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TECHNISCHES GEBIET

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein pharmazeutische Produkte und
Verfahren, und insbesondere die Herstellung von Medikamenten und Zusammen-
setzungen, die zur Steigerung des Mineralgehaltes von Knochen geeignet sind.
Solche Zusammensetzungen und Medikamente kdnnen verwendet werden, um eine
groBe Vielzahl von Zustanden, einschlieBlich zum Beispiel Osteopenie, Osteoporose,
Briche und anderer Stérungen, in welchen die niedrige Knochenmineraldichte ein

Kennzeichen der Erkrankung ist, zu behandeln.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Zwei oder drei verschiedene Phasen von Veranderungen der Knochenmasse treten
im Leben eines Individuums auf (siehe Riggs, West J. Med. 154:63-77, 1991). Die
erste Phase tritt sowohl bei Mannern als auch bei Frauen auf und fihrt zur Erlangung
einer Spitzen-Knochenmasse. Diese erste Phase wird durch lineares Wachstum der
endochondralen Wachstumsplatten und durch radiales Wachstum aufgrund einer
Rate periostealer Apposition erreicht. Die zweite Phase beginnt ungefdahr im Alter
von 30 Jahren flr trabekuldare Knochen (flache Knochen, wie die Wirbel und das
Becken) und ungefahr im Alter von 40 Jahren fUr kortikale Knochen (z. B. lange
Knochen, die in den GliedmaBen vertreten sind), und dauert bis ins hohe Alter an.
Diese Phase ist durch langsamen Knochenverlust gekennzeichnet und tritt sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen auf. Bei Frauen tritt zusétzlich eine dritte Phase von
Knochenverlust auf, hdchst wahrscheinlich aufgrund von Ostrogendefiziten nach der
Menopause. Allein wahrend dieser Phase konnen Frauen zusatzliche 10% der
Knochenmasse an kortikalen Knochen und 25% vom trabekularen Kompartiment
verlieren (siehe Riggs, supra).

Verlust an Knochenmineralgehalt kann durch eine breite Vielfalt von Zustanden

verursacht werden und kann zu signifikanten medizinischen Problemen fUhren. Zum
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Beispiel ist Osteoporose eine schwachende Krankheit beim Menschen, die durch
ausgepragte Abnahmen der Masse und der Mineraldichte des Skelett-Knochens,
strukturelle Verschlechterung der Knochen, einschlieBlich Abbau der Mikroarchitektur
der Knochen und entsprechender Erhéhungen der Knochenfragilitdt und Anfalligkeit
fir Frakturen bei betroffenen Individuen gekennzeichnet ist. Bei Menschen geht der
Osteoporose die klinische Osteopenie voraus (Knochenmineraldichte, die mehr als
eine Standardabweichung, aber weniger als 2,5 Standardabweichungen unter dem
mittleren Wert von Knochen junger Erwachsener ist), ein Zustand, der ungefahr 25
Millionen Menschen in den Vereinigten Staaten betrifft. Bei weiteren 7-8 Millionen
Patienten in den Vereinigten Staaten wurde klinische Osteoporose diagnostiziert
(definiert als Knochenmineralgehalt mehr als 2,5 Standardabweichungen unter dem
von reifen Knochen junger Erwachsener). Osteoporose ist eine der teuersten
Erkrankungen fir das System der Gesundheitsflrsorge, welche in den Vereinigten
Staaten jahrlich mehrere zehn Milliarden Dollar kostet. Zusatzlich zu Kosten in
Zusammenhang mit der Krankheitsflrsorge tragen langfristige stationare Betreuung
und verlorene Arbeitstage zu den finanziellen und sozialen Kosten dieser Erkrankung

bei. Weltweit sind ungefahr 75 Millionen Menschen durch Osteoporose gefahrdet.

Die Haufigkeit der Osteoporose in der menschlichen Bevllkerung erhéht sich mit
dem Alter, und Uberwiegt unter Kaukasiern bei Frauen (welche 80% des
Osteoporose-Patientenpools in den Vereinigten Staaten ausmachen). Die erhdhte
Gebrechlichkeit und Anfélligkeit fir Frakturen des Knochenskeletts im Alter wird
durch die groBere Gefahr von versehentlichen Féllen in dieser Population
verschlimmert. Mehr als 1,5 Millionen osteoporosebedingte Knochenbriiche werden
jedes Jahr in den Vereinigten Staaten gemeldet. Gebrochene Huiften, Handgelenke
und Wirbel gehdéren zu den héufigsten Verletzungen, die mit Osteoporose assoziiert
sind. Besonders Huftfrakturen sind fur den Patienten extrem unbequem und
kostspielig und korrelieren bei Frauen mit hohen Sterblichkeits- und Morbiditatsraten.

Obgleich Osteoporose als eine Erhéhung der Gefahr fir Frakturen aufgrund
verringerter Knochenmasse definiert worden ist, kann keine der momentan
vorhandenen Behandlungen fir Skelett-Erkrankungen die Knochendichte bei
Erwachsenen wesentlich erh6hen. Unter allen Medizinern ist die Meinung stark
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vertreten, dass Arzneimittel bendtigt werden, welche die Knochendichte bei
Erwachsenen erhfhen konnten, besonders in den Knochen des Handgelenks, der

Wirbelsaule und der Hufte, die durch Osteopenie und Osteoporose gefahrdet sind.

Gegenwartige Strategien fir die Pravention von Osteoporose kdnnen einen
gewissen Vorteil fur Einzelpersonen bieten, kbnnen jedoch eine Beseitigung der
Krankheit nicht sicherstellen. Diese Strategien schlieBen MaBigung korperlicher
Aktivitat (besonders bei gewichtsbelasteten Aktivitaten) mit Beginn des fort-
geschrittenen Alters, einschlieBlich ausreichenden Calciums in der Diat und
Vermeidung des Konsums von Produkten, die Alkohol oder Tabak beinhalten, ein.
FlOr Patienten, die klinische Osteopenie oder Osteoporose aufweisen, zielen alle
gegenwartigen therapeutischen Arzneimittel und Strategien auf das Verringern
weiteren Verlustes an Knochenmasse, indem sie den Prozess der
Knochenabsorption inhibieren, ein natlrlicher Bestandteile des Prozesses der
Knochen-Remodellierung, der konstitutiv auftritt.

Zum Beispiel wird Ostrogen heutzutage verordnet, um den Knochenverlust zu
verzdgern. Es besteht jedoch eine gewisse Kontroverse darlber, ob Uberhaupt ein
langfristiger Vorteil fir Patienten und ob Uberhaupt ein Effekt fir Patienten mit einem
Alter Uber 75 Jahren vorhanden ist. AuBerdem glaubt man, dass die Anwendung von
Ostrogen das Risiko fiir Brust- und endometrialen Krebs erhéht.

Hohe Dosierungen von Calcium in der Nahrung, mit oder ohne Vitamin D ist
ebenfalls vorgeschlagen worden fir Frauen nach der Menopause. Jedoch kénnen
hohe Dosierungen von Calcium haufig unangenehme gastrointestinale
Nebenwirkungen haben, und Serum- und Urin-Calciumspiegel missen durchgehend
unter Beobachtung sein (siehe Khosla und Rigss, Mayo Clin. Proc. 70:978-982,
1995).

Andere Therapeutika, die vorgeschlagen worden sind, schlieBen Calcitonin, Bis-
phosphonate, anabolische Steroide und Natriumfluorid ein. Solche Therapeutika
haben jedoch unerwiinschte Nebenwirkungen (z. B. kbnnen Calcitonin und Steroide

Ubelkeit verursachen und eine Immunreaktion hervorrufen, Bisphosphonate und
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Natriumfluorid kbnnen die Reparatur von Frakturen inhibieren, selbst obwohl die
Knochendichte leicht steigt), was von ihrem Gebrauch abhalten kénnte (siehe Khosla

und Rigss, supra).

Die EMBL-Datenbankeintragungen AA393939 und AI11311 befassen sich mit
Expressed Sequence Tags (ESTs), flr die keine Funktion angegeben ist.

Keine zurzeit angewandte therapeutische Strategie bezieht ein Arzneimittel ein,
welches das Wachstum neuer Knochenmasse anregt oder steigert. Die vorliegende
Erfindung stellt Zusammensetzungen und die Herstellung von Medikamenten bereit,
die genutzt werden kdénnen, um die Knochenmineralisierung zu erhéhen, und somit
genutzt werden kdnnen, um eine breite Vielfalt von Zustdnden zu behandeln, bei
welchen eine Erh6hung der Knochenmasse erwlnscht ist. Ferner sieht die

vorliegende Erfindung weitere, damit zusammenhangende Vorteile vor.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Die vorliegende Offenbarung sieht eine neue Klasse oder Familie von TGF-Beta-
Bindungsproteinen sowie Assays zur Auswahl von Verbindungen, welche den
Knochenmineralgehalt und die Knochenmineraldichte erhfhen, Verbindungen,
welche den Knochenmineralgehalt und die Knochenmineraldichte erhéhen, und die
Verwendung solcher Verbindungen bei der Herstellung von Medikamenten zur
Behandlung oder Vorbeugung einer gro3en Vielzahl von Zustanden vor.

Die Erfindung stellt eine isolierte Nukleinsaure bereit, welche die Sequenz ID Nr. 1,

5,9, 11, 13 oder 15 oder eine komplementare Sequenz davon umfasst.

Innerhalb verwandter Aspekie der vorliegenden Offenbarung werden isolierte
Nukleinsduremolekiile bereitgestellt, basierend auf der Hybridisierung zu nur einem
Abschnitt von einer der oben identifizierten Sequenzen (z. B. flir (a) kann die
Hybridisierung zu einer Sonde von mindestens 20, 25, 50 oder 100 Nukleotiden
vorliegen, ausgewahlt aus den Nukleotiden 156 bis 539 oder 555 bis 687 der
Sequenz ID Nr. 1). Wie leicht offensichtlich sein sollte, kann die notwendige
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Stringenz, die flr die Hybridisierung zu verwenden ist, variieren, basierend auf der
GroBe der Sonde. Zum Beispiel kénnten fir eine 25-mer-Sonde hohe
Stringenzbedingungen 60 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA, 5x Denhardts, 6x SSC, 0,1%
(w/v) N-Laurylsarkosin, 0,5% (w/v) NP-40 (Nonidet P-40) Gber Nacht bei 45 Grad C
einschlieBen, gefolgt von zwei Waschvorgéangen mit 0,2x SSC/0,1% SDS bei 45-50
Grad. FUr eine 100-mer-Sonde unter niedrigen Stringenzbedingungen konnten
geeignete Bedingungen folgendes einschlieBen: 5x SSPE, 5x Denhardts und 0,5%
SDS Uber Nacht bei 42-50 Grad, gefolgt von zwei Waschvorgdngen mit 2x SSPE
(oder 2x SSC)/0,1% SDS bei 42-50 Grad.

Es werden isolierte Nukleinsauremoleklle offenbart, welche Homologie zu Sequenz
ID Nr. 1,5, 7,9, 11, 13 oder 15 auf einem 50%-, 60%-, 75%-, 80%-, 90%-, 95%-
oder 98%-Homologiespiegel aufweisen, unter Anwendung eines Wilbur-Lipman
Algorithmus. Représentative Beispiele solcher isolierter Molekile schlieBen zum
Beispiel Nukleinsduremolekdlle ein, die ein Protein codieren, umfassend die Sequenz
ID Nr. 2, 6, 10, 12, 14 oder 16, oder Homologie zu diesen Sequenzen bei einem
Spiegel von 50%-, 60%-, 75%-, 80%-, 90%-, 95%- oder 98%-Homologieniveau

aufweisen, unter Anwendung eines Lipman-Pearson Algorithmus.

Isolierte Nukleinsduremolekile sind gewdhnlich kleiner als 100kb in der GréBe und,
innerhalb bestimmter Ausfihrungsformen, kleiner als 50kb, 25kb, 10kb oder sogar
5kb hinsichtlich der GréBe. Ferner existieren isolierte Nukleinsauremolekile inner-
halb anderer Ausfihrungsformen nicht in einer "Bibliothek" anderer nicht-verwandter
Nukleinsduremolekile (z. B. ein Subklon BAC, wie in der GenBank Zugangs-Nr.
AC003098 und EMB Nr. AQ171546 beschrieben). Es kdnnen jedoch isolierte
Nukleinsduremolekdle in Bibliotheken verwandter Moleklle gefunden werden (z. B.
zum Shuffling bzw. Teilaustausch, wie im U.S.-Patent Nr. 5 837 458; 5 830 721 und
5811 238 beschrieben ist). SchlieBlich schlieBen isolierte Nukleinsduremolekiile, wie
hierin beschrieben, nicht Nukleinsauremolekile ein, die Dan, Cerberus, Gremlin oder
SCGF codieren (U.S.-Patent Nr. 5 780 263).

Ebenfalls von der vorliegenden Offenbarung bereitgestellt werden Kloniervektoren,

welche die oben erwahnten Nukleinsduremolekile enthalten, und Expressions-

5/131



vektoren, die einen Promotor (z. B. eine regulatorische Sequenz) umfassen, der
funktionsfahig an eines der oben erwdhnten Nukleinsauremolekile verknUpft ist.
Reprasentative Beispiele flur geeignete Promotoren schlieBen gewebespezifische
Promotoren und viral-basierte Promotoren ein (z. B. CMV-basierte Promotoren, wie
CMV I-E, SV40-early-Promotor und MuLV-LTR). Expressionsvektoren kénnen auch
auf Viren Dbasieren oder von Viren stammen (z. B. ein "viraler Vektor").
Reprasentative Beispiele flr virale Vektoren schlieBen virale Herpes-Simplex-
Vektoren, adenovirale Vektoren, Adenovirus-assoziierte virale Vektoren und
retrovirale Vektoren ein. Ebenfalls bereitgestellt werden Wirtszellen, die jeden
beliebigen der oben genannten Vektoren enthalten oder umfassen (einschlieBlich
zum Beispiel Wirtszellen, die von Mensch, Affe, Hund, Ratte oder Maus stammen).

Innerhalb anderer Aspekte der vorliegenden Erfindung werden Verfahren zur
Produktion von TGF-beta-Bindungsproteinen bereitgestellt, die den Schritt des
Kultivierens der vorstehend erwdhnten Wirtszelle, die einen Vektor enthalt,
umfassen, unter Bedingungen und flir einen Zeitraum, ausreichend, um das TGF-
beta-Bindungsprotein zu produzieren. Innerhalb weiterer Ausfihrungsformen kann
das Protein, das durch dieses Verfahren hergestellt wurde, weiter gereinigt werden
(z. B. durch Saulenchromatographie, Affinitatsreinigung und dergleichen). Folglich
kébnnen isolierte Proteine, die durch die oben genannten Nukleinsduremolekile
codiert werden (z. B. Sequenz ID Nr. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 oder 16), leicht produziert

werden angesichts der vorliegenden Anmeldung.

Es wird auch offenbart, dass die bereits erwahnten Proteine oder Fragmente davon
als Fusionsproteine produziert werden kénnen. Zum Beispiel werden innerhalb eines
Aspektes Fusionsproteine offenbart, die ein erstes Polypeptidsegment, das ein TGF-
beta-Bindungsprotein umfasst, codiert durch ein Nukleinsduremolek(l, wie oben
beschrieben, oder einem Abschnitt davon von mindestens 10, 20, 30, 50 oder 100
Aminosauren in der Lange, und ein zweites Polypeptidsegment umfassen, das ein
Nicht-TGF-beta-Bindungsprotein umfasst. Das zweite Polypeptid kann ein "tag",
geeignet zur Reinigung oder Erkennung (z. B. ein Polypeptid, das mehrfache

anionische Aminosaurereste umfasst — siehe U.S.-Patent Nr. 4 851 341), ein Marker
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(z. B. grin fluoreszierendes Protein oder alkalische Phosphatase) oder ein toxisches
Molekul (z. B. Ricin) sein.

Innerhalb eines weiteren Aspekies stellt die Erfindung einen monoklonalen
Antikdrper oder ein Fragment desselben bereit, der/das an ein TGF-beta-
Bindungsprotein, das durch eine Nukleinsdure von Sequenz ID Nr. 1, 5, 9, 11, 13
oder 15 codiert ist, mit einem K, von gréBer oder gleich 102 M™ bindet und nicht das
Protein Dan oder das Protein Gremlin bindet. Der Antikérper kann zum Beispiel
humanen oder murinen Ursprungs sein. Innerhalb weiterer AusfUhrungsformen ist
der AntikOrper ein Fragment eines Antikorpers, der die Bindungscharakteristika
eines ganzen AntikOérpers behalt (z. B. ein F(ab').-, F(ab).-, Fab’-, Fab- oder Fv-
Fragment, oder sogar ein CDR). Von der Offenbarung werden ebenfalls Hybridome
und andere Zellen, die zur Produktion und Expression der vorangehend erwahnten

Antikbrper in der Lage sind, bereitgestellt.

Innerhalb verwandter Aspekte der Erfindung werden Verfahren bereitgestellt, die ein
TGF-beta-Bindungsprotein nachweisen, umfassend die Schritte der Inkubation eines
Antikbrpers, wie oben beschrieben, unter Bedingungen und fir einen Zeitraum,
ausreichend, um dem Antikdrper zu ermdglichen, an ein TGF-beta-Bindungsprotein
zu binden, und des Nachweisens der Bindung. Innerhalb verschiedener Aus-
fUhrungsformen kann der Antikdrper an einen festen Trager gebunden sein, um das
Waschen oder Abtrennen zu erleichtern, und/oder markiert sein (z. B. mit einem
Marker, gewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Enzymen, fluoreszierenden

Proteinen und Radioisotopen).

Innerhalb anderer Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden isolierte Oligo-
nukleotide bereitgestellt, die an ein Nukleinsduremolekil geman der Sequenz ID Nr.
1,3,5,7,9,11, 13, 15, 17 oder 18 oder das Komplement dazu, unter Bedingungen
hoher Stringenz zu hybridisieren. Innerhalb weiterer AusfUhrungsformen der
Offenbarung kann das Oligonukleotid in der Sequenz gefunden werden, welche die
Sequenz ID Nr. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 oder 16 codiert. Innerhalb bestimmter
Ausfihrungsformen der Offenbarung ist das Oligonukleotid von mindestens 15, 20,
30, 50 oder 100 Nukleotiden Lange. Innerhalb weiterer AusfUhrungsformen der
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Offenbarung ist das Oligonukleotid mit einem anderen Molekll markiert (z. B. ein
Enzym, ein fluoreszierendes Molekll oder ein Radioisotop). Von der Offenbarung
werden ebenfalls Primer bereitgestellt, die zur spezifischen Amplifikation der
Gesamtheit oder eines Abschnitts der oben erwahnten Nukleinsduremolekile in der
Lage sind, welche TGF-beta-Bindungsproteine codieren. Wie hierin verwendet, sollte
der Ausdruck "spezifische Amplifikation" so verstanden werden, dass er sich auf
Primer bezieht, welche die vorangehend erwdhnten TGF-beta-Bindungsproteine
amplifizieren und nicht andere TGF-beta-Bindungsproteine, wie Dan, Cerberus,
Gremlin oder SCGF (U.S.-Patent Nr. 5 780 263).

Innerhalb verwandter Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden Verfahren zum
Nachweisen eines Nukleinsduremolekiils bereitgestellt, das ein TGF-beta-Bindungs-
protein codiert, umfassend die Schritte der Inkubation eines Oligonukleotids, wie
oben beschrieben, unter Bedingungen hoher Stringenz, und des Nachweisens der
Hybridisierung des Oligonukleotids. Innerhalb bestimmter Ausfihrungsformen kann
das Oligonukleotid markiert und/oder an einen festen Trager gebunden sein.

Innerhalb anderer Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden Ribozyme
bereitgestellt, die zur Spaltung der RNA in der Lage sind, welche eines der oben
erwahnten TGF-beta-Bindungsproteine codiert (z. B. Sequenz ID Nr. 2, 6, 8, 10, 12,
14 oder 16). Solche Ribozyme kénnen aus DNA, RNA (einschlieBlich 2'-O-Methyl-
Ribonukleinsduren), Nukleinsdureanalogen (z. B. Nukleinsauren, die Phosphor-
thioatverkntpfungen aufweisen) oder Mischungen davon bestehen. Von der
Offenbarung werden ebenfalls Nukleinsduremolekile (z. B. DNA oder cDNA), die
diese Ribozyme codieren, und Vektoren, die zur Expression oder Produktion der
Ribozyme in der Lage sind, bereitgestellt. Reprasentative Beispiele flr Vektoren
schlieBen Plasmide, Retrotransposons, Cosmide und viral-basierte Vektoren ein
(z. B. virale Vektoren, erzeugt mindestens zum Teil aus einem Retrovirus,
Adenovirus oder adeno-assoziierten Virus). Ebenfalls bereitgestellt werden von der
Offenbarung Wirtszellen (z. B. Menschen-, Hunde-, Ratten- oder Mauszellen), die
diese Vektoren enthalten. In bestimmten Ausfihrungsformen kann die Wirtszelle mit
dem Vektor stabil transformiert sein.
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Innerhalb weiterer Aspekte der Offenbarung werden Verfahren zur Produktion von
Ribozymen, entweder synthetisch oder durch in vitro- oder in vivo-Transkription
bereitgestellt. Innerhalb weiterer Ausfihrungsformen der Offenbarung kénnen die so
produzierten Ribozyme weiter gereinigt und/oder zu pharmazeutischen
Zusammensetzungen formuliert ~ werden (z. B. das Ribozym oder
Nukleinsduremolekil, welches das Ribozym codiert, zusammen mit einem
pharmazeutisch annehmbaren Trager oder Verdlinnungsmittel). In entsprechender
Weise kdnnen die Antisinn-Oligonukleotide und Antikérper oder andere ausgewahlte
Molekdile, die hierin beschrieben wurden, zZu pharmazeutischen

Zusammensetzungen formuliert werden.

Innerhalb anderer Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden Antisinn-Oligonuk-
leotide bereitgestellt, die ein Nukleinsauremolekil umfassen, das an ein Nuklein-
sauremolekll gemal der Sequenz ID Nr. 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 oder 15, oder das
Komplement dazu hybridisiert, und wobei das Oligonukleotid die Expression des
TGF-beta-Bindungsproteins inhibiert, wie hierin beschrieben (z. B. humanes BEER).
Innerhalb verschiedener solcher Aspekte weist das Oligonukleotid 15, 20, 25, 30, 35,
40 oder 50 Nukleotide Lange auf. Vorzugsweise ist das Oligonukleotid kleiner als
100, 75 oder 60 Nukleotide in der Lange. Wie leicht offensichtlich sein sollte, kann
das Oligonukleotid aus einem oder mehreren Nukleinsdureanalogen, Ribonuklein-
sauren oder Desoxyribonukleinsduren bestehen. Ferner kann das Oligonukleotid
durch eine oder mehrere VerknUpfungen modifiziert sein, einschlieBlich zum Beispiel
kovalenter  Verknlpfungen, wie eine Phosphorothioatverknlpfung, eine
Phosphotriesterverkntpfung, eine Methylphosphonatverknipfung, eine
Methylen(methylimino)verkntpfung, eine Morpholinoverkntpfung, eine
Amidverkntpfung, eine Polyamidverknipfung, eine kurzkettiges-Alkyl-Interzucker-
Verknupfung, eine  Cycloalkyl-Interzucker-Verknipfung, eine kurzkettige
heteroatomische Interzucker-VerknlUpfung und heterozyklische Interzucker-
Verkndpfung. Ein reprasentatives Beispiel eines chiméaren Oligonukleotids wird im
U.S.-Patent Nr. 5 989 912 bereitgestellt.

Noch ein anderer Aspekt der vorliegenden Offenbarung sieht die Verwendung eines
Ribozyms, wie oben beschrieben, bei der Herstellung eines Medikaments zur
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Erhéhung der Knochenmineralisierung in einem warmblitigen Tier vor, wobei das
Medikament eine effektive Ribozymmenge in das Tier einfhrt. Innerhalb verwandter
Aspekte fuhren solche Medikamente eine effektive Menge des Nukleinsduremolekuls
oder Vektors in einen Patienten, wie hierin beschrieben, ein, welche zur Produktion
des erwlnschten Ribozyms in der Lage ist, wobei das Medikament unter Bedingun-
gen eingefuhrt wird, welche die Transkription des Nukleinsduremoleklls zur
Herstellung des Ribozyms favorisieren.

Innerhalb anderer Aspekte der Erfindung werden transgene, nicht-humane Tiere
vorgesehen. Innerhalb einer Ausfihrungsform ist ein transgenes Tier vorgesehen,
dessen Keimzellen und somatische Zellen ein Nukleinsauremolekil beinhalten, das
ein  TGF-beta-Bindungsprotein  codiert, wobei  die  Nukleinsdure ein
Nukleinsduremolekiil ist, welches die Sequenz ID Nr. 1, 5, 9, 11, 13 oder 15 umfasst,
das mit einem fUr die Expression des Gens effektiven Promotor funktionsfahig
verknUpft ist, wobei das Gen in das Tier oder einen Vorfahren des Tieres in einem
embryonalen Stadium eingefihrt worden ist, mit der MaBgabe, dass das Tier kein
Mensch ist. Innerhalb anderer Ausfihrungsformen sind transgene Knockout-Tiere
vorgesehen, die ein Tier umfassen, dessen Keimzellen und somatische Zellen eine
Zerstbrung von mindestens einem Allel eines endogenen Nukleinsduremolekils
umfassen, welches an ein Nukleinsduremolekil hybridisiert, das ein TGF-
Bindungsprotein codiert, wobei die endogene Nukleinsdure eine Nukleinsdure mit der
Sequenz ID Nr. 1, 5, 9, 11, 13 oder 15 ist, wobei die Zerstérung eine Transkription
von Messenger-RNA von dem Allel verhindert, verglichen mit einem Tier ohne die
Zerstorung, mit der MaBgabe, dass das Tier kein Mensch ist. Innerhalb
verschiedener Ausfihrungsformen ist die Zerstbrung eine Nukleinsauredeletion, -
substitution oder -insertion. Innerhalb anderer Ausfihrungsformen ist das transgene

Tier eine Maus, eine Ratte, ein Schaf, ein Schwein oder ein Hund.

Innerhalb weiterer Aspekte der Offenbarung werden Kits zum Nachweisen der TGF-
beta-Bindungsprotein-Genexpression bereitgestellt, die einen Behalter umfassen, der
ein Nukleinsauremolekll umfasst, wobei das Nukleinsduremolek(l gewahlt wird aus
der Gruppe, bestehend aus (a) einem Nukleinsduremolekll, das die Nukleotid-
sequenz der SEQ ID Nr. 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 oder 15 umfasst; (b) einem Nuklein-
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sauremolekil, welches das Komplement der Nukleotidsequenz von (a) umfasst; (c)
einem Nukleinsauremolekdl, das ein Fragment von (a) oder (b) von mindestens 15,
20, 30, 50, 75 oder 100 Nukleotiden Lange ist. Ebenfalls bereitgestellt werden Kits
fir das Nachweisen eines TGF-beta-Bindungsproteins, die einen Behélter umfassen,

der einen der hierin beschriebenen TGF-beta-Bindungsprotein-Antikbrper umfasst.

Zum Beispiel werden innerhalb eines Aspektes der vorliegenden Offenbarung
Verfahren bereitgestellt, um zu bestimmen, ob ein ausgewahltes Molekll zur
Erhdhung des Knochenmineralgehaltes in der Lage ist, umfassend die Schritte des
(a) Mischens eines oder mehrerer Molekilkandidaten mit TGF-beta-Bindungsprotein,
codiert durch das Nukleinsduremolekil geman Anspruch 1, und einem ausgewéhlten
Vertreter der TGF-beta-Proteinfamilie (z. B. BMP 5 oder 6), (b) Bestimmens, ob der
Molekullkandidat die Signalgebung des TGF-beta-Familienvertreters verandert oder
das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an den TGF-beta-Familienvertreter ver-
andert. Innerhalb bestimmter Ausfihrungsformen der Offenbarung verandert das
Molekul die Fahigkeit von TGF-beta, als ein positiver Regulator mesenchymaler Zell-
differenzierung zu funktionieren. Innerhalb dieses Aspektes der vorliegenden
Offenbarung kann der Molekllkandidat(en) die Signalgebung oder das Binden, durch
zum Beispiel entweder Verminderung (z. B. Inhibition) oder Erhoéhung (z. B.

Verstarkung) der Signalgebung oder des Bindens, verandern.

Innerhalo noch eines weiteren Aspektes der Offenbarung werden Verfahren
bereitgestellt, um zu bestimmen, ob ein ausgewahltes Molekll zur Erhéhung des
Knochenmineralgehaltes in der Lage ist, umfassend den Schritt des Bestimmens, ob
ein ausgewahltes Molekll das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an Knochen
oder ein Analog davon inhibiert. Repréasentative Beispiele fur Knochen oder Analoge
davon schlieBen Hydroxyapatit und primare menschliche Knochenproben ein, die
durch Biopsie erhalten wurden.

Innerhalb bestimmter AusfUhrungsformen der oben zitierten Verfahren ist das
ausgewdhlte Molekul innerhalb einer Mischung von Molekullen enthalten, und die
Verfahren kénnen ferner den Schritt der Isolierung eines oder mehrerer Molekiile

umfassen, welche innerhalo des Assays funktionell sind. Innerhalb noch anderer
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Ausfiihrungsformen der Offenbarung wird die TGF-beta-Proteinfamilie an einen
festen Trager gebunden, und das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins wird
gemessen, oder TGF-beta-Bindungsprotein(e) sind an einen festen Trager
gebunden, und das Binden der TGF-beta-Proteine wird gemessen.

Durch Anwendung von Verfahren wie die, die oben offenbart wurden, kann eine
breite Vielfalt von Molekilen auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, den Knochen-
mineralgehalt durch Inhibition des Bindens des TGF-beta-Bindungsproteins an die
TGF-beta-Proteinfamilie zu erhéhen. Repréasentative Beispiele fir solche Molekile
schlieBen Proteine oder Peptide, organische Moleklle und Nukleinsauremolekile

ein.

Innerhalb anderer verwandter Aspekte sieht die Offenbarung die Verwendung eines
aus den hierin zitierten Assays identifizierten Molekulls bei der Herstellung eines
Medikamentes zur Erhdhung des Knochenmineralgehaltes in einem warmblitigen
Tier vor, wobei die Medikamente an ein warmbllitiges Tier eine therapeutisch
effektive Menge eines aus den hierin zitierten Assays identifizierten Molekuls
verabreichen. Innerhalb eines weiteren Aspektes sieht die Erfindung die Verwendung
eines Antikorpers oder AntikOrperfragments der Erfindung bei der Herstellung eines
Medikaments zur Erh6hung der Knochenmineralisierung in einem warmblatigen Tier
vor. Die Medikamente liefern eine therapeutisch effektive Menge des Molekdls.
Reprasentative Beispiele flr geeignete Moleklle schlieBen Antikbrper (z. B. einen
humanisierten Antikdrper) ein, welche die Aktivitdt des TGF-beta-Bindungsproteins

spezifisch erkennen und verandern.

Innerhalb eines weiteren Aspektes sieht die vorliegende Offenbarung die
Verwendung von Zellen, die zum Knochen wandern und bei denen ein Vekior
eingefihrt worden ist, der die Expression eines Molekils steuert, welches das
Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an die TGF-beta-Proteinfamilie und
knochenmorphogene Proteine (BMPs) inhibiert, bei der Herstellung eines
Medikaments zur Erh6hung des Knochenmineralgehaltes in einem warmblttigen Tier
vor. Wie hierin verwendet, sollte sich verstehen, dass Zellen "zum Knochen

wandern", wenn sie sich nach peripherer Verabreichung innerhalb der
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Knochenmatrix ansiedeln bzw. lokalisieren. Innerhalb einer Ausfihrungsform umfasst
die Erfindung ferner, vor dem Schritt der EinfUhrung, das Isolieren von Zellen aus
dem Knochenmark, die zum Knochen wandern. Innerhalb einer weiteren
Ausflihrungsform sind die zum Knochen wandernden Zellen gewahlt aus der Gruppe,

bestehend aus CD34+ Zellen und Osteoblasten.

Innerhalb anderer Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden Molekille bereit-
gestellt (vorzugsweise isolierte), die das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an

die TGF-beta-Protein-Superfamilie inhibieren.

Innerhalb weiterer Aspekie kdnnen die Moleklle als eine Zusammensetzung
bereitgestellt werden, und koénnen ferner einen Knochenresorptionsinhibitor
umfassen. Reprasentative Beispiele flr solche Inhibitoren schlieBen Calcitonin,
Ostrogen, ein Bisphosphonat, einen Wachstumsfaktor mit anti-resorptiver Aktivitat

und Tamoxifen ein.

Représentative Beispiele fur Molekulle, die in den oben erwéhnten therapeutischen
Kontexten verwendet werden koOnnen, schlieBen Antikorper (z. B. humanisierte
Antikorper) ein. Solche Molekile kdénnen, abhéangig von ihrer Auswahl, verwendet
werden, um die Signalgebung oder das Binden eines TGF-beta-Bindungsprotein-
Familienvertreters, wie hierin beschrieben, zu verandern, zu antagonisieren oder zu

fordern.

Innerhalb verschiedener Aspekte der Offenbarung kénnen die oben beschriebenen
Moleklle und Behandlungs- oder Praventionsmedikamente verwendet werden flr
Zustande wie Osteoporose, Osteomalazie, periodontale Erkrankung, Skorbut,
Cushing-Erkrankung, Knochenfraktur und Zustande aufgrund von

GliedmaBenimmobilisierung und Steroidanwendung.
Diese und andere Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden offensichtlich unter

Bezug auf die folgende ausfuhrliche Beschreibung und die beigelegten Zeichnungen.
Zusatzlich werden verschiedene Druckschriften hierin dargelegt, die bestimmte
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Verfahrensweisen oder Zusammensetzungen (z. B. Plasmide etc.) ausflhrlicher

beschreiben.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
Die Figur 1 ist eine schematische Veranschaulichung, welche die Aminosdure-
sequenz von humanem Dan; humanem Gremlin; humanem Cerberus und humanem

Beer vergleicht. Pfeile weisen auf das Cystein-Grundgerust hin.

Die Figur 2 fasst die Ergebnisse zusammen, die durch die Untersuchung einer
Vielfalt von humanen Geweben hinsichtlich Expression eines TGF-beta-Bindungs-
protein-Gens, speziell des humanen Beer-Gens, erhalten wurden. Eine semiquanti-
tative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktions-Prozedur (RT-PCR) wurde
angewendet, um einen Abschnitt des Gens aus Erst-Strang-cDNA, synthetisiert aus
Gesamt-RNA, zu amplifizieren (ausfihrlicher beschrieben in BEISPIEL 2A).

Die Figur 3 fasst die Ergebnisse zusammen, die durch RNA-in situ-Hybridisierung
von Mausembryo-Schnitten erhalten wurden, wobei eine cRNA-Sonde verwendet
wird, die komplementar zum Maus-Beer-Transkript ist (ausflhrlicher beschrieben in
BEISPIEL 2B). Die Tafel A ist ein Querschnitt von einem 10,5 dpc-Embryo. Die Tafel
B ist ein sagittaler Schnitt von einem 12,5 dpc-Embryo, und die Tafeln C und D sind
sagittale Schnitte von 15,5 dpc-Embryos.

Die Figur 4 veranschaulicht durch Western-Blot-Analyse, die Spezifitat von drei
unterschiedlichen polyklonalen Antikérpern fur ihre jeweiligen Antigene (ausfihrlicher
beschrieben in BEISPIEL 4). Die Figur 4A zeigt die spezifische Reaktivitat eines Anti-
H. Beer-Antikdrpers fir das H. Beer-Antigen, aber nicht H. Dan oder H. Gremlin. Die
Figur 4B zeigt die Reaktivitat eines Anti-H. Gremlin-Antikérpers fir das H. Gremlin-
Antigen, aber nicht H. Beer oder H. Dan. Figur 4C zeigt die Reaktivitat eines Anti-H.
Dan-Antikdrpers flr H. Dan, aber nicht H. Beer oder H. Gremlin.

Die Figur 5 veranschaulicht durch Western-Blot-Analyse, die Selektivitdt des TGF-

beta-Bindungsproteins Beer fur BMP-5 und BMP-6, aber nicht BMP-4 (ausfihrlicher
beschrieben in BEISPIEL 5).
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Die Figur 6 verdeutlicht, dass die ionische Wechselwirkung zwischen dem TGF-beta-
Bindungsprotein Beer und BMP-5 eine Dissoziationskonstante im Bereich von 15-30

nM aufweist.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

DEFINITIONEN
Vor der ausfuhrlichen Darlegung der Erfindung kann es zum Verstdndnis dieser
hilfreich sein, Definitionen bestimmter Termini darzulegen und die Abklrzungen

aufzulisten und zu definieren, die nachstehend hierin verwendet werden.

"Molekudl" sollte sich so verstehen, dass es Proteine oder Peptide (z. B. Antikorper,
rekombinante Bindungspartner, Peptide mit einer gewlnschten Bindungsaffinitat),
Nukleinsduren (z. B. DNA, RNA, chiméare Nukleinsduremolekile und Nukleinséure-

analoge, wie PNA); und organische oder anorganische Verbindungen einschlie3t.
"TGF-beta" sollte sich so verstehen, dass es alle bekannten oder neuen Vertreter der
TGF-beta-Superfamilie, die auch knochenmorphogene Proteine (BMPs) einschlief3t,

beinhaltet.

"TGF-beta-Rezeptor" sollte sich so verstehen, dass er sich auf den Rezeptor bezieht,

der spezifisch ist fir einen bestimmten Vertreter der TGF-beta-Superfamilie

(einschlieBlich knochenmorphogener Proteine (BMPs)).

"TGF-beta-Bindungsprotein" sollte sich so verstehen, dass es sich auf ein Protein mit

spezifischer Bindungsaffinitat fir einen bestimmten Vertreter oder eine Untergruppe
von Vertretern der TGF-beta-Superfamilie (einschlieBlich knochenmorphogener
Proteine (BMPs)) bezieht. Spezifische Beispiele flr TGF-beta-Bindungsproteine
schlieBen Proteine ein, die durch die Sequenz ID Nr. 1, 5,7, 9, 11, 13 und 15 codiert

werden.

Inhibition des "Bindens des TGF-beta-Bindungsproteins an die TGF-beta-Protein-

familie und knochenmorphogene Proteine (BMPs)" sollte sich so verstehen, dass sie
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sich auf Molekile bezieht, welche die Aktivierung von TGF-beta oder knochen-
morphogenen Proteine  (BMPs) zulassen, oder das Binden von TGF-beta-
Familienvertretern, einschlieBlich knochenmorphogenen Proteinen (BMPs), an ihre
jeweiligen Rezeptoren zulassen, durch Entfernen von TGF-beta oder indem es am
Binden an TGF-Bindungsprotein gehindert wird. Eine solche Inhibition kann erreicht
werden zum Beispiel durch Moleklle, die das Binden des TGF-beta-
Bindungsproteins an spezifische Vertreter der TGF-beta-Superfamilie inhibieren.

"Vektor" bezieht sich auf eine Baugruppe, die in der Lage ist, die Expression des
gewunschten Proteins zu lenken. Der Vekior muss transkriptionelle
Promotorelemente einschlieBen, die funktionsfahig mit dem Gen(en) von Interesse
verknupft sind. Der Vektor kann entweder aus Desoxyribonukleinsauren ("DNA"),
Ribonukleinsduren ("RNA"), oder einer Kombination aus den beiden (z. B. ein DNA-
RNA-Chimar) bestehen. Optional kann der Vektor eine Polyadenylierungssequenz,
eine oder mehrere Restriktionsstellen, sowie einen oder mehrere selektierbare
Marker, wie Neomycin-Phosphotransferase oder Hygromycin-Phosphotransferase,
einschlieBen. Zusatzlich, abhangig von der ausgewahlten Wirtszelle und dem
angewandten Vektor, kbnnen andere genetische Elemente, wie ein Replikations-
ursprung, zusatzliche Nukleinsdure-Restriktionsstellen, Enhancer, die Induzierbarkeit
von Transkription vermittelnde Sequenzen und selektierbare Marker ebenfalls in den
hierin beschriebenen Vektoren eingebracht werden.

Ein "isoliertes Nukleinsduremolekll" ist ein Nukleinsduremolekull, das nicht in der

genomischen DNA eines Organismus integriert ist. Zum Beispiel ist ein DNA-Molekdl,
das ein TGF-Bindungsprotein codiert, das von der genomischen DNA einer
eukaryotischen Zelle getrennt wurde, ein isoliertes DNA-Molekll. Ein weiteres
Beispiel eines isolierten Nukleinsduremoleklls ist ein chemisch synthetisiertes
Nukleinsduremolekiil, das nicht im Genom eines Organismus integriert ist. Das
isolierte Nukleinsduremolekil kann genomische DNA, cDNA, RNA sein oder

mindestens zum Teil aus Nukleinsdureanalogen bestehen.

Ein "isoliertes Polypeptid" ist ein Polypeptid, das im Wesentlichen frei von konta-

minierenden zellularen Komponenten ist, wie Kohlenhydrat, Lipid oder anderen
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proteinhaltigen Verunreinigungen, die mit dem Polypeptid in der Natur assoziiert
sind. Innerhalb bestimmter Ausflhrungsformen beinhaltet eine spezielle
Proteinpraparation ein isoliertes Polypeptid, wenn es nominell als eine Einzelbande
auf einem SDS-PAGE-Gel mit Coomassie-Blauférbung erscheint. Wenn es sich auf
organische Molekulle bezieht, bedeutet "isoliert", dass die Verbindungen zu mehr als
90 Prozent rein sind, unter Anwendung von Verfahren, die im Fachbereich allgemein
bekannt sind (z. B. NMR, Schmelzpunkt).

"Sklerosteose" Sklerosteose ist ein Terminus, der von Hansen (1967) (Hansen, H.
G., Sklerosteose. In: Opitz, H., Schmid, F., Handbuch der Kinderheilkunde. Berlin:
Springer (Hrsg.) 6 1967, S. 351-355) flr eine Stérung verwendet wurde, die ahnlich
zu der van Buchem'schen Hyperostosis corticalis generalisata ist, sich aber
moglicherweise in der radiologischen Erscheinung der Knochenveranderungen und
im Auftreten asymmetrischer kutaner Syndaktylie der Zeige- und Mittelfinger in vielen
Fallen unterscheidet. Der Kiefer hat ein ungewdhnlich quadratisches Aussehen bei
diesem Leiden.

"Humanisierte Antikdrper" sind rekombinante Proteine, in welchen murine Komple-

mentaritdts-bestimmende Regionen monoklonaler Antikdrper von schweren und
leichten variablen Ketten des murinen Immunoglobulins in eine humane variable

Domane transferiert worden sind.

Wie hierin verwendet, ist ein "Antikdrperfragment" ein Abschnitt eines Antikdrpers,

wie F(ab’),, F(ab),, Fab’, Fab und dergleichen. Unabhangig von der Struktur, bindet
ein Antikorperfragment an dasselbe Antigen, das vom intakten Antikorper erkannt
wird. Zum Beispiel bindet ein monoklonales Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-
Antikorperfragment an ein Epitop des TGF-beta-Bindungsproteins.

Der Terminus "Antikérperfragment" schlieBt auch jedes synthetisch oder gen-

technisch konstruierte Protein ein, das wie ein Antikdrper fungiert, indem es an ein
spezifisches Antigen bindet, um einen Komplex zu bilden. Zum Beispiel schlieBBen
Antikorperfragmente isolierte Fragmente, die aus der variablen Region der leichten
Ketten bestehen, "Fv"-Fragmente, die aus den variablen Regionen der schweren und

17 /131



- 18 -

leichten Ketten bestehen, rekombinante einzelkettige Polypeptidmolekdle, in welchen
leichte und schwere variable Regionen durch einen Peptid-Linker verbunden sind
("sFv-Proteine"), und Minimal-Erkennungseinheiten, die aus den Aminosaureresten

bestehen, welche die hypervariable Region nachahmen, ein.

Eine "nachweisbare Markierung" ist ein Molekll oder Atom, das an einem

Antikorperrest konjugiert werden kann, um ein fir Diagnose nutzliches Molekdl zu
produzieren. Beispiele flr nachweisbare Markierungen schlieBen Chelatoren,
photoaktive Mittel, Radioisotope, fluoreszente Mittel, paramagnetische lonen,
Enzyme und andere Markerreste ein.

Wie hierin verwendet, ist ein "Immunokonjugat" ein MolekUll, das einen Anti-TGF-

beta-Bindungsprotein-Antikorper oder ein AntikGrperfragment und eine nachweisbare
Markierung umfasst. Ein Immunokonjugat hat ungefahr die gleiche oder eine nur
leicht reduzierte Fahigkeit, das TGF-beta-Bindungsprotein nach der Konjugation zu

binden, wie vor der Konjugation.

Abklrzungen: TGF-beta — "Transformierender Wachstumsfaktor-beta"; TGF-bBP —
"Transformierender-Wachstumsfaktor-beta-Bindungsprotein” (ein  reprasentatives
TGF-bBP wird als "H. Beer" bezeichnet); BMP — "knochenmorphogenes Protein";
PCR — "Polymerasekettenreaktion"; RT-PCR — PCR-Verfahren, in welchem RNA
zuerst in DNA transkribiert wird, im ersten Schritt unter Verwendung reverser
Transkriptase (RT); cDNA — jede DNA, die durch Kopieren einer RNA-Sequenz zur
DNA-Form hergestellt wird.

