(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 694 34 431 T2 2006.05.24

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97)EP 0 703 785 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 694 34 431.1
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US94/05083
(96) Europaisches Aktenzeichen: 94 916 690.4
(87) PCT-Veréffentlichungs-Nr.: WO 94/026298
(86) PCT-Anmeldetag: 06.05.1994
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 24.11.1994
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 03.04.1996
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 20.07.2005
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 24.05.2006

symtce: A671K 38/16 (2006.01)

A61P 21/00 (2006.01)

(30) Unionsprioritat:
59022 06.05.1993 us
209204 08.03.1994 us
(73) Patentinhaber:

Acorda Therapeutics, Inc., Hawthorne, N.Y., US

(74) Vertreter:
Vossius & Partner, 81675 Miinchen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LI, LU,
MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
SKLAR, Robert, Newton, US; MARCHIONNI, Mark,
Arlington, US; GWYNNE, |., David, Beverly, US

(54) Bezeichnung: METHODEN ZUR BEHANDLUNG VON MUSKELERKRANKUNGEN UND MUSKELSTORUNGEN

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 694 34 431 T2 2006.05.24

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine prophylaktische oder tatsachliche Behandlung von Krankheiten
und Fehlfunktionen der Muskulatur durch Verabreichung von Polypeptiden, die in Wirbeltierarten vorkommen,
wobei diese Polypeptide Wachstums-, Differenzierungs- und Uberlebensfaktoren fiir Muskelzellen sind.

[0002] Muskelgewebe regeneriert sich in erwachsenen Wirbeltieren aus Reserve-Myoblasten, die Satelliten-
zellen genannt werden. Satellitenzellen sind im ganzen Muskelgewebe verteilt und befinden sich in einem mi-
totischen Ruhezustand, solange keine Verletzung oder Krankheit vorliegt. Nach einer Muskelverletzung oder
wahrend der Genesung von einer Krankheit treten die Satellitenzellen wieder in den Zellzyklus ein, proliferieren
und 1) dringen in vorliegende Muskelfasern ein oder 2) durchlaufen eine Differenzierung zu mehrkernigen My-
otubuli, die neue Muskelfasern bilden. Die Myoblasten ergeben schlie3lich Ersatzmuskelfasern oder fusionie-
ren mit vorliegenden Muskelfasern, wodurch der Umfang der Fasern durch die Synthese von Komponenten
des kontraktilen Apparats vergréRert wird. Dieser Prozess wird z.B. durch die nahezu vollstandige Regenera-
tion verdeutlicht, die in Sdugern nach einer induzierten Muskelfaserdegeneration zustande kommt; die Mus-
kel-Vorlauferzellen proliferieren und fusionieren miteinander, wodurch die Muskelfasern regeneriert werden.

[0003] Verschiedene Wachstumsfaktoren wurden identifiziert, die die Proliferation und Differenzierung von er-
wachsenen (und embryonalen) Myoblasten in vitro regulieren. Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) ist fur
Muskelzellen mitogen und stellt einen Hemmstoff der Muskeldifferenzierung dar. Der transformierende Wachs-
tumsfaktor B (TGF) hat keine Wirkung auf die Proliferation von Myoblasten, ist jedoch ein Inhibitor der Mus-
keldifferenzierung. Fur Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren (IGFs) wurde gezeigt, dass sie sowohl die Prolife-
ration als auch die Differenzierung von Myoblasten in Nagern stimulieren. Der aus Blutplattchen Blutplattchen
stammende Wachstumsfaktor (PDGF) ist auch fir Myoblasten mitogen und stellt einen wirksamen Inhibitor der
Muskelzelldifferenzierung dar, vgl. Florini und Magri, 256: C701-C711, 1989.

[0004] In Wirbeltierarten kbnnen Faktoren, die die Proliferation und Differenzierung von Myoblasten stimulie-
ren, moglicherweise sowohl aus Muskelgewebe als auch aus Neuronen stammen. Bei Krankheiten, die das
neuromuskulare System beeintrachtigen und die neuralen Ursprungs (d.h. neurogen) sind, wird das durch den
betroffenen Nerv innervierte Muskelgewebe paralysiert und verfallt immer mehr. Wahrend einer Regeneration
und Genesung von peripheren Nerven von einer neurologischen und myopathischen Krankheit kdnnen aus
Neuronen Wachstumsfaktoren hervorgehen, welche die vorstehend beschriebene Muskelregeneration zustan-
de bringen und einen Mechanismus fiir die Genesung des Muskels von Verfall und Atrophie bereitstellen.

[0005] Eine kirzlich beschriebene Familie von Wachstumsfaktoren, die Neureguline, werden durch motori-
sche Neuronen (Marchioni et al., Nature 362: 313, 1993) und Entziindungszellen synthetisiert (Tarakhovsky et
al., Oncogene 6: 2187-2196, 1991). Die Neureguline und verwandte p185°™®2-bindende Faktoren wurden ge-
reinigt, cloniert und exprimiert (Benveniste et al., PNAS 82: 3930-3934, 1985; Kimura et al., Nature 348:
257-260, 1990; Davis und Stroobant, J. Cell Biol. 110: 1353-1360, 1990; Wen et al., Cell 69: 559, 1992; Yarden
und Ullrich, Ann. Rev. Biochem. 57: 443, 1988; Holmes et al., Science 256: 1205, 1992; Dobashi et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 88: 8582,1991; Lupu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 2287, 1992). Fir rekombinante Neure-
guline wurde gezeigt, dass sie fir periphere Glia mitogen sind (Marchionni et al., Nature 362: 313, 1993), au-
Rerdem wurde fur sie gezeigt, dass sie die Bildung der motorischen Endplatte beeinflussen (Falls et al., Cell
72: 801, 1993). Somit stellen das regenerierende Neuron und die Entziindungszellen, die mit der Genesung
von einer neurogenen Krankheit und Nervenverletzung assoziiert sind, Faktoren bereit, welche die Remyeli-
nierung von motorischen Neuronen und ihre Fahigkeit koordinieren, die geeignete Verbindung mit ihrem Ziel
zu bilden. Nachdem der Muskel wieder innerviert wurde, kann das motorische Neuron Faktoren fir den Muskel
bereitstellen, welche das Wachstum und Uberleben von Muskeln stimulieren.

[0006] Zurzeit gibt es keine geeignete Therapie, mit der die Differenzierung und das Uberleben von Muskeln
unterstutzt werden kann. Eine solche Therapie ware fiir die Behandlung von verschiedenartigen neuralen und
muskularen Krankheiten und Fehlfunktionen geeignet.

[0007] Wir haben entdeckt, dass eine gesteigerte Mitogenese, Differenzierung und ein gesteigertes Uberle-
ben von Muskelzellen unter Verwendung von Proteinen erreicht werden kénnen, die bisher als Glia-Wachs-
tumsfaktoren, Acetylcholin-Rezeptor-induzierende Aktivitat (ARIA), Hereguline, Neu-Differenzierungsfaktor
und allgemeiner als Neureguline beschrieben wurden. Wir haben entdeckt, dass diese Verbindungen in der
Lage sind, sowohl die Proliferation von Muskelzellen als auch die Differenzierung und das Uberleben von My-
otubuli zu induzieren. Diese Phanomene kénnen in Herzmuskelgewebe und in glattem Muskelgewebe und au-
Rerdem in Skelettmuskelgewebe vorkommen. Somit sind die vorstehenden Verbindungen, regulatorische Ver-
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bindungen, welche die Synthese dieser Verbindungen induzieren, und kleine Molekiile, welche diese Verbin-
dungen nachahmen, indem sie an die Rezeptoren auf dem Muskel binden oder indem sie auf andere Weise
die Systeme der zweiten Messenger stimulieren, die durch den Ligand-Rezeptor-Komplex aktiviert werden,
alle als prophylaktische und tatsachliche Therapien fir Muskelkrankheiten auerordentlich nitzlich.

[0008] Ein neuer Aspekt der Erfindung umfasst die Verwendung der vorstehend angesprochenen Proteine als
Wachstumsfaktoren fiir die Herstellung eines Medikaments zur Behandlung oder Prophylaxe einer Krankheit
oder Fehlfunktion der Muskulatur durch Steigerung von Mitogenese, Uberleben, Wachstum und Differenzie-
rung von Muskelzellen. Die Behandlung der Muskelzellen, so dass diese Effekte erreicht werden, kann erfol-
gen, indem Muskelzellen mit einem hier beschriebenen Polypeptid in Kontakt gebracht werden. Die Verwen-
dung kann bereitgestellt werden, um den Netto-Muskelverlust zu verlangsamen und aufzuhalten oder um die
Menge und Qualitat der in einem Wirbeltier vorliegenden Muskeln zu erhéhen.

[0009] Diese Faktoren kénnen verwendet werden, um die Mitogenese, die Differenzierung und das Uberleben
von Muskelzellen in einem Wirbeltier (vorzugsweise einem Sauger, starker bevorzugt einem Menschen) zu er-
reichen, indem eine wirksame Menge eines Polypeptids oder einer verwandten Verbindung verwendet wird.
Neuregulin-Effekte auf einen Muskel kdnnen z.B. erfolgen, indem eine Zunahme der Muskelleistung bewirkt
wird, indem die Synthese von bestimmten Isoformen des kontraktilen Apparats induziert wird, z.B. der langsa-
men und schnellen Isoformen der schweren Kette des Myosins; indem das Uberleben von Muskelfasern durch
die Induktion der Synthese von Schutzmolekiilen, z.B., jedoch nicht beschrankt auf Dystrophin, geférdert wird;
und/oder indem die Muskelinnervation gesteigert wird, z.B. durch Vermehren von Acetylcholin-Rezeptor-Mo-
lekilen an der motorischen Endplatte.

[0010] Der hier verwendete Begriff Muskelzelle bezieht sich auf eine beliebige Zelle, die zum Muskelgewebe
beitragt. Myoblasten, Satellitenzellen, Myotubuli und Myofibrillengewebe sind alle im Begriff ,Muskelzellen"
enthalten und kénnen alle unter Verwendung der Verfahren der Erfindung behandelt werden. Die Effekte auf
Muskelzellen kénnen innerhalb von Skelettmuskeln, Herzmuskeln oder glatten Muskeln induziert werden.

