1984, Science 226:705-707).
AuBerdem konnte eine Wachstumshemmung mehrerer menschlicher Krebszellinien durch TGF-Beta gezeigt
werden (Roberts et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:119-123). Dieser inhibierende/stimulierende
Effekt von TGF-8 ist unter Umstinden von mehreren Faktoren, wie dem Zelityp und dem physiologischen
Zustand der Zellen abhingig (Sporn et al., 1986, Science 233:532-534).

cDNA-Klone, welche fiir Human- (Derynck et al., 1985, Nature 316:701-705), Mause- (Derynck et al.,
1986, J. Biol. Chem. 261:4377-4379) und Simian- (Sharples et al., 1987, DNA 6:239-244) TGF-8 kodieren,
wurden bereits isoliert. DNA-Sequenzanalysen dieser Kione weisen darauf hin, da8 TGF-g in Form eines
groBen Prekursor-Polypeptids synthetisiert wird, wobei dessen carboxy-terminales Ende unter Bildung des
maturierten TGF-8-Monomers abgespalien wird. Eine ausgeprégte Sequenzhomologie im gesamten Bereich
des Prekursor-Proteins wurde in samtlichen TGF-g-Faktoren mit oben genannter Abstammung gefunden.

Erst kiirzlich wurde aus demineralisierten Rinderknochen ein mit TGF-§ verwandtes Protein isoliert
(Seyedin et al., 1987, J. Biol. Chem. 262:1946-1949). Dieses Protein wurde auBerdem aus Schweinethrom-
bozyten (Cheifetz et al., 1987, Cell 48:409-415), einer menschlichen prostatischen Adenokarzinomzellinie,

PC-3 (lkeda et al., 1987, Biochemistry 26:2406-2410) sowie aus einer menschlichen Glioblastomzellinie

(Wrann et al., 1987, EMBO 6:1633-1636) isoliert. Eine partieile Aminoséuresequenzanalyse dieses Proteins
wies auf eine Homologie zu TGF-g hin, weshalb dieses Protein als TGF-82 bezeichnet wurde. Die friiher
isolierten Human(Derynck et al., 1985, Nature 316:701-705), Méuse(Derynck et al., 1986, J.Biol.Chem.
261:4377-4379) und Simian- (Sharples et al., 1987, DNA 6:239-244) TGF-g-Faktoren wurden als TGF-81
bezeichnet.

Auf die Grundlage meuern Forschungen wurde die Herstellung groBer Mengen von TGF-82 durch
eukaryontische Wirtszellen mdglich, welche mit rekombinanten DNA-Vektoren transfiziert sind, die TGF-82
kodierende Sequenzen enthalten. Diese werden durch expressionsregulierende Elemente kontrolliert. In
einer besonderen Ausfiihrungsform dieses Verfahrens erhdlt man flir den Human-TGF-82-Prekursor kodie-
rende cDNA-Klone aus einer cDNA-Genbank, hergestelit aus einer Tamoxifen-behandelten menschlichen
prostatischen Adenokarzinomzellinie PC-3. Aus der cDNA-Sequenz eines solchen Klones ergibt sich, da8
TGF-82 in Form eines Polypeptid-kursors mit 442 Aminosduren synthetisiert wird, aus dem die reife
(maturierte) TGF-g2-Untereinheit mit 112 Aminosduren durch proteolytische Spaltung erzeugt wird. Dieser
TGF-82-Prekursor mit der Bezeichnung TGF-82-442 zeigt eine 41%ige Homologie zum Prekursor von TGF-
81. GemdB einer weiteren Ausflhrungsform erhdlt man cDNA-Klone, welche fir den Simian-TGF-82-
Prekursor kodieren aus einer cDNA-Genbank einer Nierenzellinie BCS-40 aus Afrikanische Griine Meerkat-
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ze. Die cDNA-Sequenz eines solchen Kiones ergibt, daB FGF-82 ebenso als Prekursor-Polypeptid mit 414
Aminosduren synthetisiert wird, woraus die maturierte TGF-82-Untereinheit mit 112 Aminosduren durch
proteolytische Spaltung abgeleitet wird. Dieser TGF-82-Prekursor mit der Bezeichnung TGF-82-414 mit
einer Aminosduresequenz von 414 Aminosduren stimmt mit der Aminosduresequenz von TGF-82-442
tiberein, wobei allerdings ein einzelner Asparaginrest anstelle der 29 Aminos3uren langen Teilsequenz vom
Rest Numimer 116 bis zum Rest Nummer 144 der Human-TGF-82-442-Sequenz enthalten ist.

AuBerdem wurden in einer BSC-40 ¢DNA-Genbank fiir einen Simian-TGF-82-442-Prekursor kodierende
Klone sowie in einer Human-PC-3 cDNA-Genbank filr einen Human-TGF-82-414-Prekursor kodierende
Klone nachgewiesen. Die Human- und Simian-TGF-82-442-Prekursoren scheinen auf der Aminoséureebene
ebenso wie die Human- und Simian-TGF-82-414-Prekursoren absolut homolog zu sein .

Die maturierten 112 Aminosdure-Monomeren von TGF-81 und TGF-82 zeigen eine 71%ige Homologie.

Es wurden Expressionsvektoren hergestellt, welche die kodierende Sequenz flir den maturierten TGF-
B2-Faktor in Phase mit der Signal- und Prekursorsequenz von TGF-81 enthalten, und zur Transfektion von
Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) verwendet. Die dabei gebildeten Transfektanten
produzieren und sezernieren maturierten, biologisch aktiven TGF-82.

Die hierin verwendeten Abkurzungen besitzen folgende Bedeutung:

TGF-82: Ein Transforming Growth Fakior-Beta2 aus Menschen oder Affen, welcher im
wesentlichen die Aminosduresequenz etwa vom Aminos&urerest Nummer 331 bis
etwa zum Aminosdurerest Nummer 442 gemaB Fig. 1a umfaBt.

TGF-82-Prekursor:  Eine Gruppe von Transforming Growth Faktor-Beta2-Molekulen aus Menschen
oder Affen, welche eine Aminosduresequenz gemaR Fig. 1a etwa vom Aminos3u-
rerest Nummer 1 bis etwa zum Aminos3urerest 442, wobei die Aminosdurese-
quenz vom Aminosdurerest Nummer 116 bis zum Aminosdurerest 144 deletiert
und durch einen einzelnen Asparaginrest ersetzt ist, umfassen. Dieser Ausdruck
steht fiir einen TGF-Beta2-Prekursor mit der Bezeichnung TGF-82-442 oder TGF-
B2-414, welche vom Menschen oder vom Affen abgeleitet sind.

TGF-81-Prekursor: Simian-Transforming Growth Fakior-Betal-Prekursor und Signalsequenzen, welche
im wesentlichen etwa die Aminosiurereste Nummer 1 bis etwa 278 gemaB Fig.
1b umfassen.

Gegenstand der Erfindung ist der eingangs genannte

TGF-81/TGF-82-Hybrid-Prekursor:  Dieser ist ein neues Transforming Growth Faktor-Beta-Prekursor-

Molekiil, welches im wesentlichen eine Aminosiuresequenz etwa

vom Aminosdurerest Nummer 1 bis etwa zum Aminosdurerest

390 gemiB Fig. 1b umfaBi. In spezieller Weise umifaBt der neue

TGF-81/TGF-82-Hybrid-Prekursor eine Aminosiuresequenz vom

Aminosdurerest Nummer 30 bis zum Aminosdurerest Nummer
. 390 gemasB Fig. 1b.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die eingangs genannte Nukleotidsequenz, die flr einen
Transforming Growth Faktor-g1/Transforming Growth Faktor-g2-Hybrid-Prekursor kodiert und die dadurch
gekennzeichnet ist, daB sie im wesentlichen die kodierende Nukleotidsequenz vom Nukieotidrest Nummer
-70 bis zum Nukleotidrest Nummer 1755 gemé8 Fig. 1b umfaBt.

FIGURENBESCHREIBUNG

Fig. 1a: Nukleotidsequenz von Human-TGF-82-442 cDNA und abgeleitete Aminoséduresequenz. Das
2597 bp Insert von pPC-21 wurde in pEMBL subkloniert (Dante et al., 1983, Nucleic Acids
Res. 11:1645-1654) und an beiden Stringen unter Verwendung der Dideoxy-Kettenabbruch-
methode (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-5467) sequenziert. Es ist
sowohi die kodierende Sequenz als auch unmittelbar darliber die abgeleitete Sequenz
angegeben. Die Sequenz des maturierten TGF-82 ist eingerahmt und das Signalpeptid mit
einer Linie oberhalb gekennzeichnet. Potentielle Glycosylierungsstellen sind mit Sternchen
gekennzeichnet. Die mutmaBliche Signalsequenz-Schnittstelle ist mit einem Pfeil gekenn-
zeichnet. Die Nukleotidsequenz von Simian-TGF-82-414 cDNA ist mit der Human-TGF-82-
442 cDNA-Sequenz identisch, mit der Ausnahme, daB die Nukleotide 346 bis 432 (ge-
schwirzt), deletiert und durch die Sequenz AAT ersetzt sind. AuBerdem sind an verschiede-
nen Stellen der Sequenz stumme Vertauschungen von Nukleotiden gezeigt (angegeben
durch einzelne Buchstaben direkt unter dem ausgetauschen Nukleotid). Die fir den Simian-
TGF-82-414-Prekursor abgeleitete Aminos3duresequenz stimmt mit der Aminosduresequenz
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des Human-TGF-82-442-Prekursors Uberein, mit der Ausnahme, daB Asparagin die Amino-
s3urereste 116 bis 144 in der Human-TGF-82-442-Strukiurersetzt. Die Nukleotidsequenz von
Human-TGF-82-414 ¢cDNA wurde in dem durch gestrichelte Linien gekennzeichneten Bereich
sequenziert, wobei vollkommene Homologie zur Human-TGF-82-442 cDNA-Sequenz festge-
stelit wurde, mit der Ausnahme, daB die Nukleotide 346 bis 432 deletiert und durch die
Sequenz AAT ersetzt sind.
Nukleotidsequenz der Hybrid-TGF-81/TGF-82-Prekursor-DNA und die abgeleitete Aminosdu-
resequenz. Es ist sowohl die kodierende Sequenz als auch unmittelbar dariiber die abgeleite-
te Aminosiuresequenz gezeigt. Die Sequenz des maturierten TGF-82 ist eingerahmt und das
Prekursor-Signalpeptid mit einer Linie oberhalb gekennzeichnet. Glycosylierungsstellen sind
mit Sternchen gekennzeichnet. Die mutmaBliche Signalsequenz-Schnitistelle ist mit einem
Pfeil gekennzeichnet. Die kodierende Sequenz entspricht maturiertem Human-TGF-82. Die
kodierende Sequenz von Simian-TGF-g82 ist mit der Humansequenz fast identisch: Lediglich
drei stumme Basenaustausche wurden gefunden und sind mit einzelnen Buchstaben direkt
unter dem ausgetauschien Nukieotid gekennzeichnet. Einzelheiten zur cDNA-Klonierung von
TGF-82 und zur Konstruktion des TGF-81/TGF-g82-Hybridgens folgen im Text.
Schematisches Diagramm des TGF-81/TGF-82-Hybrid-Prekursor-Gens.
Restriktionsendonukleasekarten von pPC-14 (2.2 kb) und pPC-21 (2.3 kb). Die umrahmten
Bereiche stehen fiir die kodierenden Sequenzen des TGF-82-Monomers. ATG bezeichnet
das Methionin-Startcodon. Der Abstand zwischen ATG und der Kpnl-Schnittstelle in pPC-21
(2.3 kb) betragt ca. 420 bp. Der geschwirzie Bereich zeigt die Position des 84-bp-Inseris in
pPC-21 (2.3 kb).
Particlle DNA-Sequenzanalyse von pPC-14 (2.2 kb). Ein synthetisches Oligonukleotid 5'-
AGGAGCGACGAAGAGTACTA-3', weiches ca. 140 bp oberhalb (upstream) der Kpni-Schnitt-
stelle innerhalb des Inserts in pPC-21 (2.3 kb) hybridisiert, wurde als Primer zur DNA-
Sequenzierung verwendet. In diesen Bereich ist die Sequenz von pPC-14 (2.2 kb) (obere
Zeile) bis zu den Nukleotiden, weiche flir Asn-116 kodieren, identisch mit pPC-21 (2.3 kb).
Das 84-bp-insert in das Asn-116-codon von pPC-14 (2.2 kb), das in pPC-21 (2.3 kb)
gefunden wurde, ist auBerdem gezeigt. Die Kpnl-Schnittstelle innerhalb des Inseris ist
angegeben.
Homologien von Human-TGF-81- und TGF-82-442-Prekursorsequenzen.

a) Primdre Sequenzhomologie: Identische Reste sind eingerahmt. Potentielle Glycosylie-

rungsstellen in TGF-82 sind mit Sternchen gekennzeichnet, die potentielle Signalsequenz-

schnittstelle und die Schnittstelle des maturierten Polypeptids sind gekennzeichnet.

b) Punkimatrixvergleich mit Hilfe der Gene Pro-Software. Durch jeden Punkt wird ein

Bereich angegeben, worin 5 von 10 Aminos&uren identisch sind. Diagonale Linien weisen

auf homologe Bereiche hin.