Wie oben angemerkt, stellt die vorliegende Erfindung eine neue Klasse von TGF-
beta-Bindungsproteinen, ebenso wie Medikamente und Zusammensetzungen, zur
Erh6hung des Knochenmineralgehaltes in warmblitigen Tieren bereit. Kurz gesagt,
basieren die vorliegenden Erfindungen auf der unerwarteten Erkenntnis, dass eine
Mutation in dem Gen, das einen neuen Vertreter der TGF-beta-Bindungsprotein-
familie codiert, zu einem seltenen Zustand (Sklerosteose) flhrt, gekennzeichnet
durch Knochenmineralgehalte, die um das ein- bis vierfache héher sind als in nor-

malen Individuen. Somit, wie unten ausfthrlicher diskutiert wird, hat diese Erkenntnis
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zur Entwicklung von Assays, die angewendet werden kdnnen, um Moleklle zu
selektieren, die das Binden von TGF-beta-Bindungsproteinen an die TGF-beta-
Proteinfamilie und morphogene Knochenproteine (BMPs) inhibieren, und von
Medikamenten, die solche Molekule zur Erh6hung des Knochenmineralgehaltes von

warmblitigen Tieren (einschlieBlich zum Beispiel Menschen) verwenden, gefihrt.

DISKUSSION DER ALS SKLEROSTEOSE BEKANNTEN KRANKHEIT

Sklerosteose ist ein Begriff, der von Hansen (1967) (Hansen, H. G., Sklerosteose. In:
Opitz, H., Schmid, F., Handbuch der Kinderheilkunde. Berlin: Springer (Pub.) 6 1967.
S. 351-355) flr eine Stérung verwendet wurde, die &hnlich der van Buchem'schen
Hyperostosis corticalis generalisata ist, sich aber mdglicherweise in der radiolo-
gischen Erscheinung der Knochenverdnderungen und im Auftreten asymmetrischer

kutaner Syndaktylie der Zeige- und Mittelfinger in vielen Fallen unterscheidet.

Die Sklerosteose ist heutzutage als eine autosomale semidominante Stdrung
bekannt, die durch weit verstreute sklerotische L&sionen des Knochens beim
Erwachsenen gekennzeichnet ist. Der Zustand ist progressiv. Die Sklerosteose hat
auch einen Entwicklungsaspekt, der mit Syndactylie assoziiert ist (zwei oder mehrere
Finger sind miteinander verschmolzen). Das Sklerosteose-Syndrom ist mit einer
groBen Statur assoziiert, und viele betroffene Individuen erreichen eine GréBe von
sechs FuB3 oder mehr. Der Knochenmineralgehalt von Homozygoten kann um das 1-
bis 6fache Uber normalen Individuen sein, und die Knochenmineraldichte kann um
das 1- bis 4fache Uber normalen Werten sein (z. B. von unbetroffenen

Geschwistern).

Das Sklerosteose-Syndrom tritt priméar bei Afrikanern hollandischer Abstammung in
Sudafrika auf. Ungeféhr 1/140 Individuen in der 'Afrikaaner'-Population sind Trager
des mutierten Gens (Heterozygoten). Die Mutation zeigt 100% Penetranz. Es
existieren anekdotische Berichte Uber erhohte Knochenmineraldichte in Hetero-
zygoten mit nicht-assoziierten Pathologien (Syndaktylie oder UberméaBiges
Schadelwachstum).
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Es scheint derzeitig, dass keine Abnormalitat der Hypophysen-Hypothalamus-Achse
in Sklerosteose vorhanden ist. Insbesondere scheint keine Uberproduktion von
Wachstumshormon und Kortison vorhanden zu sein. Zusétzlich sind Geschlechts-
hormonspiegel in betroffenen Individuen normal. Jedoch deuten Knochenumsatz-
Marker (Osteoblasten-spezifische alkalische Phosphatase, Osteocalcin, Typ 1-
Prokollagen-C’-Propeptid (PICP)) und gesamte Alkalische-Phosphatase; (siehe
Comier, C., Curr. Opin. in Rheu. 7:243, 1995) darauf hin, dass mit der Krankheit
assoziierte hyperosteoblastische Aktivitat vorhanden ist, aber normale bis leicht
verringerte Osteoklastenaktivitdt vorhanden ist, wie durch Marker der Knochen-
resorption gemessen wurde (Pyridinolin, Desoxypyridinolin, N-Telopeptid, Harn-
Hydroxyprolin, Tartrat-resistente saure Phosphatasen des Plasmas und
Galaktosylhydroxylysin (siehe Comier, supra)).

Sklerosteose ist gekennzeichnet durch die stdndige Deposition von Knochen im
ganzen Skelett wahrend der Lebensdauer der betroffenen Individuen. In Homozygo-
ten fOhrt die standige Deposition von Knochenmineral zu einem Ubermafigen
Knochenwachstum in Bereichen des Skeletts, in denen eine Abwesenheit von
Mechanorezeptoren vorhanden ist (Schédel, Kiefer, Kranium). In Homozygoten mit
Sklerosteose fUhrt das UberméaBige Wachstum der Schadelknochen zu kranialer
Kompression und eventuell zum Tode aufgrund UbermaBigen hydrostatischen
Drucks auf den Hirnstamm. In allen anderen Teilen des Skeletts ist eine
verallgemeinerte und diffuse Sklerose vorhanden. Kortikale Bereiche der langen
Knochen sind sehr verdickt, was zu einer betrachtlichen Erhéhung der
Knochenstarke flhrt. Trabekuldre Verbindungen sind erhéht hinsichtlich der Dicke,
was wiederum die Stérke der trabekuldren Knochen erhdht. Sklerotisierte Knochen

scheinen bzgl. Rontgenstrahlen ungewdéhnlich opak.

Wie oben in Beispiel 1 ausfihrlicher beschrieben, ist die seltene genetische
Mutation, die flir das Sklerosteose-Syndrom verantwortlich ist, in der Region des
humanen Chromosoms 17 lokalisiert worden, die einen neuen Vertreter der TGF-
beta-Bindungsproteinfamilie codiert (ein reprasentatives Beispiel davon wird als "H.
Beer" bezeichnet). Wie unten ausfuhrlicher beschrieben, wurde basierend auf dieser

Erkenntnis der Knochenmineralisierungsmechanismus vollstandiger verstanden, was
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die Entwicklung von Assays flUr Moleklle, welche die Knochenmineralisierung
erhbhen, und die Verwendung solcher Molekile bei der Herstellung von
Medikamenten, um den Knochenmineralgehalt zu erhéhen, und bei der Behandlung
oder Pravention einer groBen Anzahl von Erkrankungen erlaubt.

TGF-BETA-SUPERFAMILIE

Die 'Transformierender Wachstumsfaktor beta'(TGF-beta)-Superfamilie beinhaltet
eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, die gemeinsame Sequenzelemente und
Struktur-Motive (auf beidem, den sekunddren und tertidren Ebenen) gemeinsam
haben. Von dieser Proteinfamilie ist bekannt, ein breites Spektrum von biologischen
Reaktionen auf eine groBe Vielfalt von Zelltypen auszutben. Viele von ihnen haben
wichtige Funktionen wahrend der Embryonalentwicklung, in der Musterbildung und
Gewebespezifikation; bei Erwachsenen sind sie z B. in der Wundheilung und
Knochenreparatur und Knochenremodellierung, und in der Modulation des
Immunsystems involviert. Zusétzlich zu den drei TGF-betas schlieBt die Superfamilie
die knochenmorphogenen Proteine (BMPs), Activine, Inhibine, Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren (GDFs) und glial-abstammende neurotrophe Faktoren
(GDNFs) ein. Eine primdre Klassifizierung besteht durch allgemeine Sequenz-
merkmale, die ein spezifisches Protein in eine allgemeine Unterfamilie eingruppieren.
Zusétzliche Schichtenbildung bzw. Stratifizierunginnerhalb der Unterfamilie ist
aufgrund strengerer Sequenzkonservierung zwischen Vertretern der kleineren
Gruppe maoglich. In bestimmten Fallen, wie mit BMP-5, BMP-6 und BMP-7, kann
diese so groB3 wie 75 Prozent Aminosdurehomologie zwischen Vertretern der
kleineren Gruppe sein. Dieser Identitétsspiegel ermdglicht einer einzigen
reprasentativen Sequenz, die biochemischen Schliisselelemente der Untergruppe zu

veranschaulichen, was sie von anderen Vertretern der gréBeren Familie trennt.

TGF-beta signalisiert, indem er die Bildung hetero-oligomerer Komplexe von Typ I-
und Typ II-Rezeptoren induziert. Die kristalline Struktur von TGF-beta2 ist bestimmt
worden. Die allgemeine Faltung des TGF-beta2-Monomeren beinhaltet eine stabile,
kompakte, Cystein-Knoten-&hnliche Struktur, die durch drei Disulfidbricken gebildet
wird. Dimerisierung, stabilisiert durch eine Disulfidbricke, ist antiparallel.
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TGF-beta-Familienvertreter initieren ihre zellulare Wirkung durch Binden an
Rezeptoren mit intrinsischer Serin-/Threoninkinase-Aktivitdt. Diese Rezeptorfamilie
besteht aus zwei Unterfamilien, bezeichnet als Typ I- und Typ |lI-Rezeptoren. Jeder
Vertreter der TGF-beta-Familie bindet an eine charakteristische Kombination von Typ
I- und Typ lI-Rezeptoren, welche beide zur Signalgebung bendtigt werden. Im der-
zeitigen Modell fir TGF-beta-Rezeptoraktivierung bindet TGF-beta erst an den Typ
[I-Rezeptor (TbR-Il), der in der Zellmembran in einer oligomeren Form mit aktivierter
Kinase vorkommt. Danach wird der Typ I-Rezeptor (TbR-l), der den Liganden in
Abwesenheit von TbR-Il nicht binden kann, in den Komplex rekrutiert. TbR-II
phosphoryliert dann TbR-I vorwiegend in einer Domane, die reich an Glycin- und
Serinresten ist (GS-Doméne), in der Juxtamembranregion und aktiviert dabei TbR-I.

Bisher sind sieben Typ I-Rezeptoren und flnf Typ |I-Rezeptoren identifiziert worden.

KNOCHENMORPHOGENE PROTEINE (BMPS) SIND REGULATORISCHE SCHLUSSELPROTEINE IN

DER BESTIMMUNG DER KNOCHENMINERALDICHTE BEI MENSCHEN

Ein groBer Fortschritt im Verstandnis der Knochenbildung war die Identifizierung der
knochenmorphogenen Proteine (BMPs), auch bekannt als osteogene Proteine
(OPs), welche Knorpel- und Knochendifferenzierung in vivo regulieren. BMPs/OPs
induzieren endochondrale Knochendifferenzierung durch eine Kaskade von
Ereignissen, die Knorpelbildung, Hypertrophie und Kalzifizierung des Knorpels,
vaskuléare Invasion, Osteoblastendifferenzierung und Knochenbildung einschlieBen.
Wie oben beschrieben, sind die BMPs/OPs (BMP 2-14 und osteogenes Protein 1
und -2, OP-1 und OP-2) Vertreter der TGF-beta-Superfamilie. Die auffallige
evolutionare Konservierung zwischen Vertretern der BMP/OP-Unterfamilie deutet
darauf hin, dass sie flur die normale Entwicklung und das Funktionieren von Tieren
kritisch sind. AuBerdem wirft das Vorliegen multipler Formen von BMPs/OPs eine
wichtige Frage Uber die biologische Relevanz dieser scheinbaren Redundanz auf.
Zusatzlich zur postfétalen Chondrogenese und Osteogenese spielen die BMPs/OPs
mehrere Rollen in der Skeletogenese (einschlieBlich der Entwicklung kraniofazialer
und dentaler Gewebe) und in der Embryonalentwicklung und Organogenese
parenchymatdser Organe, einschlieBlich der Niere. Es ist heutzutage verstanden

worden, dass die Natur auf gemeinsame (und wenige) molekulare Mechanismen
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zurlckgreift, die maBgeschneidert sind, um flar die Entstehung spezialisierter
Gewebe und Organe zu sorgen. Die BMP/OP-Superfamilie ist ein elegantes Beispiel
fir die Sparsamkeit der Natur in der Programmierung multipler spezialisierter
Funktionen, welche molekulare Isoformen mit minimaler Variation in den Amino-

sauremotiven innerhalb hoch konservierter Carboxyl-terminaler Regionen einsetzt.

BMP-ANTAGONISMUS

Die BMP- und Activin-Unterfamilien unterliegen einer signifikanten post-trans-
lationellen Regulation. Es existiert ein kompliziertes extrazellulares Kontrollsystem,
wodurch ein Antagonist hoher Affinitdt synthetisiert und exportiert wird, und
anschlieBend mit BMPs oder Activinen selektiv komplexiert, um ihre biologische
Aktivitat zu unterbrechen (W.C. Smith (1999) TIG 75(1) 3-6). Eine Anzahl von diesen
natlrlichen Antagonisten ist identifiziert worden, und, basierend auf Sequenz-
divergenz, scheinen sie sich unabhangig entwickelt zu haben, aufgrund des Fehlens
von Primarsequenz-Konservierung. Es hat bis heute keine strukturelle Arbeit Gber
diese Klasse von Proteinen gegeben. Untersuchungen dieser Antagonisten haben
eine deutliche Praferenz fur die Interaktion und Neutralisierung von BMP-2 und BMP-
4 hervorgehoben. Weiterhin scheint der Inhibitionsmechanismus sich bei den
verschiedenen Antagonisten zu unterscheiden (S. lemura et al. (1998) Proc Natl
Acad Sci USA 95 9337-9342).

NEUE TGF-BETA-BINDUNGSPROTEINE

1. Nochmals Hintergrund: TGF-beta-Bindungsproteine

Wie oben angemerkt, stellt die vorliegende Erfindung eine neue Klasse von TGF-
beta-Bindungsproteinen bereit, die ein anndhernd identisches Cystein-(Disulfid)-
GerUst, verglichen mit humanem DAN, humanem Gremlin und humanem Cerberus,
und SCGF (U.S.-Patent Nr. 5780 263), aber fast keine Homologie auf dem
Nukleotidlevel besitzen (fir Hintergrundinformation siehe allgemein Hsu, D.R.,
Economides, A.N., Wang, X., Eimon, P.M., Harland, R.M., "The Xenopus Dorsalizing
Factor Gremlin Identifies a Novel Family of Secreted Proteins that Antagonize BMP
Activities", Molecular Cell 1:673-683, 1998).

23/131



-4 -

Ein reprasentatives Beispiel fur die neue Klasse von TGF-beta-Bindungsproteinen
wird in den Sequenz ID Nr. 1, 5, 9, 11, 13 und 15 offen gelegt. Repréasentative
Vertreter dieser Klasse von Bindungsproteinen sollten sich auch so verstehen, dass
sie Varianten des TGF-beta-Bindungsproteins (z. B. Sequenz ID Nr. 5 und 7)
einschlieBen. Wie hierin verwendet, bezieht sich ein "TGF-beta-Bindungsprotein-
Varianten-Gen" auf Nukleinsduremolekille, die ein Polypeptid codieren, das eine
Aminosauresequenz hat, die eine Modifikation der SEQ ID Nr. 2, 10, 12, 14 oder 16
ist. Solche Varianten schlieBen nattrlich vorkommende Polymorphismen oder Allel-
Varianten von TGF-beta-Bindungsprotein-Genen, ebenso wie synthetische Gene, die
konservative Aminosauresubstitutionen dieser Aminosauresequenzen beinhalten,
ein. Zusatzliche variante Formen eines TGF-beta-Bindungsprotein-Gens sind
Nukleinsduremolekiile, die Insertionen oder Deletionen der hierin beschriebenen
Nukleotidsequenzen beinhalten. TGF-beta-Bindungsprotein-Varianten-Gene kdénnen
identifiziert werden, indem bestimmt wird, ob die Gene mit einem Nukleinsauremole-
kdl unter stringenten Bedingungen hybridisieren, das die Nukleotidsequenz der SEQ
ID Nr. 1, 5, 7, 9, 11, 13 oder 15 aufweist. Zusatzlich sollten TGF-beta-Bindungs-

protein-Varianten-Gene ein Protein codieren, das ein Cystein-GrundgerUst hat.

Alternativ dazu kénnen TGF-beta-Bindungsprotein-varianten-Gene durch Sequenz-
vergleich identifiziert werden. Wie hierin verwendet, haben zwei Aminosaure-
sequenzen "100%-Aminosduresequenz-ldentitat”, sofern die Aminosaurereste der
zwei Aminosduresequenzen gleich sind, wenn sie hinsichtlich maximaler Uberein-
stimmung aligniert werden. In entsprechender Weise haben zwei Nukleotid-
sequenzen "100%-Nukleotidsequenz-ldentitat”, sofern die Nukleotidreste der zwei
Nukleotidsequenzen gleich sind, wenn sie hinsichtlich maximaler Ubereinstimmung
aligniert werden. Sequenzvergleiche kdénnen unter Anwendung von Standard-
Softwareprogrammen durchgeflihrt werden, wie denjenigen, die im LASERGENE
Bioinformatik-EDV-Paket eingeschloBen sind, welches von DNASTAR (Madison,
Wisconsin) hergestellt wird. Andere Verfahren fur den Vergleich von zwei Nukleotid-
oder Aminosduresequenzen durch Bestimmung der optimalen Alignierung, sind dem
Fachmann allgemein bekannt (siehe z. B. Peruski und Peruski, The Internet and the
New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research (ASM Press, Inc. 1997),
Wu et al. (Hrsg.), "Information Superhighway and Computer Databases of Nucleic
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Acids and Proteins", in Methods in Gene Biotechnology, Seiten 123-151 (CRC Press,
Inc. 1997), und Bishop (Hrsg.), Guide to Human Genome Computing, 2te Ausgabe
(Academic Press, Inc. 1998)).

Ein variantes TGF-beta-Bindungsprotein sollte mindestens 50% Aminoséure-
sequenz-ldentitét zu den SEQ ID Nr. 2, 6, 10, 12, 14 oder 16 und vorzugsweise mehr
als 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% oder 95% Identitat haben. Alternativ dazu
kdnnen TGF-beta-Bindungsprotein-Varianten identifiziert werden, dadurch dass sie
mindestens 70% Nukleotidsequenz-ldentitdt zu SEQ ID Nr. 1, 5, 9, 11, 13 oder 15
haben. AuBerdem zieht die vorliegende Offenbarung TGF-beta-Bindungsprotein-
Genvarianten in Betracht, die mehr als 75%, 80%, 85%, 90% oder 95% Identitat zur
SEQ ID Nr. 1 haben. Ungeachtet des speziellen Verfahrens, das angewandt wurde,
um ein TGF-beta-Bindungsprotein-Varianten-Gen oder variantes TGF-beta-Bin-
dungsprotein zu identifizieren, kann ein variantes TGF-beta-Bindungsprotein oder ein
Polypeptid, codiert durch ein variantes TGF-beta-Bindungsprotein-Gen, funktionell
gekennzeichnet sein zum Beispiel durch seine Fahigkeit, an einen ausgewahlten
Vertreter der TGF-beta-Proteinfamilie zu binden und/oder dessen Signalgebung zu
inhibieren, oder durch seine Fahigkeit, spezifisch an einen Anti-TGF-beta-
Bindungsprotein-Antikdrper zu binden.

Die vorliegende Offenbarung schlieBt funktionelle Fragmente von TGF-beta-Bin-
dungsprotein-Genen ein. Innerhalb des Kontexts dieser Erfindung bezieht sich ein
"funktionelles Fragment" eines TGF-beta-Bindungsprotein-Gens auf ein Nuklein-
sauremolekll, das einen Abschnitt eines TGF-beta-Bindungsprotein-Polypeptids
codiert, das entweder (1) die oben genannte Funktionsaktivitat besitzt, oder (2)
spezifisch an einen Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-Antikbrper bindet. Zum Beispiel
umfasst ein funktionelles Fragment eines hierin beschriebenen TGF-beta-
Bindungsprotein-Gens einen Abschnitt der Nukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 1, 5, 9,
11, 13 oder 15.

2. Isolierung des TGF-beta-Bindungsprotein-Gens
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DNA Molekdle, die ein Bindungsprotein-Gen codieren, kdbnnen durch Screenen einer
humanen cDNA oder einer genomischen Bibliothek unter Verwendung von Poly-
nukleotidsonden erhalten werden, die zum Beispiel auf der SEQ ID Nr. 1 basieren.

Zum Beispiel ist der erste Schritt in der Praparation einer cDNA-Bibliothek, RNA zu
isolieren, wobei Verfahren verwendet werden, die dem Fachmann allgemein bekannt
sind. Im Allgemeinen muissen RNA-Isolierungstechniken ein Verfahren zur
Zellzerstbérung, ein Mittel zur Hemmung von RNase-gelenktem RNA-Abbau und ein
Verfahren zur Trennung der RNA von DNA-, Protein- und Polysaccharidverun-
reinigungen vorsehen. Zum Beispiel kann eine Gesamt-RNA durch Gefrieren von
Gewebe in flissigem Stickstoff, Zermahlen des gefrorenen Gewebes mit einem
Morser und Pistil, um die Zellen zu lysieren, Extraktion des gemahlenen Gewebes
mit einer Loésung aus Phenol/Chloroform, um Proteine zu entfernen, und Trennung
der RNA von den dbrigen Unreinheiten durch selektive Austallung mit Lithiumchlorid
isoliert werden (siehe zum Beispiel Ausubel et al. (Hrsg.), Short Protocols in
Molecular Biology, 3te Ausgabe, Seiten 4-1 to 4-6 (John Wiley & Sons 1995)
["Ausubel (1995)"]; Wu et al.,, Methods in Gene Biotechnology, Seiten 33-41 (CRC
Press, Inc. 1997) ["Wu (1997)].

Alternativ dazu kann Gesamt-RNA durch Extraktion gemahlenen Gewebes mit
Guanidiniumisothiocyanat, Extraktion mit organischen Losemitteln und Trennung der
RNA von Verunreinigungen unter Verwendung von Differentialzentrifugation isoliert
werden (siehe zum Beispiel Ausubel (1995) auf den Seiten 4-1 bis 4-6; Wu (1997)
auf den Seiten 33-41).

Um eine cDNA-Bibliothek zu konstruieren, muss Poly(A)"-RNA aus einer Gesamt-
RNA-Praparation isoliert werden. Poly(A)*-RNA kann aus der Gesamt-RNA unter
Verwendung der Standardtechnik der Oligo(dT)-Cellulose-Chromatographie isoliert
werden (siehe zum Beispiel Ausubel (1995) auf den Seiten 4-11 bis 4-12).

Doppelstrangige cDNA-Molekiile werden von Poly(A)*-RNA synthetisiert, wobei

Techniken verwendet werden, die dem Fachmann allgemein bekannt sind (siehe
zum Beispiel Wu (1997) auf den Seiten 41-46). AuBerdem kdénnen kommerziell
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erhaltliche Kits verwendet werden, um doppelstrangige cDNA-Moleklle zu synthe-
tisieren. Zum Beispiel sind solche Kits von Life Technologies, Inc. (Gaithersburg,
Maryland), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, Kalifornien), Promega
Corporation (Madison, Wisconsin) und Stratagene Cloning Systems (La Jolla,

Kalifornien) erhaltlich.

Die grundlegende Herangehensweise, um TGF-beta-Bindungsprotein-cDNA-Klone
zu erhalten, kann durch Konstruieren einer subtrahierten cDNA-Bibliothek modifiziert
werden, die bzgl. TGF-Bindungsprotein-spezifischer cDNA-Molekile angereichert ist.
Techniken zur Konstruierung von subtrahierten Bibliotheken sind dem Fachmann
allgemein bekannt (siehe zum Beispiel Sargent, "Isolation of Differentially Expressed
Genes", in Meth. Enzymol. 152:423, 1987, und Wu et al. (Hrsg.), "Construction and
Screening of Subtracted and Complete Expression cDNA Libraries", in Methods in
Gene Biotechnology, Seiten 29-65 (CRC Press, Inc. 1997)).

Verschiedene Klonierungsvektoren sind flr das Konstruieren einer cDNA-Bibliothek
geeignet. Zum Beispiel kann eine cDNA-Bibliothek in einem Vektor hergestellt
werden, der von einem Bakteriophagen stammt, wie ein Agt10-Vekior (siehe zum
Beispiel Huynh et al., "Constructing and Screening cDNA Libraries in Agt10 and
Agt11", in DNA Cloning: A Practical Approach, Band I, Glover (Hrsg.), Seite 49 (IRL
Press, 1985); Wu (1997) auf den Seiten 47-52).

Alternativ dazu kdnnen doppelstrangige cDNA-Molekile in einen Plasmidvektor
eingeflhrt werden, wie einen pBluescript-Vektor (Stratagene Cloning Systems; La
Jolla, Kalifornien), ein LambdaGEM-4 (Promega Corp.; Madison, Wisconsin) oder
andere kommerziell erhéltliche Vektoren. Geeignete Kloniervektoren kénnen auch
von der American Type Culture Collection (Rockville, Maryland) erhalten werden.

Um die klonierten cDNA-Molekdle zu amplifizieren, wird die cDNA-Bibliothek in einen
prokaryotischen Wirt unter Anwendung von Standardtechniken eingefihrt. Zum
Beispiel kann eine cDNA-Bibliothek in kompetente E. coli-DH5-Zellen eingeflhrt
werden, die von Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, Maryland) erhalten werden

kdénnen.
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Eine humane genomische DNA-Bibliothek kann mit Mitteln hergestellt werden, die im
Fachbereich allgemein bekannt sind (siehe zum Beispiel Ausubel (1995) auf den
Seiten 5-1 bis 5-6; Wu (1997) auf den Seiten 307-327). Genomische DNA kann
durch Lysieren von Gewebe mit dem Detergenz Sarkosyl, Verdauen des Lysats mit
Proteinase K, Entfernung unléslicher Trammer aus dem Lysat durch Zentrifugation,
Austallung von Nukleinsdure aus dem Lysat unter Verwendung von Isopropanol, und
Reinigung resuspendierter DNA auf einem Casiumchlorid-Dichtegradienten isoliert

werden.

DNA-Fragmente, die fur die Erzeugung einer genomischen Bibliothek geeignet sind,
kdnnen durch das statistische Scheren genomischer DNA oder durch partiellen
Verdau genomischer DNA mit Restriktionsendonukleasen erhalten werden.
Genomische DNA-Fragmente kdénnen in einen Vektor, wie einen Bakteriophagen-
oder Cosmid-Vektor, eingeflhrt werden, gemag konventioneller Techniken, wie der
Anwendung von Restriktionsenzymverdau, um geeignete Termini bereitzustellen, der
Anwendung der Behandlung mit alkalischer Phosphatase, um unerwinschte
VerknUpfung von DNA-Molekilen zu vermeiden, und Ligation mit geeigneten
Ligasen. Techniken flr eine solche Manipulation sind im Fachbereich allgemein
bekannt (siche zum Beispiel Ausubel (1995) auf den Seiten 5-1 bis 5-6; Wu (1997)
auf den Seiten 307-327).

Nukleinsduremolekiile, die ein TGF-beta-Bindungsprotein-Gen codieren, kdnnen
auch unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit Oligonukleotid-
primern erhalten werden, die Nukleotidsequenzen haben, welche auf den Nukleotid-
sequenzen des humanen TGF-beta-Bindungsprotein-Gens, wie hierin beschrieben,
basieren. Allgemeine Verfahren zum Screenen von Bibliotheken mit PCR werden
bereitgestellt zum Beispiel von Yu et al., "Use of the Polymerase Chain Reaction to
Screen Phage Libraries", in Methods in Molecular Biology, Band 15: PCR Protocols:
Current Methods and Applications, White (Hrsg.), Seiten 211-215 (Humana Press,
Inc. 1993). AuBerdem werden Techniken zur Verwendung von PCR, um verwandte
Gene zu isolieren, zum Beispiel von Preston, "Use of Degenerate Oligonucleotide
Primers and the Polymerase Chain Reaction to Clone Gene Family Members", in
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Methods in Molecular Biology, Band 15: PCR Protocols: Current Methods and
Applications, White (Hrsg.), Seiten 317-337 (Humana Press, Inc. 1993) beschrieben.

Alternativ dazu konnen humane genomische Bibliotheken von kommerziellen
Quellen erhalten werden, wie Research Genetics (Huntsville, AL) und der American
Type Culture Collection (Rockville, Maryland).

Eine Bibliothek, die cDNA oder genomische Klone enthalt, kann mit einer oder
mehreren Polynukleotidsonden gescreent werden, basierend auf der SEQ ID Nr. 1,
unter Verwendung von Standardverfahren (siehe zum Beispiel Ausubel (1995) auf
den Seiten 6-1 bis 6-11).

Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-Antikdrper, die wie unten beschrieben produziert
wurden, kdénnen auch verwendet werden, um DNA-Sequenzen, die TGF-beta-
Bindungsprotein-Gene codieren, aus cDNA-Bibliotheken zu isolieren. Zum Beispiel
kébnnen die AntikOrper verwendet werden, um Agtii1-Expressionsbibliotheken zu
screenen, oder die Antikbrper kdnnen zum Immunoscreenen verwendet werden, im
AnschluB3 an Hybridselektion und Translation (siehe zum Beispiel Ausubel (1995) auf
den Seiten 6-12 bis 6-16; Margolis et al., "Screening A expression libraries with
antibody and protein probes", in DNA Cloning 2: Expression Systems, 2. Ausgabe,
Glover et al. (Hrsg.), Seiten 1-14 (Oxford University Press 1995)).

Die Sequenz einer TGF-beta-Bindungsprotein-cDNA oder eines genomischen TGF-
beta-Bindungsprotein-Fragments kann unter Verwendung von Standardverfahren
bestimmt werden. AuBerdem kann die ldentifizierung genomischer Fragmente, die
einen TGF-beta-Bindungsprotein-Promotor oder ein regulatorisches Element enthal-
ten, unter Verwendung allgemein etablierter Techniken, wie der Deletionsanalyse
(siehe allgemein Ausubel (1995)), erreicht werden.

Als eine Alternative kann ein TGF-beta-Bindungsprotein-Gen durch Synthese von
DNA-Molekilen unter Verwendung sich wechselseitig primender langer
Oligonukleotide und der hierin beschriebenen Nukleotidsequenzen erhalten werden
(siehe zum Beispiel Ausubel (1995) auf den Seiten 8-8 bis 8-9). Etablierte Techniken,
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welche die Polymerase-Kettenreaktion verwenden, stellen die Fahigkeit bereit, DNA-
Moleklle von mindestens zwei Kilobasen Lange zu synthetisieren (Adang et al.,
Plant Molec. Biol. 21:1131, 1993; Bambot et al., PCR Methods and Applications
2:266, 1993; Dillon et al., "Use of the Polymerase Chain Reaction for the Rapid
Construction of Synthetic Genes", in Methods in Molecular Biology, Band 15: PCR
Protocols: Current Methods and Applications, White (Hrsg.), Seiten 263-268,
(Humana Press, Inc. 1993); Holowachuk et al., PCR Methods Appl. 4:299, 1995).

3. Produktion von TGF-beta-Bindungsprotein-Genen
Nukleinsduremolekile, die variante TGF-beta-Bindungsprotein-Gene codieren,
kénnen durch Screenen verschiedener cDNA- oder genomischer Bibliotheken mit
Polynukleotidsonden, die Nukleotidsequenzen haben, welche auf den SEQ ID Nr. 1,
5, 9, 11, 13 oder 15 basieren, unter Verwendung der oben beschriebenen Verfah-
rensweisen erhalten werden. TGF-beta-Bindungsprotein-Genvarianten kénnen auch
synthetisch konstruiert werden. Zum Beispiel kann ein Nukleinsduremolekll ent-
wickelt werden, welches ein Polypeptid codiert, das einen konservativen Amino-
sdureaustausch aufweist, verglichen mit der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 2,
6, 8, 10, 12, 14 oder 16. Das heiBt, dass Varianten erhalten werden kbnnen, die eine
oder mehrere Aminosauresubstitutionen der SEQ ID Nr. 2, 6, 8, 10, 12, 14 oder 16
enthalten, in welchen eine Alkyl-Aminosaure fir eine Alkyl-Aminosaure in einer TGF-
beta-Bindungsprotein-Aminosauresequenz substituiert bzw. ersetzt wurde, eine
aromatische Aminosaure flr eine aromatische Aminosaure in einer TGF-beta-Bin-
dungsprotein-Aminosauresequenz ersetzt wurde, eine schwefelhaltige Aminosaure
flr eine schwefelhaltige Aminosaure in einer TGF-beta-Bindungsprotein-Aminosaure-
sequenz ersetzt wurde, eine hydroxy-haltige Aminosaure flr eine hydroxy-haltige
Aminosaure in einer TGF-beta-Bindungsprotein-Aminosauresequenz ersetzt wurde,
eine saure Aminosaure flr eine saure Aminosaure in einer TGF-beta-Bindungs-
protein-Aminosduresequenz ersetzt wurde, eine basische Aminosdure fir eine basi-
sche Aminosaure in einer TGF-beta-Bindungsprotein-Aminosauresequenz ersetzt
wurde oder eine dibasische Monocarboxyl-Aminosaure fir eine dibasische Mono-
carboxyl-Aminosaure in einer TGF-beta-Bindungsprotein-Aminosduresequenz er-

setzt wurde.
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Unter den gewohnlichen Aminosauren zum Beispiel, wird eine "konservative
Aminosauresubstitution" veranschaulicht durch eine Substitution unter Aminosauren,
innerhalb jeder der folgenden Gruppen: (1) Glycin, Alanin, Valin, Leucin und
Isoleucin, (2) Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan, (3) Serin und Threonin, (4)
Aspartat und Glutamat, (5) Glutamin und Asparagin, und (6) Lysin, Arginin und
Histidin. Beim Vornehmen solcher Substitutionen ist es wichtig, das Cystein-
GrundgerUst, dargelegt in Figur 1, méglichst zu bewahren.

Konservative Aminosaureaustausche in einem TGF-beta-Bindungsprotein-Gen
kébnnen durch das Ersetzen von Nukleotiden fir die in der SEQ ID Nr. 1 zitierten
Nukleotide eingeflhrt werden. Solche "konservativen Aminosaure"-Varianten kénnen
zum Beispiel durch Oligonukleotid-gerichtete Mutagenese, Linker-Scanning-
Mutagenese, die Polymerase-Kettenreaktion verwendende Mutagenese und
dergleichen erhalten werden (siehe Ausubel (1995) auf den Seiten 8-10 bis 8-22; und
McPherson (Hrsg.), Directed Mutagenesis: A Practical Approach (IRL Press 1991)).
Die funktionelle Fahigkeit solcher Varianten kann unter Verwendung eines Standard-
verfahrens, wie des hierin beschriebenen Assays, bestimmt werden. Alternativ dazu
kann ein variantes TGF-beta-Bindungsprotein-Polypeptid durch die Fahigkeit, Anti-
TGF-beta-Bindungsprotein-Antikdrper spezifisch zu binden, identifiziert werden.

RoutinemaBige Deletionsanalyse von Nukleinsduremolekilen kann durchgeflhrt
werden, um "funktionelle Fragmente" eines Nukleinsduremoleklls zu erhalten, das
ein TGF-beta-Bindungsprotein-Polypeptid codiert. Zur Veranschaulichung kdnnen
DNA-Molekile, welche die Nukleotidsequenz von SEQ ID Nr. 1 haben, durch Bal31-
Nuklease verdaut werden, um eine Serie von verschachtelten Deletionen zu
erhalten. Die Fragmente werden dann in Expressionsvektoren im richtigen
Leserahmen eingesetzt, und die exprimierten Polypeptide werden isoliert und auf
Aktivitat getestet oder auf die Fahigkeit hin, an Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-
Antikdrper zu binden. Eine Alternative zum Exonukleaseverdau ist es, Oligo-
nukleotid-gerichtete Mutagenese anzuwenden, um Deletionen oder Stopcodons
einzufihren, um die Produktion eines gewlnschten Fragments festzulegen.
Alternativ dazu kdénnen bestimmte Fragmente eines TGF-beta-Bindungsprotein-Gens
unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion synthetisiert werden.
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Standardtechniken fUr die funktionelle Analyse von Proteinen werden beschrieben
zum Beispiel durch Treuter et al., Molec. Gen. Genet. 240:113, 1993; Content et al.,
"Expression and preliminary deletion analysis of the 42 kDa 2-5A synthetase induced
by human interferon", in Biological Interferon Systems, Proceedings of ISIR-TNO
Meeting on Interferon Systems, Cantell (Hrsg.), Seiten 65-72 (Nijhoff 1987);
Herschman, "The EGF Receptor", in Control of Animal Cell Proliferation, Band 1,
Boynton et al., (Hrsg.) Seiten 169-199 (Academic Press 1985); Coumailleau et al., J.
Biol. Chem. 270:29270, 1995; Fukunaga et al., J. Biol. Chem. 270:25291, 1995;
Yamaguchi et al., Biochem. Pharmacol. 50:1295, 1995; und Meisel et al., Plant
Molec. Biol. 30:1, 1996.

Die vorliegende Offenbarung zieht auch funktionelle Fragmente eines TGF-beta-
Bindungsprotein-Gens, die konservative Aminosaureveranderungen aufweisen, in
Betracht.

Ein TGF-beta-Bindungsprotein-Varianten-Gen kann auf der Strukturbasis durch
Bestimmung des Identitats-Spiegels mit Nukleotid- und Aminosauresequenzen der
SEQ ID Nr. 1, 5,9, 11, 13 oder 15, und 2, 6, 10, 12, 14 oder 16 identifiziert werden,
wie oben diskutiert. Eine alternative Herangehensweise, um ein variantes Gen auf
Basis der Struktur zu identifizieren, besteht darin, zu bestimmen, ob ein
Nukleinsduremolekil, das ein potentiell variantes TGF-beta-Bindungsprotein-Gen
codiert, unter stringenten Bedingungen an ein Nukleinsauremolekil hybridisieren
kann, das die Nukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 1, 5, 9, 11, 13 oder 15 oder einen
Abschnitt davon mit mindestens 15 oder 20 Nukleotiden Lange aufweist. Zur Veran-
schaulichung stringenter Hybridisierungsbedingungen kann sich ein Nukleinsdure-
molekll, das eine variante TGF-beta-Bindungsprotein-Sequenz hat, mit einem
Fragment eines Nukleinsduremolekils, das eine Sequenz von SEQ ID Nr. 1 hat, in
einem Puffer binden, enthaltend zum Beispiel 5 x SSPE (1 x SSPE = 180 mM
Natriumchlorid, 10 mM Natriumphosphat, 1 mM EDTA (pH 7,7), 5 x Denhardts
Lésung (100xDenhardts = 2% (w/v) Rinderserum-Albumin, 2% (w/v) Ficoll, 2% (w/v)
Polyvinylpyrrolidon) und 0,5% SDS, inkubiert Uber Nacht bei 55-60°C. Post-
Hybridisierungswaschvorgénge bei hoher Stringenz werden typischerweise in 0,5 x
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SSC (1 x SSC = 150 mM Natriumchlorid, 15mM Trinatriumcitrat) oder in 0,5 x SSPE
bei 55-60°C durchgefihrt.

Ungeachtet der besonderen Nukleotidsequenz eines varianten TGF-beta-Bindungs-
protein-Gens, codiert das Gen ein Polypeptid, das durch seine funktionelle Aktivitat
oder durch die Fahigkeit, spezifisch an einen Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-Anti-
korper zu binden, gekennzeichnet werden kann. Insbesondere codieren variante
TGF-beta-Bindungsprotein-Gene Polypeptide, die mindestens 50% und bevorzugt
mehr als 60, 70, 80 oder 90% der Aktivitat der Polypeptide aufweisen, die durch das
hierin beschriebene humane TGF-beta-Bindungsprotein-Gen codiert werden.

4. Herstellung von TGF-beta-Bindungsprotein in kultivierten Zellen

Um ein TGF-beta-Bindungsprotein-Gen zu exprimieren, muss ein Nukleinsduremole-
kll, welches das Polypeptid codiert, funktionsfahig mit regulatorischen Sequenzen
verknUpft sein, welche die transkriptionelle Expression in einem Expressionsvektor
steuern, und dann in eine Wirtszelle eingefuhrt werden. Zusétzlich zu transkriptions-
regulatorischen Sequenzen, wie Promotoren und Enhancern, kénnen Expressions-
vektoren translationsregulatorische Sequenzen und ein Markergen einschlieBen,
welches fUr die Selektion von Zellen geeignet ist, die den Expressionsvektor tragen.

Expressionsvektoren, die zur Produktion eines Fremdproteins in eukaryotischen
Zellen geeignet sind, beinhalten typischerweise (1) prokaryotische DNA-Elemente,
codierend flr einen bakteriellen Replikationsursprung und einen Antibiotikum-
Resistenzmarker, um fir das Wachstum und die Selektion des Expressionsvektors in
einem bakteriellen Wirt zu sorgen; (2) eukaryotische DNA-Elemente, welche die
Transkriptionsinitiierung steuern, wie einen Promotor; und (3) DNA-Elemente, welche
die Prozessierung von Transkripten steuern, wie eine Transkriptionsterminations/-

Polyadenylierungs-Sequenz.

TGF-beta-Bindungsproteine der vorliegenden Erfindung werden vorzugsweise in
Saugerzellen exprimiert. Beispiele flr Saugerwirtszellen schlieBen Nierenzellen der
Afrikanischen Grinmeerkatze (Vero; ATCC CRL 1587), humane embryonale
Nierenzellen (293-HEK; ATCC CRL 1573), Babyhamsternierenzellen (BHK-21;
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ATCC CRL 8544), Hundenierenzellen (MDCK; ATCC CCL 34), Ovarzellen des
Chinesischen Hamsters (CHO-K1; ATCC CCL61), Rattenhypophysenzellen (GH1;
ATCC CCL82), HeLa S3-Zellen (ATCC CCL2.2), Rattenhepatomzellen (H-4-II-E;
ATCC CRL 1548), SV40-transformierte Affennierenzellen (COS-1; ATCC CRL 1650)
und murine Embryonalzellen (NIH-3T3; ATCC CRL 1658) ein.

Flr einen S&dugerwirt kénnen die transkriptionell- und translationell-regulatorischen
Signale von viralen Quellen stammen, wie Adenovirus, Rinderpapillomvirus, Simian-
Virus oder dergleichen, in welchen die regulatorischen Signale mit einem
besonderen Gen assoziiert sind, das einen hohen Expressionslevel hat. Geeignete
transkriptionsregulatorische Sequenzen kénnen auch von Saugergenen, wie Actin-,

Kollagen-, Myosin- und Metallothionein-Genen, erhalten werden.

Transkriptionsregulatorische Sequenzen schlieBen eine Promotorregion ein, die
ausreicht, um die Initierung von RNA-Synthese zu leiten. Geeignete eukaryotische
Promotoren schlieBen den Promotor des Maus-Metallothionein-I-Gens [Hamer et al.,
J. Molec. Appl. Genet. 1:273, 1982], den TK-Promotor des Herpes-Virus [McKnight,
Cell 371:355, 1982], den SV40-early-Promotor [Benoist et al., Nature 290:304, 1981],
den Rous-Sarcomvirus-Promotor [Gorman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777,
1982], den Cytomegalovirus-Promotor [Foecking et al., Gene 45:101, 1980] und den
Maus-'"Mammary-Tumor-Virus'-Promotor  ein  (siehe  allgemein  Etcheverry,
"Expression of Engineered Proteins in Mammalian Cell Culture", in Protein
Engineering: Principles and Practice, Cleland et al. (Hrsg.), Seiten 163-181 (John
Wiley & Sons, Inc. 1996)).

Alternativ dazu kann ein prokaryotischer Promotor, wie der Bakteriophage T3-RNA-
Polymerase-Promotor, verwendet werden, um die TGF-beta-Bindungsprotein-
Genexpression in Sdugerzellen zu steuern, wenn der prokaryotische Promotor durch
einen eukaryotischen Promotor reguliert wird (Zhou et al., Mol. Cell. Biol. 10:4529,
1990; Kaufman et al., Nucl. Acids Res. 19:4485, 1991).

TGF-beta-Bindungsprotein-Gene kénnen auch in bakteriellen, Hefe-, Insekten- oder

pflanzlichen Zellen exprimiert sein. Geeignete Promotoren, die verwendet werden
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kébnnen, um TGF-beta-Bindungsprotein-Polypeptide in einem prokaryotischen Wirt zu
exprimieren, sind dem Fachmann allgemein bekannt und schlieBen Promotoren, die
in der Lage sind, die T4-, T3-, Sp6- und T7-Polymerasen zu erkennen, die Pg- und
P-Promotoren des Bakteriophagen Lambda, die trp-, recA-, Hitzeschock-, lacUV5-,
tac-, lpp-lacSpr-, phoA- und lacZ-Promotoren von E. coli, Promotoren von B. subtilis,
die Promotoren der Bakteriophagen von Bacillus, Streptomyces-Promotoren, den int-
Promotor des Bakteriophagen Lambda, den bla-Promotor von pBR322 und den CAT-
Promotor des Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gens ein.  Prokaryotische
Promotoren sind in Uberblickartikel beschrieben worden von Glick, J. Ind. Microbiol.
1:277, 1987, Watson et al., Molecular Biology of the Gene, 4te Ausg. (Benjamin
Cummins 1987) und von Ausubel et al. (1995).

Bevorzugte prokaryotische Wirte schlieBen E. coli und Bacillus subtilus ein.
Geeignete Stdmme von E. coli schlieBen BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS,
BL21(DE3)pLysE, DH1, DH4Il, DH5, DH5I, DH5IF’, DH5IMCR, DH10B, DH10B/p3,
DH11S, C600, HB101, JM101, JM105, JM109, JM110, K38, RR1, Y1088, Y1089,
CSH18, ER1451 und ER1647 ein (siehe zum Beispiel Brown (Hrsg.), Molecular
Biology Labfax (Academic Press 1991)). Geeignete Stdmme von Bacillus subtilus
schlieBen BR151, YB886, M1119, MI120 und B170 ein (siche zum Beispiel Hardy,
"Bacillus Cloning Methods", in DNA Cloning: A Practical Approach, Glover (Hrsg.)
(IRL Press 1985)).