[0011] Die Mitogenese kann in Muskelzellen, umfassend Myoblasten oder Satellitenzellen des Skelettmus-
kels, glatten Muskels oder Herzmuskels induziert werden. Mitogenese bezieht sich in der Verwendung hier auf
eine beliebige Zellteilung, die im Patienten zur Produktion von neuen Muskelzellen fiihrt. Insbesondere ist Mi-
togenese in vitro als eine Zunahme des Mitose-Indexes im Vergleich zu unbehandelten Zellen von 50 %, star-
ker bevorzugt von 100 %, und am starksten bevorzugt von 300 %, definiert, wenn die Zellen einem Markie-
rungsmittel eine Zeit ausgesetzt werden, die zwei Verdopplungszeiten entspricht. Der Mitose-Index ist die
Fraktion von Zellen in Kultur, die markierte Kerne aufweisen, wenn sie in Gegenwart einer Markierungssubs-
tanz geziichtet werden, die nur wahrend der S-Phase eingebaut wird (d.h. BrdU), und die Verdopplungszeit ist
als die durchschnittliche Zeit definiert, die erforderlich ist, dass die Zellzahl in der Kultur um einen Faktor zwei
zunimmt).

[0012] Eine Wirkung auf die Mitogenese in vivo ist als eine Steigerung der Aktivierung von Satellitenzellen
definiert, die durch das Auftreten von markierten Satellitenzellen im Muskelgewebe eines Sdugers gemessen
wird, der einer Markierungssubstanz ausgesetzt wird, die nur wahrend der S-Phase eingebaut wird (d.h. BrdU).
Ein geeignetes Therapeutikum ist als eine Verbindung definiert, die bei einer in vivo-Verabreichung die Aktivie-
rung von Satellitenzellen im Vergleich zu einem Kontrollsduger um mindestens 10 %, starker bevorzugt um
mindestens 50 % und am starksten bevorzugt um mehr als 200 % steigert, wenn der Sduger einem Markie-
rungsmittel einen Zeitraum ausgesetzt wird, der groRer als 15 Minuten ist, und die Gewebe zwischen zehn
Stunden und 24 Stunden nach der Verabreichung des Mitogens in der therapeutischen Dosis getestet werden.
Andererseits kann die Aktivierung von Satellitenzellen in vivo nachgewiesen werden, indem das Auftreten des
intermediaren Filaments Vimentin durch immunologische Methoden oder RNA-Analyse-Verfahren Gberwacht
wird. Wenn Vimentin getestet wird, ist das geeignete Mitogen als eines definiert, das die Expression von nach-
weisbaren Spiegeln von Vimentin im Muskelgewebe bewirkt, wenn die therapeutisch wirksame Dosis bereit-
gestellt wird.

[0013] Myogenese bezieht sich in der Verwendung hier auf eine beliebige Fusion von Myoblasten, so dass
Myotubuli entstehen. Am starksten bevorzugt ist ein Effekt auf die Myogenese als eine Zunahme in der Fusion
von Myoblasten und das Inkrafttreten des Muskel-Differenzierungsprogramms definiert. Das geeignete myo-
gene Therapeutikum ist als ein Polypeptid definiert, das eine beliebige Zunahme des Fusions-Indexes in vitro
bewirkt. Starker bevorzugt bewirkt das Polypeptid mindestens eine 2,0-fache Zunahme, und am starksten be-
vorzugt bewirkt die Verbindung eine dreifache oder gréftere Zunahme des Fusions-Indexes im Vergleich zur
Kontrolle. Der Fusions-Index ist als die Fraktion von Kernen definiert, die in mehrkernigen Zellen in der Kultur
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im Vergleich zur Gesamtzahl der in der Kultur vorliegenden Kerne vorhanden ist. Die vorstehend angegebenen
prozentualen Anteile beziehen sich auf Zellen, die nach sechs Tagen Kontakt mit dem myogenen Polypeptid
getestet wurden, und stellen einen Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle dar. Die Myogenese kann auch
bestimmt werden, indem die Zahl von Kernen pro Bereich in Myotubuli ermittelt wird oder indem die Spiegel
eines Muskel-spezifischen Proteins durch Western-Analyse gemessen werden. Vorzugsweise bewirkt das Po-
lypeptid unter Verwendung des z.B. hier bereitgestellten Tests mindestens eine 2,0-fache Zunahme der Dichte
der Myotubuli, und am starksten bevorzugt bewirkt das Polypeptid eine dreifache oder grofiere Zunahme.

[0014] Das Muskelwachstum kann durch die Zunahme in der Fasergrée und/oder durch die Steigerung der
Zahl der Fasern erfolgen. Das Muskelwachstum kann in der Verwendung hier durch A) eine Zunahme des
Feuchtgewichts, B) eine Zunahme des Proteingehalts, C) eine Zunahme der Zahl der Muskelfasern oder D)
eine Zunahme des Durchmessers der Muskelfasern gemessen werden. Eine Zunahme des Wachstums einer
Muskelfaser kann als eine Zunahme im Durchmesser definiert sein, wobei der Durchmesser als die kleinere
Achse der Ellipse des Querschnitts definiert ist. Das geeignete Therapeutikum ist eines, welches das Feucht-
gewicht, den Proteingehalt und/oder den Durchmesser um 10 % oder mehr, stérker bevorzugt um mehr als 50
% und am starksten bevorzugt um mehr als 100 % in einem Tier steigert, dessen Muskeln vorher um mindes-
tens 10 % degeneriert waren, wobei dies im Vergleich zu einem ahnlich behandelten Kontrolltier gilt (d.h. einem
Tier mit degeneriertem Muskelgewebe, das nicht mit der Muskelwachstumsverbindung behandelt wird). Eine
Verbindung, die das Wachstum steigert, indem sie die Zahl der Muskelfasern erhoht, ist als Therapeutikum
nuatzlich, wenn sie die Zahl der Fasern in dem erkrankten Gewebe um mindestens 1 %, starker bevorzugt um
mindestens 20 %, und am starksten bevorzugt um mindestens 50 % erhéht. Diese prozentualen Anteile wer-
den mit Bezug auf den Basiswert in einem vergleichbaren unbehandelten, nicht erkrankten Sauger oder in dem
kontralateralen, nicht erkrankten Muskel bestimmt, wenn das Polypeptid verabreicht wird und lokal wirkt.

[0015] Der hier verwendete Begriff Uberleben von Muskelfasern bezieht sich auf die Prophylaxe eines Ver-
lusts von Muskelfasern, der durch Nekrose oder Apoptose deutlich wird, oder auf die Prophylaxe anderer Me-
chanismen des Muskelfaserverlusts. Das Uberleben zeigt in der Verwendung hier eine Abnahme in der Rate
des Zelltods von mindestens 10 %, starker bevorzugt von mindestens 50 % und am starksten bevorzugt von
mindestens 300 % im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle. Die Uberlebensrate kann gemessen wer-
den, indem die Zellen, die mit einem fir tote Zellen spezifischen Farbstoff angefarbt werden kénnen (z.B. Pro-
pidiumiodid), in Kultur gezahlt werden, wenn die Zellen sich acht Tage nach der Differenzierung befinden (d.h.
acht Tage nach Wechsel des Mediums von 20 % zu 0,5 % Serum).

[0016] Die Muskelregeneration bezieht sich in der Verwendung hier auf den Prozess, durch den sich neue
Muskelfasern aus Muskel-Vorlauferzellen bilden. Das geeignete Therapeutikum zur Regeneration bewirkt eine
Zunahme der Zahl neuer Fasern um mindestens 1 %, starker bevorzugt um mindestens 20 % und am starksten
bevorzugt um mindestens 50 %, wie vorstehend definiert.

[0017] Die Differenzierung von Muskelzellen bezieht sich in der Verwendung hier auf die Induktion eines Mus-
kelentwicklungs-Programms, das spezifisch die Komponenten der Muskelfaser wie den kontraktilen Apparat
(die Myofibrille) betrifft. Das flr die Differenzierung geeignete Therapeutikum erhéht die Menge einer beliebi-
gen Komponente der Muskelfasern in dem erkrankten Gewebe um mindestens 10 % oder mehr, starker be-
vorzugt um 50 % oder mehr und am starksten bevorzugt um mehr als 100 % im Vergleich zu dem gleichwerti-
gen Gewebe in einem ahnlich behandelten Kontrolltier.

[0018] Die Atrophie eines Muskels bezieht sich in der Verwendung hier auf einen signifikanten Verlust an Um-
fang der Muskelfaser. Mit einer signifikanten Atrophie ist eine Reduktion des Muskelfaser-Durchmessers in ei-
nem erkrankten, verletzten oder ungenutzten Muskelgewebe von mindestens 10 % im Vergleich zu einem nicht
erkrankten, unverletzten oder normal genutzten Gewebe gemeint.

[0019] Wir beabsichtigen die Verwendung der hier beschriebenen Polypeptide fir die Herstellung eines Me-
dikaments zur Behandlung von Krankheiten oder Fehlfunktionen. Beispiele von muskularen Fehlfunktionen,
die behandelt werden kénnen, umfassen Krankheiten und Fehlfunktionen von Skelettmuskeln, z.B. Myopathi-
en, Dystrophien, neuromuskulare Leitungsstérungen, traumatische Muskelverletzungen und Nervenverletzun-
gen. AulRerdem kénnen auch Erkrankungen des Herzmuskels, z.B. Kardiomyopathien, ischamische Schaden,
kongenitale Krankheiten und traumatische Verletzungen, ferner Krankheiten und Fehlfunktionen der glatten
Muskulatur, z.B. Arteriosklerose, Gefallverletzungen und kongenitale GefalRerkrankungen, unter Verwendung
unserer Verfahren behandelt werden. Z.B. sind die Duchenne-Muskeldystrophie, Becker-Dystrophie und My-
asthenia gravis nur drei der Krankheiten, die unter Verwendung der Verfahren der Erfindung behandelt werden
kénnen.
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[0020] Aufierdem beabsichtigen wir die Prophylaxe oder Behandlung eines Tumors, der von Muskelzellen
stammt, z.B. eines Rhabdomyosarkoms. Dies kann die Verabreichung einer wirksamen Menge einer Substanz
umfassen, die die Bindung von einem oder mehreren der hier beschriebenen Polypeptide hemmt, wodurch die
Proliferation der Zellen gehemmt wird, die am Tumor beteiligt sind.