" Northern Blot-Analyse von BSC-40 und PC-3 polyadenyiierter RNA. Polyadenylierte RNA

wird aus BSC-40 und PC-3 Zellen isoliert, auf einem Agarose-Formaldehydgel fraktioniert,
auf Hybond-N-Filter Ubertragen und mit einem [32P]-markiertem TGF-82 spezifischen Marker,
pPC-21 (Teil A) oder einem Gemisch von [32P]-markiertem TGF-82-und TGF-g1-(Sharples et
al., 1987) spezifischen Markern (Teil B) wie in Materials und Methoden beschrieben,
hybridisiert. Spur 1, BSC-40 polyadenylierte RNA (5 Mikrogramm); Spur 2, PC-3 poiyaden-
ylierte RNA (5 Mikrogramm).

Northern Bloi-Analyse von polyadenylierter RNA unterschiedlicher Herkunft. Polyadenylierte
RNA wurde aus MCF-7 (Human-Mammakarzinom), SK-MEL 28 (Human-Melanom), KB (Na-
sopharyngealkarzinom) und HBL-100 (Human-Mammaepithel) Zellen isoliert und durch Nor-
thern Blot-Hybridisierung mit einem TGF-g82-spezifischen Marker (pPC-21) gem&B der Be-
schreibung in Material und Methoden analysiert. Jede Spur enthdlt 5 Mikrogramm polyaden-
ylierter RNA aus SK-MEL 28 (Spur 1), MCF-7 (Spur 2), HBL-100 (Spur 3) oder KB (Spur 4)
Zelien.

Bioaktivitdtstest mit Rekombinantem TGF-82. 189, 125, Klon 38-Zellen werden bis zur
Konfluenz in 100 mm Gewebskulturschalen gezlichtet. Die Zellen werden dreimal mit
serumfreiem Medium gewaschen und 24 h in serumfreiem Medium inkubiert. Die Medien
werden gesammelt, gegen 0,2M Essigs&ure dialysiert und auf Inhibition der DNA-Synthese in
CCLbB4-Zellen wie beschrieben (Gentry et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:3418) getestet. In
diesem Test ergeben 3.3 pg eines gereinigten natlirlichen TGF-g81-Standards 50%ige Inhibi-
tion; fur die spezifische Aktivitdt von gereinigtem natlirlichen TGF-82 wurde etwa der halbe



70

15

20

25

30

35

45

50

55

AT 398433 B

Wert von TGF-81 bestimmt.

Fig. 6: Western Blot-Analyse rekombinanter Proteine sezerniert von 189, 12.5, Klon 36. Sauredialy-
sierte serumfreie konditionierte Medien von 189, 12,5, Klon 36 Zellen werden durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelekirophorese fraktioniert und durch Western-Blotting mit einem Antise-
rum gegen das synthetische NH2-YNTINPEASASPC-COOH wie beschrieben analysiert (Gen-
try et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:3418

Im einer bisher unverdffentlichten Patentanmeldung sind die Herstellung einer biologisch aktiven, maturier-
ten Form von TGF-82 aus der kodierenden Sequenz eines TGF-g-Prekursor-Genes und dessen Produkt
beschrieben. Das maturierte biologisch aktive TGF-82 kann durch Klonierung und Expression der kodieren-
den Nukleotidsequenz des TGF-g2-Prekursors in voller Lange oder eines seiner funktionalen Aquivalente in
einer Wirtszelle produziert werden, welche den Prekursor richtig prozessiert, so da8 maturierter TGF-82 mit
einer biologischen Aktivitit erzeugt wird, die sich von der Akiivitdt eines authentischen natlirlichen TGF-82
nicht unterscheidet. Funktionale Aquivalente der kodierenden Gesamtnukleotidsequenz des TGF-g82-Pre-
kursors beinhalten jegliche DNA-Sequenz, die bei Expression in einer geeigneten Wirtszelle die Synthese,
Prozessierung und den Export von maturiertem TGF-82 steuern kann. Daher kdnnen kodierende Prekursor-
Hybridsequenzen, wie z.B. die TGF-g1-Prekursor-Sequenz, die im richtigen Leserahmen mit der maturierten
TGF-82-Sequenz verbunden ist, konstruiert und zur Herstellung von biologisch aktivem TGF-82 verwendet
werden.

Zur Verdeutlichung kann das erfindungsgeméBe Verfahren in folgende Stufen aufgeteilt werden:

(a) Isolierung oder Generierung der kodierenden Sequenz fir einen TGF-g2-Prekursor;

(b) Konstruktion eines Expressionsvektors, welcher die Expression einer kodierenden Sequenz flir TGF-

82 steuert;

(c) Transfektion einer geeigneten Wirtszelle, welche das Gen repliziert und exprimiert und das Genpro-

dukt zur Produktion der maturierten, biologisch aktiven Form von TGF-82 prozessiert; und

(d) ldentifizierung und Reinigung des maturierten biologisch aktiven TGF-82.

Nach Identifizierung des Transfektanten, welcher eine hohe Expressionsrate flir bioaktives maturiertes
TGF-82 aufweist, wird erfindungsgema8 dieser Kion vermehrt und das exprimierte Genprodukt daraus
isoliert.

Das genannten Verfahren wird anhand von Beispielen beschrieben. Hierin werden cDNAs der kodieren-
den TGF-B2-Prekursorregion hergestelit, kloniert, sequenziert und zur Konstruktion eines Expressionsvek-
tors verwendet, welcher eine hohe Expressionsrate von TGF-2 in CHO-Zellen steuert. In einer speziellen
Ausfiihrungsform wird die gesamte Aminosduresequenz der maturieriten Form von Human-TGF-82 be-
stimmt, welche insgesamt eine Homologie von 71% mit TGF-81 aufweist. Unter Verwendung synthetischer
Oligonukieotidsonden wurden Kione einer PC-3 cDNA-Genbank identifiziert, welche fir TGF-82 kodieren.
Die DNA-Sequenzanalyse eines dieser Klone ergab, daB TGF-g2 ebenso wie TGF-81 in Form eines
gréBeren Prekursorproteins synthetisiert wird, woraus unter Abspaltung des carboxyterminalen Endes das
maturierte TGF-g2-Monomer entsteht. Wéhrend eine 71%ige Homologie zwischen TGF-g81 und TGF-82
maturierten Bereiche dieser Molekille zu beobachten ist, ergibt sich lediglich eine maximal 31%ige
Homologie innerhalb der restlichen Prekursorsequenz. Funktionale Unterschiede der aminoterminalen Berei-
che von TGF-81 und TGF-82 k&nnen daraus geschiossen werden.

in einer speziellen Ausfiihrungsform wird die Herstellung groBer Mengen von biologisch aktivem TGF-
82 durch Expression des neuen erfindungsgeméBen TGF-81/TGF-g2-Hybridgens in CHO-Zellen erreicht.

Die verschiedenen Aspekte des genannten Verfahrens werden im folgenden sowie in den Beispielen
ndher beschrieben.

Isolierung und Erzeugung der TGF-g2-kodierten Region

Die kodierende Nukleotidsequenz fiir TGF-g2 ist in Fig. 1a dargestelit. Zur Durchfilhrung des Verfah-
rens kdnnen die darin dargestellten Nukleotidsequenzen oder Fragmente oder funktionale Aquivalente
davon zur Erzeugung des rekombinanten Molekiils verwendet werden, welches die Expression des TGF-82-
Produktes in einer geeigneten Wirtszelle steuert. Gem&B einer speziellen Ausflihrungsform wird das TGF-
B1/TGF-82-Hybridgen (Fig. 1b) hergestellt und zur Transfektion von CHO-Zellen verwendet. Transfektanten
mit einer Produktionsrate von 500 Lg maturiertem biologisch aktivem TGF-82 pro mi Kulturmedium wurden
isoliert.

Aufgrund der Degeneration der kodierenden Nukleotidsequenz kdnnen andere DNA-Sequenzen, welche
fiir Aminosduresequenzen kodieren, die den Sequenzen gemaB Fig. 1a und 1b im wesentlichen gleichen,
zur Kionierung und Expression von TGF-82 verwendet werden. Derartige Verdnderungen beinhalten
Deletionen, Additionen oder Substitutionen unterschiedlicher Nukleotidreste, welche zu einer Sequenz
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fiihren, die fiir ein identisches oder funktional dquivalentes Genprodukt kodiert. Das Genprodukt kann
Deletionen, Additionen oder Substitutionen von Aminosdureresten innerhalb der Sequenz aufweisen, welche
zu stummen Verdnderungen flihren und wodurch ein bioaktives Produkt erzeugt wird. Derartige Aminos&u-
resubstitutionen kénnen auf der Grundlage von Ahnlichkeiten in der Polaritdt, Ladung, Lslichkeit, Hydro-
phobizitat, Hydrophilie und/oder der amphipathischen Natur der betreffenen Reste erfolgen. Beispielsweise
umfassen negativ geladene Aminosduren Asparaginsiure und Giutaminséure; positiv geladene Aminosau-
ren umfassen Lysin und Arginin; Aminos3uren mit ungeladenen polaren Kopfgruppen oder unpolaren
Kopfgruppen mit vergleichbarer Hydrophilie beinhalten: Leucin, Isoleucin, Valin; Glycin, Alanin; Asparagin,
Glutamin; Serin, Threonin; Phenylalanin, Tyrosin.

Die kodierende Nukieotidsequenz fiir TGF-82 kann man aus Zellen erhalten, weiche eine TGF-82
shnliche Aktivitdt aufweisen. Die kodierende Sequenz kann man durch cDNA-Klonierung von RNA erhalten,
welche aus derartigen Zellen durch genomische Klonierung isoliert und gereinigt wurde. Man kann entweder
cDNA- oder genomische Genbanken von Kionen herstellen, weiche mit Hilfe von aus dem Stand der
Technik bekannten Verfahren, z.B. unter Verwendung von Restriktionsenzymen aus DNA-Fragmenten
erzeugt wurden. Die Genfragmente, welche fiir TGF-82 kodieren, k&nnen durch Screening soicher Genban-
ken mit einer Nukleotidsonde nachgewiesen werden, welche zu einem beliebigen Teil der in Fig. 1a
dargestellten Sequenz im wesentlichen komplementr ist. Klone mit der Gesamtsequenz, d.h. Klone, welche
den gesamten kodierenden Bereich des TGF-2-Prekursors enthalien, kdnnen selektiert und exprimiert
werden.