Verfahren zur Expression von Proteinen in prokaryotischen Wirten sind dem
Fachmann allgemein bekannt (siehe zum Beispiel Williams et al., "Expression of
foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and purification of specific polyclonal
antibodies", in DNA Cloning 2: Expression Systems, 2te Ausgabe, Glover et al.
(Hrsg.), Seite 15 (Oxford University Press 1995); Ward et al., "Genetic Manipulation
and Expression of Antibodies", in Monoclonal Antibodies: Principles and Applications,
Seite 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995); und Georgiou, "Expression of Proteins in Bacteria",
in Protein Engineering: Principles and Practice, Cleland et al. (Hrsg.), Seite 101
(John Wiley & Sons, Inc. 1996)).
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Das Baculovirus-System stellt einen effizienten Weg bereit, um klonierte TGF-beta-
Bindungsprotein-Gene in Insektenzellen einzuflihren. Geeignete Expressions-
vektoren basieren auf dem Autographa californica-Multiple-Nuclear-Polyhedrosis-
Virus (AcMNPV) und beinhalten allgemein bekannte Promotoren, wie einen
Drosophila-Hitzeschockprotein(hsp)-70-Promotor, Autographa californica-Nuclear-
Polyhedrosis-Virus-immediate-early-Gen-Promotor (ie-7) und den delayed-early-39K-
Promotor, Baculovirus-p10-Promotor, und den Drosophila-Metallothionein-Promotor.
Geeignete Insektenwirtszellen schlieBen Zelllinien, die von IPLB-Sf21 stammen,
eine Ovar-Zelllinie aus der Puppe von Spodoptera frugiperda, wie Sf9 (ATCC CRL
1711), SR1AE und Sf21 (Invitrogen Corporation; San Diego, CA), ebenso wie
Drosophila-Schneider-2-Zellen ein. Etablierte Techniken zur Produktion rekombi-
nanter Proteine in Baculovirus-Systemen werden bereitgestellt von Bailey et al.,
"Manipulation of Baculovirus Vectors", in Methods in Molecular Biology, Band 7:
Gene Transfer and Expression Protocols, Murray (Hrsg.), Seiten 147-168 (The
Humana Press, Inc. 1991), von Patel et al., "The baculovirus expression system", in
DNA Cloning 2: Expression Systems, 2te Ausgabe, Glover et al. (Hrsg.), Seiten 205-
244 (Oxford University Press 1995), von Ausubel (1995) auf den Seiten 16-37 bis 16-
57, von Richardson (Hrsg.), Baculovirus Expression Protocols (The Humana Press,
Inc. 1995) und von Lucknow, "Insect Cell Expression Technology", in Protein
Engineering: Principles and Practice, Cleland et al. (Hrsg.), Seiten 183-218 (John
Wiley & Sons, Inc. 1996).

Promotoren zur Expression in Hefe schlieBen Promotoren von GALT (Galaktose),
PGK (Phosphoglycerat-Kinase), ADH (Alkoholdehydrogenase), AOX7 (Alkohol-
oxidase), HIS4 (Histidinoldehydrogenase) und dergleichen ein. Viele Hefe-Klonier-
vektoren sind erstellt worden und sind leicht erhaltlich. Diese Vektoren schlieBen Ylp-
basierte Vektoren, wie YIp5, YRp-Vektoren, wie YRp17, YEp-Vektoren, wie YEp13,
und YCp-Vektoren, wie YCp19, ein. Ein Fachmann wird es richtig einschatzen, dass
eine breite Vielfalt von geeigneten Vektoren zur Expression in Hefezellen vorhanden

ist.

Expressionsvektoren kdnnen auch in pflanzliche Protoplasten, intakte pflanzliche
Gewebe oder isolierte pflanzliche Zellen eingefiihrt werden. Allgemeine Verfahren
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zur Kultivierung pflanzlicher Gewebe werden bereitgestellt zum Beispiel von Miki et
al., "Procedures for Introducing Foreign DNA into Plants", in Methods in Plant
Molecular Biology and Biotechnology, Glick et al. (Hrsg.), Seiten 67-88 (CRC Press,
1993).

Ein Expressionsvektor kann in Wirtszellen eingeflihrt werden unter Verwendung
einer Vielfalt von Standardtechniken, einschlieBlich Calciumphosphat-Transfektion,
Liposom-vermittelter Transfektion, Mikroprojektil-vermittelter EinfGhrung, Elektro-
poration und dergleichen. Vorzugsweise werden die transfizierten Zellen selektiert
und vermehrt, um rekombinante Wirtszellen bereitzustellen, die den im
Wirtszellgenom stabil integrierten Expressionsvektor umfassen. Techniken zur
Einflhrung von Vektoren in eukaryotischen Zellen und Techniken zur Selektion
solcher stabiler Transformanten unter Verwendung eines dominanten selektierbaren
Markers werden beschrieben zum Beispiel von Ausubel (1995) und von Murray
(Hrsg.), Gene Transfer and Expression Protocols (Humana Press 1991). Verfahren
zur EinfOhrung von Expressionsvektoren in bakteriellen, Hefe-, Insekten- und

pflanzlichen Zellen werden auch bereitgestellt von Ausubel (1995).

Allgemeine Verfahren zur Expression und Gewinnung von Fremdproteinen,
produziert durch ein Saugerzellsystem, werden bereitgestellt zum Beispiel von
Etcheverry, "Expression of Engineered Proteins in Mammalian Cell Culture", in
Protein Engineering: Principles and Practice, Cleland et al. (Hrsg.), Seiten 163
(Wiley-Liss, Inc. 1996). Standardtechniken zur Gewinnung von Protein, das durch ein
bakterielles System produziert wurde, werden bereitgestellt zum Beispiel von
Grisshammer et al., "Purification of over-produced proteins from E. coli cells", in DNA
Cloning 2: Expression Systems, 2te Ausgabe, Glover et al. (Hrsg.), Seiten 59-92
(Oxford University Press 1995). Etablierte Verfahren zur Isolierung rekombinanter
Proteine aus einem Baculovirus-System werden beschrieben durch Richardson
(Hrsg.), Baculovirus Expression Protocols (The Humana Press, Inc., 1995).

Im Allgemeinen kann ein TGF-beta-Bindungsprotein durch Standardtechniken, wie

Affinitatschromatographie, GrdéBenausschlusschromatographie, lonenaustausch-
chromatographie, HPLC und dergleichen, isoliert werden. Zusatzliche Variationen in
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der TGF-beta-Bindungsprotein-Isolierung und —Reinigung kénnen vom Fachmann
auf dem Gebiet entwickelt werden. Zum Beispiel kann ein Anti-TGF-beta-
Bindungsprotein-Antikdrper, erhalten wie unten beschrieben, verwendet werden, um

groBe Mengen an Protein durch Immunoaffinitatsreinigung zu isolieren.

5. Produktion von Antikdrpern gegen TGF-beta-Bindungsproteine
Antikdrper gegen ein TGF-beta-Bindungsprotein kénnen zum Beispiel unter
Verwendung des Produktes eines Expressionsvektors als ein Antigen erhalten
werden. Besonders nutzliche Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-Antikbrper "binden
spezifisch" an das TGF-beta-Bindungsprotein der Sequenz ID Nr. 2, 6, 10, 12, 14
oder 16, aber nicht an andere TGF-beta-Bindungsproteine, wie Dan, Cerberus,
SCGF oder Gremlin. Die Antikérper der vorliegenden Erfindung (einschlieBlich
Fragmente davon) sind monoklonal. Der Antikbrper kann zu jeder
Immunoglobulinklasse gehdren und kann zum Beispiel ein 1gG-, zum Beispiel 1gG+-,
lgG2-, 1gGs-, 19G4-; IgE-; IgM-; oder IgA-Antikdrper sein. Er kann von tierischem, zum
Beispiel Sdugerursprung sein, und kann zum Beispiel ein Maus-, Ratten-, Mensch-
oder anderer Primatenantikdrper sein. Sofern erwlnscht, kann der Antikdrper ein

internalisierender Antikdrper sein.

Polyklonale Antikérper gegen ein rekombinantes TGF-beta-Bindungspotein kénnen
unter Verwendung von Verfahren hergestellt werden, die dem Fachmann allgemein
bekannt sind (siehe zum Beispiel Green et al., "Production of Polyclonal Antisera", in
Immunochemical Protocols (Manson, Hrsg.), Seiten 1-5 (Humana Press 1992);
Williams et al., "Expression of foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and
purification of specific polyclonal antibodies", in DNA Cloning 2: Expression Systems,
2te Ausgabe, Glover et al. (Hrsg.), Seite 15 (Oxoford University Press 1995)).
Obwohl polyklonale Antikdrper typischerweise in Tieren, wie Ratten, Mausen,
Kaninchen, Ziegen oder Schafen herangezogen werden, kann ein Anti-TGF-beta-
Bindungsprotein-Antikdrper der vorliegenden Erfindung auch von einem sub-
humanen Primatenantikbrper stammen. Allgemeine Techniken zum Heranztchten
diagnostisch und therapeutisch ndtzlicher Antikérper in Pavianen kdnnen zum
Beispiel in Goldenberg et al., Internationale Patentveréffentlichung Nr. WO 91/11465
(1991), und in Losman et al., Int. J. Cancer 46:310, 1990, gefunden werden.
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Der Antikorper sollte mindestens eine Domane der variablen Region umfassen. Die
Doméne der variablen Region kann jede Gr6Be oder Aminosaurezusammensetzung
haben und wird allgemein mindestens eine hypervariable Aminosauresequenz
umfassen, die fur die Antigenbindung verantwortlich ist, eingebettet in einer
Framework-Sequenz. Im Allgemeinen kann die Doméane der variablen (V) Region
jede geeignete Anordnung von variablen Doméanen von Immunoglobulin-Schwer-
(Vu) und/oder —Leicht- (V) —Ketten sein. Somit kann zum Beispiel die Domane der
V-Region monomer sein, und eine Vy- oder V -Domane sein, wobei diese in der
Lage sind, ein Antigen mit akzeptabler Affinitdt unabhéngig zu binden. Alternativ
dazu kann die Domane der V-Region dimer sein und Vy-Vy-, Vy-Vi- oder V-V, -
Dimere beinhalten, in welchen die V- und V| -Ketten nicht-kovalent assoziiert sind
(abgekilrzt hierin nachfolgend als Fy). Sofern jedoch erwlinscht, kdnnen die Ketten
kovalent gekoppelt sein, entweder direkt, zum Beispiel Gber eine Disulfidbindung
zwischen den zwei variablen Domanen, oder Uber einen Linker, zum Beispiel einen
Peptidlinker, um eine Einzelkettendom&ne zu formen (abgekirzt hierin nachfolgend

als scFv).

Die Doméne der variablen Region kann jede natirlich vorkommende variable
Domane oder eine konstruierte Version davon sein. Mit konstruierter Version ist eine
Doméne der variablen Region gemeint, die unter Verwendung rekombinanter DNA-
Konstruktionstechniken erschaffen wurde. Solche konstruierten Versionen schlieBen
diejenigen ein, die zum Beispiel aus natirlichen variablen Antikbrper-Regionen durch
Insertionen, Deletionen oder Veranderungen in oder an den Aminosauresequenzen
der natlrlichen Antikérper erschaffen wurden. Spezielle Beispiele dieser Art
schlieBen diejenigen konstruieten Domanen der variablen Region ein, die
mindestens eine CDR und optional eine oder mehrere Framework-Aminosauren aus
einem Antikorper und den Rest der Doméane der variablen Region aus einem zweiten

Antikorper beinhalten.
Die Domane der variablen Region kann an einer C-terminalen Aminosaure kovalent

mit mindestens einer anderen Antikdrper-Domane oder einem Fragment davon

verbunden sein. Somit kann zum Beispiel dort wo eine Vy-Doméne in der variablen
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Region vorhanden ist, diese mit einer Immunoglobulin-Cx1-Domé&ne oder einem
Fragment davon verknlpft sein. In entsprechender Weise kann eine V -Dom&ne mit
einer Cx-Domane oder einem Fragment davon verknUpft sein. In dieser Weise kann
zum Beispiel der Antikdrper ein Fab-Fragment sein, wobei die Antigen-bindende
Doméne assoziierte Vu- und Vi-Domanen enthalt, kovalent verknlpft an ihren C-
Termini mit einer CH1- bzw. Ck-Doméne. Die CH1-Domane kann um weitere
Aminosauren erweitert sein, um zum Beispiel eine Gelenkregionsdomane bereit-
zustellen, wie sie in einem Fab’-Fragment zu finden ist, oder um weitere Domanen

bereitzustellen, wie die CH2- und CH3-Antikdrper-Doménen.

Eine andere Form eines AntikOrperfragments ist ein Peptid, das eine einzige
Komplementaritats-bestimmende Region (CDR) codiert. CDR-Peptide ("Minimum-
Erkennungseinheiten") kénnen durch Konstruieren von Genen erhalten werden,
welche die CDR eines Antikérpers codieren, der von Interesse ist. Solche Gene
werden zum Beispiel unter Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion hergestellt,
um die variable Region aus RNA von Antikérper-produzierenden Zellen zu
synthetisieren (siehe zum Beispiel Larrick et al., Methods: A Companion to Methods
in Enzymology 2:106, 1991; Courtenay-Luck, "Genetic Manipulation of Monoclonal
Antibodies", in Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical
Application, Ritter et al. (Hrsg.), Seite 166 (Cambridge University Press 1995); und
Ward et al.,, "Genetic Manipulation and Expression of Antibodies", in Monoclonal
Antibodies: Principles and Applications, Birch et al., (Hrsg.), Seite 137 (Wiley-Liss,
Inc. 1995)).

Monoklonale Antikérper zur Verwendung in der Erfindung konnen durch
konventionelle Immunisierungs- und Zellfusionsprozeduren hergestellt sein.
Fragmente  kdonnen unter Verwendung einer  beliebigen  geeigneten
Standardchemikalie, z. B. Reduktions- oder enzymatischen Spaltungs- und/oder

Verdauungstechniken, zum Beispiel durch Behandlung mit Pepsin, abgeleitet sein.
Insbesondere kdnnen monoklonale Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-Antikdrper unter

Anwendung einer Vielfalt von Techniken erzeugt werden. Monoklonale Nagetier-
antikorper gegen spezifische Antigene kdnnen durch Verfahren erhalten werden, die
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dem Fachmann bekannt sind (siehe zum Beispiel Kohler et al., Nature 256:495,
1975; und Coligan et al. (Hrsg.), Current Protocols in Immunology, 1:2.5.1-2.6.7
(John Wiley & Sons 1991) ["Coligan"]; Picksley et al., "Production of monoclonal anti-
bodies against proteins expressed in E. col", in DNA Cloning 2: Expression Systems,
2te Ausgabe, Glover et al. (Hrsg.), Seite 93 (Oxford University Press 1995)).

Kurz gesagt, kbnnen monoklonale Antikorper durch Injektionsbehandlung von
Mausen mit einer Zusammensetzung, die ein TGF-beta-Bindungsprotein-Genprodukt
umfasst, Bestatigen des Vorhandenseins von Antikérperproduktion durch Entnahme
einer Serumprobe, Entnahme der Milz, um B-Lymphozyten zu erhalten, Fusion der
B-Lymphozyten mit Myelomzellen, um Hybridome zu produzieren, Klonen der
Hybridome, Selektion positiver Klone, die Antikbrper gegen das Antigen produzieren,
Kultivierung der Klone, die Antikdrper gegen das Antigen produzieren, und Isolierung
der Antikdrper aus den Hybridomkulturen erhalten werden.

Zusatzlich kann ein Anti-TGF-beta-Bindungsprotein-Antikdrper der vorliegenden
Erfindung von einem humanen monoklonalen Antikbrper stammen. Humane
monoklonale AntikOrper werden von transgenen M&usen erhalten, die konstruiert
worden sind, um spezifische humane Antikérper in Antwort auf eine antigene
Herausforderung zu produzieren. Bei dieser Technik werden Elemente des humanen
Schwer- und Leichtketten-Locus in Mausestamme eingefihrt, die von embryonalen
Stammzelllinien stammen, die gezielte Zerstérungen der endogenen Schwerketten-
und Leichtketten-Loci beinhalten. Die transgenen Mause kdnnen humane Antikdrper
synthetisieren, die spezifisch fir humane Antigene sind, und die Mause kdnnen
verwendet werden, um humane Antikdrper sezernierende Hybridome zu produzieren.
Verfahren zum Erhalt humaner Antikbrper aus transgenen Mausen werden
beschrieben zum Beispiel von Green et al., Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg et al.,
Nature 368:856, 1994; und Taylor et al., Int. Immun. 6:579, 1994.

Monoklonale Antikdrper kdnnen aus Hybridomkulturen durch eine Vielfalt von gut-
etablierten Techniken isoliert und gereinigt werden. Solche lIsolierungstechniken
schlieBen Affinitatschromatographie mit Protein-A-Sepharose, GréBenausschluB-
chromatographie und lonenaustauschchromatographie ein (siehe zum Beispiel
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Coligan auf den Seiten 2.7.1-2.7.12 und Seiten 2.9.1-2.9.3; Baines et al., "Purification
of Immunoglobulin G (IgG)", in Methods in Molecular Biology, Band 10, Seiten 79-
104 (The Humana Press, Inc. 1992)).

Flr spezielle Anwendungen kénnte es winschenswert sein, Fragmente von Anti-
TGF-beta-Bindungsprotein-Antikbrpern herzustellen. Solche Antikdrperfragmente
kébnnen zum Beispiel durch proteolytische Hydrolyse des Antikdrpers erhalten
werden. Antikorperfragmente kdnnen durch Pepsin- oder Papainverdau ganzer
Antikorper mittels konventioneller Verfahren erhalten werden. Zur Veranschaulichung
kdnnen Antikdrperfragmente durch enzymatische Spaltung von Antikdrpern mit
Pepsin produziert werden, um ein 5S-Fragment, gekennzeichnet als F(ab’),, bereit-
zustellen. Dieses Fragment kann weiter gespalten werden, unter Verwendung eines
Thiol-reduzierenden Mittels, um monovalente 3,5S-Fab’-Fragmente zu produzieren.
Optional kann die Spaltungsreaktion unter Verwendung einer blockierenden Gruppe
far die Sulfhydryl-Gruppen, die aus der Spaltung von Disulfidverknipfungen resul-
tieren, durchgeflhrt werden. Als eine Alternative erzeugt eine Pepsin-verwendende
enzymatische Spaltung direkt zwei monovalente Fab-Fragmente und ein Fc-Frag-
ment. Diese Verfahren werden beschrieben zum Beispiel von Goldenberg, U.S.-
Patent Nr. 4 331 647, Nisonoff et al., Arch Biochem. Biophys. 89:230, 1960, Porter,
Biochem. J. 73:119, 1959, Edelman et al.,, in Methods in Enzymology 1:422
(Academic Press 1967), und von Coligan auf den Seiten 2.8.1-2.8.10 und 2.10-
2.10.4.

Andere Verfahren zur Spaltung von Antikérpern, wie die Separation von schweren
Ketten, um monovalente Leicht-Schwerketten-Fragmente zu bilden, weitere Spaltung
von Fragmenten oder andere enzymatische, chemische oder genetische Techniken,
kénnen ebenfalls verwendet werden, solange die Fragmente an das Antigen binden,
das von dem intakten Antikdrper erkannt wird.

Alternativ dazu kann der Antikorper ein rekombinanter oder konstruierter Antikorper
sein, der durch die Verwendung von rekombinanten DNA-Techniken erhalten wurde,
involvierend die Manipulation und Reexpression von DNA, welche variable und/oder
konstante Antikdrperregionen codiert. Solch eine DNA ist bekannt und/oder leicht
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erhéltlich aus DNA-Bibliotheken, einschlieBlich zum Beispiel Phagen-Antikdrper-
Bibliotheken (siehe Chiswell, D J und McCafferty, J. Tibtech. 10 80-84 (1992)), oder
kann, sofern erwlinscht, synthetisiert werden. StandardmaBige molekularbiologische
und/oder chemische Prozeduren kénnen angewendet werden, um die DNA zu
sequenzieren und zu manipulieren, um zum Beispiel Codons einzuflihren, zur
Erschaffung von Cysteinresten, zur Modifikation, Addition oder Deletion anderer

Aminosauren oder Doméanen, wie erwinscht.

Hieraus kdonnen ein oder mehrere replizierbare Expressionsvektoren, welche die
DNA enthalten, hergestellt und verwendet werden, um eine geeignete Zelllinie zu
transformieren, z. B. eine nicht-produzierende Myelom-Zelllinie, wie eine Maus-NSO-
Linie oder eine bakterielle, z. B. E. coli-Linie, in welcher die Produktion des Anti-
kérpers stattfinden wird. Um eine effiziente Transkription und Translation zu erhalten,
sollte die DNA-Sequenz in jedem Vektor geeignete regulatorische Sequenzen
einschlieBen, besonders eine Promotor- und Leader-Sequenz, funktionsféhig
verknlpft mit der Sequenz der variablen Doméane. Spezielle Verfahren zur
Herstellung von Antikérpern in dieser Art, sind allgemein gut bekannt und werden
routinemagig verwendet. Zum Beispiel werden grundlegende Prozeduren der
Molekularbiologie von Maniatis et al. (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, 1989) beschrieben; DNA-Sequenzierung kann durchgefihrt
werden, wie in Sanger et al. (PNAS 74, 5463, (1977)) und dem Amersham
International plc Sequenzierungshandbuch beschrieben; und ortsgerichtete
Mutagenese kann durchgeflhrt werden gemaB des Verfahrens von Kramer et al.
(Nucl. Acids Res. 12, 9441, (1984)) und dem Handbuch von Anglian Biotechnology
Ltd. Zusatzlich sind zahlreiche Publikationen vorhanden, die Techniken genau
schildern, welche geeignet sind fir die Herstellung von Antikorpern durch DNA-
Manipulation, Erzeugung von Expressionsvektoren und Transformation geeigneter
Zellen, zum Beispiel wie von Mountain, A., und Adair, J. R., in Biotechnology and
Genetic Engineering Reviews (Hrsg. Tombs, M P, 10, Kapitel 1, 1992, Intercept,
Andover, GB) und in der internationalen Patentschrift Nr. WO 91/09967 als Uberblick
beschrieben.
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Sofern erw(inscht, kann der Antikdrper gemafn der Erfindung ein oder mehrere an
ihm angeheftete Effektor- oder Reportermolekile aufweisen, und die Erfindung
erstreckt sich auf solche modifizierten Proteine. Die Effektor- oder Reportermolekile
kdbnnen an den Antikdrper mittels jeder verfigbaren Aminosaure-Seitenkette,
terminalen Aminosaure oder, sofern vorhanden, funktionellen Kohlenhydratgruppe,
lokalisiert im Antikdrper, angeheftet sein, immer natlrlich vorausgesetzt, dass dies
die Bindungseigenschaften und eventuelle Verwendbarkeit des Moleklls nicht
nachteilig beeinflusst. Spezielle funktionelle Gruppen schlieBen zum Beispiel jede
freie Amino-, Imino-, Thiol-, Hydroxyl-, Carboxyl- oder Aldehydgruppe ein. Anheften
des Antikdrpers und des Effektor- und/oder Reportermoleklls kann durch solche
Gruppen und eine geeignete funktionelle Gruppe im Effektor- oder Reportermolekl
erreicht werden. Die VerknUpfung kann direkt oder indirekt sein, durch Abstands-

oder Brickengruppen.

Effektormoleklle schlieBen zum Beispiel antineoplastische Mittel, Toxine (wie
enzymatisch aktive Toxine bakteriellen oder pflanzlichen Ursprungs und Fragmente
davon, z. B. Ricin und Fragmente davon), biologisch aktive Proteine, zum Beispiel
Enzyme, Nukleinsduren und Fragmente davon, z. B. DNA, RNA und Fragmente
davon, nattrlich vorkommende und synthetische Polymere, z. B. Polysaccharide und
Polyalkylen-Polymere, wie Poly(ethylenglykol) und Derivate davon, Radionuklide,
besonders Radioiodid, und chelatisierte Metalle ein. Geeignete Reportergruppen
schlieBen chelatisierte Metalle, fluoreszierende Verbindungen und Verbindungen, die
durch NMR- oder ESR-Spektroskopie detektiert werden kénnen, ein.

Spezielle antineoplastische Wirkstoffe schlieBen zytotoxische und zytostatische
Wirkstoffe, zum Beispiel alkylierende Mittel, wie Stickstoffloste (z. B. Chlorambucil,
Melphalan, Mechlorethamin, Cyclophosphamid oder Uracillost) und Derivate davon,
Triethylenphosphoramid, Triethylenthiophosphoramid, Busulphan oder Cisplatin;
Antimetabolite, wie Methotrexat, Fluoruracil, Floxuridin, Cytarabin, Mercaptopurin,
Thioguanin, Fluoressigsdure oder Fluorcitronensaure, Antibiotika, wie Bleomycine
(z. B. Bleomycinsulfat), Doxorubicin, Daunorubicin, Mitomycine (z. B. Mitomycin C),
Actinomycine (z. B. Dactinomycin), Plicamycin, Calichaemicin und Derivate davon
oder Esperamicin und Derivate davon; mitotische Inhibitoren, wie Etoposid, Vincristin
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oder Vinblastin und Derivate davon; Alkaloide, wie Ellipticin; Polyole, wie Taxicin-I
oder Taxicin-ll; Hormone, wie Androgene (z. B. Dromostanolon oder Testolacton),
Progestine (z. B. Megestrolacetat oder Medroxyprogesteronacetat), Ostrogene (z. B.
Dimethylstiloestroldiphosphat, Polyestradiolphosphat oder Estramustinphosphat)
oder Antidstrogene (z. B. Tamoxifen); Anthrachinone, wie Mitoxantron, Harnstoffe,
wie Hydroxyharnstoff; Hydrazine, wie Procarbazin; oder Imidazole, wie Dacarbazin,

ein.

Besonders nutzliche Effektorgruppen sind das Calichaemicin und Derivate davon
(siehe zum Beispiel die Sldafrikanischen Patentschriften Nr. 85/8794, 88/8127 und
90/2839).

Chelatisierte Metalle schlieBen Chelate di- oder tripositiver Metalle mit einer Ko-
ordinationszahl von 2 bis 8 einschlieBlich ein. Spezielle Beispiele fir solche Metalle
schlieBen Technetium (Tc), Rhenium (Re), Kobalt (Co), Kupfer (Cr), Gold (Au), Silber
(Ag), Blei (Pb), Bismut (Bi), Indium (In), Gallium (Ga), Yttrium (Y), Terbium (Tb),
Gadolinium (Gd) und Scandium (Sc) ein. Im Allgemeinen ist das Metall vorzugsweise
ein Radionuklid. Spezielle Radionuklide schlieBen *™Tc, ®*Re, '®Re, *®Co, *°Co,
67Cu, 195Au, 199Au, 110Ag, 203Pb, 2OGBi, 207Bi, 111In, 67Ga, 68Ga, 88Y, QOY, 160-|-b, 15334

und *Sc ein.

Das chelatisierte Metall kann zum Beispiel einer der oben genannten Metalltypen
sein, chelatisiert mit jedem beliebigen geeigneten mehrzéhnigen Chelatisierungs-
mittel, zum Beispiel azyklische oder zyklische Polyamine, Polyether (z. B. Kronen-
ether und Derivate davon); Polyamide; Porphyrine und carbozyklische Derivate.

Im Allgemeinen wird der Typ des Chelatisierungsmittels vom verwendeten Metall
abhdngen. Eine besonders nitzliche Gruppe von Chelatisierungsmitteln in
Konjugaten geman der Erfindung sind jedoch azyklische und zyklische Polyamine,
besonders Polyaminocarbonséuren, zum Beispiel Diethylentriaminpentaessigsaure
und Derivate davon, und makrozyklische Amine, z. B. zyklische Tri-Aza- und Tetra-
Aza-Derivate (zum Beispiel, wie in der Internationalen Patentschrift Nr. WO 92/22583

beschrieben); und Polyamide, besonders Desferrioxamin und Derivate davon.
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Somit, wenn es zum Beispiel erwiinscht ist eine Thiolgruppe im Antikérper als
AnknUpfungspunkt zu verwenden, kann dies durch die Reaktion mit einer Thiol-
reaktiven Gruppe erreicht werden, die im Effektor- oder Reportermolekil vorhanden
ist. Beispiele fir solche Gruppen schlieBen eine(n) 4-Halocarbonsdure oder —ester,
z. B. lodoacetamid, ein Imid, z. B. Maleimid, ein Vinylsulfon oder Disulfid ein. Diese
und andere geeignete VerknUpfungsprozeduren sind im Allgemeinen und im
Besonderen in den Internationalen Patentschriften Nr. WO 93/06231, WO 92/225883,
WO 90/091195 und WO 89/01476 beschrieben.

ASSAYS ZUR AUSWAHL VON MOLEKULEN, WELCHE DIE KNOCHENDICHTE ERHOHEN

Wie oben diskutiert, stellt die vorliegende Offenbarung Verfahren zur Auswabhl
und/oder Isolation von Verbindungen bereit, die in der Lage sind, die Knochendichte
zu erhéhen. Zum Bespiel werden innerhalb eines Aspekts der vorliegenden
Offenbarung Verfahren bereitgestellt, um zu bestimmen, ob ein ausgewahltes
Molekdl zur Erhéhung des Knochenmineralgehaltes in der Lage ist, umfassend die
Schritte (a) des Mischens eines ausgewdhlten Molekils mit TGF-beta-
Bindungsprotein und einem ausgewahlten Vertreter der TGF-beta-Proteinfamilie, (b)
der Bestimmung, ob das ausgewéhlte Molekll eine Signalgebung durch die TGF-
beta-Proteinfamilie stimuliert oder das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an die
TGF-beta-Proteinfamilie inhibiert. Innerhalb bestimmter Aspekte steigert das Molekil
die Fé&higkeit von TGF-beta, als ein positiver Regulator mesenchymaler

Zelldifferenzierung zu funktionieren.

Innerhalb anderer Aspekte der Offenbarung werden Verfahren bereitgestellt, um zu
bestimmen, ob ein ausgewahltes Molekul zur Erhéhung des Knochenmineralgehaltes
in der Lage ist, umfassend die Schritte (a) der Exposition eines ausgewahlten
Moleklls an Zellen, die das TGF-beta-Bindungsprotein exprimieren und (b) der
Bestimmung, ob die Expression (oder Aktivitat) des TGF-beta-Bindungsproteins von
den exponierten Zellen abnimmt, und daher der Bestimmung, ob die Verbindung zur
Erh6hung des Knochenmineralgehaltes in der Lage ist. Innerhalb eines Aspekis
werden die Zellen aus der Gruppe ausgewahlt, bestehend aus dem spontan

transformierten oder untransformierten normalen humanen Knochen aus
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Knochenbiopsien, und Osteoblasten von Rattenparietalknochen. Solche Verfahren
kénnen in einer breiten Vielfalt von Assayformaten ausgefuhrt werden, einschlieBlich
zum Beispiel Gegenstromimmunoelektrophorese (CIEP), Radioimmunoassays,
Radioimmunoprazipitationen, enzymgekoppeltes Immunosorptionsassay (ELISA),
Dot-Blot-Assays, Inhibitions- oder Kompetitionsassays und Sandwichassays (siehe
U.S.-Patent Nr. 4376 110 und 4 486 530; siehe auch Antibodies: A Laboratory

Manual, supra).

Représentative Ausfuhrungsformen solcher Assays werden unten in den Bespielen 5
und 6 bereitgestellt. Kurz gesagt, ein Familienvertreter der TGF-beta-Superfamilie
oder ein TGF-beta-Bindungsprotein wird erst an eine feste Phase gebunden, gefolgt
von Zugeben eines Molekilkandidaten. Der markierte Familienvertreter der TGF-
beta-Superfamilie oder ein TGF-beta-Bindungsprotein wird dann dem Assay
hinzugeflgt, die feste Phase gewaschen und die Menge an gebundenem oder
markiertem TGF-beta-Superfamilienvertreter oder TGF-beta-Bindungsprotein auf
dem festen Trager bestimmt. Molekile, die geeignet sind zur Verwendung in der
Erh6hung des Knochenmineralgehaltes, wie hierin beschrieben, sind die Molekdle,
die das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen Vertreter oder Vertretern der
TGF-beta-Superfamilie in einer statistisch signifikanten Weise reduzieren. Offen-
sichtlich sollten Assays, geeignet zur Verwendung innerhalb der vorliegenden
Offenbarung, nicht auf die innerhalo der Beispiele 2 und 3 beschriebenen
Ausfihrungsformen limitiert sein. Insbesondere konnen zahlreiche Parameter
verdndert werden, wie durch Binden von TGF-beta an eine feste Phase oder durch

ganzliche Eliminierung einer festen Phase.

Innerhalb anderer Aspekte der Offenbarung werden Verfahren bereitgestellt, um zu
bestimmen, ob ein ausgewahltes Molekul zur Erhéhung des Knochenmineralgehaltes
in der Lage ist, umfassend die Schritte (a) der Exposition eines ausgewahlten
Moleklls an Zellen, die TGF-beta exprimieren, und (b) der Bestimmung, ob die
Aktivitat von TGF-beta von den exponierten Zellen verandert wird, und daher des
Bestimmens, ob die Verbindung zur Erhéhung des Knochenmineralgehaltes in der
Lage ist. Ahnlich zu den oben beschriebenen Verfahren kann eine breite Vielfalt von

47 /131



- 48 -

Verfahren angewendet werden, um die Verdnderungen der TGF-beta-Bindungs-
protein-Expression aufgrund einer ausgewahlten Testverbindung festzustellen.

Zum Beispiel werden innerhalb eines Aspektes der vorliegenden Offenbarung
Verfahren bereitgestellt, um zu bestimmen, ob ein ausgewahltes Molekll zur
Erhdhung des Knochenmineralgehaltes in der Lage ist, umfassend die Schritte (a)
des Mischens eines ausgewahlten Moleklls mit TGF-beta-Bindungsprotein und
einem ausgewahlten Vertreter der TGF-beta-Proteinfamilie, (b) der Bestimmung, ob
das ausgewdhlte Molekll die Signalgebung der TGF-beta-Proteinfamilie
hochreguliert oder das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an die TGF-beta-
Proteinfamilie inhibiert. Innerhalb bestimmter Ausfihrungsformen der Offenbarung
steigert das Molekil die Fahigkeit von TGF-beta, als ein positiver Regulator

mesenchymaler Zelldifferenzierung zu funktionieren.

Ahnlich zu den oben beschrieben Verfahren kann eine breite Vielfalt von Verfahren
angewendet werden, um die Stimulierung von TGF-beta aufgrund einer gewéhlten
Testverbindung festzustellen. Ein solches reprasentatives Verfahren wird unten in
Beispiel 6 bereitgestellt (siehe auch Durham et al., Endo. 136:1374-1380).

Innerhalb noch anderer Aspekte der vorliegenden Offenbarung werden Verfahren
bereitgestellt, um zu bestimmen, ob ein ausgewahltes Molekll zur Erhéhung des
Knochenmineralgehaltes in der Lage ist, umfassend den Schritt der Bestimmung, ob
ein ausgewahltes Molekll das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an Knochen
oder ein Analog davon inhibiert. Wie hierin verwendet, sollte sich verstehen, dass
Knochen oder Analoge davon sich auf Hydroxyapatit oder eine Oberflache,
zusammengesetzt aus einer Pulverform von Knochen, zermahlenen Knochen oder
intakten Knochen, bezieht. Ahnlich zu den oben beschriebenen Verfahren kann eine
breite Vielfalt von Verfahren angewendet werden, um die Inhibition der TGF-beta-
Bindungsprotein-Lokalisierung zu der Knochenmatrix festzustellen. Ein solches

reprasentatives Verfahren wird unten in Beispiel 7 bereitgestellt.

Es sollte angemerkt werden, dass wahrend die hierin rezitierten Verfahren sich auf
die Analyse eines individuellen Testmoleklls beziehen kdnnen, die vorliegende
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Offenbarung nicht so limitiert sein sollte. Insbesondere kann das ausgewdhlte
Molekul innerhalb einer Mischung von Verbindungen beinhaltet sein. Folglich kénnen
die rezitierten Verfahren weiter den Schritt der Isolierung eines Molekils umfassen,
welches das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen TGF-beta-Familien-

vertreter inhibiert.

KANDIDATENMOLEKULE

Eine breite Vielfalt von Molekllen kann auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, das
Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen TGF-beta-Familienvertreter zu
inhibieren. Reprasentative Beispiele, die unten ausflhrlicher diskutiert werden,
schlieBen organische Molekulle, Proteine oder Peptide und Nukleinsduremolekile
ein. Obwohl es aus der untenstehenden Diskussion offensichtlich sein sollte, dass
die hierin beschriebenen Kandidaten-Molekile in den hierin beschriebenen Assays
verwendet werden konnen, sollte es ebenfalls leicht ersichtlich sein, dass solche
Moleklle auch in einer Vielzahl diagnostischer und therapeutischer Situationen

verwendet werden kdnnen.

1. Organische Molekdlle
Zahlreiche organische Molekile kénnen auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden,
das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen TGF-beta-Familienvertreter zu

inhibieren.

Zum Beispiel kénnen innerhalb einer Ausfihrungsform der Offenbarung geeignete
organische Molekulle ausgewahlt werden aus entweder einer chemischen Bibliothek,
wobei die Chemikalien individuell untersucht werden, oder aus kombinatorischen
chemischen Bibliotheken, wo mehrere Verbindungen gleichzeitig untersucht werden,
dann vereinzelt werden, um die aktivsten Verbindungen zu bestimmen und zu

isolieren.

Reprasentative Beispiele solcher kombinatorischer chemischer Bibliotheken
schlieBen die ein, die beschrieben wurden von Agrafiotis et al., "System and method
of automatically generating chemical compounds with desired properties", U.S.-
Patent Nr. 5 463 564; Armstrong, R.W., "Synthesis of combinatorial arrays of organic
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compounds through the use of multiple combinatorial array syntheses", WO
95/02566; Baldwin, J.J., et al., "Sulfonamide derivatives and their use", WO
95/24186; Baldwin, J.J., et al.,, "Combinatorial dihydrobenzopyran library", WO
95/30642; Brenner, S., "New kit for preparing combinatorial libraries,” WO 95/16918;
Chenera, B., et al.,, "Preparation of library of resin-bound aromatic carbocyclic
compounds,” WO 95/16712; Ellman, J.A., "Solid phase and combinatorial synthesis
of benzodiazepine compounds on a solid support”, U.S.-Patent Nr. 5288 514;
Felder, E., et al., "Novel combinatorial compound libraries,” WO 95/16209; Lerner,
R., et al., "Encoded combinatorial chemical libraries", WO 93/20242; Pavia, M.R., et
al., "A method for preparing and selecting pharmaceutically useful non-peptide
compounds from a structurally diverse universal library", WO 95/04277; Summerton,
J.E., und D.D. Weller, "Morpholino-subunit combinatorial library and method", U.S.-
Patent Nr. 5506 337; Holmes, C., "Methods for the Solid Phase Synthesis of
Thiazolidinones, Metathiazanones, and Derivatives thereof", WO 96/00148; Phillips,
G.B., und G.P. Wei, "Solid-phase Synthesis of Benzimidazoles,” Tet. Letters
37:4887-90,1996; Ruhland, B., et al., "Solid-supported Combinatorial Synthesis of
Structurally Diverse B-Lactams,” J. Amer. Chem. Soc. 111:253-4, 1996; Look, G.C.,
et al., "The Identification of Cyclooxygenase-1 Inhibitors from 4-Thiazolidinone
Combinatorial Libraries,” Bioorg. and Med. Chem. Letters 6:707-12, 1996.

2. Proteine und Peptide
Ein breites Spektrum von Proteinen und Peptiden kénnen ebenso als Kandidaten-
Molekdule fir Inhibitoren des Bindens von TGF-beta-Bindungsprotein an einen TGF-

beta-Familienvertreter angewendet werden.

a. Kombinatorische Peptid-Bibliotheken
Peptidmolekile, die mutmaBliche Inhibitoren des Bindens von TGF-beta-Bindungs-
protein an einen TGF-beta-Familienvertreter sind, kénnen durch das Screenen
kombinatorischer Peptid-Bibliotheken erhalten werden. Solche Bibliotheken kénnen
entweder vom Fachmann hergestellt (siehe z. B. U.S.-Patente Nr. 4 528 266 und
4 359 535, und Patent-Kooperationvertrags-Publikation Nr. WO 92/15679, WO
92/15677, WO 90/07862, WO 90/02809), oder von kommerziell verfiigbaren Quellen
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(z. B. New England Biolabs Ph.D.™ Phage Display Peptide Library Kit) erstanden

werden.

b. Antikdrper
Antikérper, die das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen TGF-beta-
Familienvertreter inhibieren, kénnen angesichts der hierin beschriebenen Offen-
barung leicht hergestellt werden. Innerhalb des Kontexts der vorliegenden
Offenbarung verstehen sich Antikdrper so, dass sie monoklonale Antikdrper,
polyklonale Antikérper, anti-idiotypische Antikorper, Antikdrperfragmente (z. B. Fab
und F(ab’)z, Fv-variable-Regionen oder Komplementaritats-bestimmende Regionen)
einschlieBen. Wie oben diskutiert, verstehen sich Antikbrper so, dass sie spezifisch
gegen das TGF-beta-Bindungsprotein oder gegen einen spezifischen TGF-beta-
Familienvertreter sind, wenn sie mit einer Ky von mehr als oder gleich 10'M7,
vorzugsweise mehr als oder gleich 108M™ binden, und nicht an andere TGF-beta-
Bindungsproteine binden, oder mit einer K, von mehr als oder gleich 10°M™ binden.
Weiterhin sollten Antikérper der vorliegenden Offenbarung das Binden von TGF-
beta-Bindungsprotein an einen TGF-beta-Familienvertreter blockieren oder

inhibieren.

Die Affinitat eines monoklonalen Antikoérpers oder Bindungspartners, ebenso wie die
Inhibition des Bindens, kann leicht durch einen Durchschnittsfachmann bestimmt
werden (siehe Scatchard, Ann. N.Y. Acad. Sci. 51:660-672, 1949).

Kurz gesagt, polyklonale Antikdrper kénnen leicht durch einen Durchschnittsfach-
mann aus einer Vielfalt von warmblitigen Tieren erzeugt werden, wie Pferde, Klhe,
verschiedenes Gefligel, Kaninchen, Mause oder Ratten. Typischerweise wird das
TGF-beta-Bindungsprotein oder ein einzigartiges Peptid davon mit 13-20
Aminosauren (vorzugsweise konjugiert an Schlissellochschnecken-Hamocyanin
durch Vernetzung mit Glutaraldehyd) angewendet, um das Tier durch intraperi-
toneale, intramuskul@re, intraokulare oder subkutane Injektionen zu immunisieren,
zusammen mit einem Adjuvans, wie Freund'sches vollstandiges oder unvolistandiges
Adjuvans. Im Anschluss an mehrere Wiederholungsimmunisierungen werden

Serumproben gesammelt und auf Reaktivitat gegen das Protein oder Peptid getestet.
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Besonders bevorzugte polyklonale Antiseren werden auf einem dieser Assays ein
Signal abgeben, das mindestens dreimal gréBer als der Hintergrund ist. Hat der Titer
des Tieres einmal ein Plateau erreicht, was seine Reaktivitdt gegen das Protein
betrifft, so kdnnen gréBere Mengen von Antiseren leicht erhalten werden, entweder

durch wochentliche Blutentnahmen, oder durch Ausbluten des Tieres.

Monoklonale Antikorper kdnnen unter Anwendung konventioneller Techniken (siehe
U.S.-Patent Nr. RE 32011, 4902614, 4543439 und 4411 993; siehe auch
Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses,
Plenum Press, Kennett, McKearn und Bechtol (Hrsg.), 1980, und Antibodies: A
Laboratory Manual, Harlow und Lane (Hrsg.), Cold Spring Harbor Laboratory Press,

1988) ebenfalls leicht erzeugt werden.

Kurz gesagt, wird innerhalb einer AusfUhrungsform ein gegebenes Tier, wie eine
Ratte oder Maus, mit TGF-beta-Bindungsprotein oder einem Abschnitt davon wie
oben beschrieben immunisiert. Das Protein kann mit einem Adjuvans, wie
Freund'schem vollstdndigen oder unvolistandigen Adjuvans, vermischt sein, um die
resultierende Immunreaktion zu erh6hen. Zwischen einer und drei Wochen nach der
anfanglichen Immunisierung kann das Tier mit einer weiteren Wiederholungsimmu-
nisierung reimmunisiert werden und auf Reaktivitit gegen das Protein getestet
werden durch Verwendung der oben beschriebenen Assays. Hat das Tier einmal ein
Plateau in seiner Reaktivitat gegen das injizierte Protein erreicht, so wird es getitet,
und Organe, die groBe Mengen an B-Zellen enthalten, wie die Milz und

Lymphknoten, werden geerntet.

Zellen, die vom immunisierten Tier erhalten werden, kénnen durch Infektion mit
einem Virus, wie dem Epstein-Barr-Virus (EBV), immortalisiert werden (siehe Glasky
und Reading, Hybridoma 8(4):377-389, 1989). Alternativ dazu werden innerhalb
einer bevorzugten AusfUhrungsform die geernteten Milz- und/oder Lymphknoten-
Zellsuspensionen mit einer geeigneten Myelomzelle fusioniert, um ein "Hybridom" zu
erzeugen, das einen monoklonalen Antikdrper sezerniert. Geeignete Myelomlinien
schlieBen zum Beispiel NS-1 (ATCC Nr. TIB 18) und P3X63 — Ag 8.653 (ATCC Nr.
CRL 1580) ein.
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Im Anschluss an die Fusion kdnnen die Zellen in Kulturplatten eingesetzt werden, die
ein geeignetes Medium beinhalten, wie RPMI 1640 oder DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) (JRH Biosciences, Lenexa, Kansas), ebenso wie zusatzliche
Inhaltsstoffe, wie fotales Rinderserum (FBS, d. h. von Hyclone, Logan, Utah oder
JRH Biosciences). Zusatzlich sollte das Medium ein Reagenz beinhalten, welches
das Wachstum fusionierter Milz- und Myelomzellen selektiv ermdglicht, wie HAT
(Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri).
Nach ungefahr sieben Tagen kdnnen die resultierenden fusionierten Zellen oder
Hybridome gescreent werden, um das Vorliegen von Antikdrpern zu bestimmen, die
reaktiv gegen das TGF-beta-Bindungsprotein sind (abhéngig vom verwendeten
Antigen), und die das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an den TGF-beta-

Familienvertreter blockieren oder inhibieren.