[0021] Wir nutzen die Tatsache aus, dass die Neuregulin-Proteine durch das gleiche Gen codiert werden. Aus
diesem Gen werden verschiedene Messenger-RNA-Splei’-Varianten (und ihre resultierenden Proteine) her-
geleitet, und viele dieser Produkte zeigen die Bindung an P185°92 sowie die Aktivierung davon. Wir haben
Produkte dieses Gens eingesetzt, um die mitogene Aktivitat (vgl. die nachstehenden Beispiele 1 und 2), die
Differenzierung (Beispiele 3 und 6) und das Uberleben (Beispiele 4 und 5) von Muskelzellen zu zeigen. Wir
stellen eine Verwendung von Produkten des Neuregulin-Gens bereit (hier und in der vorstehend angegebenen
Referenzlisten beschrieben), welche die angegebenen Aktivitaten als Muskelzellmitogene, Differenzierungs-
faktoren und Uberlebensfaktoren besitzen. Am starksten bevorzugt wird das rekombinante menschliche GGF2
(rhGGF2) verwendet.

[0022] Aufierdem beabsichtigen wir die Verwendung von anderen, bisher noch nicht aus der Natur isolierten
Spleivarianten des Neuregulin-Gens. Fig. 29 zeigt die bekannten SpleiRmuster. Diese Muster stammen aus
Polymerasekettenreaktions-Experimenten (auf revers transkribierter RNA), der Analyse von cDNA-Clonen
(wie hier prasentiert) und der Analyse von veréffentlichten Sequenzen, die Neureguline codieren (Peles et al.,
Cell 69: 205, 1992; und Wen et al., Cell 69: 559, 1992). Diese Muster und weitere hier beschriebene Muster
stellen mégliche Spleifvarianten dar, die existieren. Die SpleiRvarianten werden vollstandig beschrieben in
Goodearl et al., USSN 08/036 555, angemeldet am 24. Marz 1993, hier durch Bezugnahme eingeschlossen.

[0023] Insbesondere kénnen Zellteilung, Uberleben, Differenzierung und Wachstum von Muskelzellen er-
reicht werden, indem Muskelzellen mit einem Polypeptid in Kontakt gebracht werden, das durch die Formel
WBAZCX

definiert ist, wobei WBAZCX aus den Polypeptidsegmenten zusammengesetzt ist, die in Fig. 30 dargestellt
sind (SEQ ID NO: 132, 134, 135, 137-139, 156); wobei W das Polypeptidsegment F umfasst oder fehlt; wobei
Z das Polypeptidsegment G umfasst oder fehlt; und wobei X das Polypeptidsegment C/D HKL, C/D H, C/D HL,
C/D D, C/D'HL, C/D' HKL, C/D' H, C/D' D, C/D C/D' HKL, C/D C/D'H, C/D C/D'HL, C/D C/D'D, C/D D'H, C/D
D' HL, C/D D' HKL, C/D' D' H, C/D' D' HL, C/D' D' HKL, C/D C/D' D' H, C/D C/D' D' HL oder C/D C/D' D' HKL
umfasst, und/oder indem Muskelzellen mit einem Polypeptid in Kontakt gebracht werden, das durch die Formel
YBAZCX

definiert ist, wobei YBAZCX aus den Polypeptidsegmenten zusammengesetzt ist, die in Fig. 30 dargestellt sind
(SEQ ID NO: 133-135, 156, 159); wobei Y das Polypeptidsegment E umfasst oder fehlt; wobei Z das Polypep-
tidsegment G umfasst oder fehlt; und wobei X das Polypeptidsegment C/D HKL, C/D H, C/D HL, C/D D, C/D'
HL, C/D' HKL, C/D' H, C/D' D, C/D C/D' HKL, C/D C/D'H, C/D C/D'HL, C/D C/D' D, C/D D'H, C/D D' HL, C/D
D'HKL, C/D'D'H, C/D' D' HL, C/D' D' HKL, C/D C/D' D' H, C/D C/D' D' HL oder C/D C/D' D' HKL umfasst.

[0024] Im Allgemeinen beginnt der N-Terminus der vorstehend beschriebenen Polypeptide entweder mit dem
Polypeptidsegment F oder mit dem Polypeptidsegment E. Wenn das Polypeptid F vorliegt, kann es bei der Rei-
fung des Proteins gespalten werden, so dass das reife Polypeptid erhalten wird. Wenn die Sequenz E vorliegt,
kdnnen die ersten 50 Aminosauren, die die N-terminale Signalsequenz darstellen, in den Polypeptiden fehlen.

[0025] Auflerdem beabsichtigen wir die Verwendung eines Polypeptids fir die Herstellung eines Medika-
ments zur Behandlung oder Prophylaxe einer Krankheit oder Fehlfunktion der Muskulatur durch Steigerung
von Mitogenese, Wachstum, Differenzierung oder Uberleben einer Muskelzelle, wobei das Polypeptid an Re-
zeptoren bindet und Systeme der zweiten Messenger der Muskelzelle aktiviert, wobei das Polypeptid ausge-
wahlt ist aus:

einem 35 kD Polypeptidfaktor, der aus der transformierten I-EJ-Ratten-Fibroblastenzelllinie auf die Gliazelle
isoliert wurde; oder

einem 75 kD Polypeptidfaktor, der aus der menschlichen SKBR-3-Brustzelllinie isoliert wurde; oder

einem 44 kD Polypeptidfaktor, der aus der transformierten |-EJ-Ratten-Fibroblastenzelllinie isoliert wurde; oder
einem 25 kD Polypeptidfaktor, der aus aktivierten peritonealen Makrophagen der Maus isoliert wurde; oder
einem 45 kD Polypeptidfaktor, der aus der menschlichen MDA-MB-231-Brustzelle isoliert wurde; oder

einem 7 bis 14 kD Polypeptidfaktor, der aus der menschlichen T-Zelllinie ATL-2 auf die Gliazelle isoliert wurde;
oder

einem 25 kD Polypeptidfaktor, der aus den Rindernierenzellen isoliert wurde; oder

ARIA-Polypeptid; oder

einem Polypeptid, umfassend G6FIIl; oder
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einem 42 kD ARIA-Polypeptidfaktor, der aus Gehirn isoliert wurde;

einem 46 bis 47 kD Polypeptidfaktor, der 0-2A-Glia-Vorlauferzellen stimuliert; oder

einem 43 bis 45 kD Polypeptidfaktor, GGFIIl 175, US-Patentanmeldung Seriennummer 07/931 041, einge-
reicht am 17. August 1992, hier durch Bezugnahme eingeschlossen.

[0026] Weiterhin beabsichtigen wir die Verwendung der Polypeptide EGFL1, EGFL2, EGFL3, EGFL4, EGFL5
und EGFLS6, Fig. 37 bis Fig. 42 und SEQ ID Nrn. 150 bis 155, fir die Behandlung von Muskelzellen in vivo und
in vitro.

[0027] Auflerdem ist die Verabreichung des Polypeptids GGF2, dessen Sequenz in Fig. 44 dargestellt ist, fir
die Behandlung von Muskelzellen enthalten.

[0028] Andere wichtige Aspekte unserer Beschreibung sind die Verwendung, wie vorstehend definiert, von:
a) einer Reihe von menschlichen und Rinder-Polypeptidfaktoren, die eine zellmitogene Aktivitat besitzen,
umfassend das Stimulieren der Teilung von Muskelzellen. Diese Peptidsequenzen sind in den Fig. 30, 31,
32 bzw. 33 und SEQ ID Nrn. 132-133 dargestellt.

[0029] Die Verwendung der Polypeptide bei der Herstellung eines Medikaments fir Behandlungen von Mus-
kelzellen kann auch durch die Verwendung einer DNA erreicht werden, welche die vorstehend beschriebenen
Polypeptidverbindungen in einem exprimierbaren genetischen Konstrukt codiert. Die das Polypeptid codieren-
de DNA kann an den Patienten anhand von Verfahren zur Abgabe von DNA an die Zellen verabreicht werden,
die dem Fachmann bekannt sind. Z.B. kénnen Retrovirus-Vektoren, Elektroporation oder Liposomen verwen-
det werden, um die DNA abzugeben.

[0030] Wir beabsichtigen die Verwendung der vorstehend angesprochenen Familie von Proteinen, die aus
naturlichen Quellen (Geweben oder Zelllinien) extrahiert wurden oder die durch rekombinante Verfahren her-
gestellt wurden.

[0031] Auch andere Peptide, die spezifisch an den p185°*52-Rezeptor binden, kénnen gemaR unseren An-
weisungen als Muskelzell-Mitogene verwendet werden. Ein als Kandidat geeignetes Polypeptid kann routine-
maRig auf eine p185°*82-Bindung durchgemustert werden, und, wenn es bindet, kann es anschlieBend unter
Verwendung der hier beschriebenen Verfahren auf eine gliazellmitogene Aktivitat durchgemustert werden.

[0032] AuRerdem beabsichtigen wir die Verwendung beliebiger Modifikationen oder Aquivalente der vorste-
henden Polypeptidfaktoren, die keine signifikant reduzierte Aktivitat aufweisen. Z.B. sind Modifikationen ent-
halten, bei denen der Aminosauregehalt oder die Aminosduresequenz verandert ist, ohne dass die Aktivitat
wesentlich negativ beeinflusst wird. Die hier enthaltenen Feststellungen zur Wirkung und Verwendung muissen
somit entsprechend ausgelegt werden, wobei eine solche Verwendung und Wirkung beim Einsatz von modifi-
zierten oder aquivalenten Faktoren einen Teil der Erfindung darstellen.

[0033] Die menschlichen Peptidsequenzen, die vorstehend beschrieben und in den Fig. 30, 31, 32 bzw. 33
und in den SEQ ID NOs: 132 bis 146 angegeben sind, stellen eine Reihe von SpleilRvarianten dar, die durch
den Fachmann als komplementare DNAs der vollen Lange (cDNAs) aus naturlichen Quellen (cDNA-Banken,
hergestellt aus den geeigneten Geweben) isoliert oder als DNA-Konstrukte mit einzelnen Exons (z.B. herge-
leitet als getrennte Exons) zusammengebaut werden kénnen.