Gemi8 einer anderen Ausfiihrungsform kann die kodierende Sequenz in Fig. 1a als ganzes oder
teilweise unter Verwendung von bekannten chemischen Methoden synthetisiert werden (s. z.B. Caruthers et
al., 1980, Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 7:215-223; Crea und Horn, 1980, Nuc. Acids. Res. 9(10):2331;
Matteucei und Caruthers, 1980, Tetrahedron Letters 21:719 und Chow und Kempe, 1981, Nuc. Acids. Res.
9(12):2807-2817). Andererseits kdnnte das Protein dadurch hergestellt werden, daB man mit Hilfe von
chemischen Methoden die Aminosduresequenz in Fig. 1a als Ganzes oder teilweise synthetisiert. Beispiels-
weise kénnen Peptide mit Hilfe der Festphasensynthese auf einem Beckman 990-Gerat hergestelit werden,
und anschlieBend wie beschrieben (L.E. Geniry et al., 1983, J. Biol. Chem. 258:11219-11228; L.E. Geniry
and A. Lawion, 1986, Virology 152:421-431) abgespalten werden. Zur Reinigung kann man praparative
hochauflsende Flissigchromatographie verwenden. Die Peptidzusammensetzung kann durch Aminoséure-
analyse bestimmt werden.

Gem4B einer speziellen Ausfiihrungsform in den hierin beschriebenen Beispielen erhdit man die TGF-
B2-kodierende Sequenz durch Kionierung der cDNA der kodierenden Sequenz des Human-TGF-82-
Prekursors, abgeleitet von polyadenylierter RNA. Diese wurde aus einer Tamoxifen-behandelten menschli-
chen prostatischen Adenokarzinomzellinie PC-3 isoliert, deren TGF-82-Produktion bereits nachgewiesen
war. Der gesame kodierende Bereich eines cDNA-Klons wurde sequenziert und mit der verdffentlichten
Sequenz flir Human-TGF-81 verglichen (s. Fig. 2).

Die DNA-Sequenzanalyse von TGF-82-cDNA-Klonen zeigt, daB TGF-g2 ebenso wie TGF-g1 als groBes
Prekursorprotein synthetisiert wird, dessen carboxyterminales Ende unter Bildung des maturierten 112
Aminosduren langen TGF-82-Monomers abgespaiten wird. Flir TGF-82 wurde ein Molekulargewicht von 24
000 nachgewiesen, wobei das Molekiil aus zwei disulfidverbriickten 13 000 Dalton groBen Untereinheiten
besteht (lkeda et al., 1987, Biochemistry 26:2406-2410; Cheifetz et al., 1987, Cell 48:409-415). Zur
Produktion von maturiertem TGF-82 ist daher sowohl eine entsprechende proteolytische Spaltung als auch
die Bildung intra- und intermolekularer Disulfidbriicken erforderlich. Eine aminoterminale hydrophobe
Leadersequenz (Reste 3-19) ist im Prekursor nachweisbar und kann fir das Ausschleusen des Proteins aus
der Zelle verantwortlich sein. Maturierter TGF-82 kann wahrend dieses Vorgangs mit dem restlichen Teil
des Prekursors noch verbunden sein.

TGF-82 zeigt gegeniiber TGF-81 im maturierten Bereich des Prekursors eine 71%ige Homologie, die
auf funktionale Ahnlichkeiten hinweist. Hierfiir gibt es experimentelle Hinweise (Seyedin et al., 1987, J. Biol.
Chem. 262:1946-1949; Cheifetz et al., 1987, Cell 48:409-415). Der aminoterminale Bereich der Prekursorre-
gion aus Human-, Nager- und Simian-TGF-81 (Derynck et al., 1985, Nature 316:701-705; Derynck et al.,
1986, J. Biol. Chem. 261:4377-4379; Sharples et al., 1987, DNA 6:239-244) weist einen hohen Konservie-
rungsgrad auf und deutet darauf hin, daB dieser Teil des Molekiils eine wichtige biologische Funktion
besitzen kdnnte. Im Gegensatz dazu ist lediglich eine 31%ige Homologie zwischen den N-terminalen
Prekursorbereichen von TGF-81 und TGF-82 zu beobachten. Nach Abspaltung des wahrscheinlichen
Signalpeptids wiirde der TGF-g2-Prekursor eine groBere Anzahl von Aminosduren als der TGF-81-
Prekursor besitzen. Die primdren Strukturunterschiede innerhalb des aminoterminalen Bereichs des TGF-
g1- und TGF-g2-Prekursorproteins kdnnen auf funktionalen Unterschieden beruhen. Es werden jedoch
auffillig homologe Bereiche innerhalb der Prekursoren in isolierten Blocks gefunden, weliche eine Konser-
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vierung wichtiger funktionaler Doménen auch innerhalb der N-terminalen Prekursorregion andeuten.

Northern Blot-Analysen ergaben gréBenmisig zwei Hauptklassen von TGF-g2-spezifischer mRNA mit
4.1 und 6.5 kb in BSC-40-Zelien. Tamoxifen-behandelte PC-3-Zellen enthalten drei TGF-g2-Transcriptionen
mit 4.1 kb, 5.1 kb und 6.5 kb. Diese unterschiedlichen Gr8en kdnnen durch differentielles RNA-Spleissen
und/oder Polyadenylierung, wie bereits flir andere Gene beschrieben (Helfman et al., 1986, Mol. Cell. Biol.
6:3582-3505; Sayre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2941-2945, verursacht werden. Vorldufige
Analysen eines weiteren TGF-82-cDNA-Kions ergaben am 3'-Ende einen nicht-translatierten Bereich,
welcher annzhernd 1 kb griBer ist als der entsprechende Bereich in pPC-21 und pPC-14 und der
auBerdem eine unterschiedliche Polyadenylierungsstelle aufweist. Daraus kann geschlossen werden, daB
eine alternative Polyadenylierung eine Ursache ist, die zur Erzeugung multipler TGF-82-mRNAs (wie in
Northern Blots beobachtet) flhrt.

BSC-40-Zellen enthalten vergleichbare Mengen von TGF-81- und TGF-g2-spezifischen Transcriptionen;
Tamoxifen-behandelte PC-3-Zellen enthalten mehr TGF-81-mRNA als TGF-g2-mRNA (Fig. 3b). Letzteres
Ergebnis ist nicht zu erwarten, da diese Zellen mehr TGF-$2-Protein als TGF-81 produzieren (lkeda et al,
1987, Biochemistry 26:2406-2410). Daraus kann auf eine posttranscriptionale Regulation der Synthese
dieser Wachstumsmodulatoren geschlossen werden. Versuche zum besseren Verstehen der transcriptiona-
len und translationalen Kontrollmechanismen, die zur Produktion von TGF-81 und TGF-82 flihren, werden
durchgefiinrt. Die Herstellung adequater Mengen von TGF-82 mit Hilfe der DNA-Rekombination, wie bereits
fiir TGF-81 durchgefiihr, solite der Durchfiihrung weiterer Experimente zur Erforschung der verschiedenen
Effekte dieses Proteins dienen.

GemiB einer weiteren Ausflihrungsform wurde die TGF-g2-kodierende Sequenz durch cDNA-Klonie-
rung der kodierenden Sequenz des Simian-TGF-g2-Prekursors hergestelit. Letzterer wurde von polyaden-
ylierter RNA abgeleitet, die aus der BSC-40-Zellinie afrikanischer griiner Meerkatzen isoliert wurde. Die
gesamte kodierende Region eines cDNA-Klons wurde sequenziert. Daraus ergaben sich identische Amino-
sduresequenzen des Human- und Simian-TGF-g2-Prekursors und eine anndhernde Identit4t ihrer Nukleotid-
sequenzen.

Konstruktion eines Expressionsvektors mit der TGF-82 kodierenden Sequenz

Zur Expression von biologisch aktivem, maturiertem TGF-82 sollte ein Expressionsvektor/Wirtssystem
gewahlt werden, welches nicht nur hohe Transcriptions- und Translationsraten, sondern auch die richtige
Prozessierung des Genproduktes bewirkt. Dies ist insbesondere wichtig bei Verwendung der gesamten
kodierenden Sequenz eines TGF-82-Prekursors im Expressionssystem, da die maturierte Form von TGF-82
wahrscheinlich {ber zelluldre Prozessierungsvorgange vom Prekursorprodukt abgeleitet wird. Zusétzlich
kann ein Expressions/Wirtszellen-System ausgewahit werden, welches das Genprodukt sezerniert.

Anscheinend wird der maturierte TGF-82, ein disulfidverbriicktes Homodimeres mit 112 Aminosduren

pro Unterejnheit, durch zelluldre Prozessierung gebildet. Hierbei erfolgt eine proteolytische Spaltung
zwischen den Aminos3uren Arg-Ala des Prekursors (Reste 330 und 331 in Fig. 1a).
Zusitzlich enthalt der TGF-82-Prekursor drei potentielle N-Glycosylierungsstelien, welche in der maturierten
Form nicht zu beobachten sind; eine richtige Glycosylierung des Prekursors kann fir die zelluldre Synthese
und Freisetzung oder Sekretion des maturierten Molekdils entscheidend sein. Der maturierte TGF-82 umfaBt
ein disulfidverbriicktes Dimer mit neun Cysteinresten je Untereinheit. Einige dieser Reste sind an intermole-
kularen Disulfidbriicken, andere an intramolekularen Disulfidbrlicken beteiligt, wodurch die Tertiérstruktur
und die Konfiguration des maturierten Molekils und als Folge davon dessen biologische Aktivitdt beeinfluBt
wird. Die Fahigkeit der im Expressionssystem verwendeten Wirtszelle zur korrekten Expression und
Prozessierung des TGF-g2-Genproduktes ist daher fiir die Produktion eines biologisch akiiven maturierten
TGF-82 von Bedeutung.

Eine Vielzahl von Tierzellen/Expressionsvekiorsystemen (d.h. Vektoren, welche die zur Steuerung der
Replikation, Transcription und Translation der TGF-82-kodierenden Sequenz in einer geeigneten Wirtszelle
enthalten) kdnnen vom Fachmann in gleicher Weise verwendet werden. Beispiele hierfiir sind Systeme mit
viralem Expressionsvektor und S3ugerwirtszelle (z.B. Cytomegalovirus, Vaccinavirus, Adenovirus u.dgl.);
Systeme mit einem Insektenvirus-Expressionsvektor und einer insektenzelle (z.B. Baculovirus); oder nicht-
virale Promotor-Expressionssysteme als dem Genom von S&ugerzellen (z.3. M3ause-Metallothionein-Promo-
ter).

Die Expressionselemente dieser Vektoren variieren in Stérke und Spezifitdt. In Abhéngigkeit des
verwendeten Wirts/Vektorsystems kdnnen beliebige Transcriptions- und Translationselemente aus einer
Vielzahl von geeigneten Elementen verwendet werden. Wenn z.B. in einem Sdugetierzellsystem kloniert
wird, kdnnen z.B. Promotoren aus dem Genom von Sdugetierzelien (2.B. Miuse-Metallothionein-Promoter)
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oder aus Viren, welche in diesen Zelien wachsen (z.B. Vaccinavirus 7.5 K Promoter) verwendet werden. Mit
Hilfe von rekombinanten DNA oder synthetischen Methoden hergestellie Promotoren kénnen ebenso zur
Transcription der insertierten Sequenzen verwendet werden.

Spezifische Initiationssignale sind fUr eine ausreichende Translation der insertierten proteinkodierenden
Sequenzen erforderlich. Diese Signale beinhalten das ATG-Staricodon und die daran angrenzenden
Sequenzen. Fiir den Fall, daB das gesamte TGF-82-Gen einschlieBlich seines eigenen Startcodons und der
daran angrenzenden Sequenzen in geeignete Expressionsvektoren insertiert wird, sind keine weiteren
Translationskontrollsignale erforderlich. Wenn jedoch nur ein Teil der kodierenden Sequenz insertiert wird,
miissen exogene Translationskontrollsignale sowie das ATG-Startcodon eingefiihrt werden. AuBerdem ist es
erforderlich, daB das Startcodon mit dem Leserahmen der TGF-g82-kodierenden Sequenz in Phase insertiert
wird, um die Translation des gesamten Inserts zu gewahrleisten. Die erwdhnten exogenen Translationskon-
trolisignale und Startcodons kdnnen sowohi natlirichen als auch synthetischen Ursprungs sein. Die
Effektivitdt der Expression kann mit Hilfe von Transcriptions-Attenuationssequenzen, Enhancerelemenien
usw. verstérkt werden.