Eine breite Vielfalt von Assays kann angewandt werden, um das Vorliegen von
Antikorpern zu bestimmen, die reaktiv gegen die Proteine der vorliegenden Erfindung
sind, einschlieBlich zum Beispiel Gegenstromimmunoelektrophorese, Radioimmuno-
assays, Radioimmunoprazipitationen, enzymgekoppeltes Immunosorptionsassay
(ELISA), Dot-Blot-Assays, Western Blots, Immunoprazipitation, Inhibitions- oder
Kompetitionsassays und Sandwichassays (siehe U.S.-Patent Nr. 4 376 110 und
4 486 530; siehe auch Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow und Lane (Hrsg.),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Im Anschluss an mehrere klonale
Verdlinnungen und Nach-Assays kann ein Hybridom, das gegen das erw(nschte
Protein reaktive Antikdrper produziert, isoliert werden.

Andere Techniken koénnen ebenfalls angewendet werden, um monoklonale
Antikdrper zu konstruieren (siehe William D. Huse et al., "Generation of a Large
Combinational Library of the Immunoglobulin Repertoire in Phage Lambda", Science
246:1275-1281, Dezember 1989; siehe auch L. Sastry et al.,, "Cloning of the
Immunological Repertoire in Escherichia coli for Generation of Monoclonal Catalytic
Antibodies: Construction of a Heavy Chain Variable Region-Specific cDNA Library",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5728-5732, August 1989; siehe auch Michelle Alting-
Mees et al.,, "Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid Alternative to
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Hybridomas", Strategies in Molecular Biology 3:1-9, Januar 1990). Diese Bezug-
stellen beschreiben ein kommerzielles System, erhéltlich bei Stratagene (La Jolla,
Kalifornien), das die Produktion von Antikdrpern durch rekombinante Techniken
ermoglicht. Kurz gesagt, wird mRNA aus einer B-Zellenpopulation isoliert und
verwendet, um Schwer- und Leichtketten-Immunoglobulin-cDNA-Expressionsbiblio-
theken in den AlmmunoZap(H)- und AlmmunoZap(L)-Vektoren zu erzeugen. Diese
Vektoren konnen individuell gescreent oder ko-exprimiert werden, um Fab-
Fragmente oder Antikdrper zu bilden (siehe Huse et al., supra; siehe auch Sastry et
al., supra). Positive Plaques kdnnen anschlieBend zu nicht-lytischen Plasmiden
konvertiert werden, was eine Expression hohen Levels von monoklonalen

Antikorperfragmenten aus E. coli erlaubt.

In ahlicher Weise kdnnen Abschnitte oder Fragmente, wie Fab- und Fv-Fragmente
von Antikdrpern, unter Anwendung von herkdmmlichem enzymatischem Verdau oder
rekombinanter DNA-Techniken konstruiert werden, um die variablen Regionen eines
Gens, das einen spezifisch bindenden Antikdrper codiert, zu beinhalten. Innerhalb
einer AusfUhrungsform werden die Gene, welche die variable Region aus einem
Hybridoms codieren, das einen monoklonalen Antikdrper von Interesse produziert,
unter Verwendung von Nukleotidprimern f0r die variable Region amplifiziert. Diese
Primer konnen durch einen Durchschnittsfachmann synthetisiert werden, oder
kébnnen von kommerziell verfigbaren Quellen erstanden werden. Stratagene (La
Jolla, Kalifornien) verkauft Primer fUr variable Regionen von Maus und Mensch,
einschlieBlich, unter anderem, Primer flr Vua-, Vib-, VHer, VHd-, Chi-, V- und Ci-
Regionen. Diese Primer kdnnen angewendet werden, um variable Regionen von
Schwer- oder Leichtketten zu amplifizieren, die dann in Vektoren inseriert werden
kénnen, wie ImmunoZAP™ H bzw. ImmunoZAP™ L (Stratagene). Diese Vektoren
kébnnen dann in E. coli-, Hefe- oder Sauger-basierende Systeme zur Expression
eingefuhrt werden. Durch Anwendung dieser Techniken kdnnen gro3e Mengen eines
einzelkettigen Proteins produziert werden, das eine Fusion der V- und V -Domanen
enthdlt (siehe Bird et al., Science 242:423-426, 1988). Zusatzlich kénnen solche
Techniken angewendet werden, um einen "murinen" Antikdrper in einen "humanen”

AntikOrper zu verwandeln, ohne die Bindungsspezifitdt des AntikOrpers zu verandern.
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Sind geeignete Antikérper einmal erhalten worden, so kénnen sie durch viele
Techniken isoliert oder gereinigt werden, die dem Durchschnittsfachmann allgemein
bekannt sind (siehe Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow und Lane (Hrsg.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Geeignete Techniken schlieBen Peptid- oder
Proteinaffinitatssaulen, HPLC oder RP-HPLC, Reinigung auf Protein A- oder Protein
G-Saulen, oder jede Kombination dieser Techniken ein.

¢. Mutanten-TGF-beta-Bindungsproteine
Wie hierin und unten in den Beispielen (z. B. Beispiele 8 und 9) beschrieben, sollten
veranderte TGF-beta-Bindungsprotein-Versionen, die mit der Fahigkeit nativer TGF-
beta-Bindungsproteine, die Aktivitdt eines bestimmten TGF-beta-Familienvertreters
zu blockieren, kompetitieren, zu einer erhdhten Knochendichte fliihren. Somit wirden
TGF-beta-Bindungsprotein-Mutanten, die an den TGF-beta-Familienvertreter binden,
aber die Funktion des TGF-beta-Familienvertreters nicht inhibieren, die Kriterien
erfillen. Die Mutanten-Versionen missen mit den endogenen inhibitorischen

Funktionen von TGF-beta-Bindungsprotein effektiv kompetitieren.

d. Produktion von Proteinen
Obwohl verschiedene Gene (oder Abschnitte davon) hierin bereitgestellt worden
sind, sollte sich verstehen, dass innerhalb des Kontexts der vorliegenden
Offenbarung, die Bezugnahme auf eines oder mehrere dieser Gene, Derivate der
Gene einschlieBt, die den Genen (und, gegebenenfalls den Proteinen (einschlieBlich
Peptide und Polypeptide), die durch die Gene und deren Derivate codiert werden) im
wesentlichen &hnlich sind. Wie hierin verwendet, gilt eine Nukleotidsequenz als "im
wesentlichen ahnlich", wenn: (a) die Nukleotidsequenz von der codierenden Region
der oben beschriebenen Gene stammt, und zum Beispiel Abschnitte der Sequenz
oder Allelvariationen der oben diskutierten Sequenzen einschlieBt, oder alternativ,
ein Molekll codiert, welches das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen
Vertreter der TGF-beta-Familie inhibiert, (b) die Nukleotidsequenz zu Hybridisierung
an Nukleotidsequenzen der vorliegenden Erfindung, unter méaBiger, hoher oder sehr
hoher Stringenz, in der Lage ist (siehe Sambrook et al.,, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2. Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, 1989); oder
(c) die DNA-Sequenzen degeneriert sind, als ein Resultat des genetischen Codes, zu
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den in (a) oder (b) definierten DNA-Sequenzen. Ferner schliet das hierin offenbarte
Nukleinsduremolekiil beides, komplementédre und nicht-komplementare Sequenzen,
ein, vorausgesetzt die Sequenzen erflllen die hierin dargelegten Kriterien
anderweitig. Innerhalb des Kontexts der vorliegenden Offenbarung bedeutet hohe
Stringenz standardmaBige Hybridisierungsbedingungen (z. B. 5xSSPE, 0,5% SDS
bei 65°C, oder das Aquivalent dazu).

Die Struktur der Proteine, die durch die hierin beschriebenen Nukleinsauremolekile
codiert werden, kann aus den primaren Translationsprodukten vorhergesagt werden,
unter Verwendung der Hydrophobie-Plot-Funktion von zum Beispiel P/C Gene oder
Intelligenetics Suite (Intelligenetics, Mountain View, Kalifornien) oder geman der von
Kyte und Doolittle (J. Mol. Biol. 157:105-132, 1982) beschriebenen Verfahren.

Proteine der vorliegenden Erfindung kénnen in der Form saurer oder basischer
Salze, oder in neutraler Form hergestellt werden. Zusatzlich kdnnen individuelle
Aminosaurereste durch Oxidation oder Reduktion modifiziert werden. Ferner kénnen
verschiedene Substitutionen, Deletionen oder Additionen an den Aminosaure- oder
Nukleinsduresequenzen durchgefihrt werden, und zwar mit dem Nettoeffekt die
biologische Aktivitat des Mutanten- oder Wildtyp-Proteins zu bewahren oder weiter
zu steigern oder zu vermindern. AuBerdem kann zum Beispiel, aufgrund der
Degeneration im genetischen Code, beachtliche Variation in Nukleotidsequenzen

vorhanden sein, die dieselbe Aminosauresequenz codieren.

Andere Derivate der hierin offenbarten Proteine schlieBen Konjugate der Proteine,
zusammen mit anderen Proteinen und Polypeptiden ein. Dies kann zum Beispiel
durch die Synthese von N-terminalen oder C-terminalen Fusionsproteinen erreicht
werden, die addiert werden kdénnen, um die Reinigung oder Identifizierung von
Proteinen zu erleichtern (siehe U.S.-Patent Nr. 4 851 341, siehe auch Hopp et al.,
Bio/Technology 6:1204, 1988). Alternativ dazu werden Fusionsproteine, wie das
Flag/TGF-beta-Bindungsprotein, konstruiert, um bei der Identifizierung, Expression
und Analyse des Proteins zu helfen.
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Proteine der vorliegenden Erfindung kénnen unter Verwendung einer breiten Vielzahl
von hierin beschriebenen Techniken konstruiert werden. Ferner kdnnen Mutationen
in bestimmten Loci durch Synthese von Oligonukleotiden, die eine Mutantensequenz
beinhalten, eingefuhrt werden, flankiert von Restriktionsstellen, welche die Ligation
an Fragmente der nativen Sequenz erlauben. Im Anschluss an die Ligation codiert
die resultierende rekonstruierte Sequenz ein Derivat, das die gewlnschte

Aminosaureinsertion, -substitution oder —deletion aufweist.

Alternativ dazu kénnen Oligonukleotid-gerichtete, Stellen-spezifische (oder Segment-
spezifische) Mutageneseprozeduren eingesetzt werden, um ein verandertes Gen
bereitzustellen, bei dem bestimmte Codons, gemaR der erforderlichen Substitution,
Deletion oder Insertion, verandert sind. Exemplarische Verfahren zur Ausfihrung der
oben dargelegten Veranderungen werden offenbart von Walder et al. (Gene 42:133,
1986); Bauer et al. (Gene 37:73, 1985); Craik (BioTechniques, Januar 1985, 12-19);
Smith et al. (Genetic Engineering: Principles and Methods, Plenum Press, 1981); und
Sambrook et al. (supra). Deletions- und Trunkierungsderivate von Proteinen (z. B.
ein l6slicher extrazellularer Abschnitt) kénnen auch konstruiert werden unter
Verwendung geeigneter Restriktionsendonukleasestellen, angrenzend an die
gewlinschte Deletion. Nach der Restriktion kénnen Uberhange aufgefillt und die
DNA erneut ligiert werden. Exemplarische Verfahren zur AusflUhrung der oben
dargelegten Veranderungen werden von Sambrook et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2te Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) offenbart.

Mutationen, die in den Nukleinsduremolektlen der vorliegenden Erfindung gemacht
werden, bewahren vorzugsweise den Leserahmen der codierenden Sequenzen.
Ferner werden die Mutationen vorzugsweise keine komplementdren Regionen
herstellen, die hybridisieren kénnten, um mRNA-Sekundérstrukturen zu produzieren,
wie Schleifen oder Haarnadeln, welche die Translation der mRNA nachteilig
beeinflussen wirden. Obwohl eine Mutationsstelle vorbestimmt sein kann, ist es
nicht notwendig, dass die Natur der Mutation per se vorbestimmt ist. Zum Beispiel,
um optimale Charakteristika von Mutanten an einer gegebenen Stelle zu selektieren,
kann an dem Zielcodon statistische Mutagenese durchgefthrt, und die exprimierten
Mutanten auf indikative biologische Aktivitat gescreent werden. Alternativ dazu
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kdnnen Mutationen in bestimmten Loci eingeflihrt werden, durch Synthetisieren von
Oligonukleotiden, die eine Mutanten-Sequenz enthalten, flankiert von Restriktions-
stellen, welche die Ligation an Fragmente der nativen Sequenz erlauben. Im An-
schluss an die Ligation codiert die resultierende rekonstruierte Sequenz ein Derivat,

das die erwlinschte Aminoséaureinsertion, -substitution oder —deletion aufweist.

Nukleinsduremolekiile, die Proteine der vorliegenden Erfindung codieren, kdnnen
auch unter Anwendung von Techniken der PCR-Mutagenese, der chemischen
Mutagenese (Drinkwater und Klinedinst, PNAS 83:3402-3406, 1986), durch
erzwungenen Nukleotid-Fehleinbau (z. B. Liao und Wise, Gene 88:107-111, 1990)
oder unter Verwendung von statistisch mutagenisierten Oligonukleotiden (Horwitz et

al., Genome 3:112-117, 1989) konstruiert werden.

Die vorliegende Erfindung sieht auch die Manipulation und Expression der oben
beschriebenen Gene durch das Kultivieren von Wirtszellen vor, die einen Vektor
enthalten, der zur Expression der oben beschriebenen Gene in der Lage ist. Solche
Vektoren oder Vektorkonstrukie schlieBen entweder synthetische oder cDNA-
abstammende Nukleinsauremoleklle ein, die das gewlnschte Protein codieren,
welche funktionsfahig mit geeigneten transkriptionell oder translationell regulator-
ischen Elementen verknlpft sind. Geeignete regulatorische Elemente kénnen von
einer Vielfalt von Quellen stammen, einschlieBlich bakterieller, Pilz-, viraler, Sauger-,
Insekten- oder pflanzlicher Gene. Die Auswahl geeigneter regulatorischer Elemente
ist von der gewahlten Wirtszelle abhangig, und kann leicht von einem gewdhnlichen
Fachmann bewerkstelligt werden. Beispiele flr regulatorische Elemente umfassen:
einen transkriptionellen Promotor und Enhancer oder eine RNA-Polymerase-
bindende Sequenz, einen transkirptionellen Terminator und eine Ribosomen-

bindungs-Sequenz, einschlieBlich eines Translationsinitiations-Signals.

Nukleinsduremolekile, die jedes der oben beschriebenen Proteine codieren, kdnnen
leicht durch eine breite Vielfalt von prokaryotischen und eukaryotischen Wirtszellen
exprimiert werden, einschlieBlich bakterieller, Sauger-, Hefe- oder anderer Pilz-,
viraler, Insekten- oder pflanzlicher Zellen. Verfahren zur Transformation oder

Transfektion solcher Zellen, um eine fremde DNA zu exprimieren, sind im
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Fachbereich allgemein bekannt (siehe z. B. ltakura et al., U.S.-Patent Nr. 4 704 362;
Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929-1933, 1978; Murray et al., U.S.-
Patent Nr. 4 801 542; Upshall et al., U.S.-Patent Nr. 4 935 349; Hagen et al., U.S.-
Patent Nr. 4 784 950; Axel et al., U.S.-Patent Nr. 4 399 216; Goeddel et al., U.S.-
Patent Nr. 4 766 075; und Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2te Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; flr pflanzliche Zellen siehe
Czako und Marton, Plant Physiol. 104:1067-1071, 1994; und Paszkowski et al.,
Biotech. 24:387-392, 1992).

Bakterielle Wirtszellen, die zur Ausfihrung der vorliegenden Erfindung geeignet sind,
schlieBen E. coli, B. subtilis, Salmonella typhimurium, und verschiedene Arten
innerhalb der Gattungen Pseudomonas, Streptomyces und Staphylococcus, ebenso
wie viele andere bakterielle Arten, die einem Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet
allgemein bekannt sind, ein. Reprasentative Beispiele flr bakterielle Wirtszellen
schlieBen DH5a (Stratagene, La Jolla, Kalifornien) ein.

Bakterielle Expressionsvekioren umfassen vorzugsweise einen Promotor, der in der
Wirtszelle funktioniert, einen oder mehrere selektierbare phanotypische Marker und
einen bakteriellen Replikationsursprung. Repréasentative Promotoren schlieBen das
B-Lactamase- (Penicillinase-) und Lactose-Promotorsystem (siehe Chang et al.,
Nature 275:615, 1978), den T7 RNA-Polymerase-Promotor (Studier et al., Meth.
Enzymol. 185:60-89, 1990), den Lambda-Promotor (Elvin et al., Gene 87:123-126,
1990), den trp-Promotor (Nichols und Yanofsky, Meth. in Enzymology 101:155, 1983)
und den tac-Promotor (Russell et al., Gene 20:231, 1982) ein. Représentative
selektierbare Marker schlieBen verschiedene Antibiotikum-Resistenzmarker ein, wie
die Kanamycin- oder Ampicillin-Resistenzgene. Viele Plasmide, die zur Transfor-
mation von Wirtszellen geeignet sind, sind im Fachbereich allgemein bekannt,
einschlieBlich unter anderem pBR322 (siehe Bolivar et al., Gene 2:95, 1977), der
pUC-Plasmide pUC18, pUC19, pUC118, pUC119 (siehe Messing, Meth. in
Enzymology 101:20-77, 1983, und Vieira und Messing, Gene 19:259-268, 1982), und
pNH8A, pNH16a, pNH18a, und Bluescript M13 (Stratagene, La Jolla, Kalifornien).
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Hefe- und Pilz-Wirtszellen, die zur Ausfihrung der vorliegenden Erfindung geeignet
sind, schlieBen unter anderem Saccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae,
die Gattungen Pichia oder Kluyveromyces und verschiedene Arten der Gattung
Aspergillus ein (McKnight et al., U.S.-Patent Nr. 4 935 349). Geeignete Expressions-
vektoren fir Hefe oder Pilze schlieBen unter anderem YCp50 (ATCC Nr. 37419) far
Hefe und den amdS-Kloniervektor pV3 (Turnbull, Bio/Technology 7:169, 1989), YRp7
(Struhl et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:1035-1039, 1978), YEp13 (Broach et al.,
Gene 8:121-133, 1979), pdDB249 und pJDB219 (Beggs, Nature 275:104-108, 1978)

und Derivate davon ein.

Bevorzugte Promotoren zur Verwendung in Hefe schlieBen Promotoren von
glykolytischen Hefegenen (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255:12073-12080, 1980;
Alber und Kawasaki, J. Mol. Appl. Genet. 1:419-434, 1982) oder Alkoholdehydro-
genase-Gene (Young et al.,, in Genetic Engineering of Microorganisms for
Chemicals, Hollaender et al. (Hrsg.), S. 355, Plenum, New York, 1982; Ammerer,
Meth. Enzymol. 101:192-201, 1983) ein. Beispiele nutzlicher Promotoren fir
Pilzvektoren schlieBen die ein, die von Aspergillus nidulans-Genen, stammen, wie
der adh3-Promotor (McKnight et al., EMBO J. 4:2093-2099, 1985). Die Expressions-
einheiten kénnen auch einen transkriptionellen Terminator einschlieBen. Ein Beispiel
fir einen geeigneten Terminator ist der adh3-Terminator (McKnight et al., ibid.,
1985).

Wie mit bakteriellen Vektoren, werden die Hefevektoren allgemein einen selektier-
baren Marker einschlieBen, der einer von jedweder Anzahl von Genen sein kann, die
einen dominanten Phanotypen aufweisen, fur den ein phanotypisches Assay
existiert, um den Transformanten zu ermdoglichen, selektiert zu werden. Bevorzugte
selektierbare Marker sind die, die Wirtszell-Auxotrophie komplementieren, Antibio-
tikum-Resistenz bereitstellen oder einer Zelle die Nutzung spezifischer Kohlen-
stoffquellen ermdglichen, und schlieBen /leu2 (Broach et al., ibid.), ura3 (Botstein et
al., Gene 8:17, 1979) oder his3 (Struhl et al., ibid.) ein. Ein anderer geeigneter
selektierbarer Marker ist das cat-Gen, das Hefezellen Chloramphenicol-Resistenz

verleiht.
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Techniken zur Transformation von Pilzen sind in der Literatur allgemein bekannt und
sind beschrieben worden beispielsweise von Beggs (ibid.), Hinnen et al. (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75:1929-1933, 1978), Yelton et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:1740-1747, 1984) und Russell (Nature 301:167-169, 1983). Der Genotyp der
Wirtszelle kann einen genetischen Defekt beinhalten, der vom selektierbaren Marker,
der auf dem Expressionsvektor vorhanden ist, komplementiert wird. Die Auswabhl
eines bestimmten Wirtes und selektierbaren Markers liegt allgemein innerhalb des

gewohnlichen Kenntnisstandes im Fachbereich.

Protokolle zur Transformation von Hefe sind ebenfalls dem Duchschnittsfachmann
auf dem Gebiet allgemein bekannt. Zum Beispiel kann Transformation leicht
durchgefihrt werden, entweder durch Praparation von Hefe-Spharoplasten mit DNA
(siehe Hinnen et al., PNAS USA 75:1929, 1978), oder durch Behandlung mit
alkalischen Salzen, wie LiCl (siehe ltoh et al., J. Bacteriology 153:163, 1983). Trans-
formation von Pilzen kann auch unter Verwendung von Polyethyleneglykol durch-
geflhrt werden, wie von Cullen et al. (Bio/Technology 5:369, 1987) beschrieben.

Virale Vektoren schlieBen diejenigen ein, die einen Promotor umfassen, der die
Expression eines isolierten Nukleinsduremolekils leitet, das ein gewlnschtes Protein
codiert, wie oben beschrieben. Eine breite Vielfalt von Promotoren kann innerhalb
des Kontexts der vorliegenden Erfindung verwendet werden, einschlieBlich zum
Beispiel Promotoren, wie MOMLV-LTR, RSV-LTR, Friend MuLV-LTR, der adenovirale
Promotor (Ohno et al., Science 265:781-784, 1994), der Neomycin-Phospho-
transferase-Promotor/Enhancer, der late-Parvovirus-Promotor (Koering et al., Hum.
Gene Therap. 5:457-463, 1994), der Herpes-TK-Promotor, der SV40-Promotor, der
Metallothionein lla-Gen-Enhancer/Promotor, der Cytomegalovirus-immediate-early-
Promotor und der Cytomegalovirus-immediate-late-Promotor. Innerhalb besonders
bevorzugter Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung ist der Promotor ein
gewebespezifischer Promotor (siehe z. B. WO 91/02805; EP 0415 731; und WO
90/07936). Reprasentative Beispiele flr geeignete gewebespezifische Promotoren
schlieBen den neural-spezifischen Enolase-Promotor, den 'Blutplattichen-abgeleiteten
Wachstumsfaktor-beta'-Promotor, den Promotor von knochenmorphogenem Protein,
den humanen alpha 1-Chimarin-Promotor, den Synapsin I-Promotor und den
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Synapsin Il-Promotor ein. Zusétzlich zu den oben angemerkten Promotoren kénnen
andere viral-spezifische Promotoren (z. B. retrovirale Promotoren (einschlieBlich der
oben angemerkten, ebenso wie anderer, wie HIV-Promotoren)), Hepatitis, Herpes
(z. B. EBV) und Bakterien-, Pilz- oder Parasiten- (z. B. Malaria-) spezifische
Promotoren verwendet werden, um auf eine spezifische Zelle abzuzielen, die mit

einem Virus, Bakterien, Pilz oder Parasiten infiziert ist.

Saugerzellen, die zur AusfUhrung der vorliegenden Erfindung geeignet sind,
schlieBen unter anderem COS, CHO, Sa0S, Osteosarkome, KS483, MG-63, primére
Osteoblasten und humanes oder Sauger-Knochenmarkstroma ein. Sauger-
Expressionsvektoren zur Verwendung in der Ausfihrung der vorliegenden Erfindung
werden einen Promotor einschlieBen, der zur Steuerung der Transkription eines
klonierten Gens oder einer cDNA in der Lage ist. Bevorzugte Promotoren schlieBen
virale Promotoren und zellulare Promotoren ein. Knochen-spezifische Promotoren
schlieBen den 'Bone-Sialo-Protein'- und den Promotor fir Osteocalcin ein. Virale
Promotoren schlieBen den Cytomegalovirus-immediate-early-Promotor (Boshart et
al., Cell 41:521-530, 1985), Cytomegalovirus-immediate-late-Promotor, SV40-
Promotor (Subramani et al., Mol. Cell. Biol. 1:854-864, 1981), MMTV-LTR, RSV-LTR,
Metallothionein-1, Adenovirus E1a ein. Zelluldare Promotoren schlieBen den Maus-
Metallothionein-1-Promotor (Palmiter et al., U.S.-Patent Nr. 4 579 821), einen Maus-
V, -Promotor (Bergman et al., Proc. Nall. Acad. Sci. USA 81:7041-7045, 1983; Grant
et al., Nucl. Acids Res. 15:5496, 1987) und einen Maus-Vu-Promotor (Loh et al., Cell
33:85-93, 1983) ein. Die Wahl des Promotors wird mindestens zum Teil vom
erwlnschten Expressionslevel oder von der Empfangszelllinie abhangen, die

transfiziert werden soll.

Solche Expressionsvektoren kdénnen auch einen Satz von RNA-Spleissstellen
enthalten, die stromabwarts vom Promotor und stromaufwérts von der DNA-Sequenz
lokalisiert sind, die das Peptid oder Protein von Interesse codiert. Bevorzugte RNA-
Spleissstellen kénnen von Adenovirus- und/oder Immunoglobulin-Genen erhalten
werden. Ebenfalls in den Expressionsvektoren enthalten ist ein Polyadenylierungs-
signal, das stromabwarts von der codierenden Sequenz von Interesse lokalisiert ist.

Geeignete Polyadenylierungssignale schlieBen die early- oder late-Polyadenylier-
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ungssignale von SV40 (Kaufman und Sharp, ibid.), das Polyadenylierungssignal aus
der E1B-Region von Adenovirus-5 und den humanen Wachstumshormon-Gen-
Terminator (DeNoto et al., Nuc. Acids Res. 9:3719-3730, 1981) ein. Die Expressions-
vektoren kdnnen eine nicht-codierende virale Leader-Sequenz einschlieBen, wie den
dreiteiligen Adenovirus 2-Leader, lokalisiert zwischen dem Promotor und den RNA-
Spleissstellen. Bevorzugte Vekioren kénnen auch Enhancer-Sequenzen ein-
schlieBen, wie den SV40-Enhancer. Expressionsvektoren kénnen auch Sequenzen
einschlieBen, welche die Adenovirus-VA-RNAs codieren. Geeignete Expressions-
vektoren kdénnen von kommerziellen Quellen erhalten werden (z. B. Stratagene, La

Jolla, Kalifornien).

Vektorkonstrukte, die klonierte DNA-Sequenzen umfassen, kénnen in kultivierte
Saugerzellen eingefihrt werden durch zum Beispiel Calciumphosphat-vermittelte
Transfektion (Wigler et al., Cell 14:725, 1978; Corsaro und Pearson, Somatic Cell
Genetics 7603, 1981; Graham und Van der Eb, Virology 52:456, 1973),
Elektroporation (Neumann et al., EMBO J. 1:841-845, 1982) oder DEAE-Dextran-
vermittelte Transfektion (Ausubel et al. (Hrsg.), Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley and Sons, Inc., NY, 1987). Um Zellen zu identifizieren, bei
welchen die klonierte DNA stabil integriert ist, wird generell ein selektierbarer Marker
in die Zellen eingeflhrt, zusammen mit dem Gen oder der cDNA von Interesse.
Bevorzugte selektierbare Marker zur Verwendung in Kkultivierten Saugerzellen
schlieBen Gene ein, die Arzneimittel-Resistenz, wie gegen Neomycin, Hygromycin
und Methotrexat,verleinen. Der selektierbare Marker kann ein amplifizierbarer
selektierbarer Marker sein. Bevorzugte amplifizierbare selektierbare Marker sind das
DHFR-Gen und das Neomycin-Resistenz-Gen. Selektierbare Marker sind von Thilly
(Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Massachusetts) in

einem Uberblickartikel beschrieben worden.

Saugerzellen, die einen geeigneten Vektor enthalten, wird es flr einen Zeitraum,
typischerweise 1-2 Tage, gestattet, zu wachsen, um das Exprimieren der DNA-
Sequenz(en) von Interesse zu beginnen. Eine Arzneimittel-Selektion wird dann
angewandt, um ein Wachstum von Zellen zu selektieren, die den selektierbaren

Marker in einer stabilen Weise exprimieren. Fur Zellen, die mit einem amplifizier-
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baren selektierbaren Marker transfiziert worden sind, kann die Arzneimittel-
konzentration schrittweise erhoht werden, um hinsichtlich einer erhdéhten Kopien-
Anzahl der klonierten Sequenzen zu selektieren, wodurch die Expressionsspiegel
erhdht werden. Zellen, welche die eingeflhrten Sequenzen exprimieren, werden
hinsichtlich Herstellung des Proteins von Interesse in der gewlnschten Form oder
bei dem gewlinschten Spiegel selektiert und gescreent. Zellen, die diese Kriterien
erflllen, kbnnen dann zur Produktion geklont und hochskaliert werden.

Protokolle zur Transfektion von S&ugerzellen sind dem gewohnlichen Fachmann
allgemein bekannt. Reprasentative Verfahren schlieBen Calciumphosphat-vermittelte
Transfektion, Elektroporation, Lipofektion, retrovirale, adenovirale und Protoplast-
fusion-vermittelte Transfektion ein (siehe Sambrook et al., supra). Nackte Vektor-
konstrukte kénnen ebenfalls durch muskulare Zellen oder andere geeignete Zellen
im Anschluss an eine Injektion in den Muskel eines Saugers (oder anderer Tiere)

aufgenommen werden.

Zahlreiche Insektenwirtszellen, die im Fachbereich bekannt sind, kdnnen ebenfalls
innerhalb der vorliegenden Erfindung, angesichts der vorliegenden Patent-
beschreibung, nltzlich sein. Zum Beispiel ist die Verwendung von Baculoviren als
Vektoren zur Expression heterologer DNA-Sequenzen in Insektenzellen von Atkinson
et al. (Pestic. Sci. 28:215-224, 1990) in einem Uberblickartikel beschrieben worden.

Zahlreiche pflanzliche Wirtszellen, die im Fachbereich bekannt sind, kdnnen
ebenfalls innerhalb der vorliegenden Erfindung, angesichts der vorliegenden Patent-
beschreibung, nutzlich sein. Zum Beispiel ist die Verwendung von Agrobacterium
rhizogenes als Vektoren zur Expression von Genen in pflanzlichen Zellen von Sinkar
et al. (J. Biosci. (Bangalore) 11:47-58, 1987) in einem Uberblickartikel beschrieben

worden.

Innerhalb verwandter Aspekte der vorliegenden Erfindung kénnen Proteine der
vorliegenden Erfindung in einem transgenen Tier exprimiert werden, dessen
Keimzellen und somatische Zellen ein Gen enthalten, welches das gewlinschte
Protein codiert, und welches funktionsfahig mit einem fir die Expression des Gens
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effektiven Promotor verknUpft ist. Alternativ dazu kdnnen in einer dhnlichen Weise
transgene Tiere erzeugt werden, denen das gewtinschte Gen fehlt (z. B. "Knock-out"-
Mause). Solche Transgene kdnnen in einer Vielfalt von nicht-humanen Tieren
erzeugt werden, einschlieBlich Mausen, Ratten, Kaninchen, Schafen, Hunden,
Ziegen und Schweinen (siehe Hammer et al., Nature 315:680-683, 1985, Palmiter et
al., Science 222:809-814, 1983, Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-
4442, 1985, Palmiter und Brinster, Cell 41:343-345, 1985, und U.S.-Patent Nr.
5175 383, 5087 571, 4 736 866, 5387 742, 5347 075, 5221 778 und 5 175 384).
Kurz gesagt, wird ein Expressionsvektor, der ein zu exprimierendes Nukleinsaure-
molekll zusammen mit geeignet positionierten Expressions-Kontrolsequenzen ein-
schlieBt, in Pronuklei befruchteter Eier eingefuhrt, zum Beispiel durch Mikroinjektion.
Die Integrierung der injizierten DNA wird durch Blot-Analyse von DNA aus
Gewebeproben detektiert. Es wird bevorzugt, dass die eingefiihrte DNA in der
Keimbahn des Tieres inkorporiert wird, so dass sie an die Nachkommen des Tieres
weitergegeben wird. Gewebespezifische Expression kann durch die Verwendung
eines gewebespezifischen Promotors oder durch die Verwendung eines induzier-
baren Promotors erreicht werden, wie dem Metallothionein-Gen-Promotor (Palmiter
et al., 1983, ibid.), der eine regulierte Expression des Transgens erlaubt.

Proteine kdnnen, unter anderen Verfahren, durch Kultivierung geeigneter Wirt- und
Vektor-Systeme isoliert werden, um die rekombinanten Translationsprodukte der
vorliegenden Erfindung zu produzieren. Uberstinde solcher Zelllinien, oder Protein-
inklusionen oder ganze Zellen, wo das Protein nicht in den Uberstand abgesondert
wird, kbnnen dann mit einer Vielzahl von Reinigungsprozeduren behandelt werden,
um die gewiinschten Proteine zu isolieren. Zum Beispiel kann der Uberstand unter
Verwendung von kommerziell erhéltlichen Protein-Konzentrationsfiltern, wie eine
Amicon- oder Millipore-Pellicon-Ultrafiltrationseinheit, zundchst konzentriert werden.
Im Anschluss an die Konzentrierung kann das Konzentrat auf eine geeignete
Reinigungsmatrix aufgetragen werden, wie zum Beispiel einen Anti-Protein-
Antikorper, gebunden an einen geeigneten Trager. Alternativ dazu kdnnen Anionen-
oder Kationen-Austauschharze eingesetzt werden, um das Protein zu reinigen. Als
eine weitere Alternative kdonnen ein oder mehrere Umkehrphasen-Hochleistungs-
Flussigkeits-Chromatographie(RP-HPLC)-Schritte eingesetzt werden, um das Protein

65 /131



-66 -

weiter zu reinigen. Andere Verfahren der Isolation von Proteinen der vorliegenden

Erfindung sind im Kenntnisstand des Fachbereichs allgemein bekannt.

Ein Protein gilt innerhalb des Kontexts der vorliegenden Erfindung als "isoliert", wenn
kein anderes (unerwlinschtes) Protein, der SDS-PAGE-Analyse zufolge, gefolgt von
Coomassie-Blaufarbung, detektiert wird. Innerhalb anderer Ausfihrungsformen kann
das gewilnschte Protein so isoliert werden, dass kein anderes (unerwlnschtes)

Protein der SDS-PAGE-Analyse zufolge, gefolgt von Silberfarbung, detektiert wird.

3. Nukleinsauremolekule

Innerhalb anderer Aspekte der Offenbarung werden Nukleinsduremolekile bereit-
gestellt, die in der Lage sind, das Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen
Vertreter der TGF-beta-Familie zu inhibieren. Zum Beispiel werden innerhalb einer
Ausfihrungsform der Offenbarung Antisinn-Oligonukleotid-Molekile bereitgestellt,
welche die Expression von TGF-beta-Bindungsprotein-Nukleinsduresequenzen
spezifisch inhibieren (siehe allgemein Hirashima et al. in Molecular Biology of RNA:
New Perspectives (M. Inouye und B. S. Dudock, Hrsg., 1987, Academic Press, San
Diego, S. 401); Oligonucleotides: Antisense Inhibitors of Gene Expression (J.S.
Cohen, Hrsg., 1989, MacMillan Press, London); Stein und Cheng, Science 261:1004-
1012, 1993; WO 95/10607; U.S.-Patent Nr. 5 359 051; WO 92/06693; und EP-A2-
612844). Kurz gesagt, solche Molekile werden so konstruiert, dass sie
komplementar sind zu, und in der Lage zur Bildung von Watson-Crick-Basenpaaren
sind mit, einer Region transkribierter TGF-beta-Bindungsprotein-mRNA-Sequenz. Die
resultierende doppelstrangige Nukleinsaure stdrt die anschlieBende Prozessierung
der mRNA, und verhindert dadurch die Proteinsynthese (siehe Beispiel 10).

Innerhalb anderer Aspekte der Offenbarung werden Ribozyme bereitgestellt, die in
der Lage sind, das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an einen Vertreter der
TGF-beta-Familie zu inhibieren. Wie hierin verwendet, ist es beabsichtigt, dass
"Ribozyme" RNA-Molekille einschlieBen, die Antisinn-Sequenzen zur spezifischen
Erkennung und eine RNA-spaltende enzymatische Aktivitdt enthalten. Der
katalytische Strang spaltet eine spezifische Stelle in einer Ziel-RNA bei mehr als
einer stochiometrischen Konzentration. Eine breite Vielfalt von Ribozymen kann
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innerhalb des Kontexts der vorliegenden Offenbarung verwendet werden,
einschlieBllich zum Beispiel des Hammerkopf-Ribozyms (zum Beispiel, wie von
Forster und Symons, Cell 48:211-220, 1987; Haseloff und Gerlach, Nature 328:596-
600, 1988; Walbot und Bruening, Nature 334:196, 1988; Haseloff und Gerlach,
Nature 334:585, 1988, beschrieben); des Haarnadel-Ribozyms (zum Beispiel, wie
von Haseloff et al., U.S.-Patent Nr. 5254 678, erteilt am 19. Oktober 1993, und
Hempel et al., Europédische Patentverdffentlichung Nr. 0 360 257, ver6ffentlicht am
26. Marz 1990, beschrieben); und Ribozymen auf Basis von ribosomaler
Tetrahymena-RNA (siehe Cech et al.,, U.S.-Patent Nr. 4 987 071). Ribozyme der
vorliegenden Offenbarung bestehen typischerweise aus RNA, kénnen aber auch aus
DNA, Nukleinsdureanalogen (z. B. Phosphorothioate) oder Chimaren davon (z. B.
DNA/RNA/RNA) zusammengesetzt sein.

4. Marker
Das Genprodukt oder jedes der obenstehend und untenstehend beschriebenen
Kandidatenmolekile kénnen mit einer Vielfalt von Verbindungen markiert werden,
einschlieBllich zum Beispiel fluoreszierender Moleklle, Toxine und Radionuklide.
Reprasentative Beispiele fur fluoreszierende Molekile schlieBen Fluorescein,
Phycobili-Proteine, wie Phycoerythrin, Rhodamin, Texas-Rot und Luziferase ein.
Reprasentative Beispiele flr Toxine schlieBen Ricin, Abrin, Diphtherie-Toxin,
Cholera-Toxin, Gelonin, antivirales Protein der Kermesbeere, Tritin, Shigella-Toxin
und Pseudomonas-Exotoxin A ein. Reprasentative Beispiele fir Radionuklide
schlieBen Cu-64, Ga-67, Ga-68, Zr-89, Ru-97, Tc-99m, Rh-105, Pd-109, In-111, I-
123, I-125, 1-131, Re-186, Re-188, Au-198, Au-199, Pb-203, At-211, Pb-212 und Bi-
212 ein. Zusatzlich kbnnen die oben beschriebenen Antikdrper ebenfalls markiert
oder an einen Partner eines Ligand-Bindungspaares konjugiert werden. Reprasen-
tative Beispiele schlieBen Adivin-Biotin und Riboflavin-Riboflavinbindungsprotein ein.

Verfahren zur Konjugierung und Markierung der hierin beschriebenen Molekille mit
den oben dargelegten reprasentativen Markierungen kdnnen leicht von einem Durch-
schnittsfachmann auf dem Gebiet ausgeflhrt werden (siehe Trichothecene Antibody
Conjugate, U.S.-Patent Nr. 4744 981; Antibody Conjugate, U.S.-Patent Nr.
5106 951; Fluorogenic Materials and Labeling Techniques, U.S.-Patent Nr.
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4 018 884; Metal Radionuclide Labeled Proteins for Diagnosis and Therapy, U.S.-
Patent Nr. 4 897 255; und Metal Radionuclide Chelating Compounds for Improved
Chelation Kinetics, U.S.-Patent Nr. 4 988 496; siehe auch Inman, Methods In
Enzymology, Band 34, Affinity Techniques, Enzyme Purification: Part B, Jakoby und
Wilchek (Hrsg.), Academic Press, New York, S. 30, 1974; siehe auch Wilchek und
Bayer, "The Avidin-Biotin Complex in Bioanalytical Applications", Anal. Biochem.
171:1-32, 1988).

PHARMAZEUTISCHE ZUSAMMENSETZUNGEN

Wie oben angemerkt, stellt die vorliegende Offenbarung auch eine Vielfalt von
pharmazeutischen Zusammensetzungen bereit, die eins der oben beschriebenen
Moleklle umfassen, welches das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an einen
Vertreter der TGF-beta-Familie inhibiert, zusammen mit einem pharmazeutisch oder
physiologisch annehmbaren Trager, Hilfsstoffen oder Verdinnungsmitteln. Allgemein
sollten solche Trager in den eingesetzten Dosierungen und Konzentrationen nicht-
toxisch gegeniber Empfangern sein. Gewdhnlich bedingt die Zubereitung solcher
Zusammensetzungen die Kombination des therapeutischen Wirkstoffes mit Puffern,
Antioxidantien, wie Ascorbinsdure, Polypeptiden niedrigen Molekulargewichts
(weniger als ungefahr 10 Resten), Proteinen, Aminosauren, Kohlenhydraten,
einschlieBlich Glukose, Saccharose oder Dextrinen, chelatisierenden Wirkstoffen, wie
EDTA, Glutathion und anderen Stabilisatoren und Hilfsstoffen. Neutral gepufferte
Kochsalzlésung oder Kochsalzlésung, gemischt mit nicht-spezifischem Serum-
Albumin, sind beispielhafte geeignete Verdinnungsmittel.

Zusatzlich kénnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen der vorliegenden
Offenbarung zur Verabreichung zubereitet werden, durch eine Vielfalt von
verschiedenen Routen. Zusatzlich kénnen pharmazeutische Zusammensetzungen
der vorliegenden Offenbarung in Behélter eingebracht werden, zusammen mit
Verpackungsmaterial, das Instruktionen in Bezug auf die Verwendung solcher
pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Verflgung stellt. Allgemein werden
solche Instruktionen eine konkrete Ausdrucksweise einschlieBen, welche die
Reagenzkonzentration  beschreibt, ebenso  wie, innerhalo  bestimmter
Ausfihrungsformen,  relative  Mengen von  Hilfsstoff-Inhaltsstoffen  oder
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VerdUinnungsmitteln (z. B. Wasser, Kochsalzlésung oder PBS), die notwendig sein

kénnen, um die pharmazeutische Zusammensetzung zu rekonstituieren.

BEHANDLUNG
Die vorliegende Erfindung sieht auch die Herstellung von Medikamenten zur
Erh6hung des Knochenmineralgehaltes und der Knochenmineraldichte vor. Kurz
gesagt, fUhren zahlreiche Zustdnde zum Verlust von Knochenmineralgehalt,
einschlieBllich zum Beispiel Krankheit, genetische Pradisposition, Unfalle, die zu
mangelnder Knochenbenutzung fuhren (z. B. aufgrund einer Fraktur), Therapeutika,
die Knochenresorption verursachen oder die knochenbildende Zellen zerstéren, und
normalem Altern. Durch Verwendung der hierin beschriebenen Molekulle, die das
Binden von TGF-beta-Bindungsprotein an einen TGF-beta-Familienvertreter inhi-
bieren, um Medikamente herzustellen, kénnen solche Zustdnde behandelt oder
verhindert werden. Wie hierin verwendet, sollte sich verstehen, dass der Knochen-
mineralgehalt erhdht worden ist, wenn der Knochenmineralgehalt in einer statistisch
signifikanten Weise (z. B. um mehr als eine halbe Standardabweichung), an einer

ausgewdhlten Stelle erhéht worden ist.

Die hierin beschriebenen Molekile kénnen bei der Herstellung von Medikamenten
zur Behandlung einer breiten Vielfalt von Zustanden verwendet werden, die zum
Verlust von Knochenmineralgehalt fihren. Patienten mit solchen Zustanden kdénnen
durch klinische Diagnose unter Verwendung von allgemein bekannten Techniken
identifiziert werden (siehe z. B. Harrison’s Principles of Internal Medicine, McGraw-
Hill, Inc.). Reprasentative Beispiele flr Krankheiten, die behandelt werden kénnen,
schlieBen Dysplasien ein, worin abnormales Wachstum oder abnormale Knochen-
entwicklung vorhanden ist. Représentative Beispiele flr solche Zustande schlieBBen
Achondroplasie, cleidocraniale Dysostose, Enchondromatose, fibrose Dysplasie,
Gaucher-Syndrom, hypophosphatdmische Rachitis, Marfan-Syndrom, multiple
erbliche Exotosen, Neofibromatose, Osteogenesis imperfecta, Osteopetrose, Osteo-
poikilie, sklerotische L&sionen, Frakturen, periodontale Krankheit, Pseudoarthrose

und pyogene Osteomyelitis ein.
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Andere Zusténde, die unter Verwendung der Medikamente der Erfindung behandelt
oder verhindert werden kodnnen, schlieBen eine breite Vielfalt von Ursachen fir
Osteopenie (d. h. ein Zustand, der mehr als eine Standardabweichung hinsichtlich
Knochenmineralgehalt oder Knochenmineraldichte unter den Spitzen-Skelett-
mineralgehalt in der Jugend herbeiflhrt) ein. Reprasentative Beispiele flr solche
Zustéande schlieBen andmische Zustdnde, durch Steroide verursachte Zustande,
durch Heparin verursachte Zustande, Knochenmark-Stérungen, Skorbut, Unter-
erndhrung, Calciummangel, idiopathische Osteoporose, kongenitale Osteopenie oder
Osteoporose, Alkoholismus, chronische Lebererkrankung, Senilitdt, den post-
menopausalen Zustand, Oligomenorrhoe, Amenorrhoe, Schwangerschaft, Diabetes
mellitus, Hyperthyroidismus, Cushing'sche Erkrankung, Akromegalie, Hypogona-
dismus, Immobilisierung oder Nichtgebrauch, sympathisches Reflex-Dystrophie-

Syndrom, transiente regionale Osteoporose und Osteomalazie ein.