[0034] Das Medikament der vorliegenden Erfindung wird hergestellt, indem das Polypeptid zusammen mit ei-
nem pharmazeutisch wirksamen Trager, gegebenenfalls zusammen mit einem vertraglichen Verdinnungsmit-
tel, Trager oder Excipiens und/oder in Einheitsdosierungsform verabreicht wird. Bei Verwendung der Faktoren
kénnen herkdbmmliche pharmazeutische oder tiermedizinische Verfahren eingesetzt werden, um geeignete
Formulierungen oder Zusammensetzungen bereitzustellen.

[0035] So kdnnen die zu verwendenden Formulierungen als parenterale Verabreichung verwendet werden,
z.B. als intravendse, subkutane, intramuskulare, intraorbitale, ophthalmische, intraventrikuare, intrakraniale,
intrakapsulére, intraspinale, intrazisternale, intraperitoneale, topische, intranasale, Aerosol-, Skarifikations-
und auch orale, bukkale, rektale oder vaginale Verabreichung.

[0036] Die Formulierungen der vorliegenden Erfindung kénnen auch durch Transplantation von Wirtszellen,

welche die DNA exprimieren, die Polypeptide codiert, die fir den Zweck wirksam sind, in den Patienten oder
durch die Verwendung von chirurgischen Implantaten verabreicht werden, welche die Formulierungen der Er-

6/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24

findung freisetzen.

[0037] Parenterale Formulierungen kénnen in Form von flissigen Losungen oder Suspensionen vorliegen;
fur eine orale Verabreichung kénnen die Formulierungen in Form von Tabletten oder Kapseln vorliegen; und
fur intranasale Formulierungen kénnen sie in Form von Pulvern, Nasentropfen oder Aerosolen vorliegen.

[0038] Verfahren zur Herstellung von Formulierungen, die dem Fachmann bekannt sind, finden sich z.B. in
-Remington's Pharmaceutical Sciences". Formulierungen fir die parenterale Verabreichung kénnen z.B. als
Excipienten steriles Wasser oder Kochsalzlésung, Polyalkylenglykole, z.B. Polyethylenglykol, Ole pflanzlichen
Ursprungs oder hydrierte Naphthaline enthalten, biologisch vertragliche, biologisch abbaubare Lactid-Polyme-
re oder Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymere eingesetzt werden, um die Freisetzung der vorliegenden
Faktoren zu steuern. Andere méglicherweise geeignete parenterale Freisetzungssysteme flir die Faktoren um-
fassen Ethylen-Vinylacetat-Copolymer-Partikel, osmotische Pumpen, implantierbare Infusionssysteme und Li-
posomen. Formulierungen fir die Inhalation kénnen als Excipienten z.B. Lactose enthalten, oder sie kdnnen
wassrige Lésungen darstellen, die z.B. Polyoxyethylen-9-laurylether, Glykocholat und Desoxycholat enthalten,
oder sie kénnen 6lige Lésungen fir die Verabreichung in Form von Nasentropfen oder als ein intranasal zu
verabreichendes Gel sein. Formulierungen fiir die parenterale Verabreichung kénnen auch fiir eine bukkale
Verabreichung Glykocholat, fiir eine rektale Verabreichung Methoxysalicylat oder fiir eine vaginale Verabrei-
chung Citronensaure enthalten.

[0039] Die vorliegenden Faktoren kdnnen als die einzigen Wirkstoffe eingesetzt werden, oder sie kénnen in
Kombination mit anderen aktiven Bestandteilen verwendet werden, z.B. anderen Wachstumsfaktoren, die das
Uberleben von Nervenzellen bei neurologischen Krankheiten verbessern kénnten, oder Peptidase- oder Pro-
tease-Inhibitoren.

[0040] Die Konzentration der vorliegenden Faktoren in den Formulierungen der Erfindung variiert abhangig
von einer Reihe von Punkten, umfassend die zu verabreichende Dosierung und die Verabreichungsroute.

[0041] Allgemein gesagt kdnnen die Faktoren in einer wassrigen physiologischen Pufferldsung bereitgestellt
werden, die firr eine parenterale Verabreichung etwa 0,1 bis 10 % (Gew./Vol.) der Verbindung enthalt. Die all-
gemeinen Dosisbereiche liegen bei etwa 1 mg/kg bis etwa 1 g/kg Kérpergewicht pro Tag; ein bevorzugter Do-
sisbereich liegt bei etwa 0,01 mg/kg bis 100 mg/kg Kérpergewicht pro Tag. Die bevorzugte Dosierung, die ver-
abreicht werden soll, hangt wahrscheinlich vom Typ und dem Ausmal} der Progression des behandelten pa-
thophysiologischen Zustands, dem Gesundheitszustand des Patienten insgesamt, der Zubereitung der Formu-
lierung und der Verabreichungsroute ab.

[0042] Obwohl dies keinen Teil der vorliegenden Erfindung darstellt, kénnen die in den Verfahren der Erfin-
dung genutzten Polypeptidfaktoren auch als Immunogene zum Herstellen von Antikérpern, z.B. monoclonalen
Antikérpern, gemaf herkdmmlichen Verfahren verwendet werden. Diese Antikdrper kdnnen ihrerseits dann fur
therapeutische oder diagnostische Zwecke eingesetzt werden. So kdnnen Zustande, die mdglicherweise mit
Muskelkrankheiten assoziiert sind, die durch abnorme Spiegel des Faktors zustande kommen, unter Verwen-
dung solcher Antikdrper behandelt werden. In vitro-Verfahren kdnnen eingesetzt werden, wobei Tests an iso-
lierten Proben unter Verwendung von Standardmethoden durchgefiihrt werden. Auflerdem kénnen bildgeben-
de Verfahren verwendet werden, bei denen die Antikdrper z.B. mit radioaktiven Isotopen markiert werden, die
aullerhalb des Kdrpers sichtbar gemacht werden kénnen, wobei auch bekannte bildgebende Verfahren zum
Tumornachweis verwendet werden kdénnen.

[0043] Die Bezeichnung ,GGF2" wird fir alle Clone verwendet, die friher mit Peptidsequenzangaben isoliert
wurden, die vom GGF-II-Protein stammten (d.h. GGF2HBS5, GGF2BPP3), und, wenn sie alleine steht (d.h.
GGF2 oder rhGGF2), um ein rekombinantes menschliches Protein zu bezeichnen, das durch Plasmide codiert
wird, die anhand von Peptidsequenzangaben isoliert wurden, die aus dem GGF-II-Protein stammten (d.h. wie
in Insektenzellen aus dem Plasmid HBS5 produziert). Rekombinanter menschlicher GGF aus dem Clon
GGFHBS5 wird mit GGF2-, hGGF2- und GGF2HBS5-Polypeptid bezeichnet.

[0044] Eine Behandlung bedeutet in der Verwendung hier eine beliebige Verabreichung der hier beschriebe-
nen Verbindungen fiir den Zweck, die Mitogenese, das Uberleben und/oder die Differenzierung von Muskel-
zellen zu steigern und/oder die Muskelatrophie und -degeneration abzuschwachen. Am starksten bevorzugt
dient die Behandlung dem Zweck, die Symptome oder die Progression einer Krankheit oder Fehlfunktion der
Muskelzellen zu reduzieren oder abzuschwachen. Der hier verwendete Begriff Behandlung bedeutet auch die
Verabreichung der Verbindungen zur Steigerung oder Anderung der Muskelzellen in gesunden Individuen. Die
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Behandlung kann auch erfolgen, indem die Muskelzellen, die gegentber den hier beschriebenen Verbindun-
gen empfindlich sind oder darauf ansprechen, mit einer wirksamen Menge der Verbindung, wie vorstehend be-
schrieben, in Kontakt gebracht werden. Inhibitoren der hier beschriebenen Verbindungen kénnen auch einge-
setzt werden, um Krankheiten mit einer Proliferation von Muskelzellen aufzuhalten oder zu verlangsamen.

[0045] Zuerst werden die Zeichnungen beschrieben.

[0046] Fig. 1 ist eine grafische Darstellung, welche die Ergebnisse von rhGGF2 in einem Myoblast-Mitoge-
nese-Test zeigt.

[0047] Fig. 2 ist eine grafische Darstellung, welche die Wirkung von rhGGF2 auf die Zahl von Kernen in My-
otubuli zeigt.

[0048] Fig. 3 ist eine grafische Darstellung eines Uberlebens-Tests, welcher die Wirkung von rhGGF2 auf das
Uberleben von differenzierten Myotubuli zeigt.

[0049] Fig. 4 ist eine grafische Darstellung von Uberlebens-Tests, welche die Wirkung von rhGGF2 auf diffe-
renzierte Myotubuli im Vergleich zu dem menschlichen aus Blutplattchen stammenden Wachstumsfaktor, dem
menschlichen Fibroblasten-Wachstumsfaktor, dem menschlichen epidermalen Wachstumsfaktor, dem
menschlichen Leukocyten-Hemmfaktor und den menschlichen Insulindhnlichen Wachstumsfaktoren | und |l
zeigen.

[0050] Fig. 5 ist eine grafische Darstellung, welche das gesteigerte Uberleben an Duchenne-Muskeldystro-
phie-Zellen in Gegenwart von rhGGF2 zeigt.

[0051] FEig. 6 ist eine grafische Darstellung der gesteigerten Expression des menschlichen Wachstumsfaktors
(hGH) in C2-Zellen aus einem hGH-Reporter-Gen unter der Kontrolle der transkriptionalen Kontrollelemente
der AChR-Delta-Untereinheit. Diese Steigerung steht in Zusammenhang mit der Zugabe von GGF2 zu den Me-
dien.

[0052] Fig.7 ist eine grafische Darstellung der gesteigerten hGH-Reporter-Synthese und Bungarotoxin
(BTX)-Bindung an AChRs, welche auf die Zugabe von steigenden Mengen von GGF2 zu C2-Zellen folgen.

[0053] Die Fig. 8, 9, Fig. 10 und Fig. 11 sind die Peptidsequenzen, hergeleitet von GGF-l und GGF-Il, SEQ
ID Nrn. 1 bis 20, 22 bis 29, 32 bis 50 und 165 (vgl. die nachstehenden Beispiele 11 bis 13).