Jede beliebige bekannte Methode zur Insertion von DNA-Fragmenten in einen Vektor kann zur
Konstrukiion des Expressionsvekiors der das TGF-8-Gen und geeignete Transcriptions/Translations-Kon-
trolisignale enthilt, verwendet werden. Diese Verfahren umfassen in vitro-DNA-Rekombinationstechniken,
synthetische Techniken und in vivo-Rekombinationen (genetische Rekombination).

Bei Verwendung eines Adenovirus als Expressionsvektor kann die TGF-g2-kodierende Sequenz an
einen Adenovirus-Transcriptions/Transiations-Kontrollkomplex (z.B. die Late Promoter und die Tripartite
Leader-Sequenz) ligiert werden. Diese chimeren Gene k&nnen dann in das Adenovirus-Genom durch in
vitro- oder in vivo-Rekombination insertiert werden. Eine Insertion in eine nicht-essentielle Region des
viralen Genoms (z.B. Region E1 oder E3) fiihrt zu einem lebensfihigen rekombinanten Virus, welches zur
Expression von TGF-82 im infizierten Wirt beféhigt ist. In dhnlicher Weise kann der Vaccina 7.5 K-Promoter
verwendet werden.

Ein anderes Expressionssystem zur Expression von TGF-82 ist ein Insekiensystem. In einem dieser
Systeme wird als Vektor zur Expression fremder Gene das Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus (AcNPV) verwendet. Das Virus wichst in Spodoptera frugiperda-Zellen. Die TGF-g2-kodierende
Sequenz kann in nicht-essentiellen Bereichen (z.B. dem Polyhedringen) des Virus kloniert und von ginem
AcNPV-Promoior (z.B. dem Polyhedrin-Promotor) kontrolliert werden. Nach erfolgter Insertion der TGF-g82-
kodierenden Sequenz ist eine Inaktivierung des Polyhedringens und die Produktion unverschlossener
rekombinanter Viren (d.h. Viren mit fehlender Polyhedringen-kodierter proteinhaltiger Hiille) zu beobachten.
Diese rekombinanten Viren werden dann zur Infektion von Spodopiera frugiperda-Zellen verwendet, in
denen das insertierte Gen exprimiert wird.

Zusitzlich kann ein Wirtszellstamm gewi#hlt werden, welcher die Expression der insertierten Sequenz
moduliert oder das Genprodukt auf gewiinschte Weise modifiziert und prozessiert. Die Expression bestimm-
ter Promotoren kann in Gegenwart bestimmter Induktoren (z.B. Zink- und Cadmiumionen flr Metallothion-
einpromotoren), erhdht werden. Somit kann die Expression von gentechnisch erzeugtem TGF-82 konirolliert:
werden. Dies ist von Bedeutung, wenn das produzierte Protein des klonierten Fremdgens auf die Wirtszelle
letal wirkt. AuBerdem sind Modifikationen (z.B. Glycosylierung) und Prozessierung (z.B. Spaltung) des
produzierten Proteins flir die Funktion des Proteins von Bedeutung. Unterschiedliche Wirtszellen besitzen
charakteristische und spezifische Mechanismen zur postiranslationalen Prozessierung und Modifikation von
Proteinen. Geeignete Zellinien oder Wirtssysteme kdnnen zur Gewahrleistung der richtigen Modifikation und
Prozessierung des exprimierten Fremdproteins ausgewé&hlt werden.

Identifizierung von Transfektanten oder Transformanten, welche das TGF-82 Genprodukt exprimieren

Die die rekombinante TGF-g82-kodierende Sequenz enthaltenden Wirtszellen, welche das biologisch
aktive, maiurierte Produkt exprimieren, kdnnen mit Hilfe von wenigstens vier aflgemeinen Verfahren
identifiziert werden:

(a) DNA-DNA-Hybridisierung;

(b) Anwesenheit oder Abwesenheit von "Marker"-Genfunktionen;

(c) Bestimmung der Transcriptionsrate, wie z.B. durch Messung der Expression des TGF-g2-mRBNA-

Transcriptes in den Wirtszellen; und
(d) Detektion des maturierten Genproduktes Uber einen Immunoassay und schiieBlich dessen biologische
Aktivitat. '

In einem ersten Versuch kann die Anwesenheit der insertierten TGF-S2-kodierenden Sequenz im

Expressionsvektor durch DNA-DNA-Hybridisierung nachgewiesen werden, wobei als Sonden Nukleotidse-
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quenzen verwendet werden. Diese weisen Homologien zur kodierenden Sequenz von TGF-82 (im wesentli-
chen gemaB Fig. 1a) oder zu Teilen oder Derivaten davon auf.

In einem zweiten Versuch kann das rekombinante Expressionsvektor/Wirtssystem durch Abwesenheit
oder Anwesenheit bestimmter "Marker"-Genfunktionen (z.B. Thymidinkinase-akiivitdt, Antibiotikaresistenz,
Methotrexatresistenz, Transformationsphenotyp, Occlusionskdrperbildung im Baculovirus, usw.) identifiziert
und selektioniert werden. Wenn z.B. die TGF-g2-kodierende Sequenz in eine Marker-Gensequenz eines
Vektors insertiert wird, kdnnen diejenigen Rekombinanten durch die Abwesenheit der Marker-Genfunktion
identifiziert werden, welche die TGF-82-kodierende Sequenz enthalten. Andererseits kann eine Marker-
Gensequenz zusammen mit der TGF-82-Sequenz unter Kontrolle desselben oder eines weiteren Promotors
zur Kontrolle der TGF-82-kodierenden Sequenz gestellt werden. Die Expression des Markers nach Induktion
oder Selektion weist auf die Expression der TGF-g82-kodierenden Sequenz hin.

In einem dritten Versuch kann die Transcriptionsaktivitdt flir die TGF-82-kodierende Region mit Hilfe
von Hybridisierungsversuchen bestimmt werden. Beispielsweise kann polyadenytierte RNA isoliert und
durch Northern Blotting analysiert werden. Hierzu wird eine zur gesamten oder teilweisen TGF-82-
kodierenden Sequenz homologe Sonde verwendet. AuBerdem kdnnen alle Nukleinsduren der Wirtszelle
extrahiert und durch Hybridisierung mit den oben genannten Sonden verwendet werden.

In einem vierten Versuch kann die Expression des maturierten Proteinproduktes immunologisch z.B.
durch Western Blots, Immunoassays, wie der Radioimmuno-Prézipitation, enzymgebundene Immunoassays
u.dgl. bestimmt werden. Der letzte Test zur Beurteilung des Expressionssystems beinhaltet die Detektion
von biologisch aktivem TGF-82-Genprodukt. Wird das Genprodukt durch die Wirtszelle sezerniert, kann das
zelifreie Medium der kultivierten transfizierten Wirtszelle auf TGF-82-Aktivitdt getestet werden. Wird das
Genprodukt nicht sezerniert, kbnnen Zell-Lysate auf die gesuchte Aktivitdt hin getestet werden. In beiden
Fillen kdnnen biologische Tests, wie der hierin beschriebene Wachstumsinhibitionstest oder die Stimulie-
rung des verankerungsunabhingigen Wachstums in Targetzellen (Twardzik und Sherwin, 1985, J. Cell.
Biochem. 28:289-297; Delarco und Todaro, 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:4001-4005) oder &hnliche
Tests verwendet werden.

Nach einmaliger Identifizierung eines Klons, welcher groBe Mengen von biologisch aktivem maturiertemn
TGF-82 produziert, kann dieser Kion vermehrt und TGF-82 unter Verwendung bekannter Techniken
gereinigt werden. Solche Verfahren sind die Immunoaffinitdtsreinigung, chromatographische Methoden
einschlieBlich der hochaufisenden Flissigchromatographie und andere.

BEISPIEL 1: Klonierung des TGF-g2-Prekursors aus PC-3-Zellen

Die folgenden Beispiele beschreiben die cDNA-Klonierung der TGF-g2-Prekursor kodierenden Sequen-
zen aus der menschlichen prostatischen Adenokarzinomzellinie PC-3, aus der TGF-82 bereits friiher isoliert
wurde.

Die folgenden Verfahren wurden zur Klonierung von cDNAs verwendet, welche flir den Human-TGF-82-
Prekursor kodieren.

Zichtung der Zellen und Exiraktion der RNA

Die menschliche prostatische Adenokarzinomzellinie PC-3 wurde in einem Tamoxifen-haltigen Medium
wie bereits beschrieben (lkeda et al., 1987, Biochemistry 26:2406-2410) gezlichtet. MCF-7-Zellen wurden in
Dulbecco's modifiziertem Eagle's-Medium mit einem Gehalt von 10% fetalen Kélberserum und 6 Einhei-
ten/m! Insulin geziichtet. Alle anderen Zellinien wurden in dem gleichen insulinfreien Medium gezlichtet.
Polyadenylierte RNA wurde durch Oligo[dT]-Cellulosechromatographie isoliert (Purchio und Fareed, 1979, J.
Virol. 29:763-769).

Konstruktion der cDNA-Genbank und Screening

Doppelstréangige cDNA wurde, ausgehend von polyadenylierter RNA synthetisiert, welche aus PC-3-
Zellen nach 24-stlindiger Behandlung mit Tamoxifen isoliert wurde (Maniatis et al., 1982, in Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York). cDNA-Faktionen
mit mehr als 1000 Basenpaaren wurden in Lambda gt10 wie beschrieben kloniert (Webb et al., 1987, DNA
6:71-79). Die Genbank wurde zuerst mit einer [32P]-markierten 24fach degenerierten Sonde zweifach
gescreent. Die verwendete Sonde ist komplementdr zu der fiir die Aminosduresequenz WKWIHEP kodie-
renden DNA (Sonde 1), welche in TGF-81 und TGF-82 konserviert ist:
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[5’~GGTTCGTGTATCCATTTCCA-3 ‘]
C A G C
A

Positive Klone wurden anschiieBend mit einer zweiten 128-fach degenerierten Sonde gescreent, weiche zu
der fir die Aminos3uresequenz CFRNVQD kodierenden DNA (Sonde 2) komplementdr ist; flnf dieser
sieben Aminoséiuren sind spezifisch flr TGF-g2:

[ 5’ TCTTGAACGTTTCTGAAGCA=3" ]
C C A C A A
G
T

Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C in 6XSSC, 5X Denhart's L&sung (L&sungen definiert in "Molecular
Cloning” A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press), 0,15 mM Pyrophosphat, 100 wg/ml
denaturierter Kalbsthymus-DNA, 100 wg/ml Hefe tRNA und 1 mM EDTA (Maniatis et al., 1982, in Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York). Die Filter wurden
bei 42°C in 2XSSC (L&sungen definiert in "Molecular Cloning” A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
Laboratory Press), 0,1% NaDodecylsulfat, viermal 30 min gewaschen. Mehrere cDNA-Kione wurden isoliert,
welche mit beiden Sonden hybridisierten und wurden in pEMBL (Dante et al., 1983, Nucleic Acids Res.
11:1645-1654) subkloniert. Ein Kion (pPC-21) mit einem 2.6 kb Insert wurde beidstranging mit Hilfe der
Dideoxykettenabbruchmethode sequenziert, wobei verschiedene Restriktionsfragmente und Exonuklease il-
Deletionsfragmente zusammen mit spezifischen Oligonukleotidprimern (Henikoff, 1984, Gene 28:351-359)
verwendet wurden. Ein weiterer Klon (pPC-14) mit einem 2.2 kb Insert wurde teilweise sequenziert Eine
Dot-Matrixanalyse wurde auf einem IBM AT-PC unter Verwendung der Gene Pro-Software von Riverside
Scientific Enterprises (Seattle, WA) durchgeflihrt.

Northern Blot Analyse

Polyadenylierte RNA wurde auf einem 1%igen Agaroseformaldehydgel (Lehrach et al., 1977, Biochemi-
stry 16:4743-4751) fraktioniert, auf eine Nylonmembran Ubertragen (Hybond, Amersham) und mit einer
[32P]-markierten Sonde hybridisiert. Die Hybridisierung wurde bei 42°C in 50% Formamid mit 0,9 M NaCl,
50 mM Natriumphosphat (pH 7,0), 5 mM EDTA, 0,1% NaDodecylsulfat, 4X Denhardt's LGsung, 0,4 mg/ml
Hefe-tRNA und 0,25 mg/m! denaturierter Kalbsthymus-DNA durchgefiihrt. Die Filter wurden bei 65°C in
025X SSC, 0,1% NaDodecylsulfat gewaschen, getrocknet und auf einen Cronex-4-ROntgenfilm (DuPont)
unter Verwendung eines Lightening Plus-Verstérkerschirms (DuPont) aufgelegt.