Innerhalb eines Aspektes sieht die vorliegende Offenbarung die Verwendung eines
Moleklls vor, welches das Binden des TGF-beta-Bindungsproteins an einen TGF-
beta-Familienvertreter inhibiert, bei der Herstellung eines Medikaments zur Erh6hung
des Knochenmineralgehaltes oder der Knochenmineraldichte in einem warmblitigen
Tier, wobei das Medikament eine effektive Menge des Molekuls bereitstellt. Beispiele
fir warmblltige Tiere, die behandelt werden kénnen, schlieBen sowohl Wirbeltiere
als auch Sauger ein, einschlieBlich zum Beispiel Pferde, Kihe, Schweine, Schafe,
Hunde, Katzen, Ratten und Mause. Reprasentative Beispiele flr therapeutische
Molekule schlieBen Ribozyme, Ribozymgene, Antisinn-Oligonukleotide und Anti-
korper (z. B. humanisierte AntikOrper) ein.

Innerhalb anderer Aspekte umfasst die vorliegende Offenbarung das Einflhren eines
Vektors, der die Expression eines Moleklls steuert, welches das Binden des TGF-
beta-Bindungsproteins an einen Vertreter der TGF-beta-Familie inhibiert, in Zellen,
die zum Knochen wandern. Solche Zellen kénnen dann bei der Herstellung eines
Medikaments zur Erhéhung der Knochendichte in einem warmblitigen Tier
verwendet werden. Kurz gesagt, kbnnen zum Knochen wandernde Zellen direkt aus

Knochen von Patienten (z. B. Zellen, erhalten aus dem Knochenmark, wie CD34+,
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Osteoblasten, Osteozyten und dergleichen), aus dem peripheren Blut oder aus

Kulturen erhalten werden.

Ein Vektor, der die Expression eines Molekdlls lenkt, welches das Binden des TGF-
beta-Bindungsproteins an einen Vertreter der TGF-beta-Familie inhibiert, wird in die
Zellen eingefuhrt. Reprasentative Beispiele flr geeignete Vektoren schlief3en virale
Vektoren, wie virale Herpes-Vektoren (z. B. U.S.-Patent Nr. 5 288 641), adenovirale
Vektoren (z. B. WO 94/26914, WO 93/9191; Kolls et al., PNAS 91(1):215-219, 1994;
Kass-Eisler et al., PNAS 90(24):11498-502, 1993; Guzman et al., Circulation
88(6):2838-48, 1993; Guzman et al., Cir. Res. 73(6):1202-1207, 1993; Zabner et al.,
Cell 75(2):207-216, 1993; Li et al., Hum Gene Ther. 4(4):403-409, 1993; Caillaud et
al., Eur. J. Neurosci. 5(10):1287-1291, 1993; Vincent et al., Nat. Genet. 5(2):130-134,
1993; Jaffe et al., Nat. Genet. 1(5):372-378, 1992; und Levrero et al., Gene
101(2):195-202, 1991), adeno-assoziierte virale Vektoren (WO 95/13365; Flotte et
al., PNAS 90(22):10613-10617, 1993), Baculovirus-Vektoren, Parvovirus-Vektoren
(Koering et al., Hum. Gene Therap. 5457-463, 1994), Pockenvirus-Vektoren
(Panicali und Paoletti, PNAS 79:4927-4931, 1982; und Ozaki et al.,, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 193(2):653-660, 1993), und Retroviren (z. B. EP 0415 731;
WO 90/07936; WO 91/0285; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; U.S.-
Patent Nr. 5219 740; WO 93/11230; WO 93/10218) ein. Virale Vektoren kdnnen
gleichermafen konstruiert werden, die eine Mischung von verschiedenen Elementen
(z. B. Promotoren, Hillen-Sequenzen und dergleichen) aus verschiedenen Viren
oder nicht-viralen Quellen enthalten. Innerhalb verschiedener Ausfihrungsformen
kann entweder der virale Vektor selbst, oder ein virales Partikel, das den viralen
Vektor enthdlt, in den untenstehend beschriebenen Verfahren und Zusammen-

setzungen verwendet werden.

Innerhalb anderer Ausfuhrungsformen der Offenbarung kdénnen
Nukleinsduremolekile selbst, die ein Molekll codieren, welches das Binden des
TGF-beta-Bindungsproteins an einen Vertreter der TGF-beta-Familie inhibiert, durch
eine Vielfalt von Techniken verabreicht werden, einschlieBlich zum Beispiel
Verabreichung von Asialoosomucoid (ASOR), konjugiert mit Poly-L-Lysin-DNA-
Komplexen (Cristano et al., PNAS 92122-92126, 1993), mit abgetdtetem Adenovirus
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verknlUpfte DNA (Curiel et al., Hum. Gene Ther. 3(2):147-154, 1992), Cytofectin-
vermittelten Einfihrens (DMRIE-DOPE, Vical, Kalifornien), direkter DNA-Injektion
(Acsadi et al., Nature 352:815-818, 1991); DNA-Ligand (Wu et al., J. of Biol. Chem.
264:16985-16987, 1989); Lipofektion (Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:7413-7417, 1989); Liposomen (Pickering et al., Circ. 89(1):13-21, 1994; und
Wang et al., PNAS 84:7851-7855, 1987); Mikroprojektil-Beschuss (Williams et al.,
PNAS 88:2726-2730, 1991); und direkter Einflhrung von Nukleinsauren, die das
Protein selbst codieren, entweder allein (Vile und Hart, Cancer Res. 53: 3860-3864,

1993) oder unter Verwendung von PEG-Nukleinsaure-Komplexen.

Reprasentative Beispiele flr Moleklle, die von Vektoren der vorliegenden
Offenbarung exprimiert werden kdnnen, schlieBen Ribozyme und Antisinn-Molekile

ein, welche oben einzeln ausfihrlicher diskutiert werden.

Die Feststellung von erhdhtem Knochenmineralgehalt kann direkt durch die
Anwendung von Roéntgenstrahlen (z. B. Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie oder
"DEXA"), oder durch Inferenz mittels Knochenumsatz-Marker (Osteoblasten-
spezifische alkalische Phosphatase, Osteocalcin, Typ 1-Prokollagen-C’-Propeptid
(PICP) und Gesamt-Alkalische-Phosphatase; siehe Comier, C., Curr. Opin. in Rheu.
7:243, 1995) oder Knochenresorptionsmarker (Pyridolin, Desoxypryridinolin, N-Telo-
peptid, Harn-Hydroxyprolin, Tartrat-resistente saure Plasma-Phosphatasen und
Galaktosylhydroxylysin; siehe Comier, supra) bestimmt werden. Die Menge an
Knochenmasse kann auch aus Korpergewichten oder durch Anwendung anderer
Verfahren (siehe Guinness-Hey, Metab. Bone Dis. and Rel. Res. 5:177-181, 1984)
berechnet werden.

Wie es einem Fachmann offensichtlich sein wird, wird die Menge und Haufigkeit der
Verabreichung natdrlich von solchen Faktoren abhangen, wie der Natur und Schwere
der Indikation, die behandelt wird, der gewlnschte Antwort, dem Zustand des
Patienten und so weiter. Typischerweise kdénnen die Zusammensetzungen durch

eine Vielfalt von Techniken verabreicht werden, wie oben angemerkt.
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Die folgenden Beispiele werden veranschaulichend und nicht zur Einschrénkung

angeboten.

BEISPIELE
BEISPIEL 1
SKLEROSTEOSE KARTIERT AUF DEM LANGEN ARM DES HUMANEN CHROMOSOMS 17

Die genetische Kartierung des fir Sklerosteose bei Menschen verantwortlichen
Defekts hat das fir diese Stérung verantwortliche Gen auf die Region des humanen
Chromosoms 17 lokalisiert, welche einen neuen Vertreter der TGF-beta-Bindungs-
protein-Familie codiert. Bei der Sklerosteose zeigt der Skelettknochen eine er-
hebliche Erhéhung der Mineraldichte im Verhaltnis zu der von unbetroffenen
Individuen. Der Knochen im Kopf zeigt ebenfalls UbermaBiges Wachstum. Sklero-
steose-Patienten sind allgemein gesund, obwohl sie bei der Geburt unterschiedliche
Grade von Syndaktylie und unterschiedliche Grade von kranialer Kompression und

Nervenkompression im Schadel aufweisen kénnen.

Eine Kopplungsanalyse des mit Sklerosteose assoziierten Gendefekts wurde durch
Anwenden der Homozygotie-Kartierungsmethode an DNA-Proben durchgefihrt, die
von 24 Sidafrikanischen Afrikaaner-Familien gesammelt wurden, in denen die
Erkrankung vorkam (Sheffield et al., 1994, Human Molecular Genetics 3:1331-1335.
"ldentification of a Bardet-Biedl syndrome locus on chromosome 3 and evaluation of
an efficient approach to homozygosity mapping”). Die Afrikaaner-Population von Sad
Afrika ist genetisch homogen; die Population stammt von einer kleinen Anzahl von
Grindern, die das Gebiet vor mehreren Jahrhunderten kolonisierten, und sie ist
durch geographische und soziale Barrieren seit der Griindung isoliert gewesen. Die
Sklerosteose ist Uberall auf der Welt auBerhalb der Afrikaaner-Gemeinde selten, was
darauf hindeutet, dass eine Mutation im Gen in der Grinderpopulation vorhanden
war und sich seitdem in der Anzahl erhdht hat, zusammen mit dem Anwachsen der
Population. Die Anwendung der Homozygotie-Kartierung basiert auf der Annahme,
dass DNA-Kartierungsmarker, die an eine rezessive Mutation angrenzen, wahr-
scheinlich in betroffenen Individuen aus blutsverwandten Familien und isolierten

Populationen homozygot sind.
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Ein Satz von 371 Mikrosatellitenmarkern (Research Genetics, Set 6) aus den
autosomalen Chromosomen wurde ausgewahlt, um DNA-Pools von Sklerosteose-
Patientenproben zu typisieren. Die DNA-Proben fur diese Analyse kamen von 29
Sklerosteose-Patienten in 24 Familien, 59 unbetroffenen Familienmitgliedern und
einem Satz von unverwandten Kontroll-Individuen aus derselben Population. Die
Pools bestanden aus 4-6 Individuen, entweder betroffenen Individuen, betroffenen
Individuen aus blutsverwandten Familien, Eltern und unbetroffenen Geschwistern
oder unverwandten Kontrollen. In den Pools von unverwandten Individuen und in den
meisten Pools mit betroffenen Individuen oder Familienmitgliedern zeigte die Analyse
der Marker mehrere AllelgréBen fUr jeden Marker. Ein Marker, D1751299, zeigte eine
Indikation von Homozygotie: eine Bande in mehreren der Pools von betroffenen

Individuen.

Alle 24 Sklerosteose-Familien wurden mit insgesamt 19 Markern in der Region von
D1751299 (bei 17q12-q21) typisiert. Betroffene Individuen aus jeder Familie zeigten
sich als homozygot in dieser Region, und 25 von 29 Individuen waren homozygot fir
einen Kern-Haplotypus; sie hatten jeweils die gleichen Allele zwischen D17S1787
und D17S930. Die anderen vier Individuen hatten ein Chromosom, das zu diesem
Haplotypus passte und ein zweites, das nicht passte. In wenigen Worten, wiesen die
Daten zwingend darauf hin, dass diese 3-Megabasen-Region die Sklerosteose-
Mutation enthielt. Die Sequenzanalyse der meisten Exons in dieser 3-Megabasen-
Region identifizierte eine Nonsense-Mutation in der neuen TGF-beta-Bindungs-
protein-codierenden Sequenz (C>T-Mutation an der Position 117 der Sequenz ID Nr.
1 fihrt zu einem Stop-Codon). Diese Mutation zeigte sich als einzigartig in
Sklerosteose-Patienten und Tragern von Afrikaaner-Abstammung. Die Identitdt des
Gens wurde weiter bestétigt durch die Identifizierung einer Mutation in seinem Intron
(A>T-Mutation an der Position +3 des Introns), was zu unkorrekter mRNA-
Prozessierung in einem einzelnen unverwandten Patienten mit diagnostizierter

Sklerosteose flhrt.
BEISPIEL 2

GEWEBESPEZIFITAT DER TGF-BETA-BINDUNGSPROTEIN-GENEXPRESSION
A. Genexpression von humanem Beer durch RT-PCR:
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Erststrang-cDNA wurde aus den folgenden Gesamt-RNA-Proben unter Verwendung
eines kommerziell erhéltlichen Kits ("Superscript Preamplification System for First-
Strand cDNA Synthesis", Life Technologies, Rockville, MD) erstellt: humanes Gehirn,
humane Leber, humane Milz, humaner Thymus, humane Plazenta, humaner Skelett-
muskel, humane Schilddriise, humane Hypophyse, humaner Osteoblast (NHOst von
Clonetics Corp., San Diego, CA), humane Osteosarkom-Zelllinie (Saos-2, ATCC#
HTB-85), humaner Knochen, humanes Knochenmark, humaner Knorpel, Knochen
der grinen Meerkatze, Saccharomyces cerevisiae und humanen peripheren Blut-
Monozyten. Alle RNA-Proben wurden von einer kommerziellen Quelle (Clontech,
Palo Alto, CA) erstanden, auBer den folgenden, die im Hause erstellt wurden:
humaner Osteoblast, humane Osteosarkom-Zelllinine, humaner Knochen, humaner
Knorpel und Knochen der grinen Meerkatze. Diese hauseigenen RNA-Proben
wurden unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Kits ("TRI Reagent",
Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH) hergestellt.

PCR wurde an diesen Proben durchgeflihrt und zusétzlich an einer humanen
genomischen Probe als Kontrolle. Der Sinn-Beer-Oligonukleotid-Primer hatte die
Sequenz 5-CCGGAGCTGGAGAACAACAAG-3’ (SEQ ID Nr: 19). Der Antisinn-Beer-
Oligonukleotid-Primer hatte die Sequenz 5°-GCACTGGCCGGAGCACACC-3 (SEQ
ID Nr: 20). Zusétzlich wurde PCR durchgefihrt unter Verwendung von Primern flr
das humane Beta-Actin-Gen als Kontrolle. Der Sinn-beta-Actin-Oligonukleotid-Primer
hatte die Sequenz 5°-AGGCCAACCGCGAGAAGATGA CC-3’ (SEQ ID Nr: 21). Der
Antisinn-beta-Actin-Oligonukleotid-Primer ~ hatte  die  Sequenz  5-GAAGT
CCAGGGCGACGTAGCA-3’ (SEQ ID Nr: 22). PCR wurde unter Verwendung von
Standardbedingungen in 25 pl-Reaktionen mit einer Annealingtemperatur von 61
Grad Celsius durchgefihrt. ZweiunddreiBig Zyklen von PCR wurden mit den Beer-
Primern durchgefihrt und vierundzwanzig Zyklen wurden mit den Beta-Actin-Primern

durchgefihrt.

Im Anschluss an die Amplifikation wurden 12 pl von jeder Reaktion durch Agarose-
Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung analysiert. Siehe Figur 2A.

7517131



-76 -

B. RNA-in-situ-Hybridisierung von Maus-Embyo-Schnitten:

Die Volllangen-Maus-Beer-cDNA (Sequenz ID Nr. 11) wurde in den pCR2.1-Vektor
(Invitrogen, Carlsbad, CA), in der Antisinn- und Sinn-Richtung, durch Anwendung
des Protokolls des Herstellers kloniert. *S-alpha-GTP-markierte ¢cRNA-Sinn- und
Antisinn-Transkripte wurden unter Verwendung von in-vitro-Transkriptionsreagentien
synthetisiert, die von Ambion, Inc (Austin, TX) geliefert wurden. In-situ-Hybridisierung
wurde geman der Protokolle von Lyons et al. (J. Cell Biol. 111:2427-2436, 1990)
durchgefihrt.

Die Maus-Beer-cRNA-Sonde detektierte eine spezifische Message, die im Neural-
rohr, in den GliedmaBenknospen, in den BlutgefdBen und den ossifizierenden
Knorpeln von sich entwickelnden Mausembryos exprimiert war. Die Tafel A in der
Figur 3 zeigt eine Expression im apikalen ektodermalen Kamm (aer) der
GliedmaBenknospe (l), in den BlutgefédBen (bv) und dem Neuralrohr (nt). Die Tafel B
zeigt eine Expression im 4. Ventrikel des Gehirns (4). Die Tafel C zeigt eine
Expression in der Mandibula (ma), den Halswirbeln (cv), dem Hinterhauptsbein (oc),
dem Gaumen (pa) und einem Blutgefa (bv). Die Tafel D zeigt eine Expression in
den Rippen (r) und einer Herzklappe (va). Die Tafel A ist ein Querschnitt von einem
10,5 dpc-Embryo. Die Tafel B ist ein sagittaler Schnitt von einem 12,5 dpc-Embryo,
und die Tafeln C und D sind sagittale Schnitte von 15,5 dpc-Embryos.

ba=Branchialbogen, h=Herz, te=Telencephalon (Vorderhirn), b=Gehirn, f=fronto-
nasale Masse, g=Darm, h=Herz, j=Kiefer, li=Leber, lu=Lunge, ot=Ohrvesikel, ao=,
sc=Richenmark, skm=Skelettmuskel, ns=nasaler Sinus, th=Thymus, to=Zunge,

fl=Vorderglied, di=Zwerchfell
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BEISPIEL 3
EXPRESSION UND REINIGUNG DES REKOMBINANTEN BEER-PROTEINS
A. Expression in COS-1-Zellen:

Die DNA-Sequenz, die das humane Vollangen-Beer-Protein codiert, wurde unter
Verwendung der folgenden PCR-Oligonukleotid-Primer amplifiziert: der 5'-
Oligonukleotid-Primer hatte die Sequenz 5-AAGCTTGGTACCATGCAGCTCCCAC-
3’ (SEQ ID Nr: 23) und beinhaltete eine Hindlll-Restriktions-Enzymstelle (fett
gedruckt) gefolgt von 19 Nukleotiden des Beer-Gens, die 6 Basenpaare vor dem
vermuteten aminoterminalen Start-Codon (ATG) anfingen. Der 3’-Oligonukleotid-
Primer hatte die Sequenz 5-AAGCTTCTACTTGTCATCGTCGTCCT
TGTAGTCGTAGGCGTTCTCCAGCT-3' (SEQ ID Nr: 24) und beinhaltete eine

Hindlll-Restriktions-Enzymstelle (fett gedruckt), gefolgt von einem reversen

Komplement-Stop-Codon (CTA), gefolgt vom reversen Komplement des FLAG-
Epitops (unterstrichen, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), flankiert vom reversen
Komplement von Nukleotiden, welche die carboxyterminalen 5 Aminosauren des
Beer codieren. Das PCR-Produkt wurde TA-kloniert ("Original TA Cloning Kit",
Invitrogen, Carlsbad, CA), und individuelle Klone wurden mittels DNA-Sequenzierung
gescreent. Ein Sequenz-verifizierter Klon wurde dann mit Hindlll verdaut und auf
einem 1,5%-Agarose-Gel gereinigt unter Verwendung von kommerziell erhéltlichen
Reagenzien ("QIAquick Gel Extraction Kit", Qiagen Inc., Valencia, CA). Dieses
Fragment wurde dann an Hindlll-verdautes, Phosphatase-behandeltes pcDNAS3.1-
Plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA) mit T4 DNA-Ligase ligiert. DH10B-E. coli wurden
transformiert und auf LB plattiert, 100-ug/ml-Ampicillin-Platten. Kolonien, welche die
gewUlnschte Rekombinante in der richtigen Orientierung trugen, wurden mittels eines
PCR-basierten Screens identifiziert unter Verwendung eines 5-Primers, welcher der
T7-Promotor/Priming-Stelle in pcDNA3.1 entspricht, und eines 3’-Primers mit der
Sequenz 5’-GCACTGGCCGGAGCACACC-3’ (SEQ ID Nr: 25), der dem reversen
Komplement der internen BEER-Sequenz entspricht. Die Sequenz des klonierten

Fragments wurde mittels DNA-Sequenzierung bestatigt.

COS-1-Zellen (ATCC# CRL-1650) wurden flir die Transfektion verwendet. 50 ug des
Expressionsplasmids pcDNA-Beer-Flag wurden unter Verwendung eines

777131



-78 -

kommerziell erhéltlichen Kits transfiziert, wobei Protokolle befolgt wurden, die vom
Hersteller geliefert wurden ("DEAE-Dextran Transfection Kit", Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO). Das endgiiltige Medium im Anschluss an die Transfektion war DMEM
(Life Technologies, Rockville, MD), das 0,1% fétales Rinderserum enthielt. Nach 4
Tagen in Kultur wurde das Medium entfernt. Expression von rekombinantem BEER
wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot unter Verwendung des monoklonalen
Anti-FLAG-M2-Antikdrpers  (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) analysiert. Die
Reinigung von rekombinantem BEER-Protein wurde unter Verwendung einer Anti-
FLAG M2-Affinitatssaule ("Mammalian Transient Expression System", Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO) durchgefiihrt. Das Saulenprofil wurde mittels SDS-PAGE und
Western-Blot unter Verwendung des monoklonalen Anti-FLAG-M2-Antikdrpers

analysiert.

B. Expression in SF9-Insektenzellen:

Die humane Beer-Gensequenz wurde durch Anwendung von PCR mit
Standardbedingungen und den folgenden Primern amplifiziert:

Sinn-Primer: 5-GTCGTCGGATCCATGGGGTGGCAGGCGTTCAAGAATGAT-3’
(SEQ ID Nr: 26)

Antisinn-Primer: 5-GTCGTCAAGCTTCTACTTGTCATCGTCCTTGTAGTCGTA
GGCGTTCTCCAGCTCGGC-3' (SEQ ID Nr: 27)

Die resultierende cDNA enthielt die codierende Region von Beer mit zwei
Modifikationen. Das N-terminale Sekretionssignal war entfernt und ein FLAG-Epitop-
tag (Sigma) war im Leserahmen an das C-terminale Ende des Inserts fusioniert.
BamHI- und HindllI-Klonierungsstellen wurden addiert, und das Gen wurde in den
pMelBac-Vektor (Invitrogen) subkloniert, und zwar zum Transfer in einen

baculoviralen Expressionsvektor, durch Anwendung von Standardverfahren.
Rekombinante Baculoviren, die das Beer-Protein exprimieren, wurden unter

Verwendung des Bac-N-Blue-Transfektionskits (Invitrogen) hergestellt und geman

der Instruktionen des Herstellers gereinigt.
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SF9-Zellen (Invitrogen) wurden in TNM_FH-Medium (Invitrogen) aufbewahrt, das
10% fotales Kalbserum enthielt. Zur Proteinexpression wurden SF9-Kulturen in
Spinner-Flaschen bei einer MOI von mehr als 10 infiziert. Proben des Mediums und
der Zellen wurden taglich fir finf Tage genommen, und die Beer-Expression wurde
mittels Western-Blot unter Verwendung eines monoklonalen Anti-FLAG M2-Antikor-
pers (Sigma) oder eines polyklonalen Anti-Beer-Kaninchen-Antiserums verfolgt.

Nach funf Tagen wurden die Baculovirus-infizierten SF9-Zellen durch Zentrifugation
geerntet und Zellen-assoziiertes Protein wurde vom Zell-Pellet unter Verwendung
eines Hochsalz-Extraktionspuffers (1,5 M NaCl, 50 mM Tris pH 7,5) extrahiert. Der
Extrakt (20 ml pro 300 ml Kultur) wurde durch Zentrifugation geklart, drei Mal gegen
vier Liter an Tris-gepufferter Kochsalzlésung dialysiert (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH
7,5), und durch Zentrifugation wieder geklart. Diese Hochsalz-Fraktion wurde auf
Hitrap-Heparin (Pharmacia; 5 ml Bettvolumen) aufgetragen, mit HEPES-gepufferter
Kochsalzlésung (25 mM HEPES 7,5, 150 mM NaCl) grindlich gewaschen, und
gebundene Proteine wurden mit einem Gradienten von 150 mM NaCl zu 1200 mM
NaCl eluiert. Beer-Eluierung wurde bei ungefahr 800 mM NaCl beobachtet. Beer-
enthaltende Fraktionen wurden zu 10% Glycerol und 1 mM DTT erganzt und bei -80
Grad C gefroren.

BEISPIEL 4
HERSTELLEN UND TESTEN VON POLYKLONALEN ANTIKORPERN GEGEN
BEER, GREMLIN UND DAN

A. Herstellen des Antigens:
Die DNA-Sequenzen von humanem Beer, humanem Gremlin und humanem Dan
wurden durch Anwendung von Standard-PCR-Verfahren mit den folgenden
Oligonukleotid-Primern amplifiziert:
H. Beer
Sinn: 5’-GACTTGGATCCCAGGGGTGGCAGGCGTTC-3 (SEQ ID Nr: 28)
Antisinn: 5-AGCATAAGCTTCTAGTAGGCGTTCTCCAG-3’ (SEQ ID Nr: 29)
H. Gremlin
Sinn: 5’-GACTTGGATCCGAAGGGAAAAAGAAAGGG-3' (SEQ ID Nr: 30)
Antisinn: 5-AGCATAAGCTTTTAATCCAAATCGATGGA-3' (SEQ ID Nr: 31)
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H. Dan
Sinn: 5-ACTACGAGCTCGGCCCCACCACCCATCAACAAG-3’ (SEQ ID Nr: 32)
Antisinn: 5-ACTTAGAAGCTTTCAGTCCTCAGCCCCCTCTTCC-3’ (SEQ ID Nr: 33)

In jedem Fall amplifizierten die aufgelisteten Primer die gesamte codierende Region
minus der Sekretionssignal-Sequenz. Diese schlieBen Restriktionsstellen fir das
Subklonieren in den bakteriellen Expressionsvektor pQE-30 (Qiagen Inc., Valencia,
CA) ein, an den Stellen BamHI/Hindlll fir Beer und Gremlin, und den Stellen
Sacl/Hindll fir Dan. Der pQE30 enthalt eine codierende Sequenz fliir ein 6xHis-tag
am 5-Ende der Klonierungs-Region. Die vervollstandigten Konstrukte wurden in den
E. coli-Stamm M-15/pRep (Qiagen Inc) transformiert und individuelle Klone durch
Sequenzierung verifiziert. Proteinexpression in M-15/pRep und Reinigung (6xHis-
Affinitatstag, das an Ni-NTA bindet, gekoppelt mit Sepharose) wurden wie vom

Hersteller (Qiagen, The QlAexpressionist) beschrieben durchgefiihrt.

Das von E. coli abgeleitete Beer-Protein wurde in signifikanter Menge gewonnen
unter Verwendung von Solubilisierung in 6 M Guanidin und zu 2-4 M dialysiert, um
eine Ausfallung wahrend der Lagerung zu verhindern. Das Gremlin- und Dan-Protein
wurden in hdéherer Menge gewonnen mittels Solubilisierung in 6 M Guanidin und
einer Nach-Reinigungs-Guanidinkonzentration von 0,5 M.

B. Herstellung und Testen von polyklonalen Antikdrpern:

Polyklonale Antikdrper gegen jedes der drei Antigene wurden in Kaninchen- und in
HUhner-Wirten durch Anwendung von Standardprotokollen hergestellt (R & R
Antibody, Stanwood, WA; standard protocol for rabbit immunization and antisera
recovery; Short Protocols in Molecular Biology, 2. Ausgabe. 1992. 11.37-11.41.
Beitragende Helen M. Cooper und Yvonne Paterson; HUhner-Antiseren wurden

hergestellt mit Strategic Biosolutions, Ramona, CA).

Kaninchen-Antiseren und HuUhnerei-Igy-Fraktion wurden mittels Western-Blot auf
Aktivitdt gescreent. Jedes der drei Antigene wurde durch PAGE getrennt und auf
0,45 um Nitrocellulose (Novex, San Diego, CA) transferiert. Die Membran wurde in
Streifen geschnitten, wobei jeder Streifen ungeféhr 75 ng des Antigens enthielt. Die
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Streifen wurden in 3%-Blotting-Grade-Block (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
blockiert und 3 Mal in 1XTris-Puffer-Kochsalzlésung (TBS)/0,02%-TWEEN-Puffer
gewaschen. Der primare Antikdrper (Praimmunisierungs-Blutungen, Kaninchen-
Antiseren oder HUhnerei-lgY in Verdinnungen im Bereich von 1:100 bis 1:10.000 in
Blockierungspuffer) wurde mit den Streifen eine Stunde lang bei sanftem Schaukeln
inkubiert. Auf eine zweite Serie von drei Waschvorgangen 1XTBS/0,02%-TWEEN
folgte eine Inkubation von einer Stunde mit dem sekundéaren Antikdrper (Peroxidase-
konjugiertes Esel-Anti-Kaninchen, Amersham Life Science, Piscataway, NJ; oder
Peroxidase-konjugiertes Esel-Anti-Huhn, Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA). Ein letzter Zyklus von 3X Waschen von 1XTBS/0,02%-TWEEN wurde
durchgefihrt, und die Streifen wurden mit 'Lumi-Light'-Western-Blotting-Substrat
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland) entwickelt.

C. Antikdrper-Kreuzreaktivitatstest:

Unter Befolgung des Protokolls, das im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde,
wurden Nitrocellulose-Streifen von Beer, Gremlin oder Dan inkubiert mit Verdinnun-
gen (1:5000 und 1:10.000) ihrer entsprechenden Kaninchen-Antiseren oder HUhner-
ei-IgY, sowie Antiseren oder HUhnerei-Ilgy (Verdinnungen 1:1000 und 1:5000), die
gegen die Ubrigen zwei Antigene erzeugt worden waren. Die erhfhten Spiegel an
nicht-passenden Antikérpern wurden durchgefihrt, um Niedrigaffinitats-Bindung von
diesen Antikdrpern zu detektieren, die nur bei erhohter Konzentration beobachtet
werden kann. Das Protokoll und die Dauer der Entwicklung ist gleich far alle drei Bin-
dungsereignisse unter Verwendung des oben beschriebenen Protokolls. Es wurde
keine Antigen-Kreuzreaktivitat fir irgendeines der getesteten Antigene beobachtet.

BEISPIEL 5
INTERAKTION VON BEER MIT TGF-BETA-SUPERFAMILIEN-PROTEINEN
Die Interaktion von Beer mit Proteinen aus verschiedenen phylogenetischen Armen
der TGF-B-Superfamilie wurden durch Anwendung von Immunoprazipitations-
Verfahren studiert. Gereinigtes TGFp-1, TGFB-2, TGFB-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6
und GDNF wurden von kommerziellen Quellen (R&D systems; Minneapolis, MN)
erhalten. Ein reprasentatives Protokoll ist wie folgt. Teilweise gereinigtes Beer wurde
in HEPES-gepufferter Kochsalzlésung (25 mM HEPES 7,5, 150 mM NaCl) dialysiert.
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Immunoprézipitationen wurden in 300 pl von IP-Puffer (150 mM NaCl, 25 mM Tris pH
7,5, 1 mM EDTA, 1,4 mM B-Mercaptoethanol, 0,5% Triton X 100 und 10% Glycerol)
durchgefihrt. 30 ng rekombinantes humanes BMP-5-Protein (R&D systems) wurde
auf 15 pl FLAG-Affinitatsmatrix (Sigma; St. Louis, MO) in Anwesenheit und
Abwesenheit von 500 ng FLAG-Epitop-getaggtem Beer aufgetragen. Die Proteine
wurden 4 Stunden lang bei 4°C inkubiert, und die Affinitatsmatrix-assoziierten
Proteine wurden dann fanfmal in IP-Puffer (1 ml pro Waschvorgang) gewaschen. Die
gebundenen Proteine wurden aus der Affinitdtsmatrix in 60 Mikrolitern 1XSDS-
PAGE-Probenpuffer eluiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgeldst, und
Beer-assoziiertes BMP-5 wurde durch Western-Blot unter Verwendung von Anti-
BMP-5-Antiserum (Research Diagnostics, Inc) detektiert (siehe Figur 5).

Beer-Ligand-Bindungs-Assay:

FLAG-Beer-Protein (20 ng) wurde in 100 ul PBS/0,2%-BSA zugesetzt und in jede
Vertiefung einer 96-Vertiefungs-Mikrotiterplatte, die vorher mit monoklonalem Anti-
FLAG-Antikorper (Sigma; St. Louis, MO) beschichtet wurde, adsorbiert, und mit 10%-

BSA in PBS blockiert. Dies wurde in Raumtemperatur wahrend 60 Minuten

durchgefuhrt. Diese Proteinlosung wird entfernt und die Vertiefungen werden ge-
waschen, um ungebundenes Protein zu entfernen. BMP-5 wurde zu jeder Vertiefung
in Konzentrationen zwischen 10 pM und 500 nM in PBS/0,2%-BSA zugesetzt und
wahrend 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bindungslésung wurde ent-
fernt und die Platte dreimal mit 200 pl-Volumen von PBS/0,2%-BSA gewaschen. Die
BMP-5-Spiegel wurden dann unter Verwendung von BMP-5-Antiserum mittels ELISA
detektiert (F.M. Ausubel et al. (1998) Current Protocols in Mol Biol. Band 2 11.2.1-
11.2.22). Die spezifische Bindung wurde berechnet, indem nicht-spezifische Bindung
von der Gesamt-Bindung subtrahiert wurde, und wurde mit dem LIGAND-Programm
(Munson und Podbard, Anal. Biochem. 107, S. 220-239, (1980)) analysiert.

In einer Variation dieses Verfahrens wurde Beer als ein humanes Fc-Fusionsprotein
konstruiert und exprimiert. Ebenso wurde der Ligand BMP als eine Maus-Fc-Fusion
konstruiert und exprimiert. Diese Proteine wurden zusammen inkubiert und das

Assay wurde, wie von Mellor et al. beschrieben, unter Verwendung homogener
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zeitlich-aufgeldster Fluoreszenz-Detektierung durchgefihrt (G.W. Mellor et al., J of
Biomol Screening, 3(2) 91-99, 1998).

BEISPIEL6
SCREENEN-ASSAY HINSICHTLICH INHIBITION DES BINDENS VON TGF-BETA-
BINDUNGSPROTEIN AN TGF-BETA-FAMILIENVERTRETERN
Das oben beschriebene Assay wurde wiederholt mit zwei Ausnahmen. Erstens, die
BMP-Konzentration wird auf der vorher bestimmten Kd fixiert gehalten. Zweitens,
eine Kollektion von Antagonistkandidaten wird in einer fixierten Konzentration
zugesetzt (20 uM im Fall der Kollektionen von kleinen organischen Molekilen und 1
UM in AntikOrper-Studien). Diese Kandidatenmolekiile (Antagonisten) des TGF-beta-
Bindungsprotein-Bindens schlieBen organische Verbindungen ein, welche aus
kommerziellen oder internen Kollektionen stammen, die verschiedene chemische
Strukturen reprasentieren. Diese Verbindungen werden als Stammldsungen in
DMSO erstellt und werden zu Assay-Vertiefungen bei < 1% des Endvolumens unter
den standardmaBigen Assay-Bedingungen zugesetzt. Diese wurden 2 Stunden lang
bei Raumtemperatur mit dem BMP und Beer inkubiert, die Lésung wurde entfernt
und das gebundene BMP wird wie beschrieben quantifiziert. Mittel, die 40% des
BMP-Bindens inhibieren, welches in Abwesenheit der Verbindung oder des Anti-
kérpers beobachtet wurde, wurden als Antagonisten dieser Interaktion angesehen.
Diese wurden ferner als potentielle Inhibitoren evaluiert, basierend auf Titrations-
untersuchungen, um ihre Inhibitionskonstanten und ihren Einfluss auf die TGF-beta-
Bindungsprotein-Bindungsaffinitat zu bestimmen. Vergleichbare Spezifitdts-Kontroll-
assays kdnnen auch durchgefihrt werden, um das Selektivitatsprofil flir den identi-
fizierten Antagonist durch Studien zu etablieren, die Assays verwenden, welche von
der BMP-Ligand-Wirkung abhéangen (z. B. BMP/BMP-Rezeptor-Kompetitions-Studie).

BEISPIEL 7
INHIBITION DER LOKALISIERUNG VON TGF-BETA-BINDUNGSPROTEIN
ZU DER KNOCHENMATRIX
Die Evaluierung der Inhibition der Lokalisierung zur Knochenmatrix (Hydroxyapatit)
wurde durch Anwendung von Modifikationen der Methode von Nicolas (Nicolas, V.
Calcif Tissue Int 57:206, 1995) durchgefiihrt. Kurz gesagt, wurde '?°l-markiertes
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TGF-beta-Bindungsprotein wie von Nicolas (supra) beschrieben hergestellt. Hydroxy-
apatit wurde in jede Vertiefung einer 96-Vertiefungs-Mikrotiterplatte zugesetzt,
ausgestattet mit einer Polypropylen-Filtrationsmembran (Polyfiltroninc, Weymouth,
MA). TGF-beta-Bindungsprotein wird zu 0,2%-Albumin in PBS-Puffer zugeflgt. Die
Vertiefungen, welche die Matrix enthielten, wurden dreimal mit diesem Puffer
gewaschen. Adsorbiertes TGF-beta-Bindungsprotein wird unter Verwendung von 0,3

M NaOH eluiert und quantifiziert.

Die Inhibitor-Identifizierung wird mittels Inkubation von TGF-beta-Bindungsprotein mit
Testmolekllen und Aufbringen der Mischung auf die Matrix durchgefiihrt, wie oben
beschrieben. Die Matrix wird dreimal mit 0,2%-Albumin in PBS-Puffer gewaschen.
Adsorbiertes TGF-beta-Bindungsprotein wird unter Verwendung von 0,3 M NaOH
eluiert und quantifiziert. Mittel, die 40% des TGF-beta-Bindungsprotein-Bindens inhi-
bieren, welches in Abwesenheit der Verbindung oder des Antikdrpers beobachtet
wurde, werden als Knochen-Lokalisierungsinhibitoren betrachtet. Diese Inhibitoren
werden ferner durch Dosis-Antwort-Studien charakterisiert, um ihre Inhibitions-
konstanten und ihren Einfluss auf TGF-beta-Bindungsprotein-Bindungsaffinitat zu

bestimmen.

BEISPIEL 8
KONSTRUIEREN DER TGF-BETA-BINDUNGSPROTEIN-MUTANTE

A. Mutagenese:

Eine Volllangen-TGF-beta-Bindungsprotein-cDNA in pBluescript SK diente als eine
Vorlage bzw. Matrize flr die Mutagenese. Kurz gesagt, werden geeignete Primer
(siehe die oben angegebene Diskussion) verwendet, um das DNA-Fragment mittels
Polymerasekettenreaktion unter Verwendung von Vent-DNA-Polymerase (New Eng-
land Biolabs, Beverly, MA) zu erstellen. Die Polymerase-Kettenreaktion wurde flr 23
Zyklen in Puffern durchgefihrt, die vom Hersteller bereitgestellt wurden, unter Ver-
wendung einer 57°C Annealing-Temperatur. Das Produkt wurde dann zwei Restrik-
tionsenzymen ausgesetzt und, nach der Isolation unter Verwendung von Agarose-
Gelelktrophorese, zurlick in pRBP4-503 ligiert, aus welchem die passende Sequenz
durch enzymatischen Verdau entfernt worden war. Die Integritat der Mutante wurde

durch DNA-Sequenzierung verifiziert.
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B. Sauger-Zellexpression und Isolierung von Mutanten-TGF-beta-Bindungsprotein:

Die Mutanten-TGF-beta-Bindungsprotein-cDNAs wurden in den pcDNAS3.1-Sauger-
Expressionsvektor Uberfuhrt, der in BEISPIEL 3 beschrieben wurde. Nachdem die
Sequenz verifiziert wurde, wurden die resultierenden Konstrukte in COS-1-Zellen
transfiziert, und sezerniertes Protein wurde gereinigt, wie in BEISPIEL 3

beschrieben.

BEISPIEL 9
TIERMODELLE-I
ERZEUGUNG VON TRANSGENEN MAUSEN, DIE DAS BEER-GEN UBEREXPRIMIEREN
Der ~200 Kilobasen- (kb) BAC-Klon 15G5, der aus der CITB-Maus-Genom-DNA-
Bibliothek (vertrieben von Research Genetics, Huntsville, AL) isoliert wurde, wurde
verwendet, um die komplette Sequenz des Maus-Beer-Gens und dessen 5’- und 3’-
flankierende Regionen zu bestimmen. Ein 41 kb-Sall-Fragment, das den gesamten
Genkorper enthielt, plus ~17 kb der 5’-flankierenden und ~20 kb der 3’-flankierenden
Sequenz wurden in die BamHI-Stelle des SuperCosl-Cosmid-Vektors (Stratagene,
La Jolla, CA) subkloniert und in dem E. coli-Stamm DH10B vermehrt. Aus diesem
Cosmid-Konstrukt wurde dann ein 35 kb groBes Miul-Avill-Restriktionsfragment
(Sequenz Nr. 6), einschlieBlich des gesamten Maus-Beer-Gens, sowie 17 kb und 14
kb der 5°- bzw. 3'-flankierenden Sequenz, unter Anwendung herkdmmlicher Mittel
einer Gel-Reinigung unterzogen und zur Mikroinjektion von Mauszygoten verwendet
(DNX-Transgenics; U.S.-Patent Nr. 4 873 191). Grinder-Tiere, in denen das klonierte
DNA-Fragment statistisch ins Genom integriert wurde, wurden in einer Frequenz von
5-30% von lebendgeborenen Jungen erhalten. Die Anwesenheit des Transgens
wurde festgestellt, indem Southern-Blot-Analyse von Genom-DNA durchgeflhrt
wurde, die aus einer kleinen Menge an Maus-Gewebe extrahiert wurde, wie der
Spitze des Schwanzes. DNA wurde unter Anwendung des folgenden Protokolls
extrahiert: das Gewebe wurde Uber Nacht bei 55°C in einem Lysis-Puffer verdaut,
der 200 mM NaCl, 100 mM Tris pH8,5, 5 mM EDTA, 0,2% SDS und 0,5 mg/ml
Proteinase K enthielt. Am folgenden Tag wurde die DNA einmal mit Phenol/Chloro-
form (50:50), einmal mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, und mit Ethanol
gefallt. Nach der Resuspension in TE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA) wurden 8-10
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Hg von jeder DNA-Probe mit einer Restriktionsendonuklease, wie EcoRl, verdaut, der
Gelelektorphorese unterzogen und auf eine geladene Nylon-Membran, wie
HyBondN+ (Amersham, Arlington Heights, IL), transferiert. Der resultierende Filter
wurde dann mit einem radioaktiv markiertem Fragment von DNA hybridisiert,
stammend vom Maus-Beer-Gen-Locus und in der Lage, beides, ein Fragment aus
dem endogenen Gen-Locus und ein Fragment unterschiedlicher GroBe, das vom
Transgen stammt, zu erkennen. Grinder-Tiere wurden zu normalen nicht-transgenen
M&ausen herangezichtet, um ausreichende Anzahlen von transgenen und nicht-
transgenen Nachkommen zu erzeugen, in welchen die Effekte von Beer-Gen-
Uberexpression bestimmt werden sollten. Firr diese Untersuchungen wurden Tiere
verschiedenen Alters (zum Beispiel 1 Tag, 3 Wochen, 6 Wochen, 4 Monate) einer
Anzahl verschiedener Assays unterzogen, die entworfen waren, um die Brutto-
Skelettbildung, die Knochenmineraldichte, den Knochenmineralgehalt, die Osteo-
klast- und Osteoblast-Aktivitdt, das AusmaB endochondraler Ossifikation, die
Knorpelbildung, etc. zu ermitteln. Die transkriptionelle Aktivitdt von dem Transgen
kann bestimmt werden durch Extrahieren von RNA aus verschiedenen Geweben und
Anwendung eines RT-PCR-Assays, das Einzel-Nukleotidpolymorphismen zwischen
dem Mausstamm, von dem das Transgen stammt (129Sv/J), und dem Stamm von
Mausen, die fir DNA-Mikroinjektion verwendet wurden [(C57BL5/J x SJL/J)F2]

ausnutzt.