[0054] Fig. 9, Abbildung A, stellt die Sequenzen von GGF-I-Peptiden dar, die verwendet wurden, um dege-
nerierte Oligonucleotid-Sonden zu entwerfen, wobei degenerierte PCR-Primer aufgelistet sind (SEQ ID Nrn. 1,
17 und 22 bis 29). Einige der Sequenzen in Abbildung A wurden auch verwendet, um synthetische Peptide zu
entwerten. In Abbildung B sind Sequenzen von neuen Peptiden aufgelistet, die flir den Entwurf von degene-
rierten Sonden oder degenerierten PCR-Primern zu kurz waren (weniger als sechs Aminosauren) (SEQ ID
Nrn. 17 und 32).

[0055] Fig. 11, Abbildung A, stellt eine Liste der Sequenzen von GGF-II-Peptiden dar, die zum Entwerfen von
degenerierten Oligonucleotid-Sonden und degenerierten PCR-Primern verwendet wurden (SEQ ID Nrn. 42 bis
49). Einige der Sequenzen in Abbildung A wurden zum Entwerfen von synthetischen Peptiden verwendet. In
Abbildung B ist das neue Peptid aufgelistet, das fir das Entwerfen von degenerierten Sonden oder degene-
rierten PCR-Primern (SEQ ID Nr. 50) zu kurz war (weniger als sechs Aminosauren).

[0056] Die Fig. 12, Fig. 13A, Fig. 13B, Fig. 14, Fig. 15, Fig. 16, Fig. 17, Fig. 18 und 19 betreffen das nach-
stehende Beispiel 8 und zeigen die mitogene Aktivitat der Faktoren.

[0057] Die Fig. 20, Fig. 21, 22, Fig. 23, Fig. 24, Fig. 25, Fig. 26 und 27 betreffen das nachstehende Beispiel
10 und werden nachstehend kurz beschrieben:

[0058] In Fig. 20 sind die degenerierten Oligonucleotid-Sonden (SEQ ID Nrn. 51 bis 84) aufgelistet, die aus
den neuen Peptidsequenzen in Fig. 7, Abbildung A, und Fig. 9, Abbildung A, entworfen wurden.

[0059] Fig. 21 (SEQ ID Nr. 85) zeigt einen Abschnitt der mutmallichen Rinder-GGF-II-Gensequenz aus dem
rekombinanten genomischen Rinder-Phagen GGF2BG1, enthaltend die Bindungsstelle der degenerierten Oli-
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gonucleotid-Sonden 609 und 650 (vgl. Fig. 18, SEQ ID Nrn. 66 bzw. 69). Die Figur stellt den codierenden
Strang der DNA-Sequenz und die hergeleitete Aminosauresequenz im dritten Leseraster dar. Die Sequenz von
Peptid 12 aus Faktor 2 (fett) ist Teil eines aus 66 Aminosauren bestehenden offenen Leserasters (Nucleotide
75272).

[0060] Fig. 22 stellt die degenerierten PCR-Primer (Abbildung A, SEQ ID Nrn. 86 bis 104) und die einmaligen
PCR-Primer (Abbildung B, SEQ ID Nrn. 105 bis 115) dar, die in den Experimenten zur Isolierung von Segmen-
ten der Rinder-GGF-ll-codierenden Sequenzen verwendet wurden, die in RNA aus dem Hypophysenhinterlap-
pen vorlagen.

[0061] Fig. 23 zeigt die neun einzelnen benachbarten Rinder-GGF-1I-cDNA-Strukturen und Sequenzen, die
in PCR-Amplifikationsexperimenten erhalten wurden. Die obere Linie in der Figur ist eine schematische Dar-
stellung der codierenden Sequenzen, die an den cDNA-Strukturen beteiligt sind, die charakterisiert wurden.

[0062] Fig. 24 ist eine physikalische Karte des rekombinanten Rinder-Phagen von GGF2BG1. Das Rinder-
fragment hat eine Lange von etwa 20 kb und enthalt zwei Exons (fett) des Rinder-GGF-II-Gens. Auf dieser phy-
sikalischen Karte wurden Restriktionsstellen flir die Enzyme Xbal, Spel, Ndel, EcoRlI, Kpnl und Sstl lokalisiert.
Die getonten Teile entsprechen Fragmenten, die fir die Sequenzierung subcloniert wurden.

[0063] Fig. 25 ist eine schematische Darstellung der Struktur der drei alternativen Genprodukte des mutmalf3-
lichen Rinder-GGF-II-Gens. Die Exons sind als A bis E in der Reihenfolge ihrer Entdeckung angegeben. Die
alternativen SpleiBmuster 1, 2 und 3 erzeugen drei Uberlappende hergeleitete Proteinstrukturen (GGF2BPP1,
2 und 3), die in den verschiedenen Fig. 27A, Fig. 27B und Fig. 27C angegeben sind (nachstehend beschrie-
ben).

[0064] Fig. 26 (SEQ ID Nrn. 116 bis 128) ist ein Vergleich der Sequenzen GGF-I und GGF-II, die in den her-
geleiteten Proteinsequenzen identifiziert wurden, gezeigt in den Eig. 27A, Fig. 27B, Fig. 27C (nachstehend
beschrieben), mit den neuen Peptidsequenzen, die in den Fig. 9 und Eig. 11 angegeben sind. Die Figur zeigt,
dass sechs der neun neuen GGF-lI-Peptidsequenzen in diesen hergeleiteten Proteinsequenzen zu finden
sind. AulRerdem liegen noch zwei Peptidsequenzen vor, die den GGF-I-Sequenzen ahnlich sind.

[0065] InFig. 27 (SEQ ID Nr. 129) sind die DNA-Sequenz des codierenden Strangs und die hergeleitete Ami-
nosauresequenz der cDNA angegeben, die aus dem SpleiBmuster Nr. 1 in Fig. 25 erhalten wurde. Diese par-
tielle cDNA des mutmalilichen Rinder-GGF-II-Gens codiert ein Protein mit einer Lange von 206 Aminosauren.
Die fett geschriebenen Peptide sind diejenigen, die aus den in den Fig. 9 und Eig. 11 dargestellten Listen iden-
tifiziert wurden. Mégliche Glycosylierungsstellen sind unterstrichen (zusammen mit dem Polyadenylierungssi-
gnal AATAAA).

[0066] In Fig. 27 (SEQ ID Nr. 130) sind die DNA-Sequenz des codierenden Strangs und die hergeleitete Ami-
nosauresequenz der cDNA angegeben, die aus dem SpleiBmuster Nr. 2 in Fig. 25 erhalten wurde. Diese par-
tielle cDNA des mutmalilichen Rinder-GGF-II-Gens codiert ein Protein mit einer Lange von 281 Aminosauren.
Die fett geschriebenen Peptide sind diejenigen, die aus den in den Eig. 7 und 9 dargestellten Listen identifiziert
wurden. Maogliche Glycosylierungsstellen sind unterstrichen (zusammen mit dem Polyadenylierungssignal
AATAAA).

[0067] InFig. 27 (SEQ ID Nr. 131) sind die DNA-Sequenz des codierenden Strangs und die hergeleitete Ami-
nosauresequenz der cDNA angegeben, die aus dem SpleiBmuster Nr. 3 in Fig. 25 erhalten wurde. Diese par-
tielle cDNA des mutmalilichen Rinder-GGF-II-Gens codiert ein Protein mit einer Lange von 257 Aminosauren.
Die fett geschriebenen Peptide sind diejenigen, die aus den in den Fig. 9 und Fig. 11 dargestellten Listen iden-
tifiziert wurden. Mdgliche Glycosylierungsstellen sind unterstrichen (zusammen mit dem Polyadenylierungssi-
gnal AATAAA).

[0068] Fig. 28, die sich auf das nachstehende Beispiel 16 bezieht, stellt ein Autoradiogramm einer Kreuz-Hy-
bridisierungs-Analyse von mutmaRlichen Rinder-GGF-II-Gensequenzen mit verschiedenen Sauger-DNAs auf
einem Southern-Blot dar. Das Filter enthalt verschiedene Bahnen mit der EcoRI-gespaltenen DNA (5 ug pro
Bahn) aus den in der Figur angegeben Arten. Die Sonde weist in jeder DNA-Probe eine einzelne starke Bande
nach, umfassend ein vier-Kilobasen-Fragment in der Rinder-DNA, wie aufgrund der physikalischen Karte in
Fig. 24 zu erwarten war. Auferdem werden noch Banden mit einer relativ schwachen Intensitat festgestellt,
die moglicherweise verwandte DNA-Sequenzen reprasentierten. Die stark hybridisierende Bande aus jeder
der anderen Sauger-DNA-Proben reprasentiert vermutlich das GGF-II-Homologon dieser Arten.
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[0069] Fig. 29 ist eine schematische Darstellung von reprasentativen Spleivarianten. Die codierenden Seg-
mente sind durch F, E, B, A, G, C, C/D, C/D', D, D', H, K und L dargestellt. Die Lage der Peptidsequenzen, die
von gereinigtem Protein hergeleitet wurden, sind durch ,0" bezeichnet.

[0070] In Fig. 30 (SEQ ID Nrn. 136 bis 143, 156, 157, 169 bis 178) sind die DNA-Sequenzen und vorausge-
sagten Peptidsequenzen der codierenden Segmente von GGF aufgelistet. In Zeile 1 sind die vorausgesagten
Aminosauresequenzen des Rinder-GGF angegeben, in Zeile 2 sind die Nucleotidsequenzen des Rinder-GGF
angegeben, in Zeile 3 sind die Nucleotidsequenzen des menschlichen GGF (Heregulin) angegeben (Uberein-
stimmungen in Nucleotidbasen sind durch eine senkrechte Linie bezeichnet), und in Zeile 4 sind die vorausge-
sagten Aminosauresequenzen des menschlichen GGF/Heregulin angegeben, wo Unterschiede zu der voraus-
gesagten Rindersequenz vorliegen. Die codierenden Segmente E, A' und K stellen nur die Rindersequenzen
dar. Das codierende Segment D' reprasentiert nur die menschliche (Heregulin) Sequenz.

[0071] Fig. 31 (SEQ ID Nr. 144) zeigt die vorausgesagte GGF2-Aminosauresequenz und Nucleotidsequenz
von BPP5. Die obere Zeile stellt die Nucleotidsequenz dar, und die untere Zeile gibt die vorausgesagte Ami-
nosauresequenz an.