ERGEBNISSE

Eine cDNA-Genbank wurde unter Verwendung von polyadenylierter, aus Tamoxifen behandelten PC-3-
Zellen isolierter RNA aufgestellt. Frilhere Beobachtungen wiesen darauf hin, daB eine Tamoxifen-Behand-
lung zu einer 2- bis 5-fachen Zunahme der Sekretion von TGF-g2 fiihrt (lkeda et al., 1987, Biochemistry
26:2406-2410). Die Genbank wurde mit den Sonden 1 und 2 wie oben beschrieben gescreent. Man erhielt
funf Klone, welche mit beiden Sonden hybridisierten: Ein Klon (pPC-21) mit einem Insert von 2.6 kb wurde
fur die Sequenzierung ausgewahit. Ein weiterer Kion (pPC-14) mit einem Insert von 2.2 kb wurde teilweise
sequenziert. Die DNA- und die davon abgeleiteten Aminos&uresequenzen sind in Fig. 1 gezeigt.

pPC-21 enthilt einen einzigen offenen Leserahmen, welcher flir ein abgeleitetes Polypeptid mit 442
Aminosduren kodiert; die 112 carboxyterminalen AminosZuren umfassen das maturierte TGF-g§2-Monomer
(in Fig. 1a eingerahmt). Auf das erste durch den offenen Leserahmen kodierte Methionin folgt unmittelbar
eine Reihe hydrophober und ungeladener Aminosguren, charakteristisch fiir ein Einzelpeptid (in Fig. ta
durch eine Linie Uber der Sequenz gekennzeichnet). Weder die Nukleotidsequenz fiir dieses Methionin
noch die Nukleotidsequenzen flir die nichsten zwei Methionine im offenen Leserahmen stehen in Uberein-
stimmung mit der Consensus-Sequenz fiir die Methionin-Startsequenz (Kozak, 1986, Cell 44:283-292). Da
die Translation gewdhnlich am ersten Methionin in einem offenen Leserahmen beginnt und da zu TGF-81
homologe Bereiche (wie hierin diskutiert) oberhalb (in 5'-Richtung) des zweiten Methionins zu beobachten
sind, wurde das erste Methionin versuchsweise als Startsignal fiir die Translation festgesetzt. Daraus ergibt
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sich, daB TGF-82 ebenso wie TGF-81 als Teil eines sehr viel groBeren sezernierten Prekursors exprimiert
wird. Der pPC-21-Klon enthdit 467 bp oberhalb (in 5™-Richtung) des mutmaBlichen Methionin-Startsignals
und eine 3'-untranslatierte Region von etwa 800 bp einschlielich einer Poly(A)-Folge. Flinfzehn Basen
oberhalb davon stromaufwirts; in 5'-Richtung) befindet sich eine Polyadenylierungs-Signalsequenz (Proud-
foot and Brownlee, 1976, Nature 263:211-214).

Die Nukleotidsequenz-Homologie innerhalb der kodierenden Regionen von TGF-81 und TGF-82 pPC-
21 cDNA Kionen betrigt 53%. Die flir das maturierte Protein kodierenden Bereiche weisen eine 57%ige
Homologie auf, wahrend die Stromaufwirts-Prekursor-Region eine 48%ige Homologie zeigt. Nach optimaler
Anordnung der beiden Sequenzen waren mehrere Nukleotidinsertionen in der TGF-82-Prekursor-Region,
eine davon mit 75 Nukleotiden, zu beobachten. Inwiefern diese Insertionen durch Anwesenheit zusétzlicher
Exons in TGF-82 verursacht werden, ist nicht bekannt. Eine signifigkante Homologie zwischen den DNA-
Sequenzen in den nicht-kodierenden Bereichen der beiden Klone war nicht zu zu beobachten. TGF-g1
weist ausgedehnte G-C-reiche nichtkodierende Bereiche auf, wéhrend TGF-82 ausgedehnte A-T-reiche
nicht-kodierende Bereiche zeigt. Beide cDNA-Klone enthaiten wiederkehrende Strukturmuster im 3'-nichtko-
dierenden Bereich mit Wiederholungen in TGF-81, bestehend aus (Purin)CCCC (Sharples et al., 1987, DNA
6:239-244) und in TGF-82, bestehend aus ATG oder A (Pyrimidin)(Purin).

Restriktionsanalysen vieler Klone fiihrten zu dem Ergebnis, da8 einem Klon (pPC-14) eine Kpnl-
Schnittstelle im aminoterminalen Teil der fiir TGF-82 kodierenden Sequenz fehit. Restriktionsanalysen flir
pPC-14 und pPC-21 sind in Fig. 1d angegeben. pPC-14 wurde mit Hilfe eines zu den Nukleotiden 277 bis
296 in Fig. 1a komplementéren Primer-Oligonukleotids (20 Nukleotide) in einem Bereich von etwa 100
Nukleotiden im betreffenden aminoterminalen Ende sequenziert. Die Ergebnisse zeigten, daB der Klon pPC-
14 eine Deletion von 87 Nukleotiden (Nukleotidpositionen 346 bis 432 in Fig. 1a; s. auch Fig. 1e) enthal,
welche fiir die fehlende Kpnl-Schnittstelle verantwortlich ist und durch die Sequenz AAT, dem Codon fiir
Asparagin, ersetzt ist. Die Ergebnisse weisen darauf hin, daB der Klon pPC-14 fiir einen kirzeren TGF-82-
Prekursor mit 414 Aminosduren kodiert, welcher sich von der durch pPC-21 kodierten Sequenz lediglich
durch eine Deletion der Aminos3urereste 116 bis 144 unterscheidet, die durch einen einzelnen Asparagin-
rest ersetzt sind.

Obwonhl die gesamte kodierende Region von pPC-14 nicht bestimmt wurde, liegt wahrscheinlich eine
vollstindige Ubereinstimmung mit der kodierenden Sequenz aus pPC-21 vor, da sich mit Ausnahme der
Kpnl-Schnittstelle die Restriktionsmuster beider Kione decken (Fig. 1d). AuBerdem wurde ein Simian-Klon
kodierend fiir einen 414 Aminosdure groBen TGF-g-Prekursor mit der gleichen 29 Aminoséure groSen
Deletion und Substitution nachgewiesen (s. Beispiel im Abschnitt 7, unten). Dieser Simian-Klon weist eine
kodierende Sequenz auf, welche zu der des Human-pPC-21-Klons im 5'- und 3'-Bereich der Deletion
nahezu identisch ist.

Fig. 2A zeigt die abgeleitete Proteinsequenz flir Human-TGF-81 {Derynck et al., 1985, Nature 316:101-
705) im Vergleich zu der Sequenz von Human-TGF-82-442. Es wurde eine 71%ige Homologie von TGF-82
mit Human-TGF-g1 im maturierten Bereich des Molekiils bestimmt (Marquardt et al., 1987, J. Biol. Chem.,
im Druck). Der aminoterminale Teil des Prekursors oberhalb (stromaufwéris) des maturierten Moleklls zeigt
eine 31%ige Homologie zwischen TGF-g1 und TGF-g2-442. Der Dot-Matrix-Homologievergleich in Fig. 2B
ergibt eine signifikante Homologie in mehrerer spezifischen Bereichen der Proteine. Ein Vergleich der N-
terminalen Aminos&uresequenzen im mutmaBlichen Signalpeptidbereich ergibt keinerlei signifikante Homo-
logie.

in TGF-82 wird eine Signalsequenz-Schnittstelle nach Aminosdure 20 (Serin) und in TGF-g1 nach
Aminosgure 29 (Glycin) (Von Heijne, 1983, Eur. J. Biochem. 133:17-21) vorgeschlagen. Dieser Schnittstelle
folgt direkt der erste homologe Block (zwischen TGF-g1 und TGF-82), der sich 34 Aminosduren in 3'-
Richtung (stromabwdrts) erstreckt. Nach Abspaltung der Signalsequenzen wiirden die TGF-g1- und TGF-
B2-Prekursoren in den ersten vier aminoterminalen Aminos&uren Ubereinstimmen (einschiieBlich Cystein an
Position 4). Vierzehn Aminosduren stromabwérts von diesen mutmaBlichen N-Terminus sind 19 der
folgenden 21 Aminosguren in TGF-81 und TGF-82 konserviert. Dieser Homologiebereich ist gréBer als
irgendein anderer Homologiebereich in der G-terminalen Region, die das maturierte TGF-g-Protein enthilt.
Wie aus den Fig. 2A und 2B zu eninehmen ist, zeigen sich noch mehrere Bereiche mit auffallender
Homologie im Upstream-Bereich des maturierten Proteins. Diese Domanen sind jeweils durch eine Vielzahl
nichthomologer Aminosduren voneinander getrennt.

Der TGF-82-Prekursor weist drei potentielle N-Glycosylierungsstellen an den Resten 72, 168 und 269
(s. Fig. 1a) auf. Lediglich die erste Stelle ist in TGF-g1 konserviert und liegt innerhalb eines gréBeren
Blocks konservierter Reste, woraus man entnehmen kann, daB diese Glycosylierungsstelle wichtige struktu-
relle und/oder funktionelle Eigenschaften besitzt.
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Nach Abspaltung der Signalsequenz wiirde der TGF-g2-Prekursor 31 bzw. 59 Aminosduren mehr als
TGF-g1 aufweisen. Ein zusétzlicher Cysteinrest in TGF-82 befindet sich unmittelbar upsiream einer groBen
nicht-homologen Aminosduresequenz vor der Sequenz des maturierten Proteins. Ebenso wie in TGF-81
findet man in TGF-82 die Schnittstelle fiir das maturierte Protein unmittelbar nach einem Bereich von 4-5
basischen Aminosduren (s. Fig. 2A). Der maturierte Bereich enthélt 9 Cysteine. Eine Konservierung von 7
der 9 Cysteine ist ein wesentliches Merkmal der verschiedenen Mitglieder der TGF-8-Familie. Eine
Bestimmung der hydropathischen Indizes flir TGF-81 und TGF-82 ergab sowohl fiir den Prekursor als auch
flir die maturierte Form dhnliche Muster, wobei beide Proteine generell hydrophiler Natur sind (keine Daten
angegeben).

Fig. 3A zeigt eine Northern Blot-Analyse unter Verwendung von pPC-21 als Sonde zur Detektion von
polyadenylierter RNA aus BSC-40 (einer Afrikanischc-Griine-Meerkatze-Zellinie) und tamoxifen-behandelten
PC-3-Zellen. PC-3-Zellen enthalten drei Hauptgruppen von TGF-g2-spezifischen mRNAs mit einer Gro8e
von 4.1, 5.1 und 65 kb (Fig. 3A, Spur 2); BSC-40-Zellen enthalten Uberwiegend die 4.1- und 6.5-kb-
Transcripte und geringere Mengen der 5.1 kb RNA (Fig. 3A, Spur 1). Es ist zu erwéhnen, daB die pPC-21-
Sonde unter diesen Hybridisierungsbedingungen den in diesen Zellen vorliegenden TGF-g1-spezifischen
2.5 kb-mRNA-Typ nicht detektiert. Diese Ergebnisse und friihere Beobachtungen (Sharpies et al., 1987,
DNA 6:239-244) weisen darauf hin, daS BSC-40-Zellen sowohl TGF-g1- als auch TGF-g2-spezifische
mRNAs enthalten. Um dies deutlicher zu demonstrieren, wurden Northern Blots mit einem Gemisch aus
gleichen Teilen TGF-81- und TGF-82-Sonden hybridisiert, welche mit gleicher spezifischer Aktivitdt radio-
markiert waren. Spur 1 in Fig. 3B zeigt, daB BSC-40-Zellen sowohl das TGF-81-spezifische 2.5 kb-mRNA-
Fragment als auch die TGF-82-mRNA-Typen mit 4.1 und 6.5 kb enthalten; Spur 2 in Fig. 3B zeigt, daB
tamoxifen-behandelte PC-3-Zellen auBerdem die TGF-81-spezifische 2.5 kb-mRNA enthaiten. Fig. 3B zeigt
auBerdem, daB tamoxifen-behandelte PC-3-Zellen mehr TGF-g1-als TGF-g2-spezifische mRNA enthalten.