TIERMODELLE-II

ZERSTORUNG DES MAUS-BEER-GENS DURCH HOMOLOGE REKOMBINATION
Homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES) kann angewandt wer-
den, um das endogene Maus-Beer-Gen zu inaktivieren und danach Tiere zu erzeu-
gen, welche die Funktionsverlust-Mutation tragen. Ein Reportergen, wie das E.coli-3-
Galactosidase-Gen, wurde in den Targeting-Vektor eingebaut, so dass seine
Expression vom endogenen Promotor und dem Translationsinitiationssignal des
Beer-Gens gesteuert wird. In dieser Weise kdnnen die rdumlichen und zeitlichen
Muster der Beer-Genexpression in Tieren bestimmt werden, die ein angezieltes Allel

tragen.
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Der Targeting-Vektor wurde konstruiert zuerst durch Klonen der Arzneimittel-
selektierbaren Phosphoglyceratkinase(PGK)-Promotor-gesteuerten Neomycin-Resis-
tenz-Gen(neo)-Kassette von pGT-N29 (New England Biolabs, Beverly, MA) in den
Klonierungsvektor pSP72 (Promega, Madson, WI). PCR wurde angewandt, um die
PGKneo-Kassette mit Bakteriophage-P1-loxP-Stellen zu flankieren, welche Erken-
nungsstellen fir die P1-Cre-Rekombinase sind (Hoess et al., PNAS USA, 79:3398,
1982). Dies erlaubt die nachfolgende Entfernung des Neo-Resistenzmarkers in ange-
zielten ES-Zellen oder ES-Zell-abstammenden Tieren (U.S.-Patent 4 959 317). Die
PCR-Primer bestanden aus der 34 Nukleotide (ntd) groBen loxP-Sequenz, 15-25 ntd,
komplementar zu den 5’- und 3’-Enden der PGKneo-Kassette, sowie Restriktionsen-
zym-Erkennungsstellen (BamHI im Sinn-Primer und EcoRI im Antisinn-Primer) zum
Klonieren in pSP72. Die Sequenz des Sinn-Primers war
5-AATCTGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTGCAG
GATTCGAGGGCCCCT-3’ (SEQ ID Nr: 34); die Sequenz des Antisinn-Primers war
5-AATCTGAATTCCACCGGTGTTAATTAAATAACTTCGT
ATAATGTATGCTATACGAAGTTATAGATCTAGAG TCAGCTTCTGA-3’ (SEQ ID Nr:
35).

Der néchste Schritt bestand darin, ein 3,6 kb groBes Xhol-Hindlll-Fragment, welches
das E. coli-B-Galactosidase-Gen und das SV40-Polyadenylierungssignal von pSVp
(Clontech, Palo Alto, CA) enthielt, in das pSP72-PGKneo-Plasmid zu klonieren. Der
"kurze Arm" der Homologie von dem Maus-Beer-Gen-Locus wurde durch
Amplifizieren eines 2,4 kb-Fragments aus dem BAC-Klon 15G5 hergestellt. Das 3’-
Ende des Fragments deckte sich mit der Translationsinitiationsstelle des Beer-Gens,
und der Antisinn-Primer, der in der PCR verwendet wurde, schloss auch 30 ntd
komplementar zum 5-Ende des [B-Galactosidase-Gens ein, so dass seine
codierende Region mit der Beer-Initiationsstelle im Leserahmen fusioniert werden
konnte. Die Herangehensweise, die vorgenommen wurde, um den "kurzen Arm" in
das pSP72-Bgal-PGKneo-Plasmid einzufiihren, bestand darin, das Plasmid an einer
Stelle stromaufwérts vom B-gal-Gen zu linearisieren, und dann dieses Fragment mit
dem "kurz-Arm"-PCR-Produkt zu cotransformieren und Plasmide zu selektieren, in
denen das PCR-Produkt durch homologe Rekombination integriert worden war. Der
Sinn-Primer far die "kurz-Arm"-Amplifikation schloss 30 ntd, komplementar zum
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pSP72-Vektor, um dieses Rekombinations-Ereignis zu erlauben, ein. Die Sequenz
des Sinn-Primers war 5’-ATTTAGGTGACACT ATAGAACTCGAGCAGCTGAAGC-
TTAACCACATGGTGGCTCACAACCAT-3 (SEQ ID Nr: 36) und die Sequenz des
Antisinn-Primers  war 5-AACGACGGCCAGTGAATCCGTA ATCATGGTCATG-
CTGCCAGGTGGAGGAGGGCA-3’ (SEQ ID Nr: 37).

Der "lange Arm" aus dem Beer-Gen-Locus wurde durch Amplifikation eines 6,1 kb-
Fragments aus dem BAC-Klon 15G5 mit Primern erstellt, die auch die selten-
schneidenden Restriktionsenzymstellen SgrAl, Fsel, Ascl und Pacl einfihren. Im
genaueren war die Sequenz des Sinn-Primers war 5’-ATTACCACCGGTGACACCC-
GCTTCCTGACAG-3' (SEQ ID Nr: 38); die Sequenz des Antisinn-Primers war 5’-
ATTACTTAATTAAACATGGCGCGCCAT
ATGGCCGGCCCCTAATTGCGGCGCATCGTTAATT-3’ (SEQ ID Nr: 39). Das resul-
tierende PCR-Produkt wurde als ein Zwischenschritt in den TA-Vektor (Invitrogen,
Carlsbad, CA) kloniert.

Das Maus-Beer-Gen-Targeting-Konstrukt schloss auch einen zweiten selektierbaren
Marker ein, das Herpes-Simplex-Virus-I-Thymidinkinase-Gen (HSVTK) unter der
Steuerung des Rous-Sarkom-Virus-'Long-Terminal-Repeat-Elements (RSV-LTR).
Die Expression dieses Gens macht Sdugerzellen empfindlich (und nicht-lebensfahig)
gegenlUber Gancyclovir; dies ist daher ein bequemer Weg gegen Neomycin-
resistente Zellen zu selektieren, in welchen das Konstrukt durch ein nicht-homologes
Ereignis integriert hat (U.S.-Patent 5 464 764). Die RSVLTR-HSVTK-Kassette wurde
aus pPS1337 unter Verwendung von Primern amplifiziert, die anschlieBendes
Klonieren in die Fsel- und Ascl-Stellen des "lang-Arm"-TA-Vektorplasmids erlauben.
Flr diese PCR war die Sequenz des Sinn-Primers 5’-
ATTACGGCCGGCCGCAAAGGAATTCAAGA TCTGA-3 (SEQ ID Nr: 40); die
Sequenz des Antisinn-Primers war 5-ATTACGGCGCGCCCCTC
ACAGGCCGCACCCAGCT-3’ (SEQ ID Nr: 41).

Der letzte Schritt im Konstruieren des Targeting-Vektors schloss das Klonieren des

8,8 kb groBen SgrAl-Ascl-Fragments, welches das "lang-Arm”- und das RSVLTR-
HSVTK-Gen enthielt, in die SgrAl- und Ascl-Stellen des pSP72-"kurz-Arm”-Bgal-
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PGKneo-Plasmids ein. Dieser Targeting-Vektor wurde durch Verdau mit entweder

Ascl oder Pacl vor der Elektroporation in ES-Zellen linearisiert.

BEISPIEL 10
ANTISINN-VERMITTELTE BEER-INAKTIVIERUNG
17-Nukleotid-Antisinn-Oligonukleotide werden in einem Uberlappenden Format
hergestellt, und zwar in solcher Weise, dass das 5-Ende des ersten Oligonukleotids
das Translations-initierende AUG des Beer-Transkripts tberlappt, und die 5’-Enden
aufeinanderfolgender Oligonukleotide in 5-Nukleotid-Zuwéchsen vorlagen, wobei
man in der 5’-Richtung (bis zu 50 Nukleotide weit) in Bezug zum Beer-AUG vorgeht.
Korrespondierende Kontroll-Oligonukleotide wurden unter Verwendung aquivalenter
Basen-Zusammensetzung entworfen und erstellt, aber in der Sequenz umverteilt, um
jedwede signifikante Hybridisierung an die codierende mRNA zu inhibieren. Die
Zufihrung von Reagentien in das zelluldare Testsystem wurde durch kationische
Lipid-Zufihrung vorgenommen (P.L. Felgner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:74183,
1987). 2 pg Antisinn-Oligonukleotid wurde zu 100 pl reduziertem Serum-Medium
(Opti-MEM | reduziertes Serum-Medium; Life Technologies, Gaithersburg MD) zuge-
setzt, und dies wurde mit Lipofectin-Reagenz (6 ul) (Life Technologies, Gaithersburg
MD) in den 100 pl reduziertem Serum-Medium gemischt. Diese werden gemischt,
wahrend 30 Minuten bei Raumtemperatur komplexieren gelassen, und die Mischung
wurde zu vorher angesetzten MC3T3E21- oder KS483-Zellen zugegeben. Diese
Zellen wurden kultiviert und die mRNA gewonnen. Die Beer-mRNA wurde unter
Verwendung von RT-PCR in Verbindung mit Beer-spezifischen Primern verfolgt.
Zusatzlich wurden separate experimentelle Vertiefungen erfasst und die Protein-
spiegel durch Western-Blot-Verfahren charakterisiert, die in Beispiel 4 beschrieben
wurden. Die Zellen wurden geerntet, in Lysis-Puffer (50 mM Tris pH 7,5, 20 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% SDS) resuspendiert und das lésliche Protein gesammelt.
Dieses Material wurde auf eine denaturierende 10-20%-Gradienten-SDS-PAGE
aufgetragen. Die getrennten Proteine wurden auf Nitrocellulose transferiert und der
Western-Blot wurde wie oben durchgeflhrt, unter Verwendung der beschriebenen
Antikdrperreagentien. Parallel dazu wurden die Kontroll-Oligonukleotide in identische
Kulturen zugesetzt, und die experimentellen Operationen wurden wiederholt.
Abnahme in Beer-mRNA- oder Protein-Spiegeln werden als signifikant betrachtet,
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wenn die Behandlung mit dem Antisinn-Oligonukleotid in beiden Fallen zu einer 50%-
Veranderung fuhrt, verglichen mit dem Kontroll-durchmischten (control scrambled)
Oligonukleotid. Diese Methodik erlaubt eine selektive Geninaktivierung und an-
schlieBende Phanotyp-Charakterisierung der mineralisierten Knétchen im Gewebe-
Kulturmodell.
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SEQUENZEN

Sequenz ID Nr. 1: Human-BEER-cDNA (Region kompletter Codierung plus 5°- und
3’-UTRs)

L RE T RTSCTAC T G AAGGTGGUGTGCCCTCCTC TG TGGTECCATGCAGC T U C A S TESCUC TS TG TC T CETOTSC

COGMECEOOTHTT S ICCRRCED

LR GG CGECRA G T GRTGUCG ECCT R GTGESCCCRAL T TCCGLTRCATCCUCGEE U GO TACCECSCGILAUGERTED

LANRTY gt sto o} fricy Seiiuiacia drie rlac e in cwe D iviey friatelaay frive Soieid ol falc Reiad T ey felnt . Frinte atr dos-Lo o

COCTTCORCA ST ASTCGEAGCT LA LSEACTTCSSERACCIAGECNCOTT ARG HACCHABRGCTSTEICCCES

CRCCCGSAGCET A RGCCAACCRGRUCHEEGCTEGAGRACTCUT ECT AGL G UCRCOCHCA OO T OO ToLaCHoHe

B R T R A R L R G A T T T T AT T O TG GG TG T T TG A TG T T TAT AT M CAT TG T 5L M TRCOTGE

SCCCAGGETEGOGAGCTGRGACCTTCCAGGUCITGAG AR TCCUGRGCARCUSG A A GRC oo UCCTCAGL TG ICALOTS

EGGGITCCORIGGSGERAGGGEAGEIRAT TGAGAGT CACAGAC LT EAGCCAIGAGUCCIGCCTUTSGHGCUANCTACTT

TTRCTGEETCC AT T ARG AGGAGSCAGAR A TG ARG A TTTTCACCROCCT RGES T T T T A A S GGASCRRTRTAFIAS TG
GREAGTCCAGSGLC TGO T TAAGE S LG T TGGAT AR GATTCCCCUT TRCAUCTCGC TGCCCA T ARG AL AGCCT IGO0 TEC

CCABEICAC LR GRCTGREEGCAACTETAGATETGETTTCTASTCOTGRCTCTGCCECT A ACT TG CTGTSTALC T TTGASE

)

AR T TOT O T TCGGGACCTCAATTTCCACTT TG T A R A TG AGEGTEGEGGTGGGA LT RGGATCTCGASSAGRCTET

CLLICEALaNELIn ;i - -
CELECEER AN RGEAGTTATEITG

T CCCAGCCT SO TTCCCOGGATE TTTGGCTRCCTCOACCCCTCEATCT AR G B AT ASCATOATE CATTGEEGTAGE
AR GLE AN GOETCCSAGGRT GG TGGGRAGGGATAGRR AT CACATCCECCCRACTTOCOL A GREGCASCAT U STOCOCCG
ECCCATAGCCETGTTTTARAGTCACCTTCCGRRGRGAAGTGARAGETTCAAGGACRCTGECOTTRCAGGOCCAEAGEAGE
AGCCATCRACEL A CTCACAGRCCASCACATCCCTT T TGRGRC A CGCC T T CTGCC A CRCTCRACGEACAC AT T TCTGOCT

AGAREDCEGCTToTTACTGCTCT TACRTGTGATGGCATATCT TACACT AL AGALTATT ATTGGGGGEAD AD CTACASGT

T T T T T B T T T T T N T T T T A A N T T T A A AT A S CACAT GACAT AT GMARGUL T U CAGERCT
GGTCGTTTTTTTGGCAATT&TTcCACGTGGGAcTTGTccACAAGPATG&APQT&GTGGTTTTTaAAGAETTFAGTT&CAT
ATTTATTTTCTCACTTRAGTTﬁTTTATGCAPA&GTTT?TCTTGTRGAGA&TGACAATGTTAATATTGCTTTATGAATTAA

CRGTCTGTTCT TCCAGRGTCCAGAGACATTGT TAATAALSLCA BT AR TCATSRCCGAL G
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Sequenz ID Nr. 2: Human-BEER-cDNA (komplette Sequenz)
MOLELALCLVCLLVHTZFRVVESQSYOBFKNDATEI T FELIEY FEFFFELEMNKTHNRAENGGRE EHHEFEETHDVIEY EC
RELHETRYVTDGECASBHNPVTELVCEGQCGFARLLENA I GRGIWWR E SGFDFRCIFDRY REQORVOLLCEGGEAERARYR

LVASCKCKRLTRFHNQSELKDFGTEAARPOKGRKPRPRARSANANQRELENAY

Sequenz ID Nr. 3: Human-BEER-cDNA, enthaltend Sclerosteosis-
Nicht-Sinn-Mutation

AGEGOCT T AT ACT GGG T el ST GO TC T o T G o TGATRAC AT SRS I TCCCACTGRU U TG TRTC TG TITAS
CTGUTGRTRCACA LS CTTCCG TS T A ATOER GGG S GGG TGO UAGSCATTC AL R B ATEETGCCALGER B TCRTIN
AL TCRGR R T AU a b GO T C o RO CGGRG TR A AN B AC A G R D AT AR R CCGGGUGRRGA A UGG AGEG TGS
CTCCCCRCCACCCOTTTRRGRACCRARGECGTOTLCGEGTACAGC TGCCRLIRGCTGCROTTCACCCHOT 2ACGT GRCCEAT
GOGCURTOCCGCAGUGTCALGCCESTCACCGAGITEITETHCTCCHGCCASTGCRRCCCERLUGUGCCTR THCTC ARG
CATCRGCOGrOOC AL GTAGTROCRACCTREGTGRGCCIGRCTTCCOUTSCAT CCCCEACLGCTRCCICIUGCEGCHUGT SO
EJCTGETGTGTCCCGGTGGTGAGGCGCCGCGEgCGCGCPﬁGGTGCGCCTGGTGGCCTCGTGCA}1TGCHAGCGCCTCRCC
COCTTECARCARCT ST GGAGE TORASGLCT TCEHARACCEAGSCLGCTOSGCOGCAGARSGECCEGABGCCICHGCOTCG
OSCCCGGAGCGCCA&AGCE&ACCAGGCCGAGCTGGAGA%C?CC?ACTAGAGCCCGCCCGCGCCCCTCCCCRCCGGCGGGC
GCCCOGECCCTOA NS oGO CCCACATTTC TG TCCTCTGCGCG TG TTTGAT TG T T T AT AT TTCATTGTARBTGCCTGC
B ACCCEGEGLAGERGECTGRGACCT ToCAGEGLCOTEAGE AR TCCCGGGCGCLGLURAGGCCLCCCTOAGCCCGCTARTTS
BUBGETICCR LSRG LGEGGAGEGEAT TGRS ACTCACESACACTERAGCCRCGCAGCCCCGCCTCTSGEGCCGUCTRCCT
TG GET AT P TR AGCAGEC A S A A TG ARG CL T T M T LA CG L OV SOHET TP TALGGGACLGOTETHGGAGT 503
GAARGTCCAGOGACTEGTTAAGRY AL T TEGA T ARG TTCCCCCTTRCACCTCGCTGCCCE TCAGREMAGLCTGEGECETGE

CCRGRGCRACPAGACT HGECGCAACTGTAGATGTOGTTTCTAGTCCTGGCTCTGLUCACTARCTTGCTATGTAACCTTGARS

TGGOATETGETTOCAAGGACTCCAGTECCTT T TEART GEECAGAGATGAGAGAGAGAGAGAGALAGEGAGAGAATEAATS
CMGTTGCRTTCAT T AGTGCCRAGGT R CTTCLAGAATTCAGRGT TG TGATGCTCTCTTCTGRACEGCCARAGE TG ARE
CAREACEGARAREALE L AGT A ARGAGTCTATT TATGSCTGACAT T T TACGGCTERCARACT CCTGIARGRAGCTATGCTS
CTTCCCBGCCTGGCTTCCCCGGATGTTTGGCTACCTCCACéCCTCCATCTCRAAGAAA?PACATCﬁTCCRTTGGGGTAGE

ARAGGARGAGHGTCCEAGEGTGETHGRAGEGATAGAEATCACETCOGCCCCARCTTCCCARAGAGCRAGCATCCCTCCOCCE

BCCCATAGCCATETTTTAAAGTCACCTTCCGRAGAGRAGT GRARGETTCARGEACACTSGCCTTGLAGECCCGRGGEREC
AGCCATChC%QACTCRCRGRCCAGCACRTCCCTTTTGAGACACCGCCTTC%GCCCACCACTCACGGACACATTTCTGCCT

AGRAPRCPGCTTCTTACTGCTCTTACR TGTGATGGCATATCTTACECT RPN BGAATATTAT TGGGEGAARABCTACARGT

GCTGTACATATGCTEGAGAARCTGCRGEGCATAATAGCTGCCACCEMAAAAT CT T TTTGABAATCATTTCCAGRCEACCTC
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TTRCT T T TETASTTTTTAAT TG T AR AR SR k2 % 3 A P TTT R A ACR R, ARCACE TR A TR TATIAS A GOCTGLAG LT
GOTCRTTT TP TTGECA R TTCTFCCARGTGGGACT TG T IoAC ARG R AT SR A A TAGT GETTTTTAAAGAGT TARGT T ACAY

ATTTATTTTCTCAC TP A AGT TAT TTATGC A A L AGTTTTTCT TG T AGAGAAT GACALTET TAATATT GO TTTRTGAATTAS

CAGTCTRTTOTTCCAGRGTCCAGRERCATTGTTARTREAGACAR TRART AT SACCEALLS

Sequenz ID Nr. 4: Trunkiertes Human-BEER-Protein von Sclerosteosis

SOLELBLCLYZLLVHTRERVVES

Sequenz ID Nr. 5: Human-BEER-cDNA, codierend Protein-Variante (V10I)

AEERGCCTETECTECTGGRARGE TG CGTEL T TCCTCTHGR I TEETACCATGUREGCTCCCACTAGTCOTSTUTCTCAT TS

CGAGCTUGGAGAGTACCCCGRAGCCTCCACCIGAGC TGOAGAAI BACEAG LT ATIARCOGHM A ACGRRGGITELT
CPCCOCACTCLCCCCTTTERGACCAELGACGTRTCCIAGTACABCTHCUCGCEAGCTRCATTTCACCUGCTACGTGACCEAT
CRTOGRCC GGG AGTEGTEECERCCTAGT GHGCCCEACT TCOGCTGCATCLCCGACCRCTACCOIGCRTAGLGLSTZT
A OTECTETETUL UGG TGETEAGELECIGCGCHCECOTE AGGTGCECITESTHECCTCETGCAAGTECAAGCGCCTLACT

CGCTTCCACERCCAGTLGGAGC TCARGEACT TCSGRACCGAGEUCECTCISCUFCAGEASEACCGGALGCUGLGECCICS

GG oI e s GG o e T T T ST T T GGG TR AT T Y SR T TG T T TATETT T e T TS TAR DT GO TR
B RO ARG GaGEGCTGR G O T IO GG T TG EAN TCCCGBCACU GO MEBE COE OO TOAGCORGREBGETS
HGGGGTCCCR;GGGGCHGGGGAGGGAHTTGRGAGTCACRGACACTGAGCCHCGCRGCCCCGCCTCTGBGGCCGCCTECCT
PTECTGETCCCACTTCAGRGGAGGCRGAPATCGRAGCA T TT TCACCECCCTGEGITTTT AAGGEAGCGGTATGAERGTSR
GAB AT AGGSRC TGO TTARGA LA ST TGGATAEGATT CCCCO T TGCACC TOGCTGOCTATCASA R AGCCTGASGESTES
CCAGRGCACRAGACTGEGGGCAACTGTAGATOTEGT TT CTAGTCCTGGCTCTGCCACT SACT TGCTOTGTAACCTTGAAC
TACACAATTCTCCTTCOGEACCTCAATTTCCACTTTGT AL B ATGAGGGTGOEGGTGGEAL TAGGATCTCEAGGRGACTAT
TGGCATATGﬂTTRCFPﬂcQCTCCEG?GCCTTTTCﬂﬁTCCG:RﬁAGGTGEGEGAmAUAG&GAGAAAGRGQG&GRATGA&TG
CAGTTGCATTGETTCAGTGCCARGGTCACTTCCAGE AT TCAGAGT TG TGA TGCTCTCTTCTGACAGC AR AGATGARE DS
CRPECAGRERBEDARIAGTAARGAGTCTATT TATGGCTGACATAT TTACGGCTGACPAACTCCTGGAAGEAGCTATGCTS

CTTCOCRGCOTGECTTCECCOGNTGTTTG6CTACCTCCPCCCCTCOATCTCARBGAMA T AACATCATCCATTGGEGTASE,

BROGEGREAGEETCOGMGRATGETGGERGGGEATAGE AR TCACATCCECOCORECTTCCCRAAGRGCAGCATCCCTCCECCS

BCCCATAGCCATGTTTTAALGTCACCTTCCGAAGAGELGTGAARGGT TCAPGERCACTGECCTTGOAGGLOCCRGGEAGT

93/131



-04 -

R TTCTECCCACCACTCS DG AIACATTTLTACOLT
LapbbulAGCT TS TT ACTOCTCTTACATGTGATGGCATETCTT A ACT ARSI LGAST AT TATTOGGGEARD A B S TAUARGT
AOTETACART AT GO TGRIAS A TGCAGAGCATAATAGCTGC L ACCCas AR ATCT T TTTGALL A TCATTTCCRASACEECTTC
TTACTTTCTOTG TS T TTTTARTTGTT AR AR DR LGTTTT AL 0 AGEEGCACI TGRCATATGRALSCOTGOLIGETT
SATCGT T T T D T GG A AT T T T O A S T GGG R T T T A0 A A A TG R B S TG TGS T T T T TARAGAO T TELGT TALAT
ETTTATTTTC TR CT T AL G TTAT T TAT G R G T TT T T o T T AT AGRGRATGALA T GTTRATATTAC T TTATHAEN TAL

NERTCTOTT T T C oG TCUAGAGACATTS T TAET RARGACILTABATCATGALCHAELSG

Sequenz ID Nr. 6: Human-BEER-Protein-Variante (V10l)

SMOLFLELCLESLLYHT AFRVVEGRGWOAERNDETEI IRELGEYFEFF FELEHNK TMHREEHGGREFHAFFETHDVIEYEC
RO LAFTR Y VTR ECASANFYTELYCS3QCGERRLLFMAT GRGRNWWR ESFF DFRCT FDRYRAORVOLLCFSGEAFRARKVR

LWESCHCRALTR MO ELKDFGTEX AR FORGRE ERTRARERIBIQAILENEY

Sequenz ID Nr. 7: Human-BEER-cDNA, codierend Protein-Variante (P38R)

AR LCCTET R T AT G AAAGG TGO UG TGOCCTCCTCTEGOUTGET B ICATGCAGLT CCCRETGGCCCTGTGTITCSTCTSEC
CTGCTGETACRCECAGCCTTCCGTATAGTOGRGGGCCREGEGT SGCAGICETTCRABGARTSATGCCACSGRELTCETCOG
CORGCTCOGRAGRGTACCCCGAGLCTCCACCGGRGCTEEAGARCAACELIACCATGILCCGEGCGERAGELCGRAGGGTGSC
CTCCCCACC RO CCTTTGRGRCCAMRGACSTGTCOGRGTACASCTGCCGUGRGCTGCRCTTCACCCGOTACSTGRCTGAT
GGGCCGTGCCGCAGCGCCRQGCCGGTGRCCGAGCTGGTGTGCTCC#GCCRGTGCGGCCCGGCGCGCCTGcTGCCCARCGC
CATCGHECEUGRCARGTGETGECORCCTAGTGGGCCCGRCTTCCGUTGCATCCCCGACCEOTACCGUSCHERGCGCSTGE
EGCTGUTGTOTCCOGETEETGAGGCGCCEUGCGCGCECAAGHTECGCCTHGTERCCTCATGCARGTGUAAGCGCCTCACT
CGCTTCCACRACCAGTCGOAGCTCARGGACT TCGEEACCRAGELCACTCHGCCOCAGRRLGGLOGGAAGCCGLGEECCUG
CGUCCGEABCGOCABAGECANCCAGBCCGAGCTGORGAACGCCTACTAGAGCCLGCCCACACCCCTCOCCACCGECEGET
GCCCCGGCCCT R A CCCGCGCCCCAC A TTTC TG TCCTCTOCGCOTGATTTGRT TG TTTAT AT T TCAT TG T ARATSCCTEC
ERCCCRGEECAGGGEECTEAGPLCTTCONGGCTCTGRGEA L TCCCREREGLOBGCIAGHCCCLCCTORGCCOSCCRSCTE

AGGHGTCCCROGEEGCAGEEGAGGEGAAT TEAGAGTCACAGRCACTGPGLCACECAGCCCLSCCTCTEGEECOGCCTACCT

TTGCTGGTCCCACTTCAGRGGAGGCAGHEATGGE&GCA|11JLACCGCCLIthbillJAAGGGgGCGGTGTGGGﬁGTGG

GEARGTCCRGEEACTGOT TR AGAR G TTGHATARGATTCCCCCTTSCACCTCGCTGCCCATCRAGRARSCCTGAGGCETTC
CCﬁGRGCRCRAGACTGGGGGCAACTGTAGATGTGGTTTCTAGTCCTGGCTCTGCCACTAACTTGCTGTGTAACCTTGAAC
TACACPSTTCTCCTTCGGGACCTCAATTTCCACTTTGTP&AATGAQGGTGGHGGfGGGhATAGGHTC?CGHGGAGACTRT

TGSCATATGATTCCARGERCTCCAGTGCCTT TTGRATGGG L AGAGGTAAGAGAGAGAGAGRGRANGAGRGAGARTGARTG
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CEGTTGOETT oA T TC G TGOCAE I I T A CTTCCAGEAT TC AR RS TTGTEATASTLTOTT STGRCAGCCABASATGARRLE,

CRLNCEG TLTATTTATGECTSACATATTTACRGCTG AL ACTUCTGGRRGAAGCTATG ST

CT T AT GGC T T oG E T I T T TeGC T RS TOC A O o T O A T CTCR A B G AR E T A ACA TCATCCETTEGRGET 558
B EGGAGAESGG TOOGRAGGRTGGETESEAGGGATAGIAATCACATCUGTUCCRACTTCOUELAGAGCAGEATICCTOUCCTG
AN TAGCCATSTT T TAALGTCE T o TTCCGARGAS LG TGELAGHT T CALGIAC AU THECOT PHCBLGGUCOGESGEREGH
AGUCATOA RS M TOACEGACCEG O D TCCCT T TTOAGRCACCLGOCTTOTGOCCACCACTCACGGACACATTTUTGL LT
AGB RS TTOTT AT TGCTCT TR L A TGO TG TGOS AT AT TT T AL LT SR L R RLAT AT T AT TR GHGGRALER S TRUDRGT

GCTGTECRT AT SO PHEGL B ACTGC L FAGLATART A TTSOCAC AL AT OTTTTTERAAMTCATTTOCR S 0 CCTY

RTTTATTTTCTCACT TARGTTATT . AToC e 2T T T T T O T TR T LGRS A TRRACLATGTTAATATTGCT T TR TGRATTLD,

CAGTCTGTTCTTCCAGAGTCCAGAGACATTGTTAATAAAGACAATGAATCATOACCGAAAG

Sequenz ID Nr. 8: Human-BEER-Protein-Variante (P38R)

MOLELALS LY CLLVHTAFRVYEGOSHOL FENDRTEI IRELGEY FEFF FELENNETHY R EUGGREEHHE FETHOVEEY 2C
RELHFTRYVTDGECRSAKEVTELVCSGQUGERRLLEHATGRGKWWRFSGFOFRCL FDRYRAQRVQLLCEFGGERAERARK VR

LVAECHCERLTREHNQSELKDEGTE AR FQKGRIKERERAR FARANQRELENEY

Sequenz ID Nr. 9: Meerkatzen (Vervet)-BEER-cDNA (komplette codierende Region)

ATGCRACTCCCACTBECOCTETATET TOTCT GECT TR T A b CCEA BT CH TR T AT GO P LOGCCABGEATER N
GOCCTTCABGARTSE TEUCACGERAATCATCOCEEAGETOBHAGACTACCOCHAGECTOCACCGHEBLTEGRGEP RS,
AGACCATANCLGEECOEAGPATGEAGEGEEGCCTCCCCACCACCCrTTTGAGACCARAGACGTETCCGRGTACAGCTAC
CAGRGETECACT TCALLCGCTACGTGACCGAL GEGCCE TGCCEURAGTGCCARGCCAGTCACCEAGTTEETETGATCCGS

CCRGTGCGECLCGGCACGCOTGCTGICCARCGUCATCGGCUGCGGCAAGTIRTGECGCCCGAGTEEGLCCSECTTCCGAT

GCATCCOCGACCECTACCGCECGLEGCSTOTGLAGCTSCT S TOTCUCSG TG TGCCGCGCCGOEEGLGUETAAGRTGCGE
O T T B e T O G T O N O oG T T AT ARG CRG T LEGMLC I CAALGERACTTCGGTCCCGAGGCCET

TCGGCCGLAGARGOGCCGEARGCCETGACCCCHCCUCOEETRGCUBARGCCARTCAGGCCGAGCTHIAGARLGCCTACT

G

Sequenz ID Nr. 10: Meerkatzen-BEER-Protein (komplette Sequenz)
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MOLE LALCLWILLVHAER TRYVEGOSWOR FKNDRTET T

LENNKTHNRBENGGRFEHREFETHIWSEYSC
RELHETRYVVTDGECRSAKFVTELVESGOUGEERLLENATIZRGKWWR F Z 3E DFRCIEDRYRADRVOLLCFGGEAERERNVER

LYBSCECKRLTREHNOSELEDFGFERAREQKGREFRERERGAHANQESLENAY

Sequenz ID Nr. 11: Maus-BEER-cDNA (nur codierende Region)

TG ASCCC TR T A SO LG TG TCATCTGOCTACT TR TOCRACGLT 2o T TCT o TS TG T AR A3 AL ORGSR EA TSI,
SSCCTTCRGGRATRATGCCACRGAGGTC M TCOCAGGEC T T GEAGAGT 5 ToCCORSCCTOCTCOTEAGAALELCTEGRICE
ToRECCGOGEHGRGRATGRAGECRAGACCTCUCCACCAT LI TAT SELGL 3 A ASETETATCOGAGTAZASCTOLCROGAS

CTECECTRCLCOCGCTTCOTEACAGACGOCCCATGCCOL LG DSCTAE,

CHAOCCCRCACGECTOCTROT LA Lo CLATCSEOC T TR EAG TG T AL RCUCHS,

CGRATLCGCTACCHUGCHCAGCEEETHCAGCTELCTETGC I UCE AR EL ST HCELCRCECT CRUGTALGITHCATCTGETG

GCCTOGTGC G TGUARSGCGCCTCACCCGCT TLCACR A A GTURGA T TCA RGEACT TCAGHTCGGAZ LI IET

GO

W0

GCAGBALGETCGCARECCHCGECCCGGUCCCCEOGGAGCLAAAECOL OO AGGCHGAGITGGRREACETCTACT AGAG

Sequenz ID Nr. 12: Maus-BEER-Protein (komplette Sequenz)

MQESLAFCLICLLVHEAFCAVEGOGWQAFRNDATEVI EGLGE Y FEFE FEMNHQTMNREENGIREFHHE YDA DVYSEYECRE
LHYTRELTDGECREAKEVTELVCSGOCREARLLENEI GRVEWWREHGE DI ECT EDRYRAORVOL LCFGRAL FRSRIVRLY

EECHCKERLTREHHQSELEDFGr ETAREFQKSRKFREGARSEEAHQAELEN LY

Sequenz ID Nr. 13: Ratten-BEER-cDNA (vollstandige codierende Region plus
UTR)

GAGGRCCGAG%GCCCTTCCTCCTTCTGGCECCATGCRGCTCTCACT&GCCCCTTGCCTTGCCTGCCTGCTTGTACATGCH
GCCTTCGTTGCTGTGG&GAGCCRGGGGTGGCAAGCCTTCAAGAATGRTGCCACRGQ&ATCRTCCCGGGACTCRG&GA;TA
CCCRGAGCCTCCTCﬁGGA&CTAGRGAﬁCAACCAGACCATGAACCGGGCCGkGPﬁCGGAGGCAGACCCCCCC&CCRTCCTT
ATGACACCaﬁﬂGRCGTGTCCGAGTACRGCTGCCGCG%GCTGCACTRC&CCCGCTTCGTGACCGRCGGCCCGTGCCGCA;T
GUCRAGLCGGTURCCGPGTTGRTOTGLTCGGGCCAGT SCERTUCCGCErGECTOCTGCLCARCGCCRTCGEGOGCG TGRSR,

GTGGTGGCGCCCGHACGGACCCG!ETTCCGCTGCATCCCGGATCGCThCCGCGCGCAGCGGGTGC#GCTGCTGTGCCCCG

) GCGGCGCGGCGCCGCGCTCGCGCN\GGTGCGTC’TGGTGGCL. TCGTGCAAGTSGCRAECEGCCTCACCCEOTTCCACAACCAG
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GG TORAGGEC TTCSGA U C T eAGRL TCETHGCCACAGRLGGG TOSL ARG CCICGIUCCTIH THROUTHRGER FTTAS

LGTCERTCRGECERAGLTGRRGARTGCCTRCTAG

Sequenz ID Nr. 14: Ratten-BEER-Protein (komplette Sequenz)

SELHYTREYTDSG ECRIANEVTELVCEGQUTGEBRLL A I GRAVEWWRENG FDFRCT EDRYRAQRVQLLOESGRAER BRI,

LARECH RS LTR FHHQEELKGEG EETAR PORGREFRERERGRKANQAELEN Y

Sequenz ID Nr. 15: Rinder-BEER-cDNA (partielle codierende Sequenz)

R

=28 TCATCCCOOABCTHROGCEAGTACCCLGAGLUTCTGL L R GRGUTHAACAACARGROTAT S

-1
W
Mol

1)

ST TR I T AT TATO T OACCSATOGSCCATECCOCAG CECUAASCCRETCACCHAGU TGS T GTOCTCGRGCURGTGIR 0T

TPICT RO

CORACGCCATCRGECOGTEICALITERTISCICCCAAGLGGGCECGROTTCCGUTRCRTCCTIEET

AT R G RGO TGC LG C TG T TR TE TCC TG OCHEGLEOGICICCGCOCRUGLGCAAGHTSCUCCTGETSECCTC

5T A A AAT ST EBGCGLCTORCTCECT TCUACR ACCAGTCCGAGCTLAASSACT TCOGHCCLEASGCOGCECEEITITARR

SOTGOGRCCCOGCSCCURGEECACCRREAGCCRECCHGGLCGE

Sequenz ID Nr. 16: Rinder-BEER-Protein (partielle Sequenz - - Signalsequenz und
die letzten 6 Reste fehlen)

HOSTHI P FELEEYFEFLEELNNKTHMNRAENGGREFHHEFEETHOASEY SCRELHEFTRY VT DGFCRSRKEVTELV(CSS

il
ARLLEHATGRGKWHYRESGFDERCT EDRYREQRVQL LCFGGARERARKVRLVASCHCHRLTRERNOSELKDFGEFERLSEQT

GRELRERARGTRASRA

Sequenz ID Nr. 17: Mlul — Avill-Restriktionsfragment, verwendet zur Herstellung vom
Maus-BEER-Transgen

CGCBPTTTGGTGRGCAGCARTATT GCGCTTCSATGAGCCTTEGCGTTGAGAT TGRAT ACCTCTGCTGCRACRARAAREGCARTC
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B CCGRECTEGACCEGCECATTEGTEACACCETCT OO T TS ARCTT AT TS0 RTSGARTGTER T TCATCABGGACNGCE
TGATOGON A ATGGTGCTATCCRCGCAGCERCAATCRAA R A CCTCAGCIESTGACCAATATCTACRACATCASCCTTGET
ETCOTSCH TR TGRGCCAGCGCAGRRCAAGET ARCCET IS TGCCGRT ARG TTCA ARG TTRARACCTGGTSTTGATACCAA
CETTGERACGTTGATCGAREACGCOCTGAALIACG TG TEAATETGCISCGCTGGATETCRCRARAGCAPATLAGCRGCRS
ECARGARAGOGATGERTGEACTEGCTTCCTATSTCCOTACAGCCATCATRATGIRATSTTTCCCCGRTRGTETTATCTRS

CAGCAGTSCNGTOSATAGT ATGCARTTGRTARTTATTAT CATTTGCGISTICTTTCCSFIGATCCGUUT TG T TACGHGGL

TTTTATTTALEETACCOTCTGALEEGR AR EGLERCEE TR ETOCTGRARGUGEGCTTTTIGICCTUTETUSTTTLCTT TS

TOTSTTTTTO T CoGT GGPATSA G ATGGAAG TCRECE RS B ASCAaASTTT ATCRATGATARGCHATCAA AT RTGRGART

COCBGRIACGLCCCTCRARCOCCCERAGTOCUTGRCCTCAR O TCTR LA ITCTGGCTTEGECTTGEGUSGISTCARGEC
TLOCECATTCT T TAL CAGG TG TEGECTATCTCT TG T GCRCAT AT ITRACAGCTGCCTAGTTCTSCAGTGAGE TS

ACCaTSRAATGTCToCCTTCaTTRCC AT GG o ARCSFCATC R OO T TAC AT U TR GS T TOGARSCTTTTCCTGTCCGT G TIA

SoMEATOCALATECCCT R A RTACCCTAGA RGAGARE TAGUTGAGCC I S0 TTTCCTGGCTTOTCCAS AT AR AGTTTE
BOTTEGATOGEEDAB L ACABRATGETALAGICCCGAGC AT TGRARAT T TCCTAATTGCACCACTELGRBEATGTGTE
TATTETTIAGCTCSTATGTGTTCT T AT T T TERAR ARG AT 2 COTTTAGTCATSTTATTEATARGAATTTCT CAGCAGTGGGA
SRGRRCCEETATTAACACCARGATERA B RSTTGECRTGATCCACRTTGCAGGAESATCCACSTTGGGTTTTLCLETGAATETS
BAGEOCCCATT AT TR AGTCCTARGCTCTGT T T T TGO RACATTAGERAGCERTGOCCGGHR TGO T GAGHGRITOTARGS
ATCTTTCAATGTCTTRC&TGTGTGTTTCCTGTCCTGCRCC#EBGRCCTGCTGCCTAGCCTGCAGCAGAGCCAG&GGGGT?
TCACETHETTAGTCTCAGACLCTTGGSGGCAGGTTGCATSTACTECATCECTTATT TCCATACGGAGCECITACTRATGTE
TCRARCRCCBTETGETETTCACTCTTCRASAACGGTGGT e TCATCATGSTSCATTTGCTGACGGTTGEATTGGTGGTRAGE

GAGCTGAGETATETGGACGCACTCT TCASCATTCTGTC A ACGTSGCTETSIATTCT TGCTOCTGAGCAAGTGGCTAMAL A

GECTCACRGGETCAGCCTCCEGCTCAGTCGCTHCAT RS TC T TAGEGMACCTCTCCCRGTCCTCCCTACCTORRCTATCCE
BEADGCCRGGRasCTTERCGGTCTCAGGAGCCTSCTTSCT FRGGGALESETTETTGAGTTTTETCTGUAGTAGS TTGCUT
AGGCATAGTOTCAGERCYTGATGGU TG LCTTEGAGALCACETCCTTTGCCCTCTATGCARRTCTGACCTTEACATEGLEGGEC

GCTGCTCEGCTGGGAGGRTCARCTGCATACCTRAARGCCARGCCTAARGCTTCTTCETCCACCTGRARCTCOTGEACCARG

GGGCTTCCUGGCACATCCTETCAGSCCAGTGRAGGGAGTL TETGTGRAGCTICACTTTCCAATCTCAGGGCGTGAGRAGGCAGA

GGGAGGTGGGGGCAGAGCCTTGCEGCTLillL&TCCCRlLluGACAGCGCTCTGGCTCRGCAGCCCATATGAGCRCAGGC
BCATCCCCRCTCCACCCCCACCTTTCOTGTCCTGCAGE AT TTAGGC TCTETTCACELGGHEEEHEGEEEEGEHEIAGTCC
TATCCTCTCT T AGETAGRCACGACTCTGCRGERAGACACTCOTT TG TARSATACT SCACTTTRAARTTTGEATGTTGT GRGG
GGRPAGCGHAGGGCCTCTTTGRCCATTCRGTCRRG¢TACCTTCTAACTCCCATCGTATTGGGGGGCTRCTCTAGTGCTRG
BCRTTOCAGAGAGCCTCRGARALTGTAGTTRACCAGTSTGGTRGGATTGATCCT TCAGGEAGCCTGACATETGACAGTTCCR
TTCTTCACCCAGT CACCERRCETTTATTCRAGTACCT RCCCCGTARMC PGECACCGTAGLAGETACTGRAGGGACGGACCALT
CEARGAACTG&CAGACCGAAGCtTTGGAATATAAACACCRAAGCATCAGGCTCTGCCAACRGAAC&CTCTTTAACACTCA
-GGCCCTTTAACRCTC&GGACCCCCACCCCCACCCCAAGCRGTTGGCRCTGCTRTCCRCATTTTACRGAGAGGHAAAACTE

GGCACAGGACGRTATRAGTGGCTTGCTTAAGCTTGTCTGCATGGTNHATGGCAGGGCTGGA+TGRGACCCAGACATTCCA
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AT A GGG T T AT T T T T T T T T T T TR T TR T TG AR T CTGGGT T TR TSRS EUTCEGGCTREGCCTCRECROTORT
TCCTPCTCoCATGGCTTACGAGT GCTAGGATTCOAGGTRTETEC TAT A TG TCT 42 CTCCCTG T AGCT T ETOT AT A S
TCCTCACRACATAGGAATTGTGRTAGCAGCACACACACCEGAR GG LT HHGEbA3 TCOCRChGRG3GETCCCAGEATS

I RGGCEAATRCCT AL ACAGARGE T SRGEARGEGRAGCAGAGGEE AL G ATGE G TRGGACTACE AGTCT 2T TTISSE

h%GCTGCCGGTAﬁCCGTATRTGGCTGGGGTGAGGGG&G&GGTCRTG&GATGAGGCREGA&GAGCCACAECEGGCAGCGGG
?RCCGGCTCCTTRTTGCCEAGRGGCTCGGATCTTCCTCCTCTTCCTCCTTCCGGGGCTGCCTGTTCATTTTCCACCACTG

CCTCCCETCCAGGTCTGTGGCTCRGG&CATCACCCEGCTGCAGPP}CTGGGCRTCACCCACGTCCTGAATGCTGCCGAGG

STAGATCCTTCATGCALGTCAR U BCCAGTRCTAGCTTCTACGES

AT T TGRSO T CECCTACT T HGGUAT A ASGCCALT

ERTE?S:AGGAGTTCPAﬁCTCAGTGCTTACTTTGAAAGGGCCECAGRTTTC&TTGACCAGGCGCTGGCCC&TRAARRTGG

Eiaicy lelN § falit el nvEk fe el teloiry (LT elul ofoy ok V& A LA ¥ o i on ToTal 58 Yt e teTotal 2 Tos Fae & ST Y

CTRAGGEEAT TR AGT AT O TACETETEE3CCEATGGRSGOCACTGORTET
E3TCTGTGCCATAGACRTGAC&ATGGATAATAATATTTCAGACAG%GHGCEGGRGTT:E’TAGCTGTGCTCCTTTCCCTT
?EﬁTTGiGTGTGCCCﬁTTTTTTTETTCATGTATGTGTATAC&TGTG?3TGCACRC&TGCCATRGGTTGETACTGEACACC
STCTTCRATCS?TCCCCACCCCQCCTTATTTTTTGAGGCAGGGTCTCTTCCCTG!TCCTGGGGCTC&T GETTTETOTES
G:TGCTﬁGCCAGTGAGC?CTGGAGTTCTGCTTTTCTCTRCCTCCCTAGCCCTGGG&CTGCEGGGGCATGTGCTGGGCCAG
SCTTTTETGTCGCGT?GGGGRTCTGEACTTAGGTCCCTRGGCCTGAGCACCGTAAAGACTCTGCCACATCCCCAGCCTGT
TTGAGCR%GTGAACCATTCCCCAGEATTCCCCCAGTGGGGCTTTCCTACCCTTTTATTGGCTRGGCRTTCATGAGTGGTC
RCCTCGCCAGEGGAATGAGTGGCCECGACTGGCTCAGGGTCAGCAGCC?RﬁAGATACTGGGTTAAGTCTTCCTGCCGCTC