[0072] Fig. 32 (SEQ ID Nr. 145) zeigt die vorausgesagte Aminosauresequenz und Nucleotidsequenz von
GGF2BPP2. Die obere Zeile stellt die Nucleotidsequenz dar, und die untere Zeile stellt die vorausgesagte Ami-
nosauresequenz dar.

[0073] Fig. 33 (SEQ ID Nr. 146) zeigt die vorausgesagte Aminosauresequenz und Nucleotidsequenz von
GGF2BPP4. Die obere Zeile stellt die Nucleotidsequenz dar, und die untere Zeile stellt die vorausgesagte Ami-
nosauresequenz dar.

[0074] Fig. 34 (SEQ ID Nrn. 147 bis 149) zeigt das Ausrichten von zwei GGF-Peptidsequenzen (GGF2BPP4
und GGF2BPP5) an dem menschlichen EGF (hEGF). Die Sternchen bezeichnen die Positionen von konser-
vierten Cysteinen.

[0075] Fig. 35 zeigt das Ausmal der GGF-Aktivitat (Schwann-Zellen-Mitogen-Test) und die Tyrosin-Phso-
phorylierung eines etwa 200-kD-Proteins (Intensitat einer 200-kD-Bande auf einem Autoradiogramm eines
Western-Blots, entwickelt mit einem gegen Phosphotyrosin gerichteten polyclonalen Antikérper) als Antwort
auf steigende Mengen von GGF.

[0076] In Fig. 36 sind SpleilRvarianten aufgelistet, die von den in Fig. 30 angegebenen Sequenzen hergeleitet
wurden.

[0077] Eig. 37 stellt unten die vorausgesagte Aminosauresequenz und oben die Nucleinsduresequenz von
EGFL1 (SEQ ID Nr. 150) dar.

[0078] Fig. 38 zeigt unten die vorausgesagte Aminosauresequenz und oben die Nucleinsduresequenz von
EGFL2 (SEQ ID Nr. 151).

[0079] Fig. 39 zeigt unten die vorausgesagte Aminosauresequenz und oben die Nucleinsduresequenz von
EGFL3 (SEQ ID Nr. 152).

[0080] Fig. 40 zeigt unten die vorausgesagte Aminosauresequenz und oben die Nucleinsduresequenz von
EGFL4 (SEQ ID Nr. 153).

[0081] Fig. 41 zeigt unten die vorausgesagte Aminosauresequenz und oben die Nucleinsduresequenz von
EGFL5 (SEQ ID Nr. 154).

[0082] Fig. 42 zeigt unten die vorausgesagte Aminosauresequenz und oben die Nucleinsduresequenz von
EGFL6 (SEQ ID Nr. 159).

[0083] Fig. 43 ist eine malstabsgerechte Karte des codierenden Segments des Clons. T3 bezieht sich auf
den Bakteriophagen-Promotor, der zur Herstellung von mRNA aus dem Clon verwendet wurde. R = flankieren-
de EcoRI-Restriktionsenzymstellen. 5'-UT bezieht sich auf die untranslatierte 5'-Region. E, B, A, C, C/D' und
D beziehen sich auf die codierenden Segmente. O = die Translations-Startstelle. * = die 5'-Grenze der Region,
die zum Rinder-E-Segment homolog ist (vgl. Beispiel 17), und 3'-UT bezieht sich auf die untranslatierte 3'-Re-
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gion.

[0084] Fig. 44 stellt die vorausgesagte Aminosauresequenz (Mitte) und Nucleinsduresequenz (oben) von
GGF2HBS5 (SEQ ID Nr. 21) dar. Die untere (unterbrochene) Sequenz zeigt Peptidsequenzen, die von
GGF-ll-Praparaten stammen (vgl. die Fig. 8 und 9).

[0085] Fig. 45(A) ist ein Diagramm, das die Reinigung von rGGF auf einer Kationenaustauscher-Saule pro
Fraktion zeigt; Fig. 45(B) ist ein Foto eines Western-Blots unter Verwendung der in (A) angegebenen Fraktio-
nen und eines GGFll-spezifischen Antikorpers.

[0086] In Fig. 46 ist die Sequenz der Polypeptide GGFHBS5, GGFHFB1 und GGFBPP5 (SEQ ID Nrn. 166,
167 und 168) angegeben.

[0087] Fig. 47 zeigt eine Karte des Plasmids pcDHRFpolyA.

[0088] Es ist offensichtlich, dass das Gen, welches GGF/p185°®®2-bindende Neuregulin-Proteine codiert, eine
Reihe von verschieden gespleiten RNA-Transkripten unterschiedlicher Gré3en produziert, die verschiedene
Proteine hervorbringen. Diese Proteine haben verschiedene Langen und enthalten einige gemeinsame Pep-
tidsequenzen und einige einmalige Peptidsequenzen. Die Folgerung, dass diese Faktoren durch ein einzelnes
Gen codiert werden, wird durch die verschieden gespleilsten RNA-Sequenzen gestitzt, die aus Rinder-Hypo-
physenhinterlappen und menschlichen Brustkrebszellen gewonnen werden kdnnen (MDA-MB-231). Weiterhin
wird diese Folgerung durch den GréRenbereich von Proteinen bestatigt, die sowohl als Mitogene fir Muskel-
gewebe (wie hier beschrieben) als auch als Liganden fir den p185°™®2-Rezeptor wirken (vgl. nachstehend).

[0089] Ein weiterer Beweis, der fiir die Tatsache spricht, dass die Gene, die GGF/p185°*52-bindende Proteine
codieren, homolog sind, kommt aus dem Nucleotidsequenz-Vergleich. Holmes et al. (Science 256: 1205-1210,
1992) zeigen die Reinigung eines 45 Kilodalton groRen menschlichen Proteins (Heregulin-a), das spezifisch
mit dem Rezeptorprotein p185°™82 interagiert. Peles et al. (Cell 69: 205, 1992) und Wen et al. (Cell 69: 559,
1992) beschreiben eine komplementare DNA, die aus Rattenzellen isoliert wurde und die ein Protein codiert,
das ,Neu-Differenzierungs-Faktor" (NDF) genannt wird. Das Translationsprodukt der NDF-cDNA hat eine
p185°82_pindende Aktivitat. Verschiedene andere Gruppen haben die Reinigung von Proteinen mit verschie-
denen Molekulargewichten mit einer p185°®2-bindenden Aktivitat beschrieben. Zu diesen Gruppen zahlen
Lupu et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 2287, 1992); Yarden und Peles (Biochemistry 30: 3543, 1991); Lupu
et al. (Science 249: 1552, 1990); Dobashi et al. (Biochem. Biophys. Res. Comm. 179: 1536, 1991); und Huang
et al. (J. Biol. Chem. 257: 11508-11512, 1992).

[0090] Wir haben gefunden, dass p185°®®2-Rezeptor-bindende Proteine die Mitogenese von Muskelzellen sti-
mulieren, wodurch die Bildung von Myotubuli (Myogenese) stimuliert wird. Diese Stimulierung flihrt zu einer
gesteigerten Bildung von Myoblasten und zu einer gesteigerten Bildung von Myotubuli (Myogenese). Die hier
beschriebenen Polypeptide stimulieren auch ein gesteigertes Muskelwachstum, Differenzierung und Uberle-
ben von Muskelzellen. Diese Liganden umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf die GGFs, die Neureguline,
die Hereguline, NDF und ARIA. Aufgrund dieser mitogenen Aktivitat kbnnen diese Proteine, eine diese Prote-
ine codierende DNA und verwandte Polypeptide an Patienten verabreicht werden, die an traumatischen Scha-
den oder Krankheiten des Muskelgewebes leiden. Es ist so zu verstehen, dass alle Verfahren, die fir den
Zweck der Mitogenese bereitgestellt werden, auch fir den Zweck der Myogenese geeignet sind. Obwohl sie
nicht Teil der vorliegenden Erfindung sind, kénnen Inhibitoren dieser Liganden (z.B. als Antikérper oder Pep-
tidfragmente) zur Behandlung von Tumoren, die aus einem Muskel hervorgegangen sind, verabreicht werden.

[0091] Diese Polypeptide kénnen unter Verwendung der Protokolle erhalten werden, die hier (Beispiele 9 bis
17) und in Holmes et al., Science 256: 1205, 1992; Peles et al., Cell 69: 205, 1992; Wen et al., Cell 69: 559,
1992; Lupu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 2287, 1992; Yarden und Peles, Biochemistry 30: 3543, 1991;
Lupu et al., Science 249: 1552, 1990; Dobashi et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 179: 1536, 1991; Huang
et al., J. Biol. Chem. 257: 11508-11512, 1992; Marchionni et al., Nature 362: 313, 1993; und in dem
GGF-llI-Patent beschrieben sind, die alle hier durch Bezugnahme eingeschlossen sind. Fir viele dieser Ver-
bindungen werden die Sequenzen bereitgestellt und die Eigenschaften beschrieben. Fir die Sequenzen vgl.
die Eig. 8 bis Fig. 11, Fig. 20 bis 27, Eig. 29 bis Fig. 34, 36 bis 44 und Eig. 46. Fir die Proteineigenschaften

vgl. die Fig. 12 bis 19, Fig. 28, Fig. 35, Fig. 45A und Fig. 45B.

[0092] Polypeptide kdnnen auf ihre Eignung in vitro unter Verwendung der in den nachstehenden Beispielen
bereitgestellten Verfahren getestet werden. Ein in vivo-Test kann durchgefiihrt werden, wie in Beispiel 1 und in
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Sklar et al., In Vitro Cellular and Developmental Biology 27A: 433-434, 1991, beschrieben ist.