Der Nachweis von TGF-g2-spezifischen cDNA-Klonen ermdglichte ein Screening verschiedener Zelli-
nien auf TGF-82-mRNA. Der Northern Blot in Fig. 4 zeigt, daB TGF-g2-spezifische Transkripte in HBL100
(einer normalen Epithelzelllinie aus menschiicher Milch, von Dr. Greg Schultz), in MCF-7 (einer menschli-
chen Mammakarzinomzeliinie) in SK-MEL 28 (einer Melanomzellinie) nachgewiesen werden kdnnen und
KB-Zellen (eine Nasopharyngeal-Karzinomzellinie) geringe Mengen von TGF-82-mRNA enthalten.

BEISPIEL 2: Klonierung der cDNA des TGF-82-Prekursors aus BSC-40-Zellen

Die folgenden Beispiele beschreiben die cDNA-Kionierung der TGF-g82-kodierenden Sequenzen aus der
MSC-40-Zelllinie der Niere Afrikanischer Griiner Meerkatzen, welche TGF-g2-spezifische mRNAs enthalten
(Abschnitt 6, oben). Die Ergebnisse weisen darauf hin, da8 Simian-TGF-82 Fhnlich wie Human-TGF-82 in
Form eines von mindestens zwei lingeren Prekursormolekiilen synthetisiert wird, woraus das maturierte
TGF-g2-Molekiil durch proteolytische Spaltung abgeleitet wird.

Die folgenden Verfahren wurden zur Konierung der fir den Simian-TGF-g82-Prekursor kodierenden
cDNAs verwendet.

Ziichtung der Zellen und RNA-Exiraktion

BSC-40-Zellen wurden in Dulbecco's modifiziertem Eagle-Medium mit 10% fetalem Kélberserum
geziichtet. Polyadenylierte RNA wurde mit Hilfe von Oligo[dT]-Cellulosechromatographie wie beschrieben
(Purchio und Fareed, 1979, J. Virol, 29:763-769) isoliert.

Konstruktion der cDNA-Genbank und Screening

Doppelstrangige cDNA wurde mit polyadenylierter RNA aus BSC-40-Zellen wie beschrieben hergestellt
(Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY, 371-372) und nach Behandlung mit EcoRI-Methylase mit Oligonukleotidlinkern ligiert, weiche
eine EcoRI-Restriktionsenzymerkennungsstelle enthielten (EcoRI-Linker). Die cDNA wurde mit EcoRI ver-
daut und durch Chromatographie fraktioniert. cDNA-Fraktionen gr&8er als 750 Basenpaare wurden vereinigt
und mit Lambda-gt10 ligiert, welcher zuvor mit EcoRI geschnitten wurde (Davis et al., 1980, A Manual for
Genetic Engineering: Advanced Bacterial Genetics; Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY), verpackt (Grosveld et al., 1981, Gene 13:227-237) und mit E.coli Csoo rK~mK*hfl plattiert. Die Genbank
wurde durch Plaque-Hybridisierung (Bentonet et al., 1977, Science 196: 180-182) mit [*2P}-markierten pPC-
21- und pPC-14-Sonden gescreent. Der mit pPC-21 hybridisierende Klon pBSC-40-16 und der mit pPC-14
hybridisierende Klon pBSC-40-1 wurde isoliert und in pEMBL subkloniert. Die TGF-82-kodierende Sequenz
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aus pBSC-40-1 wurde durch Sequenzierung beider Strdnge mit Hilfe der Dideoxykettenabbruchmethode
bestimmt (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-5467). pBSC-40-16 wurde teilweise
sequenziert.

ERGEBNISSE

Man erhielt zwei Klone aus der BSC-40 cDNA-Genbank, die jeweils mit Sonden hybridisierten, welche
fiir die kodierenden Sequenzen fiir den Human-TGF-82-442- und TGF-82-414-Prekursor konstruiert wurden.

Klon pBSC-40-16, welcher mit der TGF-£2-442-Sonde hybridisierte, wurde Uber einen Bereich von 150
Nukleotide (Nukieotide 300 bis 450 in Fig. 1a) sequenziert, von dem man vermutete, da8 er die kodierende
Sequenz des 29 Aminosduren groSen Segmentes aus den Positionen 346 bis 432 in Fig. 1a enthéit. Die
Ergebnisse zeigten, daB pBSC-40-16 in diesem Bereich fiir eine Aminosdureasequenz kodiert, die der
korrespondierenden Sequenz im Human-TGF-g2-442 cDNA-Klon, pPC-21, identisch ist und zeigt, daB
pBSC-40-16 flir einen 442 Aminos&ure groBen TGF-82-Prekursor kodiert.

Klon pBSC-40-1, welcher mit der TGF-82-414-Sonde hybridisiert, wurde im gesamten kodierenden
Bereich sequenziert. Die Ergebnisse zeigten, daB dieser Klon fiir einen 414 Aminosdure groBen TGF-g2-
Prekursor kodiert, welcher mit dem Human-TGF-82-442-Prekursor identisch ist, mit der Ausnahme, daB die
Reste 116 bis 144 von Human-TGF-82-442 deletiert und durch einen einzelnen Asparaginrest ersetzi sind.
Auf der Nukleotidebene unterscheidet sich pBSG-40-1 von Human-TGF-82-442 in der deletierten Region:
Die Nukieotide 346 bis 432 in Fig. 1a sind deletiert und durch das Asparagin-Codon AAT ersetzt. Mit
Ausnahme von 13 stummen Basenaustauschen sind die beiden Strukiuren im restlichen Bereich der
kodierenden Sequenz absolut homolog.

BEISPIEL 3: Expression von TGF-82

Die folgenden Beispiele beschreiben die Expression von maturiertem, biologisch aktivem TGF-52 in
Chinesischer Hamster-Ovarialzellen (CHO-Zellen), welche mit einem rekombinanten Plasmid transfiziert
wurden, das unter der regulatorischen Kontrolle der SV40-Promotorsequenz die kodierende Sequenz flr
maturierten Human-TGF-82 enthilt, die downstream und im richtigen Leserahmen mit der kodierenden
Sequenz fiir den Simian-TGF-g1-Prekursor ligiert ist. Die Konstruktion steuert Synthese und Sekretion von
maturiertem, biologisch aktivem TGF-82 bei einer Ausbeute von etwa 0,5 mg/l.

Zellkultur

Chinesischer-Hamster-Ovarialzellen (CHO-Zellen) mit fehlender Dihydrofolatreductase (Urlaub und Cha-
sin, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 77:4216) wurden in Ham's F-12 Medium (Gibco Laboratories, NY)
mit 10% fetalem Rinderserum (FBS) und 150 wg/ml L-Prolin vermehrt. AuBerdem waren 100 U/ml Penicillin
und 100 g/ml Streptomycin enthalten. Die CHO-Transfektanten wurden in Dulbecco's modifiziertem Eagle-
Medium mit den oben beschriebenen Zugaben vermehrt. CHO-Zellen und deren Derivate wurden routine-
méBig durch Trypsinisierung bei einem Teilungsverhditnis von 1:5 Uberflhrt.

Methotrexat (Sigma, MO) wurde mit einer Stammkonzentration von 10 mg/ml in Wasser hergestellt.
Verdiinnte NaOH (0,2 M) wurde zur Solubilisierung des Wirkstoffs hinzugegeben (pH-Endwert von 6). Die
Stammidsung wurde filtersterilisiert und bei -20°C aufbewahrt. Die Stammidsungen von Methotrexat im
Medium (100 wM) wurden bei 4 °C nicht lénger als 1 Monat aufbewahrt.

DNA-Manipulationen und Plasmidkonstruktionen

Restriktionsenzyme, T4 DNA-Ligase, Phosphatase aus Kélberdarm, das Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase | und andere DNA-Reagentien wurden von Bethesda Research Laboratories, MD. bezogen.
Standard-DNA-Manipulationen wurden nach T.Maniatis, et al., 1982, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, durchgefihrt.

Das Plasmid pSV2-(81-TGF-dhfr), welches die Simian-TGF-81-cDNA und das Maus-dhfr-Gen in Tan-
demposition und ebenso die SV40-Zwischensequenz enthélt, wurde wie beschrieben hergestelit (Gentry et
al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:3418).

Das Plasmid pSV2/81-82/dnfr wurde gemiB Absatz 8.2. hergestellt.
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DNA-Transfektiionen

Etwa 24 h nach Aufbringen von 10° dhfr-negativen CHO-Zellen auf 100 mm-Platten, wurden die
Kulturen mit 20 g Ndel-linearisiertem-pSV2-(81-TGF-dhir)-Plasmid in Form eines Calciumphosphatprazipi-
tates (M. Wigler, et al., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76:1373-1376, transfiziert. Hierzu wurden 20 ug
der linearisierten DNA zu 1 ml einer sterilen CaClx-L8sung (250 mM) hinzugefligt. 1 ml einer 2X HEPES-
L3sung (280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Natriumphosphat, pH 7,1) wurde anschiieBend tropfenwei-
se hinzugefligt und das Gemisch 30 min in Eis aufbewahrt. Das Prézipitat wurde anschlieBend tropfenweise
in 10 mi eines die Zellen enthaltenden F12-Mediums dispergiert. Nach 4-stlindiger Inkubation bei 37°C
wurde das Medium entfernt und durch 10 ml F12-Medium mit 25% Glycerin 90 s lang bei Raumtemperatur
ersetzt. Die Zellen wurden einmal mit 20 ml F12-Medium gespiilt und weitere 48 h in nicht-selektivem F12-
Medium (20 ml) inkubiert. Die Selektion der dhfr-exprimierenden Transfektanten erfoigte durch Substitution
des Mediums mit einem DMEM-Supplement mit 10% dialysiertem FBS (Gibco, N.Y.) und 150 ug/ml L-
Prolin. Kolonien wurden nach 10- bis 14-tigiger Kultivierung der Zellen im Selektionsmedium erhalten. Zehn
Kolonien wurden mit Hilfe einer Pasteurpipette aufgesaugt und vermehrt.

Selektion von Methotrexat-resistenien Zellen

Dihydrofolat-Reduktase (dhfr)-amplifizierte Zellen wurden aus den Primér-Transfektanten wie beschrie-
ben hergestelit (C.S. Gasser und R.T. Schimke, 1986, J. Biol. Chem. 261: 6938-6946). Nach Vermehrung
wurden 105 Zellen auf 100 mm-Platten Uberimpft und auf erhdhte Methotrexat-Konzentrationen eingestelit.
Die Platte, die bei der héichsten Methotrexat-Konzentration sichtbare Kolonien ergab, wurde trypsinisiert und
auf diese Methotrexat-Konzentration fiir Zwei weitere 1:5-Zelliibertragungen eingestelit. 10° Zellen wurden
anschlieBend bei Sfacher Methotrexat-Konzentration auf 100 mm-Platten aufgebracht. Platten, die sichibare
Kolonien enthielten, wurden erneut trypsinisiert und auf das Methotrexathaltige Medium eingestellt. Zellen
wurden in verschiedenen Stadien der Amplifikation in einem Medium mit 40% FBS, 10% Dimethyisulfoxid
und 50% DMEM eingefroren. Methotrexat war in den Gefriermedien nicht enthalten.

Wachstumsinhibitionstest

Mink-Lungenepithelzelien, Mv 1 Lu (Hinterlegungsnummer CCL-64, American Type Culture Collection)
mit hoher Sensitivitit fir TGF-81 wurden im Wachstumsinhibitionstest verwendet. Zur Bestimmung der
DNA-Synthese wurde die Thymidin-analoge Verbindung 5'-['351}-Jod-2'"-deoxyuridin (*%1dU) verwendet. Eine
Aktivitatseinheit wurde als diejenige Menge definiert, die zur 50%igen Inhibition des '#IdU-Einbaus im
Vergleich zu unbehandelten CCL-64-Zellen erforderlich ist.