ECTCCCTGC&GCCGCAG&CAGA&RGTAGG&CTGRATGAG&GCTGGCTAGTSGTCAGACAGGACAGAAGGCTGRGAGGGTC

38 TG TCAGCRIAGCAGRCAGETTCTCCCTCTOTE3AGERGES5TEGCCCECTOCAGETETALT TGECOTTOT
PTG TG TCCAT AGAGGUTTCC TG TR CACAGCAGE T TCCCTGTACTHETGATTCCCE SAGAEAECTCCCTHOCACTEGE
CTTACEGR R GTTC AT TEACTGETOT ARCGET T CAACAGCTTTGRCTCTTOGTEGACGGTGCATACTECTGTETCAGCTE
AREAGUTCRTTCACGR ATGARC AL CHCRCRCRCACACACACACACACACACECAAGCT AL TTTTGATATGCETTAACTA
ZCTCQGTGACTGGGCATTTCTGPACPTCCCTGMQGTTiGCACACATTTCCCTCTGG?GTTCCTGGCTTARCRCCTTCTAA
ATCTET AT T T T T T T eC T GCCCT G T TACC T TE T GAGR A GECCCTAGSAC CACTTELCTT COEACCTAC L T T GOTGR T

GGTTTCTCTCCTGCQGCTCTTRPATCTGATCCCTCTGCCTCTGHGECATGGGARCAGCCCAATAACTGRGTTAGACATPA

?CCTTChCATGGCACGAGTATGPAGCTTTATTRCAATTGTTTATTGATCARACTAACTCATRAAAAGCCAGTTGTCTTTC
ACC?GCTCAAGGAAGGAAC&&&ETTCATCCTTARCTGATCTGTGCACCTTGCACﬂﬁTCCATRCGAETETCTTAAGAGTAC

TAHGATTTTGGTTGTGﬁGAGTCRCATG?TRCAGRATGTACAGCTTTGACAAGGTGCATCCTTGGG&TGCCGAAGTG&CCT

T A G OO T R T T TR GG AT TTTEEA NS SR PO am
AGCGGGTCACTTCAGCATCCCGATGACGAATCCCGTCAAAGCTGTACATTCTGTAACAGACTGGGAAAGCTGCAGACTTT
AaGGCCRGGGCCCT&TGGTCCCTCTTAATCCCTGTCACACCCAACCCGAGCCCTTCTCCTCCAGCCGTTCTGTGCTTCTC

RCTCTGG&TAGRTGG&GHﬁCACGGCCTTGCTAGTTAAAGGAGTGAGGCTTCACCCTTCTCACATGGCAGTGGTTGGTCAT

CCTC&TTCRGGGPPLs&\GGGGCQ\\LtGCLli{&CTTCCTCTTTTTGGACTACAGGGEATETATGCTGACTTGTTTTGE

CCTTGTGTATGGGGhGACTGGATCTTTGGTCTGGAATGTTTCCTGCTEua1ltlLLCCﬁWbLJlluuCAkhugclhTCTA
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TRTOTTACTECT GG AT ASTGRCIO PO AT TIT S

COTARCCTTCAGSUTGSTTC T CGGGGAUCERTOTUCCTRETTTST
COC R e T oA Ta T T A AR TG T TCAL T GGG TG T THUTGARCA AAGOROLGARET T GCATLCCEGRLACTROMGTOCL
TTOTGG TR TS TAGRT LA AT GRETRCTRGCCT ST U TCTRRCCACTTRCAGAGU TCTGETHICTTETESETACET

TECTARGETR LR TAIATACTGGCCTUTC T TRATC LA I T T HCASSACTCT AGGGEARCLAGARTCCATTALTGAGIAARCC

AGGGGCTAGGEGRT LGHAAGGTLESCToGOCEGITOALS

GGLEACTAACCRATRR AT RUCAGASTTTGEATOTCTG

BETACTET TR BT o SSATGEGTAGRG THOCCTOULT STAATCCUAG AU PO AGACRIAG AL GG AR TCRTCRLE

SCREBCTHLGOTAMCCASLATRGCBARE CROTRAGUTCTRFACTITGTREGAGATCCTRUCTTRRCATATEL I MERARGAR,

CATHRCECATERGRCA BRTATOGLETTT

ETTEGESTTCRCAGE LR ST TS LA TGAGCACRCOCAT SURCACAGAC AT STOTHCL AGEERET BAGEI ARG TITEHRE

B LGGRGOCATTOTUTORLITEGGACT AGRGCRT

GATTST A TEEGCATECTCCCT AT SGOREACAGRAS I TGOCCLCCOTHOAS EGGITICCROTSTCCARCOASATORGT

RO T AT GG S T T T A G T A R TR AT CAG A A SR A RAR GV AGG RS EGTGAGGEOACT CCCATOTCTERTST AR
GLGGETCTGGRCE R AT AGRGAT FUAT TTGRGGTAS AL S ARG TR AS A GRAG AT ACT T T AL TTU TGO A TUSACESTT

TETT T BT 2T RO TR T ARG AAGS TS TAGE T G TR AT TUAC TCACT O AGCAG AGEGATGATRATHLCCLHRTGIE

THUTGALALTSOCCGAGCATCARCCOTGGCTCTGG R AL P ASTCCATCTTTCAGAAGRBGAGTGRETCTGT ST ATHRCIAS

CEGGETURACESFHTECTTERGECCCCTHOGOACT COTAGLACTRGGTGATSTT TATUGARGTE UT ST TETG TGOCAGHC AT

THGCCTSSGHTTT ST TTCTETCTC TG TT T TG TT T ST T T T TTGRGRCAGACT T TGCTATGTETCCSGTETORETCTTGE
ARTCTCACTGCRTAGCCCAGGCTGCGGRGEG&GGGGAGGGCPET:GGCCTTGT&AGCFAGCCRCACTTCEGAG&CTAG&&
TCCRCCOTGUGRART GATOACARGGTCRSGASCTOAGT TCCSGEAGETTTTTT TTCULSCT SCCREGGTOGAGTATGEAS TG
BGCTAGCGECALGGOT AL AGEGCERGCTCCCTET GCAGSASEE AT GC RS C R RGRGATGOCBLGCIAGTSAGTTARGCET
TOTETETGGGEAG T ESGTCOATGERAGEGAGRSGCTGORCTTTCGCLTCTGEEGGGRGAGT GAGGGETGOUGGATERSET B
GAGGAGNOCEGCTCOC TG AGT O TG ATGASATTTT TLCTRACESTGRACCTTTSSCCTOTCOCTCOOCCA I TTCLCTTCTT

ST T T A O T T G T T T L Ty TG T L T TE R G A A T TUTRAGT T T OO T T AT R TR TEC LG ACE S LB e,

AGCCGTGRTC TG TG TG TGT TS TG TET G TA TG TG TG TE TS TG T TETEaTAT T TG TG TS TATGTGTGTATGTSTETTTLTGT
GTATGTGTETCESTGOGAAT GOCTCATAGT CTOCRGIMASSTGHGCAGTARGGART AAGCTGTEGGCTGLEBRIAGTGTGG
GRTBCAGGGAGRSAGGRAGAGGAGGGRTACCRGAGRASED T TAASGGEAGCTACARGAGGGCATTCTTGGAETETGTGTG
TETSTGTGTTGT TTAT AT T TG T R T T GGAS AT A AT TCT TTTAAR B A AT A T TATCCAT T TATT T T TTT TATG TGCACET
GPGTSTGCCTGCRTEAGTTCRATGTATGCCRCETETGTECEGEARCCCTTGGRGECTACARGEGEGCETCTGRTCCCCTGS
RRCTGGAGTTREAGER GG T TR TEAGTCCCO TGALETGT T TOCTGGEAAC TS ARCCCCGETCCTATGCRAGAGEES G AGT
GCRGTTATCTGCTGRGCCATCTCTCCAGTCCTGARRTCCETTCTCTTRARNTACRCGTEGCAGGACETGATEGIATTTR

CGTRTGGATTTART GTGRCGGTCATT ARG T TCCAGCATAGGTARGCEACCTGTARAGCCAT CACCECARCCECAPCAGTGE

AT GTGRAC AT A C AT G TTC T T CA TG TCC L TG TCCCCTCCRTCLTC O R TTC TCARGC AL CTC T TGO TCTGCCTCTG

TCGCTGRAGARCEGTGTGCATCTGLACACTCTTATGTCEGTGARGTCACACRGCOTGACCCCTTCCTGGTCTGAGTATT

TGGGTTCTGACTCTSCTATCACACRCTACTGTACTGCATTCTOTCGCTCTCT T T T T TT AR ACATETTTTTATTTSTTTGT

GTGTRTGCACATG%GCCACATGTGTRCRGATACTATGG&GGCCAGHAGAGGCCATGGCCGTCCCTGGAGCTGGAGTTACA
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I T T N, hem e e e e - - sy g o erE s
GGRCEGURT S TO R TGCS TS T T A G TR o T A G E A T T A A A O TTEL AT DT A8 A5 C A AGCRCTTITAACT OO PO A RS

TETCEGTACCCTTCTTCA T T IO To S e T oS T TC AT T T ATEGATATA TS TECLT ASAATETCT TGO TTATSTRETTE
TGTECATTGTTT TG TECT a3 a0 2GS T AT 30 O TaT A5 TCToAEL T SRCCT A S SCTTECCATCCTCOTRCCTORS D
TOCTCCT RO Ta G TGCTEGRA TG R GG TG AG THATAACTTAC A TaS T T T TR T T T T AT TEARGACT G2 P 3EAT 0 C LT
TCATACAGAGE R GG TOT GG T A ARG T A TAC S T T AL G AR TGA T B F AU C AT SATC LAGPBRCHL B TULGGA T
T G R T T AT LA T T G o T T T A G A G e T S e R e T TR T T o A G s 3T SR R T SR TAGC TR B R T IT S
TR R CTGACGTECT ST TCT A a TOT ST CT AL A ASCT R AT P ANTC AL ATAR B AT A AAT AR LTI TTRAS A7
T ad o Lo L aef . Pt -} ;,2,4’_‘,5_".TT:".C{_LQ.C(.‘CCP.GQ.:.Q.\HCC B D AT T T T OO AT TC T GOC T ACAGTALTUO U AGETT
BACCECTITTOAGGCTTCT LB ACCTHET ':2‘4C:TTGGG-C‘:'!‘C'I‘TT'!'::':":;CTi:'[‘-:a'TGG,’-.GCC?.CACP.TTTGTGTGC_‘TCAT

ACACETTCTTTCTEATE LS TTACE TP T A PO rGUaT T T A B Ta T A T T AT T T L T TR TG T TG TOTO TaCGTAT oG

Ll

O T TG E O ST 3T T GoaGA T G T AGAG Ty T S T R AL A RS R AT TC T TTTCT TCARTCRTET OO T T LU RE

TTaGAE T T A GETa T T e T ACC A A T S A TG A T AT T AT T T T T oA TOGHASCEGGGRRAGUGTAC TS TG A
TEEBRGGGATHACTRGACTGSRATGRGCG T GGEAG ICAGRGARCAGCT TCAGTU T B TECTUTCCCRAACTSEGOTAT T T
BT TTOCLAGAGARCs ST TEC AL L, AGT T CTC AT o CAT S THGAT T UGB LG TTGSAGT TCARCTCATCAGCT TR ACET
TEGUTC T oA A TR G CT TCTCAC T CT T O T A e T RGAT ST T A AT TS T T T T T T AL R AGACTTATT BGGRHET
TGGAREGATGRCTCAGCCSTTREGRGTACCH R T GO CT T CARAGS T OO THR G TTUA A T TOCCAGCATGCCAT T BCTGS:
GO T ARG RG ARG TGT TCRAL S TRAG T ASC TG T T GC LA T T T T oo GG T ABASRRALCTCTTGRCRCUCTG ST ST L
COTARTCAT T T OGGTOGGTCCATERT AV T GCTTYGT TETATHGRASAY TT'I?GAC?G TTACAGTGEESTTEGERCTTORA
CRGTT R G T TCCLCTGTTTCTTGCAGGCCEGETHCTTSTCCAT TS CGLEASHICTACAGCCGCTCCOCARCGCTE
GTTATCHCCTACCTCATGRTGCGGTAGAAGEFGGACGT LA AGT CTGC TS TEAGTAC TG TSAGSCAGAATCRTGAGRATCGE
COCCRAACGR TGS CTTEC TGO o PACT T RO AGCTCr AT GACAGACT 250 B AGEASGECARAGE TGRASITCTAGGETE
CCChC .Q-S_CCTCT‘!‘T TGUASAGETCTRACT GGRAGEE CUCT U AGCCATET TTAGS AR CACASTATRCCCOLTHNCT T

ACCACCEGRCACETGUCC AN ATOTGTCCC AT TCTGET LT CRaGEGCC A TOCR e LT TAGGARGCECATGARGARGLTE

COTRAGE RS T TCTGC TLCT TR GLCATCCT T T TG T AR T T T A TG TC T CT OO TSAGSTRAGE T TCRAGE T TTATGTCCC TS
TCTATGECATRGAT ACRTCTCRGT GACLU RGO TGUSAGGGCTATCASGSTGCATESCCOGRGRCACGSGCACTCT TCAT
GACELCTCCCCOrCCTHGET TCT TCCTOT O TEGTCCAGRAR CCACSAGC T GGT AR BEGRAACTATGCAAACACAGGLCCTS
ACCTCCCCATGTCTG T TCC TGO TCCTCACAGGCCCGACACGCUCTGCTOAGGEAGACEEATGACATTRAGTTCTGEAITLS

AGTGOAGATAGATTAGTGACTASA T T TCC AR AR GAR GG AR AR AR R GEC TGO AT TT TR AATTAT TTCCTTAGEL TTAL

AGETARCTACATAGGGGCCCT TGGAT 8RGO B T o AT T T T Lo A G NG P CT T aR T T O T VT G A TE T WA GTGT

=3

GCCTTGCCRAGAGRGCTTECISATCTATATCTRCTGC T T CAGE GLCTTCCC T GAGGATSUCTCTGTTCCTTTGCTTGT TAGS

PGEGCGRT GO T TEEGLAGGGTT TCCCCCT FT T O GRR T RCACGS TS TARAG POCAGCCT AT TACABICARNCARACE 8 2
CARACRE NG CCTCCRTT TREAGAA T TG AAGGA TTTTATCCT SRATTATASTGT TGGTGAGTTCARAGTCATCAC
GCCABGTGCTTGCCRTCCTGSTTRCTATTCTAAGAATRATTAGGAG "_3,-36P..n.CC‘i‘P.GCC.IU\TTGCP.GCTC?-\TGTCCGTGG

GTGTGTRCACGGETGCATETETTGGAAGEGETGCCTGTCCCCT THOGSACAGA LGS AALL T GAAAGGCCCCTCTGETCAC
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T G A T T R G GEAGACT O TR T RE T T R LG A T AT e T o T A A T OO TG A LA T AT T SO T GAANAGR L LG EG
ECTTAG UGG R TERGAATGCASRGAGRGAGRGCRA S GA 2 AGA B ACEGLCTTT A ARG ASCPTTOTALAGGETGETTTT
TEARCCTCG T RALCCTTETATGT GTGCACAT VT GCCARESATTRE AC AT A AT CCTCTTG3GACTTCRCETTCTCRTTAT
TTETATGTCTCCGOGGTCALGCRGAGLCETCAGCCRACC A CCCU GO CCGGCACATAGG LG T O TOAT AL BLCCOETTT

TATGARLROTEGLGCTOTTTGAGT ACCCOOTSTATRSE

SAGTTSTTETCGTRGEOTRCCCGGATCCCAGUASCOTGET
TeCCTECET GTAGER TG TCTTACAGSRGT T T BCAGAG AL 2 T T oo T TGGAGHGABAS B A S T AT CAGGGAT TTTTATTGR
A AT T TR AT T AT T T T ARG T G T ARG T A G e AT T T A TGRE TTARGGTANGGE AU B TOCCTTT T O AGASCTRCT

GLBRGA G SR AGR B AGRCCTOTOT TR SGAT G T UAC T UL GGG T RS AGACCTOTGE T AC RGOS

WCAGBGTTG

P RCRGCCT GRS TCATTETCCCCT AT T CT TG T G AT ARG A o T G T AL AT 355G TG TCAT O T T TTTTTT

T T T T T T T T T T T T T T T TG e A T ARG TG A A T A GCC A A S T T A TG TAC U TCAGTC T T T AG T TTOC ARG SN OT

RO TG T R AT A s T ST R YT TR R A AT A R T Gt A A G T TG A E R A TS T T TGO TS TT AT GAS R GEGOEEES

GAGRGOEAEGEALR A LR CE BB CEAR A CA OO CER A AR A Lo T TG GCT 30 CAGSCETSATTGCAETGTCTECAS

GCCCRGTTCRTGRGAG?CA?AGRCASGAAG&CC"CCGHQ&SGTC&}GGATAGCATGGTCTHCGTATCGHGACTCCEGCCA

GGGCTACGGTCCC&AGATCCTRG:lillub&ll}lGGGLilIuhlI:l|GEGAU&GGGTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTG
TCCTGGA%CTCGC?CTGTEGACCQGGCTSGCCTCQQ&CTTA&QGATCTGCC?GACTQTGCCTTTGAGGGCTGGGRCGAAT
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BT R GA G AT T RS GCCTGC TR o T TEAGE L TG T TETT GG T TGS ACC T L A R T O TGO U OO ARG G TR T O B AT RS,
CATGACTTT GAGCL A TCTCCAGAGAAGGREGTGA AR AT TG TGGCTo O AGTCSATTGEGACACESTO T T TTTETETE
GGTP&CACATGGTGRCECRTAGCRTTG!ACTCTCCACTCTG&GGGTGGGTTTCCCTCCCCCTGCCTCTTCTGGGTTGGTC
AOCCCATAGGA L AGCCRCPGGACE S TC LT AGCACCT AT GG A O T T TTGTHOS A ACE THARGER RS ASCCTTTSCS
RGATTCCTGGCT?TCCATT&GGGCTGAAAGT&CAACGGTTCTTGGTTGGCTTTGCCTCGTGTTTRTA&&ACT&GCTRCTR
TP T TCASE TSP A TACCEATGTTGTGGAIAAGCCARCOICS S3CTECCCATGASTAGGGEGTGEGSTTGGRAATCOTS
GRTAGTGTTCTRTCCRTGGAAAGTGGTGGRATAGGPATTEAGGGTGTTCCCCCCCC?CCC&ACCTCTTCCTCAGRCCCAG

CCACTTTCT AT GAC T TAT AN CATCCAGGTALBRLTTACEABTA ERBEBTGETTTCTCTTCRCALTCTTCTABIAGTCTS

AAETCTTGGCCCATACTAAGGCTCTTCTGGGCTCCAGCACTCTT&AGTTRTTTTAAGAATTCTCACTTGGCCTTTAﬁCAC
ACCCGCCACCCCC&AGTGGGTGTGGATAATGCCATGGCCAGCRGGGGGCACTGTTGAGGCGGGTGCCTTTCCRCCTTARG
TTGCTTRTRGTRTTTQAGATGCTRAATGTTTTARTCﬁAGAGAAGCACTGATCTTATAATACG&GGATR&GAGATTTTCTC
RCAGGHRRTTGTCTTTTTCATAATTCTTTTRCAGGCTTTGTCCTGATCGTRGCETAGAGAGPATAGCTGG&TATTTAACT
TGTRTTCCATTTTCCTCTGCCAGCGTTRGGTTRACTCCGTAAAAAGTCRTTCRGTGGACCGAAGAGGCTCAGASGGCAGG
GGATGGTGGGGTGA&GCAGAGCACTGTCRCCTGCCAGGCATGGGAGGTCCTGCCATCCGGGAGGAARRGGRAAGTTTAGC
CTCTRGTCTACCACCAGTGTTAACGCqCTCTAAAGTTGTAECC&E&QT&RQTGTCTTACRTTAC%AAGACGTCTGTTTTG
TGTTTCCTTTTGTGTGTTTGGGCTTTTTATGTGTGCTTTATA!CTGCTGTGGTGGTGCTGTTGTTAGTTTTGAGGTEGGA
TCTCAGGCTGGCCTTGH&CTTCTGATCGCCTGCCCCTGCCCCTGCCCCTGCCCCTGTCCCTGCCTCCHhGTGCTAGGACT
AAAAGCACATGCCACCACACCAETACRGCATTTTTCTAACATT?RAEE&TPATCRCCTAGGGGCTGGRGAGAGGGTTCC;

GCTAAGRBTGCACRCTGCTCTTGGGTAGGRCCTGAGTTT&GTTCCCAGARCCTATACTGGGTGGCTCéAGGTCCAGﬂGGR
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TG ERCCTCT S aeCTECATGA 3TATCTGCT ST TAE TACATACCOACAT ACRGATACA AU TA L DA BT AL LETHSA ST
CTTTELBAI COTCCTARBACCT .S T O TTEEAGETACRATTCTGGRAAASC TEGUETACT GTETARGTTCATCTCATSS TG
TTOTRGCT A RCOTEAGACT T ACS 35 3ACHG LA S AGEA T CAGSETSTOU THORGCTPOSGETEGAGSLAGAGIGATHAGT
ASGEEOPGCACGEEGERCTTEGIRE TERASRTTCTT T FOAGEACACT AGEGGRAGATEART ACCRGTTAT THCALODAC
T2CTSRECRECTIOAGGEAET T4 T GCTEGS T LA AL 34 FARGFCOLC RS AT AT TGO TG AT TGHCTOCAT TTGCGT AAT
ATTTTTTTRAMITGEARAGEEE LS TG TRRATERS 33T T AGRTGASTSGT THCTGTRAGC THGARCT GATGTERAGTER
AECATUT AR AT CORTO LA b L AR RS ARPGAL TGO T TR T AT AGL T RO TOT AR T RSN TN GGG A0
ATGAT RS CETT Ao TR AG TR 3T TETHG TEUE T 3A 5L TN T T T T A AR R ST TU D AT ARAGRARTEMIGERRARS

SRAGTCTCHTRGTAARGTIET A TAGRLGCERATECATHRECA

o ST AL IETGEAT S TGS TOTOTCHGORTCEE

TR SECGAGGCATCETARGRAE

SGCTOTOLTSCTGa R CTO0CATS T T TEGT L0 TE TR 33G0ALAT GGG TAGGGRGATCATARA R TUCUTCCEARTTAT
T TCALGERETITCT AT OB AT e T ST oA R bR ThTT A2 A EA LA G AGE ATTARALEACERIARDCCTATSCASETOTS
GTGETETSC AL T T ASCCRUGE 2 AT TTG0AARG0T 33200 AGAGRAT GBS AOTTTGALGSTATCTSEEGCTETACA
GCRASAECOTCATACCEA L ACCE R S AR AR A AR S o DA T TATET CACP L LA GAGTGTTTATASTOLGCGUCCTCECT
AAGAGCATHENOT BEBGFTSEG0 S TRERGGIC AG LR AT TCTMALCT ATAGT AR TAGGIATCCACTGAGACCCTERGHT
T EACTRCASCT T AR T TEAES AR T ART ALGSOTTTT STATTSAGT R A AGC ATCOATTACTURCT TRACITCARATEE
BGAAEDLGRE LA GEAAACEAT R 2 APGCTEAECCE RSHRECTERTIATATGECT A ETGRT AL SAICACCIGRUTGR
PP PO GRAGETCCRGAGTTC AL AT ICCAGC I ACCAC AT 35TEGCT TR LA TCTGT RACIAGET AT GATHCCCTCTT
CTGETETETOTSAAGACAGCT ACESTGTACTTACATE T ZATARATEE S TOT TR PARRASSD DABS BAAADRDAGCCARS,
COnAGTEY BECEGEOCCOrABTL 52 3G RGECACEL TENCASEC AL ACEAGCCATCOTSTGRALAGGCE GG FCTACS
CATGEGECCRIGEGGETACASEGE 23 TRGGCTSGTAL 3T TCRGTTTCTCTSTATACCCT T TTTCT TG TFGRCACTACTTC
ARTTRCAGATANDATARCARGT 2L ECELDATCTEGEGCTTGGICACTCTCTGETCOCTTGATTTTTCCTGTTACGTCOAG
CEGETAO0G0ARGTGTTCCALGS A CASATCOCATCAT TLASGT GOCCAGUATAR T TCCCATCAGCEGETGTTECTGTGR
GRS TT AT GO TGCTCRC AG A T LUrGaGCCCRSGAETTGOCCT O TCOCEAGTCTGGAGCAATASHERAGCTTTCTGGRT
CCRGACPEGETT A CAGT RS T TCCASAGCRGGELA AbGEPCACT GAAGHTCACHGNC B IPAEGECCARCTTCTAEC
BRCTTC AR GCTCTGATAGELGAGET BGATCACCCCTE L CANTRECCECAGCTRGTTTTGTCTGCCCORAAGGRIBLTEE.
CTTAGGEAGCAGGTATCLGAGTCCoCTTCCTEAGGEGATTTCTGTCTGCCTTGTARAGCTGTCAGAGUAGCTGCRTTGAT
GTGTEGETGACRGALGATEAAALEGAGERCCEEGGTAGATOGECACATEATEGACCGSCEACTTRCEAGTCGRGECAGGTS
GCAGAGCCTTSCAGI AGCTCTGCEGS TRGACBACACT G5 TTCATTRACCCAG T TAGCATACCACAGCGOGCTAGECGGRCE

ACAGCCTCCTTCCCAGTCTTCCTCORGGGCTEGEGRAGTCCTCERACCTTETETCTCAS T GCAGCTT CCECCAGCCOCTET

CCT T CCTTCT LU GGCATGGCCCTCCTGCTRC TG CRGSCTSAGCA,

L ATGAGTTCGARMTCCCCRGCARCCAT CTEGRARR LT R R CCTTCTARCCTCRGAGT TGRAGGEGGABAGHCAGETGGATTCTGG
GGGCTTALTGGLCAGUTAGCCRLI T ARCCT LA TGTCTURGTLRAGEGATCCT ATCTCAGHGAATAAL T TG GERAGARTGA

CTGAGAAPGACACCTCCTCAGGTC TCCCATGCRCCCACECRGRLATACGEGEGAGEEET AATGTARTARGC T RAGRANTE,
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ETEAGELRSA .:-a.“,TT‘T?TT’SC?P.HQP.‘AT&“PA'!"'TCT‘E'?‘GT"?GG;’JCZGCL’ﬂ.ﬁ,ﬁ‘.",'?rCC']'GGCC‘.-?:«GP.‘.GGP.‘,CTGL‘CTTTG
GC.‘\CP.C".Z."‘.G"'.'CT3"']".3.5‘!3TC.""C-’:.:‘.T\:\'P.GTTCCUTGG'C?."‘.;‘G.""LT'.TC.n.":P.T‘31‘,5_5.'!‘63‘3:3(:(:-'."5,6\?7CCCTCTTGCCTGGTGG
AP GCCTOTCCUACTSATTTTGARGAGARATTCAAGAEAFATIT COTTGETCRGARTTGTAGET SCTEEGUBATOTRALGC
TG-SGGTCFP.TGGGP.'I‘TCC'I‘TT:".-'-\.“,GGQP‘TCCTTCCL‘?:EGGC’I‘GGGTC;.TP.CT TCRDTAGTAGESTGCT THCACRGCRRGT
GTEARACCOTAGRTTRG A ST COOCAGA BTCTRCCUUT EA0NCUNCA s bR AGECATO T TC TSI TETRGE TGGE TEEHEE
GLOCEOACEICTTTARCTRAGRCCATTRGCT GOLAGEGATARCARLY FECCT TGO TAGRSFARTTTEETCEAGOTGRAT
TOCEACTTETETAGARGCCUCACTTATTTCCTTTGT T ARG TG RCCCACARTTTSTYT TGREEATROCTHAGHGRCUCAS

GOEACORAACA T TR AAGCCERRCTOETTTTGRET AT TTRLASRCUACAGUCTIMCTECUCT HCCUGTHRAGPGETROTGS

RGO T ST TRTCCC TGO TEACCARCGOCU I T IO U RECE TR IACTO T T CRGGT AT TESGRFGTRCCRGTMG

CAATI TG AST T LCTGAGCTTRAGAAGTCT TG ARG EATTRLCHT T 1A GCRCACTCTTTEN CCECCCCCOTITROTLL
[lstel alipipgrtte it el teleley peioteich B CETOGGAC L OO CTROTU S AG o TOCTTAT TR S TEGCATEREGCRGAST

SancTTTEEEAS

AT IR IEChACCAT APCTAGGCTBGRAS ACTEEARCoT AT ECT ACCERG THCTCCT T ITCLALCTGRCRGCATEL

OO T A UG TRNCTCATCTGCUTACTTET ZCATELTHITTTIN GTGCTHTHR ARG UCAGSGETGRCRERCC

TR AT T OO A RGEGETCATCCCRGLGCTT AGTACCUTEAENCTOOTCCTGASERALAACCAGECCATHAR

A A S AT ARG RO TCOECACCATEUS T AT SACHCCAD SIS T AU SRGAT S RAG L AGCECAT TRRTRGRGS

O AT G AN TEEC TEGEGSTEATTTTAGC ATCTTCT T AGRGAT TTOTSTEGHTSSCT AGUOTOTHOTACATCA

B LT rOCOTGOR RS AATACTAGE A AGTATTAGE ACUT S AGRAC EACETTEGEERGCTEGTREREAGT

R TG GG TGRGETCAGCOGRLGITGRCRT TARC A LGS BCATIGSCTTOT AT GATGETCCRGAGARTY

e T S A G GAC A AGG T CAGR TS TAGC TGS TRUCCAGTGGHEERARST GATATGSTEASICTERATHCCAGRT S
CORTOUET TS AT AT ETCCCACATEBCCACT R ATEAGGT B ALGARIGUICIBGCTTEARSAT GGRIRALCCERGE,

L G TCACCTSGGAGTAPEANGASCT IAGECTGEGARGC TGS T TTEA TCCAGRTGCARGGCARCCCTASG

BTaTT TS

AR O TEERGCCAGGRSGEATCICTTTAGT PO TCCTTOCCCRAGSGTETSCTCARTGAGCCLRGR

AR T AR LA AR AGGETT TG TAGGTOGCETGTSACATGAGGEECAGCTHRGTEAL A TSTCCCUTGTATGAGCR

T T TG AEGCTIGCACCCTSECCCCRSCTTTGCCTCETTCCTORGGEL ASCESA LB LT TGEAGTT

B R S T A ARG G RUATGCUT GRGGTEREEE TG OGEGTATCAL GLACGGRAC TAGCRGLES TSAATGRECTGEGETEE

L SGACBCTCCAGRAGAARTEACCTTGUTGGT CACCATTTG TG TGGSAGGAGRGCTCATTTTCCAGCTTGUCRC
CRCETGTOT O TCCTETCTCC TAGCCAGTARGEGATETGGAGE AR GGECCACCUCARAGEAGURATGCARTGCAGTCR,

Ly

CETTTIT. LGS ABGTRCTTGACCTARGEGCACTATTC TTAGARAGCCCCAL R BCT B TCCTTCCCTECEGLARACAGG

f CCCCKACHTACCRCCTCTGCAGGGGTGRGTAAATTRAGCCAGCC3CAGAAGGGfGGCRRGGCCTAC&CCTCCCCCCT
G?TGTGCCCCCCCCCCCCCCGTG!RGGTGCATCCTGGC"TCTECCCCTCTGGC;TTGGTHCTGGGRTTTTTTTTTTCCTT
TATGTCATi??GR?CCTGACACCHTGGQACTTTTGGAGGTAFACAGGHCCCRCACATGGATTRGTTAAPAGCCTCCCAT
CORTOTANSETCETGETAGGAGE TEGAGCATGTCCALEAGAGGAGGOCAGREATCAGRCCTAGRAGATATGECTGGGCAT -
CCrACCCAETOTCCTTCCCCGEAGRACAGRCTCTARSTCARATCCAGLCACCOTTGAGTRACCAGTTCRRGETRCACRGA
BLERGRGAGTCTSGTATACAGCRGETGCTRARCEARTGCT TGTGGTAGCAAPAGC TATAGGTTTTEGETCAGRACTCCGR

CCLasGTo GCK".%P.GT GAAGRGCGAAAGGCCCTCTACTCGCCACCGCUCCEOCCCoACCTSGEETCOTATARCAGATCRCTT

TCACCCTTGCGEGAGCCAGAGRGUCCTGGCATCCT ARG TAGCCCCCUCCECOCCCCCCCCRCAAGERGOCCRGCCCTGOL
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T ARG G T T T T T A ST T R CTOT S A T AN T G AGG G IR T TG BCACRUUSCCTTTGGTCETTTTOELITOT

R TGEETTCTTAT S Do A CaCo SO CT T AL R O T o T L A GO RGO TATCCTGAT T TAT TR T T R TTERD

TOCACTCOTTTCT oo AT LT CC TR ATECCGOCO o TATCOCAGTE LI TEGTA S AGGRGUT TAGR ARG IECCESAGC LIRS

p]

STGTGOCTAGRASCT AL oA HLALGISCTROGGAT S ARG ERGCT AL BT HRG R AGEATOT T TG TTAGTAGSIACARAGUTTT
FOTGOGETCCCT A AT ECUGO R e G TOE RO AT GG G TG A LT TOAAGECCATOCATCUT T ARL TACAC AR CAGT
TTGRENICAGCCTRSECT AR TR A A R CCCAAT T R A A U T L UCA AT TUTHAT T T T ST CACOTASTACCCHETETE

A RS TGGATGEE ST T T T L T CTGRRGCARC T AT T T T ARG TOT G ARG AALU AR T T T RAGT AU T L0

o

RGBSR

(3]

LR A L L T L L GG A R TR AT ST T TR T O T SR E T TOC A baG R ARG ENGES B

T TR TG T oL R G T TCCT T T A T A A T O L T S A G R T O G E B UG CAGRSCESFTTTOGE R AL AGR RG22 S

- A TSGR S G A S T T R S TGRS R S T o ST R GE A T RO PO T CT OO GO RS A TG THTA0GAG

;ACAGCT
BTGB AGCTGCRO T AL ACCCGCTT oCTGACEG ACE UL TG L GCE SR CCA R A CRG TCACCOAS T TS TE TGO TOT
ARG THOGEUC T E Ao oGl T 3T GO L R AL G A T L GGG CR G TR A LG T Re TGECRCOUEA A CES Lo CGEAT T T oS
ST A T OCCGG AT ST LG G LG L AR G TG A T GO T ST R Lo LG GGG E UG UGG UGCCSCACTOS CHCAMGS TGO
ST TGO TG CTC G T OO RS T O A S CGCCTCECCCCoT T O CACA AT U RG T UGE S C T CAAGEEL TTCEAGCLGGEE AL
GUUEEACCGCA R TOAC ARSI IGCHECCOGOUALCCRUGLA GBI RGO B S AGGOGEAGCTGGRAGILACGUCTE
CTAGE1CGAGCCCGCGCCTATGCEGCCCCCGCGCGPISCGkTTCGTTTTCPG'GTA&&GCCTGCE&-CCAGGCCQGGGGT
GO AL BT T TUCL G A CE TG T GG AT TCCCAGCUCAG TASAGRCCOUAGGTLOTTUTGUC GCTGLGE IFGEAT GREGRSS
FEFTGHGETTCCOGCGGGCCAG AR aGA AGCT T AGT CLCAGR S TCTGUCTABCCCCOSGTEGEATGRGOSTITTTO TR

T IO GG R CCT AT RACAGE ACFAGECASTETT TCCACCTT AR GGG LAGGGAG TS TGRAAUGE ARG RSO TRGGALTSS

N

TTATGEACGTACAGTALGATCTACTCCTTCCACCCA S L TG TR RAGCUTGCOTRHGCTAGATAGGGT TTLTGACCCTGACT

T5ECCACTRAGTUTCRATETTGGEL T CGTGGTTCTCTTTTSGTRCGGTCT TCT T TGTARA D TAGGGACTIZARCTCTACT

G GETTCLE MGG AT TEGGGTACCCCITETAGACTEG T GAGAGAGAGSAGARCAGGEGAGGEETTAGGGGAGREGATTSTGS

-

B ANCCGUCT A SR G AGCT ST TY T TOGRCTCCCEGLCTCGRCoGCUTCAGRGGTTTGGCT TCCCCSBCTECT T COT

CT3C0CCCCCEAASEGCAGTGTCCOECOCCCARCTGOOT TETCET B TAT 2 B A ECE AT TITCT A A A LT TTT AR SET

CoTTGERGEA P AT GG CTTGCCAETCACCTCCCATCCTTETCCOTTGUCRGRACACCACCTCOTGCCTACRCCACTS

ACACETTTCIGTLT ARG R BC A G GO TCETUG TR TG T C T TG R GACAGC AT ATCT TRCATTALAA RS ATALTACGSS

GEGGGEEGGECHGAGGECGCARGTGTTATACATATGCTEEGA R GCTETCAGGLGCCACAGTACCACCCACIATCTTTTTGT

B R TR T T TCCAGR CACCTCTTRC TTTCTGTETAGA T TTTART TG T TA AL AGGGGAGGRAGAGAGAGCGTTTOTARCEGAS

GUACETGGAGSEEC GG TAGGGEEST TGEEGUTGE TGRS TTTGGCGEACTTTCCATGTGAGAC TCATCCAC AAAGICTSE

B GGG T T I T T T T T T T P A ARG T R T N T A T T T T T T ST AT T TARG T TAT T T A TG CCARCETT TTTTTCT TS

TAGAGRQRGGCEGTGTTARTATCGCTTTGTGAAGCACAAGTGTGTGTGb1II:IJUI|Jll|Gllst|lCCCCGRCCAGA
GGCRTTGTTAﬁTA&EGPEPATGQRTC?CGAGCRGGHGQCTGTGGTCTTGTTTTGTCAACCACACECAATGTCTCGCCACT
GTCATCTC&CTCCCTTCCCTTGBTCPEPAGRCCC&&ECCTTGRCAAC&CCTCCGECTGCTCTCTGGT&GCCCTTGTGGCR
-RT&CGTGTTTCCTTTGHREAGTCACATTCATCCTTTCCTTTGCP}BﬁCTGGCTCTCRTTCCCCAECTGGGTCRTCGTCﬂT

ACCCTCQCCCCAGCCTCCCTTTRGCTGACCACTCTCCRCECTGTCfTCCAAAAGTGCACGTTTCACCGAGCCEGTTCC€T
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GOT BTN CETTSCTCOT AT THA T SO RGACCCTTCTCOCACAR RGATGT TE AT L TLCCACTLCATCARSCCCT

RGTGGCCCTGCGGCTETCCCTGTCTCTTCEGTTRGCTGRRTCTACTTGCTGACACCACETG&Al!LL[ICCLLIQILJIE
BGUTTCE TG ACTCTTGCCTGCCOCTGABLLTTCOAGERACTRTCCORAGEETCTGRETHTGTCCTLTCTCT TS TARRGCET

CRLCCEACTATTTERETTCOCAATTETEGATCTTCCCTTSTTCATTCCT TOACGSGATAGTATCTCATC T SGCCARGTCCT

TTTTACﬁCCTETAGRAGTGTAAEAGCCTTCC?AAGCAGAGGCRRTGCCTGGCTCTTCCTTC&RCATCAGGGCTCCTGCTT

TATLGGTCTGETEOGGTAGTRCAT TCAT RS A CrCA BCACTAGSAGTATGALAGUARGETHATTEGGRGTTCEAGEICHAT

CTTHGOT AT G EGGUC CTETCTCAASCTC T TCCCTCC T CCAGHS TTT TR TTT TG T T T TET T TTT TTHAT TTGRRACTG
CAACQCTT?QﬂATCCEGTCPﬁGTGCRTCTTTGCGTGEG#GGF&CTCTETCCCTP&TETPAGCTTCCRTCTTG&TTTGTGT
BTOTOCECACTRGEGETTOARCCTGERCCTTT A TACCTOCOGIGCARGUTCTCTACTECTCTASALCCAGUCCTCALTGS
CTTTCTATTTCEACTCOCA R TGALTTCCCCT A AATGAAT T AT A AT ATCATOTCT T THARMLETRCCRTTGASTSCTSCT

GOTGToCCTHTGATTCoAGATTCCAGE ARG AL TT TTCASS A ATCCRAGGORTCOTOARG LA TGTCT TAGAGCAGRAGGT
CETGOASECCT TGO EGCCCC A A G GCAGT O TRETOCEGAGGR TRAGEATGEELGCAGECTTHCAATTGAAGCTGRSA
CAGOaTBCTOAGGATTARR D ASCT TCCCUTARARCE A TTCCAAGATCAGTTCITSGTACT TOCACCTSTTCAGCTATSCR
GAGUCC AL TOOGCAT AGETOARG A OGS TTATACTET CATSTACTRACT G TGO TTCAGAGCCEGCAGAGRCARATRET
T AT T CCCAGEGGRCAGTRAT TCCAGARAGS LA AT AGRAAGAGAITSCTGCTAGAGGCTUCTRARGEAGRAGES
ATCOCAGATTCTCTALGAREGECTCCRCTCACRTAARGACKCAGRCTSAGURIEGCTHACCETAGATACASHERGCCCE,
TCC&CCATCCTTTRGCATGCCCTTGTETTCCE&TCACATGCCAGGGATGAGGGGCATCRG&GRGTCCHAGTGRTGCCCRA
AOCChAACACRCCTAGGRCTTGCT T TCTGEGACAGICAGATGLAGGAGAGACTAGSTTGECCTGTHATCCCATTACCACR
GETCASETTASAGTTTATTTATGGAALGTTATETTCTACCTCCATGGGGTCTRCARGGLTGECGUCCATCAGARRGRACE
ARCEACESSCTHATCTGGGAGEEETAGTACTCTAT SGCAGSGAGCACSTOTEUTTGGGGTACAGCCAGACHCGSGGCTTG
TAT P ALTCAChGOGCT TG TATTAR T AGGCTIASAGTCALGCRGATAGEGEGRCAGREGGARACRCACACACACACRLACE
CAChCRNPL e ACACRCRCECETGCECACECCACTCACTTCTCACTCGERGAGCCCCTACTTACATTCTAAGERCARICT
TTGTTGCEGGGAAGACAGAGGGGTCTGCAGAGGCTTCCTGGGTGA;CCAGAGCCACRGECACTGE&ATCTGGTGCTGRGA

COTGTATALRCCCTCTTCCACAGETTCCCTGARAGEAGCCCREATTCCCCARLCCTETCTCCTGACCACTGAGGATGAGS.