[0093] Die Erfindung umfasst Verfahren zur Verwendung, wie vorher definiert, eines beliebigen Proteins, das
zu den codierenden Segmenten in Fig. 30 (SEQ ID Nrn. 132 bis 143, 156, 1576 bis 147) im Wesentlichen ho-
molog ist, fir den Zweck zum Induzieren der Muskel-Mitogenese. Auch enthalten sind die Verwendung von:
allelen Variationen; naturlichen Mutanten; induzierten Mutanten; Proteinen, die durch eine DNA codiert wer-
den, die unter Bedingungen hoher oder niedriger Stringenz mit einer natirlich vorkommenden Nucleinsaure
hybridisiert (Definitionen von hoher oder niedriger Stringenz finden sich in: Current Protocols in Molecular Bi-
ology, John Wiley & Sons, New York, 1989, 6.3.1 bis 6.3.6, hier durch Bezugnahme eingeschlossen); und die
Verwendung von Polypeptiden oder Proteinen, die spezifisch durch Antiseren gegen GGF-Polypeptide gebun-
den werden. Der Begriff umfasst auch die Verwendung von chimaren Polypeptiden, die die GGF-Polypeptide
umfassen, welche Sequenzen aus Fig. 28 enthalten, fur die Induktion einer Muskel-Mitogenese.

[0094] Wie aus dem nachstehenden Beispiel 8 ersichtlich ist, zeigen die vorliegenden Faktoren bei einem
Spektrum von Zelltypen eine mitogene Aktivitat. Die vorstehenden allgemeinen Feststellungen der Erfindung
in Bezug auf Formulierungen und/oder Medikamente und ihre Herstellung sollten eindeutig so verstanden wer-
den, dass sie geeignete Produkte und Verwendungen umfassen.

[0095] Eine Reihe von Experimenten folgen, die weitere Grundlagen fir die hier beschriebenen Anspriiche
bereitstellen. Die folgenden Beispiele, die sich auf die vorliegende Erfindung beziehen, sollen in keiner Weise
die Erfindung oder Variationen der Erfindung einschranken, die jetzt bekannt sind oder erst spater entwickelt
werden.

[0096] Die Beispiele erlautern unsere Entdeckung, dass rekombinanter menschlicher GGF2 (rhGGF2) ver-
schiedene Effekte auf eine primare menschliche Muskelkultur bewirkt. hGGF2 zeigt in drei unabhangigen Test
auf eine biologische Aktivitat bei Muskelkulturen signifikante Effekte. Das Polypeptid steigerte die Mitogenese,
wie durch Proliferation von subkonfluenten ruhenden Myoblasten gemessen wurde, erhdhte die Differenzie-
rung durch konfluente Myoblasten in Gegenwart von Wachstumsfaktor und steigerte das Uberleben von diffe-
renzierten Myotubuli, wie durch den Verlust des Farbstoffausschlusses und eine gesteigerte Acetylcholin-Re-
zeptor-Synthese gemessen wurde. Diese Aktivitaten zeigen die Wirksamkeit von GGF2 und anderen Neure-
gulinen beim Induzieren der Muskel-Wiederherstellung, -Regeneration und von prophylaktischen Effekten auf
die Muskeldegeneration.

Beispiel 1
Mitogene Aktivitat von rhGGF auf Myoblasten

[0097] Clon GGF2HBSS5 wurde in Insektenzellen, die mit einem rekombinanten Baculovirus infiziert worden
waren, wie im nachstehenden Beispiel 14 beschrieben, exprimiert, und das resultierende rekombinante
menschliche GGF2 wurde zu Myoblasten in Kultur zugegeben (konditioniertes Medium zugegeben mit 40
pl/ml). Die Myoblasten (057A-Zellen) wurden in einer Platte mit 24 Vertiefungen solange geziichtet, bis sie fast
die Konfluenz erreichten. Das Medium wurde entfernt und durch 0,5 % fetales Kalberserum enthaltendes
DMEM mit oder ohne GGF2-konditioniertes Medium in einer Konzentration von 40 pl/ml ersetzt. Nach zwei Ta-
gen wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen wurden nach funf Tagen fixiert und gefarbt. Die Kerne
insgesamt wurden gezahlt, auBerdem wurde die Zahl der Kerne in Myoblasten bestimmt (Tabelle 1).

Tabelle 1
Behandlung Gesamtzahl der | Kerne in Myotubuli Fusions-Index
Kerne pro mm?
Kontrolle 395 + 28,3 204 £9,19 0,515+ 0,01
GGF 40 pl/ml 636 + 8,5 381 +82,7 0,591+ 0,15

[0098] Die GGF-behandelten Myoblasten zeigten eine erhdhte Gesamtzahl der Kerne (636 Kerne) gegeni-
ber den unbehandelten Kontrollen (395 Kerne), dies macht eine mitogene Aktivitat deutlich. Die mit rhGGF2
behandelten Myotubuli besalRen eine grolRere Zahl von Kernen (381 Kerne) als die unbehandelten Kontrollen
(204 Kerne). Somit erhdht rhGGF2 die Gesamtzahl der Kerne durch Proliferation und gesteigertes Uberleben
der Zellen. AulRerdem ist es wahrscheinlich, dass rhGGF2 die Bildung von Myotubuli steigert.
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[0099] Die mitogene Aktivitat von rhGGF2 kann in vivo gemessen werden, indem einem Rattenmuskel Gber
eine osmotische Minipumpe GGF2 und [*H]-Thymidin kontinuierlich zugefiihrt wird. Die Muskelmasse wird
nach einer und zwei Wochen Behandlung durch das Feuchtgewicht bestimmt. Die DNA-Replikation wird ge-
messen, indem die markierten Kerne in einem zum Schein behandelten Muskel und im rhGGF2-behandelten
Muskel in Schnitten gezahlt werden, nachdem diese flir die Autoradiographie beschichtet wurden (Sklar et al.,
In Vitro Cellular and Developmental Biology 27A: 433-434, 1991). AufRerdem wird in diesem Ratten-Tiermodell
ein denervierter Muskel durch diese Verfahren untersucht, wobei es dieses Verfahren mdglich macht, die Rolle
von rhGGF2 bei der Atrophie und Wiederherstellung von Muskeln zu bestimmen. Auch der durchschnittliche
Faserdurchmesser kann verwendet werden, um die Effekte von FGF auf die Pravention einer Atrophie zu be-
stimmen.

Beispiel 2
Wirkung von rhGGF2 auf die Mitogenese von Muskelzellen

[0100] Ruhende priméare clonale menschliche Myoblasten wurden, wie friher beschrieben, hergestellt (Sklar,
R., Hudson, A., Brown, R., In vitro Cellular an Developmental Biology 27A: 433-434, 1991). Die ruhenden Zel-
len wurden mit den angegebenen Mitteln (rhGGF2-konditionierte Medien, PDGF mit und ohne Methylpredni-
solon, und Kontrolimedien) in Gegenwart von 10 uM BrdU, 0,5 % FCS in DMEM behandelt. Nach zwei Tagen
wurden die Zellen in 4 % Paraformaldehyd in PBS 30 Minuten fixiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Danach
wurden die Zellen mit einem anti-BrdU-Antikérper inkubiert und gewaschen, sodann wurde die Antikdrperbin-
dung durch eine Peroxidase-Reaktion sichtbar gemacht. AnschlieRend wurde die Zahl der gefarbten Kerne pro
Bereich quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass GGF2 eine Zunahme der Zahl der markierten Kerne
pro Bereich gegenulber den Kontrollen induziert (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2

Mitogene Effekte von GGF auf menschliche Myoblasten

Behandlung Markierte Kerne pro cm? T-Test p-Wert
Kontrolle 120+ 22,4

Infizierte Kontrolle 103+11,9

GGF, 5 pl/ml 223 + 33,8 0,019
PDGF, 20 ng/mi 418 + 45,8 0,0005
IGFI, 30 ng/mi 280 + 109,6 0,068
Methylprednisolon, 1,0 yM 142 + 20,7 0,293

[0101] Der aus Blutplattchen stammende Wachstumsfaktor (PDGF) wurde als positive Kontrolle verwendet.
Auflerdem wurde zusatzlich zu rhGGF2 Methylprednisolon (ein Corticosteroid) eingesetzt und zeigte keine si-
gnifikante Zunahme in der Markierung der DNA.

[0102] Auch das zur Homogenitat gereinigte rhGGF2 (> 95 % rein) ist fir menschliche Myoblasten mitogen
(Fig. 1).

[0103] Rekombinantes menschliches GGF2 bewirkt auch die Mitogenese von primaren menschlichen Myo-
blasten (vgl. Tabelle 2 und Fig. 1). Der Mitogenese-Test wird, wie vorstehend beschrieben, durchgefiihrt. An-
schlieend wird der Mitose-Index berechnet, indem die Zahl der BrdU-positiven Zellen durch die Gesamtzahl
der Zellen geteilt wird.

Beispiel 3
Wirkung von rhGGF2 auf die Differenzierung von Muskelzellen
[0104] Die Effekte des gereinigten rhGGF2 (zu 95 % rein) auf die Differenzierung einer Muskelkultur wurden

untersucht (Fig. 2). Konfluente Myoblastenkulturen wurden zum Differenzieren induziert, indem der Serumge-
halt des Kulturmediums von 20 % auf 0,5 % gesenkt wurde. Die Testkulturen wurden sechs Tage mit der an-
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gegebenen Konzentration von rhGGF2 behandelt, wobei das Kulturmedium alle zwei Tage erneuert wurde.
Danach wurden die Kulturen fixiert, gefarbt und die Zahl der Kerne pro mm? gezahit. Die in Fig. 2 angegebenen
Werte zeigen im Vergleich zu den Kontrollen eine gro3e Zunahme der Zahl der Kerne in Myotubuli, wenn
rhGGF2 vorliegt.

Beispiel 4
Wirkung von rhGGF2 auf das Uberleben von differenzierten Myotubuli

[0105] Das Uberleben von differenzierten Myotubuli wurde durch eine Behandlung mit hGGF2 signifikant ge-
steigert. Muskelkulturen wurden in Gegenwart von rhGGF?2 differenziert, auf’erdem wurde zu verschiedenen
Zeiten die Zahl der toten Myotubuli durch Propidiumiodid-Farbung gezahit. Wie in Fig. 3 zu sehen ist, ist die
Zahl der toten Myotubuli in der mit rhGGF2 behandelten Kultur an den Tagen 4, 5, 6 und 8 der Differenzierung
niedriger. Die Zahl der Kerne in den Myotubuli wurde durch die GGF2-Behandlung im Vergleich zu unbehan-
delten Kulturen nach acht Tagen Differenzierung signifikant erhdht. Insbesondere zeigte die Kontrolle 8,6 My-
okerne pro mm?, wahrend rhGGF2-behandelte Kulturen 57,2 Myokerne pro mm? aufwiesen (p = 0,035), wenn
sie auf den gleichen Platten nach Giemsa-Farbung gezahlt wurden.