Zum Nachweis der Sekretion von aktivem TGF-82 aus transfizierten Zellen wurde serumfreier Uber-
stand konfluenter Zellkulturen innerhailb von 24 h abgetrennt und ausgiebig gegen 0.2 M Essigsdure
dialysiert. Essigsdure wurde durch Lyophilisierung abgetrennt und die Proben in sterilem vollstdndigem
Kulturmedium zur Verwendung im Test geldst.

Konstruktion des TGF-81/TGF-82-Hybrid-Prekursor-Gens zur TGF-g2-Expression

Ein Hybrid TGF-Beta-Prekursor-Gen, bestehend aus der Simian-TGF-81-kodierenden Prekursorsequenz
und der 5'-untranslatierten Sequenz und der im richtigen Leserahmen daran gebundenen kodierenden
Sequenz flir maturierten Human-TGF-82 und der 3'-untranslatierten Sequenz wurde gem3B der Darstellung
in Fig. 1c konstruiert.

pPC-21 wurde zuerst mit EcoRI verdaut, mit dem Klenow-Fragment behandelt, das 2.3 kb-Fragment mit
Hincli-verdautem pEMBL ligiert und zur Transformation von E.coli verwendet. Zwei Klone, pPC-21/Hincll*
und pPC-21/Hincll= mit den Inserts in jeweils entgegengesetzter Orientierung wurden zur Erzeugung
tiberlappender Exolll-Fragmente durch jeweiligen Verdau mit Sstl und BamHI, gefolgt von Exolli-Verdau,
Kienow-Behandlung, erneuter Ligierung der DNA und Transformation von E.coli verwendet. Zwei Klone, Exo
59 und Exo 25C wurden mit unterschiediich langen 5'- bzw. 3'-Sequenzen gefunden und in pEMBL zur
Erzeugung von pEMBL 5.9 und pEMBL 25C subkloniert.

pEMBL 59 wurde mit Hindlil verdaut, zur Erzeugung stumpfer Enden mit dem Klenow-Enzym
behandelt, mit Kpni verdaut und daraus das 0.6 kb-Fragment (Fragment 1) isoliert. Exo 25C wurde mit
EcoRl und Kpnl verdaut und daraus das 1.1 kb-Fragment (Fragment 2) isoliert. pGS62 wurde mit BamHI
verdaut, mit dem Klenow-Enzym aufgefiillt, mit EcoRI verdaut und mit den Fragmenten 1 und 2 ligiert
(pGS62 wurde aus pGS20 (Mackett et al., 1984, J. Virol. 49:857) durch Deletion einer einzelnen EcoRI-

14



10

15

20

25

30

35

40

50

55

AT 398433 B

Schnittstelle erzeugt). Das Gemisch wurde zur Transformation von E.coli verwendet, woraus pGS62/CIFB
isoliert wurde.

pGS62/CIFB wurde mit Pstl und EcoRl verdaut, daraus das 1600 bp-Fragment isoliert und nochmals mit
Xholl verdaut. Das daraus resultierende 400 bp groBe Fragment Xholl-EcoRl wurde isoliert (Fragment 3).
pSV2-beta-TGF (Gentry et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:3418)wurde mit Apal und EcoRl verdaut und daraus
das 300 bp groBe Fragment isoliert (Fragment 4).

Zwei komplementdre DNA-Stringe mit den unten angegebenen Sequenzen wurden synthetisiert,
phosphoryliert, anneliert und mit den oben beschriebenen Fragmenten 3 und 4 ligiert.

-] CAA CAT CTG CAA AGC TCC CGG CAC CGC CGA GCT TTG
GAT GCG GCC TAT TGC TTT AGA AAT GTG CAG GAT AAT
TGC TGC CTA CGT CCA CTT TAC ATT GAT TTC AAG AGG 3’

S’ GATC CCT CTT GAA ATC AAT GTA AAG TGG ACG TAG GCA
GCA ATT ATC CTG CAC ATT TCT AAA GCA ATA GGC CGC
ATC CAA AGC TCG GCG GTG CCG GGA GCT TTG CAG ATG
TTG GGCC 3

E.coli wurde mit dem Ligierungsgemisch transformiert und daraus pg1/62 isoliert.

Das Plasmid pg1/82 wurde mit EcoRI verdaut, mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |
aufgeflillt, mit Hindlll geschnitten und daraus das 1600 bp-Fragment isoliert; pSV2,1/82 wurde durch
Insertion dieses Fragmentes in pSV2, neo, welches zur Entfernung des neo-Gens zuvor mit Hindlll und Hpal
verdaut wurde.

pSV2,81/82 wurde mit Pvul und EcoRI verdaut, mit dem Klenow-Enzym aufgeflillt, mit Ndel verdaut
und daraus das 2.6 kb (circa) Ndel-EcoRI-Fragment isoliert und mit psV2,dhfr ligiert, welches zuvor mit
Ndel und Pvull verdaut wurde. E.coli wurde mit dem Ligierungsgemisch transformiert und daraus pSV2/81-
B2/dhir isoliert. .

Expression von TGF-82 in CHO-Zellen

pSV2/81-82/dhfr wurde zur Transfektion von dhfr-negativen CHO-Zellen verwendet und dhfr-amplifizier-
te Zellen wurden aus den primaren Transfektanten, wie in Material und Methoden beschrieben, hergestelit.

Positive Klone wurden mit Hilfe des Bioassays (Inhibition der Mink-Lungenepithelzellen (CCL-64)) wie
beschrieben nachgewiesen (Gentry et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:3418). Rekombinante Proteine wurden mit
Hilfle von Western Blotting unter Verwendung eines Antipeptid-Antiserums gegen die Sequenz NH2-
YNTINPEASASPC-COOH (Gentry et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:3418), die in maturiertem TGF-£2 zu finden
ist, nachgewiesen.

Eine Zellinie 189, 12.5, ergab eine Sekretion von 240 ng/ml TGF-g2 (Fig. §). Diese Zellinie wurde
anschlieBend durch Verdiinnung in Mikrotiterplatten (96 wells) kloniert. Der Klon 189, 12.5, cl 36, produzier-
te annihernd 500 ng/ml des Faktors (Fig. 5).

Eine Analyse des von diesem Kion sezernierten Proteins mit Hilfe von Western Bilotting unter
Verwendung des Antipeptid-Antiserums ist in Fig. 6 gezeigt. Daraus ist zu entnehmen, daB sowohl das
maturierte 24kd TGF-g2-Dimer als auch die gréBere (anndhernd 90kd) Prekursorform nachgewiesen werden
konnte.

HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN

Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der Agricultural Research Culture Collection, Northern
Regional Research Center (NRRL) hinterlegt und mit folgenden Hinterlegungsnummern bezeichnet:
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Mikroorganismen Plasmid HinterlegungsNummer
Escherichia coli HB101 pPC-21 B-18256
Escherichia coli HB101 pPC-14 B-18333
Escherichia coli HB101 pBSC-40-1 B-18335
Escherichia coli HB101 pBSC-40-16 B-18334
Chinese Hamster Ovary | pSV/81-82/dhfr

Patentanspriiche

1.

Nukleotidsequenz, die flir einen Transforming Growth Faktor-g1/Transforming Growth Faktor-82-Hybrid-
Prekursor kodiert, dadurch gekennzeichnet, daB sie im wesentlichen die kodierende Nukleotidse-
quenz vom Nukieotidrest Nummer -70 bis zum Nukleotidrest Nummer 1755 gemé@8 Fig. 1b umfaBt.

Transforming Growth Faktor-g1/Transforming Growth Faktor-g2-Hybrid-Prekursor, dadurch gekenn-
zeichnet, daB er im wesentlichen eine Aminosiuresequenz vom Aminosdurerest Nummer 1 bis zum

Aminosdurerest Nummer 390 gem8 Fig. 1b umfaBt.

Transforming Growth Faktor-81/Transforming Growth Faktor-g2-Hybrid-Prekursor, dadurch gekenn-
zeichnet, daB er im wesentlichen eine Aminosduresequenz vom Aminosdurerest Nummer 30 bis zum

Aminosdurerest Nummer 390 gem8 Fig. 1b umfaBt.

Hiezu 9 Blatt Zeichnungen
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407 GOCCCTOUU L T AT TCCU CAGCTCOCAGOCCCGECACCTTTTCATCTUTTOCCTTTT

CACTTCAGAT! cTeeee ¢ ACACTGAACTCCACTTCCTCCTC TTAMA T TTATTTCTACTTAATACCUACTCCTCTCTTTTTTS
CCOCATCTCATTUCTCCAAGAA TT T T T T T C T T T TACTCC CCAM G T CACH G TT OO C TC TG OCCE TCCCC TAT TAATAT T TCCACTTTTCCAACTACTG
CCCTTTTCTITTTAAACCAATTCAACCACCATACCT T T T TC TU TTGCUCATTGACTAGA TTCTTTCCAAAAG T I TCCCATCAAMAACAACAA CAACARA
AACCAACAACTCTCCTTCATCTATACTTTCAGAA TTCTTGATT TCT T TTTTTTATTCTGACTTTTAAMAACAACTTTTTTTTCCACTTTTITTAAAA
R 20
RET Ris Tyr Cys Val Lew Ser Ala Phe fau 1le Lau Nia Levw Val Thr Val Ala Leu Serflev Ser Tar Cys Ser
Achcucvcvmmmcmmg-mucmcmmmuccmcc:mnccmmwcmm
15 45
Thr lav Asp Ket Asp Glw Phe Mat Arg lya Arg lle Glu Ala lle Arg Gly Gin Ile leu Ser Lys Lew lys lau
ACA CTC CAT ATC CAC CAC TTC ATG CGC AAC AGG ATC GAG GOG ATC CGC GGG CAG ATC CTG AGC AAC CTC AMG CTC
«0 7 .
The Ser I're Pre Clu Asp Tyr 170 Clu Pro Glu Clu Val Pro Pro Glu Val tle Ser [le Tyr Asm Ser Thr Ary
ACC ACT CLC CCA GAA GAC TAT GCT GAG CCC GAG GAA GTC CCT €CG GAG GTC ATT TCC ATC TAC AAC ACC ACC AGC

L 13 ”

Asp 1au lew Chn Glu Lys Ala Ser Arqg Arg Ala Ala Ala Cys Glu Arg Glu Arg Ser Asp Clu Clu Tyr Tyr Ala

mﬂccrc-;mcacmmmmwﬁmmmmmmmmmcaccaamﬂcncccc
e 120

Lys Glu Val Tyr Lys lle Asp Met fro Fro ihe Ia Pro Ser Glw r Yal Cys Pro Val Val Tar Thr Pre Ser

MG CGAGC CTT TAC AM ATA GAC ATG CCC €CC TTC TTC CCC TCC GAA GTC TGC CCA GTT GTT ACA ACA CCC TCT
1% 148

Cly Ser Val Gly 3Ser Lau Cys Ser Arg Gin Ser Gia Val Lew Cys Gly Tyr Lleu Asp Ala Ile Pro Pro Thr Phe
CGC TCA GTGC GGC ACC TTG TCC TOC ACA CAGC TCC CAC GTC €TC TGT GGC TAC CTT GAT| GCC ATC CCG CCC ALT TTC

160 L § 17
Tyr Arq Peo Tyr ™he Arg lle Val Arq Phe Asp Val Ser Ala Met Glu Lys Asa Als Ser Aen lau Val Lys Ala
ncmcccucmmAﬂmcczmcacmtc.\ncuunmucutmmurmmu:eu

185 193
Glu Mhe Atg Va) The Arg Lau GIn Asn f're Lys Ala Arg Val Pro Glu GIn Arg lle Glu Lau Tyr Gln lle Levw
mﬂcmcrcmmmcw-ugccnmmuummmmmurrm:nnrcmArrcrc
G

21e 220
Lys Ser Ly. Asp Lev The Ser f'ro Thr Cin Atqg Tyr lie Anp Ser Lys Val Val lLys Thr Arg Ala Glu Gly Glu
ANG ?CCMA(‘.A‘E"A ACA TCT CCA ACC CAC CGC TAC ATC CAC AGC AAA CTT GTGC AAA ACA AGA GCA CAA GCC GAA