GCRCTTBSGCCTTCCCCATTCTTGGAGTGCACCCTGSTT TCCCCATCTEAGGSCRACATGRIGTCTCAGSTCTTGGGARRG

TTCCRCERUTATTGRE EGTGTTCTTGT TT TG TT TGTGATTTARTTTAGGTGTATGRGTGCTTTTGCTTGRATATATGCCT

AT RGC AT T T ACAN G CCT GG T ECCT GGG AGATCAGEAGATGECATCAGRATACCU TGO RAACTGGACT TGCAGACASTTE
TGAGCCACTGTGTGGGTGCTAGGAHCAG&ACCTGGRTCCTtCGGAAGAGCAGACRGCCRGCGCTCTTRGCCACTHAGCCA
TCRCTGAGGTTCTTTCTETGECTAALGAGRACAGGAGRCAARGEAGAGTTTCTTTTAGTCAATAGGRC CATGAATGTTCCT
CGTARCGTGAGACTAGHGCRGGETGATCOCCOAGTGRCACCGATGGCCCTGTOTASTTATTAGCAGCTCTAGTCTTATTC
CTTAATEAGTCCC&GTTTGGGGCAGGAGRTATGTATTCCCTGQTTTGAA&TGGCTG&GGTCCAGTTATCTACTTCC&“GT
ACTTGTTTCTCTITCTGGAGT T GRGEALGCTCCCTSCCTGCCTSTAA A TGTOTCCATTCTTCRAACCTTAGACRAAGATCRC

TTTCCCTGAGCAGTCAGGCChGTCCAARGCCCTTCAATTT&GCTTTCﬁTAAGGQACHCCCCTfTTGTTGGG?GGRGGTAG
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o T TG T T AR T R G A T T AR G A A GGG AG . A ST RGAT T T T AT T SRS CA GO TS T TACGSAST

TREFACT R R ARG TCGEGRE AGCAGGTCTCTCTCTGTT TET AT CCGGERTACALCCASAACTAGA TG TAT2SASGATSHC

5 CTGCAGS

TR TG TG TR AG T TE A T T GGG TeGO TG AT TG TTASAT OGS TGO Tand T TGE T TACGE
A A G AT A TG TGE TS AT R G A B C G AGHR RS T T TGCRCAGEAC AL TACT TG TG T AL TG AT TGCESSTATROGLE
TT ARG TR eAG T T GO R R T GGG T GRS TG T A G T G T AGH T A GGG T U T LA T AT O TC TGO T o TAG TR

TG T T e R T A TR TA TG G AR CCTGEC T TT T T T AT G T oG T T U T S 35 CTTTS LM I CAG A TOTAS

S FCRETOGRTTO A TG CTGCT TCATOT COCCAGECCOTOEaRTTCT AT T TTET AT T A A AT AT TTCTATT 255 TCh

ECTCCTSCCrCTGCRCTCRGC R GTTCTTESSCCTECTGAGASTCARGTSEERAG TRAGAGCRAGCOCTCGASECSCCATS
BGCRLAGCAGAGEACABEGA LA ToM N L b CTTEG6 AT TOGAACUT OGS T A TGRS GAT RS ASA LGOS TC G S0 GE0
ATGAACCEGAT BT SAGICAGSAALGGT AGGGCCCTSCATACA TG L AT TEETST AT AT TATCTGUETEGGGTTT
GCATTHCAATGSOTCTTCABCAGE T TUACCACACT G AR A ACAGH MACEA 3 A AG A S b STAGETEGTETTS 52 TCASGE
TESTOTCAGTCATSCCTSRAGRAR TGGRAGLART T CRAT GO G LR T T AGGE TETTAGETOCCTGEA S S AGGCAR
BRSO TeGGCTGTREECACTGAAGOEAGCT T TEAATGA TG TCACA T TUTC TS TATGC T F A4S  AGUGCAGT A TTSGAGACT
GEGACTTSACTTETGTGTCCATATOATT COTCCTTTTCCTACAGTCATCTGOGHCTCATSAGCTTCAT CaTTETECARGA
ACCTUEAGCTOGLAGTEGGCAICTECAGTGATAGATS TETGCARAGA S BEATOTGA AL L GEGFGRGEAASATIAAGEACCE
AGasGECCAcc;ACCTcTGCTGCCTGACAAAGCTGCAGGACCAGTCTCTCCTACAGATGGGAGACAGAGC_;gsaegTGA
AT BGTCAGSGEEGGAGTCASAGRARGGAGAGEETGAGGCAGAGAC A S AEAGS6E Lo ECTTGTGCTCTAC SCTACTG
RCTGAGTRCCAGCTGCGTIGCAGACAGCCAL TGCCARGECTCGRCT AT CATGHEACCTCETE6GACTCCTESCCCAGTS

CTHACACRGGEEASTGCTGARTGETGCATGETTTGGATATGATCTGR AT S TEGTCCAGCCCT G TTTCCT T ASTTGOT

GEGATARAGCACCC TR O R A CTACTT T TT TG T TIG T T TG T T T TGS T T T oo TTT TS T T TGS T T T TTCG2 G 30 GEGTT
TCTCTGTRTCECCCTAGCTGTCCTGGRACTCACTCTGTAGRCCRGGCTGGCCTCG&QCTCRGAEETCCCCCT?CCTCTGC

CTCCTAESTGCTOGAATTARRGGCET GCGECATCACTECCEGCCER AR GCTACTTTALG AEAGASAGAGGEATITATALG

MR ECARCCTETTCTRCGARAT CTCT CATGGACTCCCTTCCCCR AT AR T TCT DARCTETETCAAATCTACAGLIATRGTG
ACAETCACEGTCTCTRRCCTTTTGOGCATGAGTCTGANGTCTCATTGC TR A TACTGGEAAGATGAPALCTTTECCTAGT
GTCPGCATTTGEAGCAGRGCCTTTGGGAT TTGAGATGETCTTT TGCARAGSTCCTAATGECTACETGSAGRIEGEGEECT
ToUGAGRGACCCET AR CTT T TG T GCC P TAT ST CACCTGACCTH o T CoT T GGGARGTTCTASCARGARGACETTCOD
"=TCP“CCFCCECCTTGCFCCTCCEGé:'T"GhbtuéﬁéprﬁﬁﬂTTTQTTGTfRCTGRCGTCE&EGCRCRGTCGGTt
TGGETTGTATCRC TS TCRATGERRARCAGACT TGCCTGGRTEGAT A ECTTGTACATTECA TAATGTCTAGA B TGARDAG
TCCTATAGRGAAAAAGAA&&TTRGCTGGCAC%CRGQTAGAGGCCCTGGRGGAGGCTGGGTTTGTCCTCCCCGAGGRGGTG
GCGAGTARGGTGTARATGT TCATGGATGT APATGGGCCCATATRTGAGGG TCTGEGSTARCRAGARGGCCTSTEAATATAS

ABGCACTRIE GG TR TG T T AS TUT GG GAAGETC RCT RCAGAGAGT TCTCCEACTCHGT GCCCATACACA CACACACACA

CACACACACACRCACACRCACACACRCACACCRCHAAGAAAAAAAGGAAGAAAAATCTGAGHGCAAGTRCAGTACTTAAA
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RTTGTGTGETTBTGTGTGTGACTCTGATGTCACRTGCTCATCTTGCCCTRTGAGTTGPPAEC,HﬁﬁTGGCCCCTSEGAGG

CETBRCAL

ECTETTEGCTETSTEOTCACST T TTTCT TABAGUGTCTGTCTGGTTTSCTGC T EGCATCESRCAGATT

TOCAGCAGE T LCE T ATECTCAGC OO TGARAGTCCT TCTAGGUTECRTGTCTCTYTCAGARTTTCAGRSAGTCATCT S50

TCCAGGACCECCTGCACTCTCCCTCTGCCGCGAGGCTGCAGHCTCTRGGCTGGGGT&GAAGCAPCGCTTACCTCTGGG'C
EAGTATE ATTRECTTTTCTTTCCCTCTETRGRCTCORMCCTSGACAT AR LA TAGATGCAEGUTSTGTARTARATATT

TCeTOCOGT o e TTAGTTCTCAR AR TARCTACT CTRAGAGUACT TAT TRATRAGGTGGUTTAGACATASLGOTTTERCTS

ATTCCCLL TGS T TTACTTCTTTAACTCTTTCAR AU RTTCTETGTCTTCCACATGITTAGTTALCTOTCCY TSUAY
CoTERT TG T T T o T TeC T TUGAGT CGCCCTCRG TG T T T ASGTHATHC T TATAAGRTATTOTTTUT ACRARRLT SAGAG

TGUTGOCLCT CTOOERAT TCAR B GICAGCOTGRTCTACALAGCAAGCTCCASGATATCCAGIHIAATET IHGGAL LRI

=5

TTCTOALBCLTE L E S LGRGGTTCEST TG TCAGEAGHRASACCCATGRT TRAGARGTCTAGRIRAGOCATZETERTHTATE

COTTToAPCo 2 3o AT TAGGRGGCAI G AR GETGAAACTCTTTGECTTTGRIACCAGCTAGITTACRTAGTHATACCC

FTHTGTG TS TG TOTe T TG TA TG TG TG A TETETOT AE TT TRAAAAGTCTARALATECATTCTYTT AR R

TGCTTREST

TETGTATHEATETTTGCCTOCR A TATETATGTATSTATARTATACCATGTGTOTETCTGSTGCTHASAGHACTAGIIATRG

LoTCoCTAGAE S TEGEG T TG A CEETTGTSRCACTCOCCAACCCCTCACTATETGHETOCTTGEAGCTRARCT ZETET
COTTTETEL LS AGCEGE TR TCTRTIAMCCCTGAACCATCTCTCCASTCTCCAGATGTHF AT TCTCAAAGAGGASTTOTT
CETRTTTCCOT A AC TG RCARTCCTT ATCAGTGAGCATCCTCHAGTCRACCAP ALGSTALTGLEALCCOTCTTAGHRARCAT
TCACTATTC S TTCTACT TGGCTCAT SAALCT TARGT ACACACACRCALCRCRIACRCACACLCEGAITIETACACTCR
CoAREGCATECETETACACCATTCT TATTAGACTATGCTTTSC TR A AEGRCTTTCCTAGRTACTTTARLBCATCAITTCT
GCoTTTTGOT AGGU ARG TTCCARAGETTGE TACTGHCGTECT 3G CTGARCEAGGTASREATCTRGAARTCRCARCAGS
TCAGRRGGGUCECCCTRTACELGESRGRETTCCACECCTTCCRGGARCACTGASCRAGGGGGCTGGGRCCTTOCCTCTIRS

COCBAGRARCTASTGCGTTTCCTSTATGCATGCCTCTCAGRGATTCCAT ARGATCTGCCTTCTSCCATARGATCTCCTEE

DT CCAGACERGCCTASGGRRAGTTGAGRGEC T ECCTGASTCTCTCCCRCAGGLCCCTTCTTOCCTGGCAGTATTTTTTTR

ELCTGRTCTEGGEEGUTOSCTCAGIESTTRAGAGT TCTLGCTGCCCTTGLTTCRAGATCT TGO TTTGATTCCCAGCROCCA

CARTGATGGCTTTCAACTGTATCTCTSCTTCCAGGGGATCCAACRGCOTCTTCTGRCCTCCATAGRCARGACCTAGTCCTC

TGCARGAGCLCCARATGCTCTTATCTGTTGATCCATCTCTCTAGCCTCATGCCAGETCATTTAAR AL TACTEGRCACTGT

COCETTTTACHRAGA TGTCACTGCCCAGTCATTTGCCATGAGTGGATAT TTCGRTTCTTTCTATGTTCTCACCCTTICAS,
TTTETALGALELCETATCTGCATTTGTCTCCTGAGRGAACARAGEETGGEGGGCTACTGAGRTGGCTCTRAGGGETARRESET
GCTTGCCRCAA R e TCTGRCARCTTALGTTTEGTCT TGGAAT CCRCATGETECAGAGRGAGIAGAGRATTCCCGTARGTTGT

COTCARBCTTCOCACRCATGTGCTGTGGCTTATSTGTALCCCCANTARGTAB RGRTAGTTT TABACACT RO TEAGETAL

GETTTCTTCRTGACCCCAAGEA R TGRTGCCCCTEATAGAGCTTRATGCTGRAECCCCATCTUCATTGTGCCRTCTGGRARG
AGACRATTGCATCCCGGEAACAGARTCTTCRTGAATGGHTTPATGRGCTATTRAGPAAGTGGCTTEGTTATTGCAC&TGC

TGGCGECSTEATEACCTCCRCCRTGATGT TR TCCAGCETGARGGTCCTCACCAGARGTCRTECARBTCTTCT TAGECTTC

ﬁGTTCTARTRCERARCCRCTTCCCTTCCCTGTTCAAACCACAGTGCCCTATTATC+&APAGATRAACTTCAAGCC&AGCT

TTTAGGTTGCCAGTATTTATGTARCAACAAGGCCCETTGRCACACATCTGTARCTCCTRGTACTGEGGCCTCAGRGETAGE,
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A AGETRG R ACCCT GG T TR R R T TUCAGSTT o S TRAGAR LY ST I T T TR AL S st A AT A TGHTGLGTHACTIGRGS
AGGATATCTRATAT TGACT IO Ga T ALCRCRECE R T AT o TE TGO AT o G TESTTGCARSCCTTTTGCACT ARG TT TS
GECAGRGTCAGRATTTSCR AR TG T T TS TeRAC T EA TECACGTO T TGO TS TG T CTACE B EGTCACTCTCOT TCT 2SS
CTAGCAGC A LT T TCHEU R I T TC AT TS SO CTT TGO AGATT T AT C B Go3GRTGGOGEGAGIRES BTN ITS
ST RAGEAL S ARG CCTATSG T TE T T T AT TCAGGAC A T TAT TGRS GG A L GATGACAGA T EBCTOPATCALTTEGIT R,

CRGTCEGRTATTRCGGTOT TAGGT TATT TCTO TR T O T 3o AGR A A A AL T A TG ACANS G A BT L BTGB TET N

TTTTTCATT CAGG RO T AT TCU R T RETAL PR - AT T OCCT OGRS AL SRR AC ARG COGUT OO T SAGT G

TR TG T o T ST e T T O T A e T o T O T G A T T oo T ST T T o TS T T T OO T TOU TP TR TSRS0I TAGTY

AT O T GT O T AT O A G A S L GG T RGO A RGO T 3 T T O T A S L T G aOna A R GG AGEG A AGC TS TOSG T A
'

CTEACTTTTTCNCCTT T T T T T TS T TAGARNCCEF T T O TP TAoEE AT T T B TR aTaT So T e T
ETTCA T GGG T T AT oA O S CTe TR T T G TRAGT LR s S TCAR ATT TR A MGESEACSTTTTTCT ~

s R T T GG T G ACC AT T SO G R LA TG L AR T R R R A T eOCRG T T A A S TTACA TGO TCTCT U C RS CoCaGaTSICT

TTTCCTTTCUSA8 AG4EA0CCCGRLIRTAR A RCGAL ST TGO AT T T S2 TS ATGGTGT BOGCCaEGT GADToTTTES -,
ETGTCATCCETACCTRGIATAGGE A A SGCTCT ToAE AR AS TR TOTAG T T T e CTTCAGGRR B AG ETTCoACTTACEST

TTAGTTAGCTT oo ACCTSGTCCC T T AT CCaCTGT CT oy G CC R T A S T o T o AT COA TOUSGTT T CCGLUCTCATCC RS
TToCCCTT T T AGT T CTAGA A G A S A CCGT A G T T TRGC AGR TG CAT TSOGTCACTCCOCTACOACT ST TROCA T
GOCR A GG TG T oL T T TR A T R T GG T TGA G T TOCGEG AT CT TG TTGO T A TAT GO TTIUTSOAR L PCS

TRAGERACTRRAGTTC A TTCCC RS C M TEGATGT AT T TCCASC A TR A AGICAGRGASUAGEG AT TTTARASCTCDT

GOCCAGRCAGCCCAGCCTA T TAGT 2 A TC RS TGAGE SACCCTGTO TU A GA A A0 ARG A PGGRARCATCAL AECETORBITTS
TTETCTCCACACACACRRRT o Ch AT R TGCACATAC AT OO B CACACAGE CAL A ACATGCACACACCTIBBCRICTTCOS,

CroATACATACATALAL R AATAD AT PACACACATECETACATACACCAACATTCCCTCTCCTTASTCTCLTEGCTAS

GCTCTTGTCACCCLCACTAAGGCT TCAACTTCT TCT AT TT o TTCATCT TS ECTCCTCTGTRAC T T TGCETSCOTTTTCCAS

CHA LGP T TTT A A TCTCCGTC R T T AT AL R T CTCT AR B T T T T T CC TG CIe TT T TCTT TOTOTOTAGGGE
GATpﬁhGACﬁCACAC?hCAAAGTCACCGTGGGACCAGTTTATTCACCCRCCCRCCC&TGCTTCTGTTCATCCGSCCEGCT
BAGTACTCC AR O e TCT G T G T G A CCC TSR LT GG TTCACCAC A GO TCCTECA TGO TR COEGOUeT ST EE O
TTCAGCCTRGCCTCTGGTTCTCCAACCAGCACAGGCCCAGTCTGGCTTCTATGT&CTAGRAATCTCCTTCATTCTC?CCA
TTTCCCTCUT AR T T 8 A T T T T TCT o e T T T e TG ACC T T AR T ST CT TG TCARACGA T TACLAGGRAGCCAES
TGAAETTAGCAGTTTGEEETACCTCESAGTCAGCAGSGEAGCTGGGATGAATTCACATTTCCAGGCCTTTGCTTTGCTSC
CCGGATTCTGACAGSCAETTCCGARG T TERGTCCAEGEAGCTGRAAT T TALA R TEACACTCCAGCTGEGT TCTGAGGLAGE
CCTACCRCATCRGCTGGCCCTGACTG&GCTGTGTCTGGGTGGCAGTGGTGC?GG?GGTGCTGGTGGTGCTGGTGGT GTo
GTGGTGETGOTGOTGGTES TG TGRT RGTRTAT AT RT3 TR T T T TCT G T T Y TAC A A RN Am T T T T A mramme T2 ne 3o
GACAPRTCTGCCTCATATAGGCAGE R AGATCACTTATSCCTATATAASATAT AR RGATGRCTTTATGOCACTTATTAGOE
ATAGTTACTGTCRR bAGT AT TCT AT TTATACACCCTTATACATGGTAT TG T T TTGTTGGAGRCTCTABLATCCAGATT
ATGTATTTAAAARL RS AT TCCCCAGTCCTTARPAGSTRARGER PGGACCCAGRTAGARGSTCACGGCACRRGTATGEAST
CGGQ&TGTGGAGTCCTGCCAATGGTCTGGPLPEPAGCR:CCPﬁ?GPﬁGGTCCP&SECE&PTGQCTCGECTCCTPPEG?&E

ACTGEGCAGCCET GATGAGETACCAGRGAT TG TARGTGEAGGARTACAGGATCAGACCCATGGAGEGGCT TAMLGCETGA
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AT RGO s SO CTCOGOTERSGGGCTUC A GO THEOCGCUCE AGGTGCTGCARTEOREGCUACATGAGASSTGATGTETTG

SASTCRACC T GGG TRCCRTTOTTTAGGRAGHRTEEGGETT TG TG T3 TEEEGACAGSCRAGLUTCRRGGRATSSTTTTCAACE

LToRTTGRET R ESTTROARCTRIAACAGGHOTCATCACACTERCTCCCATAGCTCTAGGGTTTSCCAGCTTCCRCATCTGCD

1

oA CCCETGTCTORCACCARECTCARGCTCTETERTTCTACACATCC A ALGAGERAGRSTAGCCTACTGOGGCATGIC
LTTeTTE TSGR ATCAGE TOAGASTSTGEL ARG CICTAGHCTCOTHT CCAGHB THCEGGSCTECCAGRTAGGRATGLTC
LGCTRTOT L CTGAGC TSGR CTATTTTREGGARTRAAGIETTAT GCUCECCCHGRGTTGOULLECACCOTERCAGCUTHTOL

TTaCGTE LS A ST GCT T TG T T TAT O TAS B AR EGASCCH PSR ALCCACCCRCAGHATAEGTATSTATGUATCTGT

TTEASA EGSETTTCTCTGTGTAGTCC TGS U TG TCOTSGAACT AL TT TR TAGRCCAGHU TR CTOGRACTCAGEEETC

CTAGGETTA GG T GTE TGO AL C LG GG T R L T T T T B TG TG AT CCRE TS TTo R AR TTTC RGO

BCECUCATSTCCATTAGHGATTAGCTGCTETCTTCTEASCTRCCTGGTACERTCTTTATCUCCT GGGECCTRGECTLCTS

BT TR T TC GGG T AT B ST TCC TGO C L GRTC R A GTCCAGTTCC T GGHGCCTHRAACA RS TUCAGTICCT

AGTTCRETTEG CTC R T TGO T o T GG TS TTCTT R T TAC A ST T TCOCO T TR T T GG ACT TG T TS TTTCT T TR

CTCAAGTTET I TGCCACRGTCCCT A8 GCCACCTOTGTARGACEACTA L GRTAATACTTCOCTU AR S COGRARGTCOTS

LRTCACCACACCCTCTRGEGGTGTRTGACACATGTTCATGCETGTSGTTGCGCTTACSTALGTSTGE

Sequenz ID Nr. 18: Human-BEER-Genomsequenz (Dieses Gen besitzt zwei

an den Positionen 161-427 and 3186-5219)

tagaggagaa gtctttgggg agggtttgct ctgagcacac

ctgagggaaa catgggacca
agaggggcrt taaaaaggcg
ggtggcgtge cctbectcotgy
cctgotggta cacacageoct
tgatgccacqg gaaatcatcc

gaacaacaag accatgaacc

gaccaaaggt atggggtgga

gooctgooce

accgtgtete

ctggtaccat

tcocgtgtagt

ccgagctegg

gggcgyagaa

ggagagaatt

agccegtoct
ggctggagac
gcagecrecesa
ggagggccag
agagracccee
cggagggcgy

cttagtazaa
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cocotttbeect

cattggctgg

cagagcotgt

ctggccetgt

gggtgycagg

gagcoccuecac

ccteccccace

gatcctgggg

coctecgggg
catgaagcag
gcractggaa
gtctogtenyg
cg;tcaagaa
cggagcrgga

acccctttga

aggtrttaga

Exons

60

120
180
240
300
360
420

480



aacccectcet

ccagcactygg

gccttcaaat

gaggacgctg

aaaagaaaag

caccactggg
caccggacac
cccaggaggt
ggtagtgaga
Lgcggggggag
ccecctgcagt
cccecggcac
agcagcaccc
crtgocreac
acagagaagc
aggeggcaga

tgttgggact

tgggaggctt
tcgaggaaca
tcaggegcag
gggtggrgag
gFFtcaééga
aagggaacaa
cctatgetgy
gaacccocecag
agagctgagg

tgrgggggac

gtgcatrtgece

agrtttageco

tctgtgcaygg

tccaggggag

ccaggtgaca

clydaaaityay

gaagtccact

atggggtgct
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ggaagactgg

grcttgeceyg

aggcatgagg

ggtatggcat

atcrectccee

ggtaagggag

tggtggcegte

ctcgaagggg

tgtgaaccryg

agatctccac

catggccrge

cctgacatgg

agtagggaca

ggagaaggaa

gtgtgcatct

acilcagaco

gcccaggcerc

aaaaagggca

ggtagaccca
gaggrggayy
caacagacgc
cagggcatca
QggaéFatag
ccteccatce
cccecaccaca
aagaaacagg
gtrttgatcca
aaagcagtgg
ccagggagct
gtgcagcrga
tctgtcootea
gaggaaccct
gygctcrataa
aagagcrtec

ctggacceca

actgcatggy
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gtgaagattg

aagaatggct

tggtgagagc

gaacaggctc

gagccacgtce

acagaacagc

cagacccaca

ttecaggeac

actgcaagat

ggaggaaggc

ggcacttgaa

gtccaggcoee

gcagccacce

.gggttcctgg

ttggcaggaa

crgtecteeg

gecetoeeeg

aggccagceca

ctggectctg
cgctggrtgca
ccagggcagg
aggggctcag
esgetacesg
acctgrgggy
tcatggaatc
tcagtaacet
agcccrggtg
cagagaggca
ggaatgggag
tggaggggag
cagtcccaac
tcaggcetge
tcctgaggee

gccattatcceg

cctcacaace

ggacceteeog

S$40

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



Lcttcaaaat
tgggecrccag
tggactccea
£ctgcagagyg
tcectgggea
aaaccagccce
tgtgcttget
tcttaagace
gggrggactg
accataggag
tctgectgec
grgcocagea
agctcagggc
cccagcccag
ggtgctggga”
ttttercogg
tgattceLter

ccacagcage

ggaggacaayg
cgactgectg
cgagaggcca
aagtgcctgg
aatgeccecccec
acagaccaga
ctrtecagagtyg
atctctcatu
gtactcacac
acatggtcaa
cagggagtrat
gagagccagg
ccctatggta
ccecccatgg
cococagggaa
ctgggcctca
caagtcgaat

tgccctgatt

ggegectece
aagggctgta
cageecectga
cctaggggcg
tgaccaca&a
aagcageeocc

ggggtgggag

ctceEcrtgtc
gacgaccagc
ggtgtgrgca
caccatgagg
tcaatgtttg
ggaaagtaac
atgctcgaac
gtggagrccg
gtattcecat
gaattceegt

tattaccttg

-112 -

cccacagete

aggaacccaa

ggaageocaca

ctattctcga

cacattccag

agacgatggc

gtggcerree

acattggaac

tattcaaaaa

ggggatcagg

cgececatcea

tggcagctga

gacagtaaaa

gcagagccrg

gagacgcage

tgataacgag

ccrtgatcace

gattaaccgec
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ccecrtctagg
acacaaaatg
tgctcaaaac
aaagccgcaa
ccctgcagag
agtggccaca
ctgtcecceo
tatccecatg
gctcccacce
ccaggeocecy
gataacacag
acctgtaggt
agcagccctee
cacreregec
ccagecttit
ggggrtggac
tcocctteag

tactoctrte

caaggtcage

tccacctege

aaagtcatga

aatgcceect

grgaggatgc

tctccococtge

tctggtrttgg

aaacctttgyg

atctaagtce

gageecaace

aacaagaaat

tttgggtcag

agetecatec

ggagccaaaa

gggcaagttc

acactgcctt

tccectegeet

tccactceect

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1930
20490
2100
2160
222?
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



gtccaccect
tgrgctgage
ataagaagac
atatgrgcca

ggeggeccat

crgcagtgag

cagggrgcgc

tgrtcagggy

gacgggccgg

ccacagacgt

ggcegtgecg

cgcgectgct

ccegergeat

agqaogecgeg

gertccacaa

cctactagag

cccacartcoe

cccaagtgygc
acrtaccctg
cccagaagag
aatggtattt

ttrgcagaca

cgatggagce

aggagagctt

caaaagcctce

tccagggcag

gtccgagtac

cagcgccaag

gcecaacgec

ccecgaccge

cgcgegoaag

ccagtcoggag

ccogeocegeg

rgrecrctge

tggaaaagga

cccaggccag

aaatgataat

tctgecattge

ggaagaagag

ctggrgtteg
tccaccaget
tggagacagg

gggtggcecag

agctgcegey
ccggtcacég
atcggecgeyg
taccgcgege
grgogecrag
ctcaaggact
YLLTygagcy
cccetoceea

gegrggetey

113/1
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atttgggaga
ggaccctgeg
aataacacat
gtgtgtaatg
egsgtas
aaccccagea
ctagagcacc
cttggcaaaa
gcgggcggcec
agctgcactt
égctggtgtg
gcaagtggtyg
agsgcgtgca
tagoctogrg
tcgggaccga
tcaaagccasa
CCQQCSQQCQ

attgtttata

31

agccagagec

gcacaagtygt

aacagccgac

gattaactcg

gaacttgcce

gccatttgge
tgggaccttc
gcagggeigg
acecctcacge
caccogcorac
ctecggcecag
gcgacctage
gct?ctgtgt
caagtgcaag
ggccg&tcgg
ccaggecgayg
ccccggeoct

tcccattgea

aggcagaagg

ggcttaaatc

gcttocager

caatgcttgg

aagatgacac

tccgagggga
ctgcaataga
ggtggagaga
gocgoctotce
gtgaccgatg
tgcggcccgy
gggeccgact
cccggtggtg
cgootoacee
ccgcagaagqg
ctggagaacy
gaacccgcge

aatgcctgca

2700
2760
2820
2880
3000
3060
3120
3180
3240

3300

3360

3420
3490
3540
3600
3660

3720



acccagggcea

cccctcagceco

cactgagcca

aggcagaaat

aaagtccagyg

cagaaagcct

gtcctgygcte

ctcaatttcc

ggcatatgat

gaaagagaga

gagttgtgat

agagtctatt

ttceccagect

catcacccac

acccgececa

tcacctteeg

gccarcacaa

cacggacaca

gg9gggctgag

cgccagetyga

cgcagccecy

ggaagcattt

gactggttaa

gaggcgtgcece

tgecactaac

actcttgtaas

tecaaggact

gaatgaatcgc

gctetetter

tatggctgac

ggctteccocceyg

tggggtagaa

acttccca@a

aagagaagtg

actcacagac

tttctgocta

accttccagg
ggggtcccac
ccectgggge
tcaccgcect
gaaagttgga
cagagcacaa
ttgeegtgea
atgagggrgg
ccagtgectt
agtcgcatcg
gacagccaaa
atatttacgyg
gatgtttggce
aaggagagygyg
gagcagcatc

azaggttcaa

114 -

ccctgaggaa

ggggcagggd

cgoctaccet

ggggtrttaa

taagatgccc

gactgggggc

acctrgaact

aggtgggaat

ttgaatgggc

attcagtgcc

gatgaaaaac

ctgacaaact

tacctccace

LtCcCcgagggtg

ccteoccoega

ggacacktggc

cagcacarct cttttgagac

gaaaacagct tctracogae
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tcccgggege
agggaattga
tgctggtece
gggagoggtg
cecttgcacct
aactgtagat
acacaattct
aggatctcga
agaggtgaga
aaggrcactt
aaacagaaaa
cctggaagaa
cctecatctc
gtgggaggga
cccatageea
¢ttgcaggee
accgecteek

cttacatgtg

cggcaaggcc
gagtcacaga
acctcagagyg
tgggagtggé
cgcrgeecat
gtggrttcota
ccttcgggac
ggagactatt
gagagagaga
ccagaattca
aaaaaagtaa
gcratgeorge
aaagaaataa
tagaaatcac
tgttttaaag
cgagggagca
gcccacecact

acggcacatc

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
438G
4440
450p
4560
4620
4680
4740

4800



ttacactaaa
tgcagagcak
tacttrctgt
tatgaaagce

aagaatgaaa

atttatgcaa
agtctgtcct
gatgtggcct
coLeggteac
ggcaattatg
atttcrcecac
ccacgectggc
tagctécccc
gettgacecee
cocetgetece
dgguttcaca

gatcectote

trotgrLLte

agaatattat

aatagctgcec

gtagtecttta

tgcaggactg

gtagrggrLt

aagttttect
tccagagtcce
cattttgtca
tagagctcea
tettectteg
ccagggcaty
ttccaaaatyg
trgoccagya
cacctoccac
ctagtetgcec
tcacctogrca
tectotgagy

catttgacag

tgggggaaaa
acccaaaaat
attgitaaaa
gtegretott

ttaaagaget

tgtagagaat

agagacatty

accacacatg

acctrggaca

aaaagtcatg

gtaataacct

crgtocteat

rcaagtgcag

tccaceaagc

atccacactte

TCLCtLccceco

ctecagcoee

tcatteatrgy
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actacaagtg
ctttttgaaa
aaaaaaagtt
tggcaattct
sagrtacacs
gacaatgtta
ttaataaaga
acgtcatttc
CaCcCLItyac
ctratcectte
cagccttgra
tgratcacte
rrrccecate
tLectactga
agcaccecca
taaccttcca
ttrogtetac

aggaccagcc

115/131

ctgtacatat
atcattteca
ttaaacagaa
tccacgtgyag
seeatereee
atattgcttt
caatgaatca
tgtcaaagtt
tgotorergy
CCcbLttccaaa
toctertage
cecrtgctcaa
tgacatggga
crcccanaatgg
ataactaatcc
gagatgtecc

accactactt

‘tggocaagtc

gctgagaaac
gacaacctct
gcacatgaca
acttgteccac
cactrasgee
atgaattaac
rgaccgaaag
gacaccgttce
rggocgctigte
cccagaccgac
agectcooocct
aagccttcca
ggcctteorct
tcatgcagat
ctcttictet
aatctceoccat

tggttcctaa

ctgettagra

4860
4920
4980
5040
sa00
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
558G
5640
5700
5760
5820

5880



ctggeataga

ccttocgaagt

agcectcctge

tagctgagrt

ggtgggatgg

cccacaaaga

ttgaattaat

ctteoccgggg

cartgagtgtc

ctgagaggca

tgtregtotyg

atcreggctt

cagagtaget

agagacggggd

gcecegecreg

ggrtggrgte

catacttggg

acatgggcaa

caacacaaag

gtggatttga

acttctctca

agcatctrca

tcaactggas

aagctgaggt

catcatcatc

grccageccc

tcagggccca

gtgcggtcca

ctttgagaca

actgcaactt

gggatracag

ttTcaccacyg

gcctcccaaa

tgaatctgag

ctcagttect

taaccaggtc

ccaagtacaa
tgcctectyyg
aagtctcgcec
gatgaagagt
agctttaéat
ccctecrgat
aagtccetga
cgaggaggcc
gaatatgaga
gtgggtgggg
gagtctager
ctgceecteece
gtgcgtgcca
ttggccagge
gtgctgggat
gagactgaag
tgcectacee

acactgtreg
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ttcaggacca
gtagaaatgt
teccccaaggt
aaccctaaag
taagtccage
gacttgtcag
taggtgtgag
tcagtgagce
gcaggtagga
acacgggete
cractgeooca
ggattcaagt
ccacgocetgg
tagtctcgaa
tacaggcgtg
caccaaggyyg
ctcacttgag

gtaccaagtyg
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gctcacagga

aggatcttca

gtcttaatag

ctactcgoca

ctaccrtggg

tccaacrtace

tgggtaccag

cctgcagaaa

aacagagaca

tgggrcaggt

ggctggagtg

gattcroeoetg

Craatctctg

ctettgacct

agccaccaca

ttaaatgtee

ctgettagaa

ttatgggaat

aacttcatct
aaagtgggce
tgetggarge
gttgcecctas
ggaacccace
aataacccac
tggcegygrce
atccatgcac
tetLecatce
ttgtgtrget
cagtgtcaca
cctcagccte
tatttttgat
caagtgatct
cceageecea
tgceccacage
ccLggrggge

ccaagatégg

53940

6000

6060

6120

£3180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960



agtaatttgc
tgttgcttag
cadagactgc

taccgagtcce

aaacctaggg

cccattacca
tttatggaaa
gaacaaacaa
tLcegggggt

gggatagaag

tctcocacac
gtacaaatca
ggaccccaaa
agagcctgea
gthC&tgFC
adcCCeygygete
ccccacceca

ctcagctatt

tctgtggagy
agattttcca
aagtgcatgg
ttgccatgtyg
tccgc;ttct
cgagggggaa
gttacaccct
cagacctagc
acagccagac
gaaataggtc
acacacacag
ggccacatte
attccotgte
gaagccacect
ccacaccoge
ceagatcaco
ttcttggaac

gggcagecet

ggatgaggyga

ggtggagaag

ctgctcatgg

caaggcaaca

gggacctgaa

aaaaacctga

acctacatgg

tgggaggggce

tcagggcertyg

cocrtLceecre

acacacacac

acacaaggacg

ttecttgaac

gcgagtaage

ccacctccca

gJattatager

ctgcceterg

gaccaacagc

-117 -

tagtggttag ggaaagcttc acaaagtggg 7020

ggggcttcta
gragaagaga
tgggggtacc
garacaggac
aggctaaatt
ggtctataag
agcattttgt
tattaatage
tetctctote
acgctcegta
gtaaaggaaa
caggcaggac
caagttcaga
ccrtgotectt
ctggggceeg
tcticteoeet

tgaggctece
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ggcagaaggc
atccaccatt
aggaattcca
gqgtcagcc;
gtaggtcggyg
cctggegeca
tgtagagggce
ctgagagtaa
tecectctete
gggytctace
agaacgregg
ttaégcaQCt
gtcacagaca
gacacagcee
cactgteoctt

tgrccaagyyg

tttgrggcty

atagcccaag
cctcaacatg
agcaatgtcc
aggecgeaac
ttagaggtta
atcagaaaag
ggggcacatg
gacagacaga
acteteocteocee
tatgctccaa
aggagccaca
9992999t gg
ccaasagctyg
tgtgctccac
cctgccécat
caggcaagag

gagatgcagg

7080
7140
7200
?26?
7320
7380
7440
7500
75610
7620
7680
7740
7800
7860
r920
7950

8040



aggcagyggga

tcgtotacac

gacccaatct

gcgrgatgge

gaggtcacga

acaaaaatta

acaggagaat

ccetecagee

actgcaggaa

cagcaccgac

aatgacgrcee

gagagacras

atgcccaatt

agcrggcagc

gagatggaag

tggtcatgec

aaggagaggyg

gactggatgce

aracccctet

ctgtaggecea

gggcagtaaa

tcacacctger

gttagagact

gcaaggcaty

ggcctgaacce

crggcaacag

gaacccagge

tcctgcagga

tgctttagag

attcatcatct

ccccracaat

gagcagctygc

gagaggggrg

agcagattta

tggggatgga

cagctgtgag

tagtcaatgce
agcgraatta
ttartatggeg
aatcccagta
ggcctggcéa
grggcatgca
caggaggcag
agcaagacrht
aatgaatgag
aaggcgagac
accgaacceg
ccttggcagg
tgrctggage
aggtaggaga
cagagcacac
aggcggaggc
gaggaagaga

ccaggcacca

-118 -

gaccatgtgc

ttaacagcere

cccatgctat

ctttgggacyg

gcatggcaaa

cctgtaatcc

aggttgcagt

catctcaaaa

gagaagagag

actgggtcat

agccctgaaa

tactgaatcc

gectaageet

gataggtacc,

acctecoccctg

aggggagatyg

gggtgatcat

ccctagetce
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ctggtitgec

ccacttctac

raagagctgc

ccaaggcggg

acccecacette

caggtactcg

gagccaagat

gaaaaaggarc

gggcrgagtce

gggtactgaa

gtgcatgecct

Lttcttacgg

crgcccacca

cataagggag

cctgacaact

gg99c99gaga

tcatccatte

gggcatgtgg

cagggtggtc

tctaaaaaat

aacttgcrgyg

tggatcacct

rtactaaaaat

ggaggctgag

tgtgccactg

accgrcaatc

accatagtgg

gggtgccctg

gttcatgggt

ctgecereca

agagggccayg

gtggdgaaaga

tcetgaggygce

ggaagtgaaa

cacttgctact

ttgtaatctt

B10OO

8180

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

B640

8700

8760

8820

8880

8940

3000

9060

9120
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ggagcctcat ggagctcaca gggagtgctg gcaaggagat ggataatgga cggataacaa 9180

ataaacattt agtacaatgt ccgggaatgg aaagbictcg aaagaaaaat aaagctggtg 5240

agcatataga cagcccCLgaa ggeggccagyg ccaggcattt ctgaggaggt ggcatttgag 9300

c 9301
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PATENTANSPRUCHE

1. lIsoliertes Nukleinsauremolekll, welches die Sequenz 1D NR. 1,5, 8, 11, 13 oder

15 oder eine komplementére Sequenz davon umfasst.

2. lIsoliertes Nukleinsauremolekil gemall Anspruch 1, wobei das Nukleinsaure-
molekiil ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz 1D NR. 2 umfasst.

3. Isoliertes Nukleinsauremolekdl gemald Anspruch 1, wobei das Nukleinsaure-
molekdll ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz 1D NR. 6 umfasst.

4. lIsoliertes Nukleinsauremolekdl gemall Anspruch 1, wobei das Nukleinsdure-
molekdl ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz D NR. 10 umfasst.

5. lIsoliertes Nukleinsauremolekil gemall Anspruch 1, wobei das Nukleinsaure-

molekil ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz 1D NR, 12 umfasst.

6. Isoliertes Nukleinsauremolekil gemall Anspruch 1, wobei das Nukleinsaure-
molekdl ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz 1D NR. 14 umfasst.

7. lIsoliertes Nukleinsauremolekll gemald Anspruch 1, wobeil das Nukleinsaure-
molekll ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz D NR. 16 umfasst.

8. Expressionsvektor, umfassend einen Promotor, welcher funktionsfahig an ein
Nukleinsauremolekll, das ein TGF-Beta-Bindungsprotein codiert, gebunden ist,
wobei das Nukleinsduremolekl! ein Nukleinsauremolekdl ist, welches die
Sequenz D NR. 1, 5, 8, 11, 13 oder 15 umfasst.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Expressionsvektor gemal Anspruch 8, wobei der Promotor aus der Gruppe
gewahit wird, die aus dem CMV |-E-Promotor, SV40-Early-Promotor und MulV
LTR besteht.

Expressionsvekior gemaR Anspruch 8, wobei der Promotor ein gewebe-

spezifischer Promotor ist.

Expressionsvekior gemal mindestens einem der Anspriche 8 bis 10, wobei das
Nukleinsauremolekll ein Protein codiert, welches das Protein der Sequenz 1D
NR. 2, 8, 10, 12, 14 oder 16 umfasst.

Verfahren zur Herstellung eines TGF-Beta-Bindungsproteins, umfassend das
Kultivieren einer Zelle, welche einen Vektor gemdR mindestens einem der
Anspruche 8 bis 11 enthall, unter Bedingungen und fur einen Zeitraum, die

ausreichend sind zur Herstellung des Proteins.

Verfahren gemall Anspruch 12, welches ferner den Schritt des Reinigens des

Proteins umfasst.

Viraler Vektor, der in der Lage ist, die Expression eines Nukieinsduremolekdils,
welches ein TGF-Beta-Bindungsprotein codiert, zu steuern, wobei das Nuklein-
sauremolekll ein Nukieinsduremoiekdl ist, welches die Sequenz 1D NR. 1, 5, 9,
11, 13 oder 15 umfasst.

Viraler Vektor geméai Anspruch 14, wobei der Veklor aus der Gruppe gewsahit
wird, die aus Herpes simplex-Virus-Vekioren, adenoviralen Vekioren,

Adenovirus-assozilerten viralen Vekioren und retroviralen Vektoren besteht.
Viraler Expressionsvekior gemanl Anspruch 14 oder 15, wobei das Nukleinsaure-

molekll ein Protein codiert, weiches das Protein der Sequenz 1D NR. 2, 6, 10,
12, 14 oder 16 umfasst.
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17.

18.

19,

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26,

Wirtszelle, welche einen Vekior gemafl mindestens einem der Anspriche 8 bis
11 und 14 bis 16 frégt.

Wirtszelle gemall Anspruch 17, wobei die Zelle aus der Gruppe gewahit wird, die
aus einer humanen felle, Hundezeile, Affenzeiie, Rallenzelle und Mauszelle
besieht.

Isoliertes Protein, welches ein TGF-Beta-Bindungsprotein der Sequenz 1D NR. 2,
8, 10, 12, 14 oder 16 umfasst.

Monoklonaler AntikGrper oder Fragment davon, der/das an einem TGF-Beta-
Bindungsprotein bindet, welches durch ein Nukleinsduremolekll! der Sequenz 1D
NR. 1, 5, 8, 11, 13 oder 15 mit einem Ka gréller oder gleich 10° M codiert ist,
und der/das nicht das Protein Dan oder das Protein Gremlin bindet.

AntikGrper oder Fragment gemaR Anspruch 20, wobei der AntikGrper oder das
Fragment ein Protein der Sequenz [D NR. 2, 6, 10, 12 oder 14 bindet.

AntikGrper oder Fragment gemafl Anspruch 20, wobei der AntikGrper oder das
Fragment ein Maus- oder Human-Antikdrper oder -fragment ist.

Antikdrperfragment gemall mindestens einem der Anspriche 20 bis 22, wobei
das Fragment aus der Gruppe gewéhlt wird, die aus F(ab')s, F(ab)., Fab’, Fab

und Fv basteht.

Antikdrper oder Fragment gemall mindestens einem der Anspruche 20 bis 23,

welches humanisiert ist.
Verwendung eines AntikGrpers oder AntikOrperfragments gemafl mindesiens
einem der Anspruche 20 bis 24 bei der Herstellung eines Medikaments zur

Steigerung der Knochenmineralisierung in einem warmbilitigen Tier.

Verwendung gemal Anspruch 25, wobei das warmblitige Tier Osteopenie hat.
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27.

28.

29.

30.

31,

32.

33.

Verwendung geméall Anspruch 26, wobei die Osteopenie durch einen
anadmischen Zustand, Slercide, Heparin, eine Knochenmarksstbrung, Skorbut,
Fehlernghrung, Calciummangel, idiopathische Osteoporose, kongenitale Osteo-
penie oder Osteoporose, Alkoholismus, chronische Lebererkrankung, Senilitat,
post-menopausalem Zustand, Oligomenorrhoe, Amenorrhoe, Schwangerschatt,
Diabetes meliitus, Hyperthyroidismus, Cushing-Erkrankung, Akromegalie, Hypo-
gonadismus, Immobilisierung oder Missbrauch, Sudeck-Dystrophie-Syndrom,
transiente regionale Osteoporose oder Osteomalazie verursacht wird.

Verwendung gemanl Anspruch 25, wobei das Tier Osteoporose hat.

Verwendung gemaR Anspruch 25, wobel das Tier Achondroplasie Dysostosis
cleidocranialis, Enchondromatose, fibrGse Dysplasie, Gaucher, hypophosphat-
mische Rachitis, Marfan, mulliple heriditére Exostose, Neurofibromatose, Osteo-
genesis imperfecta, Osteopetrose, sklerotische Osteopoikilose-Lasionen,
Frakturen, peridontale Erkrankungen, Pseudoarthrose oder pyrogene Osteo-
myelitis hat.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend einen Antikdrper oder ein
Antikdrperfragment gemall mindestens einem der Anspriche 20 bis 24 und

einen pharmazeutisch annehmbaren Trager oder Verdinnungssioff.

Verfahren zum Nachweisen eines TGF-Beta-Bindungsproteins, umfassend das
Inkubieren eines Antikdrpers oder AntikGrperfragments gemafl mindestens einem
der Anspriche 20 bis 24 unter Bedingungen und fir einen Zeitraum, der
ausreichend ist, um zu ermdglichen, dass der AntikGrper oder das Fragment an
ein TGF-Beta-Bindungsprotein bindet, und Nachweisen der Bindung.

Verfahren geméald Anspruch 31, wobei der Antikdrper an einen festen Trager

gebunden ist.

Verfahren gemall Anspruch 31 oder 32, wobei der AntikGrper markiert ist.
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34.

35.

36.

37.

38.

39.

[
h
'

Verfahren geméanl Anspruch 33, wobei der AntikGrper mit einem Marker markiert
ist, der aus der Gruppe gewahit wird, die aus Enzymen, fluoreszierenden
Proteinen und Radioisotopen beasteht.

Transgenes Tier, dessen Keimzellen und somalische Zellen ein Nukleinsdure-
molekdl, weiches ein TGH-Beta-Bindungsprotein codiert, enthalten, wobei das
Nukleinsduremolekll ein Nukieinsauremolekil ist, welches die Sequenz ID
NR.1,5,9, 11, 13 oder 15 umfasst;

wobei das Nukleins8uremolekll]l in funktionsfahiger Weise an einen Promotor
gebunden ist, der zur Expression des Gens wirksam ist, wobei das Gen in das
Tier oder einen Vorfahren des Tieres in einem embryonischen Zustand
eingefihrt wird, mit der MaRgabe, dass das Tier nicht menschlich ist.

Transgenes Tier gemal Anspruch 35, wobei das TGF-Beta-Bindungsprotein von
ginem Vekior gemafd mindestens einem der Anspriche 8 bis 11 exprimiert wird.

Transgenes Tier geméall Anspruch 35 oder 36, wobei das TGF-Beta-Bindungs-
protein das Protein der Sequenz 1D NR. 2, 6, 10, 12, 14 oder 16 umfasst.

Transgenes Knock-out-Tier, umfassend ein Tier, dessen Keimzellen und soma-
tischen Zellen eine (Zer)Stbrung bel mindestens einem Allel eines endogenen
Nukleinsduremolekils, das ein TGF-Beta-Bindungsprotein codiert, umfasst,
wobei das endogene Nukleinsduremolekil ein Nukleinsauremolekil ist, welches
die Sequenz ID NR. 1, 5, 8, 11, 13 oder 15 umfasst;

wobei die Storung die Transkription von Messenger-RNA von dem Allel im
Vergleich zu einem Tier ohne die Stérung verhindert, mit der MaRgabe, dass das

Tier nicht menschlich ist.

Transgenes Tier gemall Anspruch 38, wobei die Stérung eine Nukleinsdure-
deletion, -substitution oder -insertion ist.
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40. Transgenes Tier gemall mindestens einem der Anspriiche 36 bis 39, wobei das
Tier aus der Gruppe gewahlt ist, die aus einer Maus, einer Ratte und einem Hund
besteht.

41, Kit zum Nachweisen vom TGF-Beta-Bindungsprotein, umfassend ginen Behalter,
welcher einen AntikGrper gemafl mindestens einem der Anspruche 20 bis 24
umfasst.
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