2% 243
Trp lau Ser The Asp Val The Asp Ala Val His Clu Trp tau Nis Nis Lye Asp Arg Ash lew Gly Pha Lys
mngncmurc‘uunufmmcncummuccnmacux AC CTC GGA TTT AAA ATA

260 ¥ 270
Ser Lav His Cys Pro Cys Cys Thr Phe Val 1'ro Sar Asa Ash Tyr Ile 1la Pro Aena Lye Ser Clu Glu lew Cly
AGC TTA CAC TUT CCC TCC TGC ACT TUT CTA CCA TCT AAT AAT TAC ATC ATC CCA AAT AAA ACT GAA GAA CTA GAA

-

28% 295
Als Arg Fhe Ala Gly ile Amp Gly TAr Ser Thr Tyr Thr Ser Gly Asp Gla Lye The lle Lye Sec Tht Arg Ly
GCA AGA TTT CCA GCT ATT GAT GCC ACC TCC ACA TAT ACC AGT GCT GAT CAG AAA ACT ATA AANG TCC ACT

§

L
| kFE

8- 320
Nis iau lav lav Net loav Lav Pre Sar Tyc Arq leu Glu Ser Gia GIn
CAT CTC CTG CTA ATG TTA TTC CCC TCC TAC AGA CYT GAG TCA CAA CAC

i.ys Asn Ser Cly Lys T™he
AAA AAC ACT GGG AAG ACC

318 345,
Asp Ala Ala Tyr Cys Phe ATy AGn Val Gin Aap Asn Cys Cye Lev Arg

Atg Arq Lys Lys ArqlAla

rre
ceA
tlav
€CC CCG AAG AAG COTIGCT TTC CAT GG GLC TAT TGC TTT ACA AAT CTS
Aop
GAT

rre
CAG GAT AAT TCC TGC CTA CGT CCA
360 37
Tyr 1le Asp Mhe Lys Arg Leu Cly Trp lys Trp lle Wis Clu Pre Lys Gly Tyr Asa Ala Asa Pha Cys Als
TAC ATT GAT TTC AAC ACC mmmmmu‘aacmcecweqtmurmmmmea
s 393
Gly Ala Cys Pro Tyr lau Trp Ser Ser Asp Thr Gin Kie Ser Arg Val lau Ser lew Tyr Asn Thr Ile Asa rre
GGA GCA TGC CCG TAT TTA TGC ACT TCA GAC ACT CAG CAC AGC AGG GTC CTC AGC TTA TAT AAT ACC ATA AAT CCA
410 420
Clu Ale Ser Ala Ser Pro Cye Cys Val Ser GIn Asp Lew Clv Pre lau The lla Leuw Tyr Tyr lle Gly Lys Tar
CAA GCA TCT CCT TCT CCT TEC TGC GTG TCC CAA GAT TTA GAA CCT CTA ACC ATT CTC TAC TAC ATT GGC AMA ACA
[~
435, €42,
rro Lys lle Glw Gin lew Ser Asm Met Ile Val Lys Ser Cys Lys Cys Ser|eee
cccucn‘rmcmmmnrncwrcuwmmmmmtunmm
ATGACA CATAATCAT TCATCCTTCTAACAACAARACATA. TTCCTTCATCACSTCTTAAAMAAATTTTT
CAAA ACTAGCTTC! ACTT TTCTCTTCTCTTTCTTAMACTCLC. AAMAAGT TTATTCTACATTTC

ACCTACTTTCTAACTCACAGAGACAAGAAGCAAMATTTTTTTTAAAGAAAARMATAAMACACTCCAAGAATTTATTACTCTTAATTATGTGAACAACGACA
ACMCMCMMCAACMACMWTC“Aﬂmﬂuﬂlmhmmkmcm ACTTGATTTTTCTCTATICCTATE
CAATACCCACCCTTCCCATT CTTACTCTTAGACTTAACACTUACTTATTTATTCTG TG TTACTATATAATGAACC TTTCATTCCCCTTCCAAMATAAAA

CAGCTGCTATAMGTSCC. AATACTTT ANCTCAT TTAAGCAACTTGAACTCAAACCA AAAA CATATTAAT
GGCATl:WA€L'CMGT‘:AGTTAT‘I‘ATA‘I‘CACCGAGMAGTCN:CA"MTWMCACA’!RTATCTATCAG@NCNW

TCTTCTAAGCTCCAAAAACTAAAAAGACTCTTAATAAAAGAAACTTTCACTCAC (poly A}
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~261 AGGGGAICIGTGLCNGTTC C--=LGICTCCIGGIACCNGAICTICGSCCNICTAGGTT  -198

nYY YENGACHC e GLCTCLCLY v TTC ICCC IRAGON -CEICANG T T TCEE TERAGGCCE fFeCTAC ~100
. 2 o ———————————

cryY CNOCCCC 16C CIECCCNCONVVIC TAGLCC 16T TCOAGE TCYChRL NG IR GLeeae icrent -1

40, q_t__
ot Pre Pre Ser Gly Leu S;z Lew Loy Nee Lew L-u Cou 17 Lou Lev 10 Lew Lew Ual Lou e Mo Ser Mg
ata crs cce scc oo €18 79 €74 cco €10 €10 CIA CCG C10 €16 160 CIn £18 GIG €18 ACG CCT A £G5S ce

» i d
Pra Ale Ale Gly Lou Ser The Cye Lys The (e Nasp Mot Low Val Lys g Ly N 1w Gty v e '\;2
CLuU ocC acn d CTA TCT ACC TGC NG ACT ATC GNC AIG C16 GIG ARG CGG MG C5C NIC GAG NCC ATC C

EH

130

€0 70
g Lou Rla Ser Pre Pre Ser Gln Gly Glu Vel Bro Pre Gly Mo Leu Pro Giu
Cﬁ‘- nGC o&f Oé

&Izﬂln 11e Leu Ser Lys Leu
TCC NG [ {0 - < CCC CCO "o CNG NG GIG TCa CCT €CG CTG CCC ONG 223

TN ATC CT0

L]
Ale Yal Low Nie Loy Ty~ Aewn Ser The n-!

s
fvg Vel Ala Gly Glu Ser Nte Glu Prg Glv Pro Giv Pre Giy
OCC @73 CTC OCC C¥Q T ANC nOC ACC Cd

ara occ GG AGT GGG GNG CCTO GNG CCC 6N CCO GG 00

L

120
Ale Aep T‘ 7& L1 % Giwv Vel The ﬁ'i Vel Leu Mot Vel Slu Thw Mis Nen Giy 11s T Avp Lx. e th

GTC ACC T BTG CTA ATO GTG TN ACC CAC ANC GAN ATC TRT GNC ¥IC 73

13% 143
Gin Sor The~ WHis Ser lle Yr Mot Phe Phe Nem Thr Ser Glu Leu A-g Glv Mls Vel Pro Glu Pre Val Loy Leu
CNG MOC ACA CNC NGC ATA TAT ATG YIC TIC ANC ACA TCA ONG CTC CO! GNhN GCA GTR CCY GAA CCY G0 T16 CTC <30

160 170

Ser Ale Giu Leu Arg Lew Lew Nrg Low L Lou Lys Vel Glu Gim Mis Val Giu Lew Ty Gim Lys T
ree Ale Glu Low A9 7Y LTS cmmrrol STE VG FTR WIR 575 8AG €hG T BTG Gng €16 1AC TG AR e s22
188 198
Sor MAen Aen Ser '-.-°T Lou Ser Aen Leu Leu Als Pre Ser Aum Ses fro Glu lre Leu Ser Fme Ao
1GC PAC AT TCC e €% R TGS £76 CT6 OCO CCC AGC AMC ICO CCG GAG 10G TTG TCT TYT GAT 327
7 i g Bln T Ser Arg Giy Giy Glw Nie Qlu Gly Me A L Cye ’

Vel Trv GOly Vel Vail in Trp Leu * Gl Lew . e o

Sl T G W 934 Cod ShG Toa FTa moc cod o ALY A8 SAY VT Cof €FY adc oen cnc 1&E tee erz

c-n-.!.-t.-mm?»uwolnv-lmu'mm el e JGI Bup Low Mo Tr-
txrwm:&\mtw:\:ﬂcmcmotowmcmonxnca:?mr.cm.:w.c aal GNC C10 GCC NCA raz

270
Pro fhe Low Lew Leu Mot Nle Vv Tro Leu fily Mg Ale Gin Wiv Loy Gin Ser
fvat.} 2

1te Mie Gly Met Nen [N Sor y
ool atg e €od cct ric Ci% CTT CIC ATG GCC MCC CCN CIG 610G ARG GRC CAN CAT CIG CAn nGC e ¥

ATT CAT

235- 296
'e\a Mie ha ~°'xIMn Lau Asp AlA ALA Tyr Cym Phe Arg Asn Val Gin Asp Asn Cya Cys Lau Arg Pro lcu
GAC €OC COR [oT TTC CAT GCG GCC TAT TGC TTT AGA AAT GIC CAG GAT AAT TGC TGC CTA CGT CCA CTT  ¥4q

3O, 320
Tyr lle Asp Phe Lys Arg Asp leu Cly Trp Lyw Trp lle lia Clu Pro Lye Gly Tyr Asn ALs Asn The Cys Als
TAC ATT GAT TTC AAG mccmcrnccc‘rccwm:uncacwcccmceqwmutmucmmm ﬁeﬁ‘

Gly Ala Cys Pro TYr lau Trp Ser Ser Anp Thr Cln Ris Ser Arg Val Lev Ser lew Tyr Asn Thr lle Asn Pro
CGA GCA TGC CCG TAT TTA TGC AGT TCA GAC ACT CAG CAC AGC AGG GTT CTG AGC TTA TAT AAT ACC ATA AAT CCA WY

#n 3%
Clu Als Ser Ala Ser Pro Cys Cys Val ser Cin Asp Lau Clu Pro Leu Thr !le Leu Tyr Tyr 1le Gly Lys Thr
GAA GCA TCT GCT TCT CCT TGC TGC GTG TCC CAA GAT TTA GAA CCT CTA ACC ATT CTC TAC TAC ATT GCC AAA ACA iue

A
s
Pro Lys lle Glu Gin Leu Ser Asn Kot Jle VAl Lys Ser Cys Lys Cya Serfese .
CCC AAG ATT CAA CAC CTT TCT AAT ATG ATT GTA AAC TCT TGC AAA TGC AGC|{TAR AATTCTTGGAAMGTGGCAAGACTAAA 1208

ATCACAATCATCATCATAATCATGATCACGACCACAACCATEATGCTTCTAACAGAAAACATAACAGAGCCTTCGTTCATCAGTC TTAMAATTTTT 124
GAAAAGGCCGTACTAGTTCAGACACTTTCCAACTTTC TG TTCTC TTIGTTAAAACTGGCATCTGACACAMAAAAAGTTGAAGGCCTTATTCTACATTTC 133

ACCTACTTTCTAACTGAGAGAGACAAGAAGEAAATTTTTTTTAAMGAMAAAATAMCACTCCANGAATTTATTAGTCTTARTTATUTGAACAACGACA 143
Acucucucncucmcm:cMM'rcccm-rmmm:m:ﬁr:crc-rAcc‘uccc'rrccrmrcccccccréxmcan‘rncrc‘rarmnuc 159
CAATAGGCACCCTTCCCATTCTTACT CTTAGAGCTTAACAGTGAGTTATTTATTC TCTCTTACTATATAATCAACCTTTCATTGCCCTTCGAAAATAAAA 1ws
CACETCTATAAMCTCEACACCAAATACTTTCCCAGAAACTCATGCATGCCTTAAGCAACTTGAACTCAAACCAGCCAGAAAAARAGACGTCATATTAAT riay
GCCATCAAAACCCAAGTCACTTATTATATGACCCAGAAGTCTCCATTAAGATAAAGACCETGAMACACATCTTATCTATCACCTGCCTAAGGANGET 1403
TCTTCTAACGTCCAAAAACTAAAAAGACTGTTAATAAAAGAAACTTTCAGTCAG (poly A} s
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