[0106] Der Uberlebens-Test wurde auch mit anderen Wachstumsfaktoren durchgefiihrt, deren Effekte auf
Muskelkulturen bekannt sind. Die Wirkung von rhGGF2 war einmalig unter den getesteten Wachstumsfaktoren
(Fig. 4). In diesem Experiment wurden Kulturen parallel zu den rhGGF2-behandelten Platten mit den angege-
benen Konzentrationen der verschiedenen Wachstumsfaktoren behandelt. Das Uberleben von Myotubuli wur-
de wie vorstehend nach acht Tagen Differenzierung von 057A-Myoblastenzellen gemessen. Die Konzentrati-
onen der Faktoren waren wie folgt: rhGGF2: 100 ng/ml; menschlicher, aus Blutplattchen stammender Wachs-
tumsfaktor: 20 ng/ml; menschlicher basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor: 25 ng/ml; menschlicher epider-
maler Wachstumsfaktor: 30 ng/ml; menschlicher Leukocyten-Hemmfaktor: 10 ng/ml; menschlicher Insulin-ahn-
licher Wachstumsfaktor I: 30 ng/ml; menschlicher Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor II: 25 ng/ml.

[0107] Der festgestellte Schutz von differenzierten Myotubuli vor dem Absterben zeigt, dass rhGGF2 eine
vielversprechende Therapie zum Aufhalten einer Muskeldegeneration erwarten Iasst, die bei zahlreichen Mus-
kelkrankheiten auftritt. So kénnen Mittel, die die extramuskuldre Konzentration von Neuregulinen erhdhen,
eine prophylaktische Wirkung zeigen oder das Fortschreiten von Muskelschadigenden Stérungen verlangsa-
men und die Raten der Differenzierung, Wiederherstellung, Konditionierung und Regeneration von Muskeln
steigern.

Beispiel 5

rhGGF2 férdert das Uberleben von differenzierten Myotubuli mit einem genetischen Defekt am Duchen-
ne-Muskeldystrophie-Locus

[0108] Die positiven Effekte von rhGGF2 auf das Uberleben von Myotubuli kénnten eine mégliche Wirksam-
keit bei degenerativen Stérungen bedeuten. Diese Effekte auf das Uberleben von Myotubuli wurden auf einem
clonal-hergeleiteten primaren Duchenne-Myoblasten getestet, um zu bestimmen, ob die in einer normalen
Muskelkultur festgestellte Antwort auch in Kulturen gezeigt werden kann, die von erkrankten Individuen stam-
men. Die in Fig. 5 dargestellten Werte wurden unter Verwendung der gleichen Muskelkulturbedingungen er-
halten (Beispiel 4, vorstehend), die fur normale Individuen eingesetzt wurden. rhGGF2 senkte die Zahl der to-
ten Myotubuli in der differenzierten Duchenne-Muskelkultur im Vergleich zu den Kontrollen signifikant (p =
0,032). Die Konzentrationen waren wie folgt: GGF2: 100 ng/ml; menschlicher aus Blutplattchen stammender
Wachstumsfaktor: 20 ng/ml; menschlicher Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor I: 30 ng/ml.

[0109] Dieses Beispiel zeigt, dass rhGGF2 auch das Uberleben von differenzierten Duchenne-Myotubuli fér-
dern kann, und bietet einen starken Beweis, dass rhGGF2 den Verlauf einer Muskeldegeneration und eines
Muskelschwunds in Saugern méglicherweise verlangsamt oder verhindert.

Beispiel 6

Wirkung von rhGGF2 auf das Differenzierungsprogramm: Induktion von langsamen MHC- und Dystrophin-Pro-
teinen

[0110] Die Effekte des gereinigten rhGGF2 auf die Muskelkulturdifferenzierung wurden auch durch Wes-
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tern-Analyse von Kulturlysaten untersucht. Die Spiegel von Muskel-spezifischen Proteinen wurden in behan-
delten und unbehandelten Kulturen in dreifacher Ausfiihrung bestimmt. Diese Kulturen wurden wie vorstehend
hergestellt und behandelt, mit der Ausnahme, dass die PlattengréRe auf 150 mm vergrofiert wurde und die
Muskelkulturschicht fir die Western-Analyse abgekratzt wurde, wie in Sklar, R., und Brown, R., (J. Neurol. Sci.
101: 73-81, 1991) beschrieben. Die in Tabelle A dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit
rhGGF2 die Spiegel von verschiedenen Muskel-spezifischen Proteinen erhdht, umfassend Dystrophin, schwe-
re Kette von Myosin (MHC, langsame und schnelle Isoformen der Erwachsenen), jedoch die Spiegel von
HSP72 oder der MHC-Neugeborenen-Isoform nicht auf einen dhnlichen Spiegel erhéht, bezogen auf die beim
Western-Test aufgetragene Menge Protein. Die durch rhGGF2 induzierten Spiegel von Muskel-spezifischen
Proteinen waren ahnlich wie die quantitativen Anstiege in der Zahl der Myokerne pro mm? (Tabelle 3).

Tabelle 3

Kontrolle + SD | rhGGF2-Behandlung + SD p-Wert
Gesamtprotein (pg) 554 + 38,4 798 + 73,6 0,007
Myokerne/mm2 29,0+12,2 106 + 24,1 0,008
MHC schnell/pg Protein 1,22 £ 0,47 4,00+ 0,40 0,001
MHC langsam/pg Protein | 0,17 £ 0,13 1,66 £ 0,27 0,001
MHC Neugeb./ug Protein | 0,30 £ 0,27 0,55 +£ 0,04 0,199
Dystrophin/ug Protein 6,67 £ 0,37 255+ 11,0 0,042
HSP 72/ug Protein 3,30+ 0,42 4,54 £ 0,08 0,008

[0111] Die rhGGF2-abhangige Zunahme der Isoformen der schweren Kette des Myosins der Erwachsenen
(die langsame wird in menschlichen Muskelfasern vom Typ | gefunden; die schnelle wird in menschlichen Mus-
kelfasern vom Typ 2A und 2B gefunden) zeigt moglicherweise die Reifung der Myotubuli, da die Neugebore-
nen-Isoform durch die rhGGF2-Behandlung nicht signifikant erhdht wurde. Wahrend der Entwicklung des Rat-
tenmuskels andern sich die MHC-Isoformen von fetalen zu Neugeborenen-Formen, worauf eine Umwandlung
zu den reifen langsamen und schnellen MHC-Isoformen der Erwachsenen folgt (Periasamy et al., J. Biol.
Chem. 259: 13573-13578, 1984; Periasamy et al., J. Biol. Chem. 260: 15856-15862, 1985; Wieczorek et al.,
J. Cell Biol. 101: 618-629, 1985). Wahrend der Muskel in Abwesenheit von Nervenzellen oder -gewebe einige
dieser Isoform-Ubergange autonom durchlaufen kann, exprimieren Muskelexplantate der Maus die schnelle
MHC-Isoform der Erwachsenen nur dann, wenn sie in Gegenwart des Rickenmarks der Maus geziichtet wer-
den (Ecob-Prince et al., J. Cell Biol. 103: 995-1005, 1986). Ein weiterer Beweis, dass MHC-Isoform-Ubergéan-
ge durch Nerven beeinflusst werden, wurde durch Whalen et al. (Deve. Biol. 141: 24-40, 1990) erbracht; nach
der Regeneration von mit Notexin behandeltem Soleus der Ratte wurde in dem neuen denervierten Muskel nur
die schnelle MHC-Isoform der Erwachsenen produziert, wahrend der innervierte regenerierte Muskel sowohl
die schnelle als auch die langsame MHC-Isoform der Erwachsenen hervorbrachte. So machen die Ergebnisse
in Tabelle 3, dass rhGGF2 die Synthese der MHC-Isoformen der Erwachsenen steigert, deutlich, dass rhGGF2
moglicherweise eine entwicklungsgemafle Reifung des Muskels induziert, die vermutlich eine neuronale Inner-
vierung nachahmt.

Beispiel 7
Neureguline, umfassend rhGGF2, induzieren die Synthese von Acetylcholin-Rezeptoren im Muskel

[0112] Die Expression von Untereinheit-Proteinen des Acetylcholin-Rezeptors (AChR) kann induziert werden,
indem die Muskelzellen Neuregulinen ausgesetzt werden. Insbesondere haben wir gezeigt, dass das Inkon-
taktbringen von Muskelzellen mit rhGGF2 die Synthese von AChR-Untereinheiten-Proteinen induzieren kann.
Diese Induktion nach einer rhGGF2-Exposition wurde auf zwei verschiedene Arten festgestellt: erstens wiesen
wir eine gesteigerte Expression von menschlichem Wachstumshormon Uber das Produkt eines Repor-
ter-Gen-Konstrukts nach, und zweitens wiesen wir eine erhéhte Bindung von alpha-Bungarotoxin an Zellen
nach.

[0113] Im folgenden Beispiel wurde die Maus-Myoblastenzelllinie C2 verwendet. C2-Zellen wurden mit einem

Transgen transfiziert, das die regulatorische 5'-Sequenz des Gens der AChR-delta-Untereinheit der Maus ent-
hielt, gekoppelt an eine cDNA der vollen Lange des menschlichen Wachstumshormons (Baldwin und Burden,
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J. Cell Biol. 107: 2271-2279, 1988). Dieses Reporterkonstrukt ermdglicht die Messung der Induktion der Ex-
pression des AChR-delta-Gens, indem die Menge des ins Medium ausgeschiedenen Wachstumshormons be-
stimmt wird. Die Linie kann dazu induziert werden, Myotubuli zu bilden, indem die Serumkonzentration im Me-
dium von 20 % auf 0,5 % erniedrigt wird.

[0114] Insbesondere wurden Maus-C2-Myoblasten mit einem AChR-menschliches Wachstumshormon-Re-
porter-Konstrukt transfiziert und nach der Behandlung mit rhGGF2 auf eine Expression von hGH getestet. Die
Ergebnisse von zwei getrennten Experimenten sind in Tabelle 4 und in den Fig. 6 (hGH-Expression) und 7
(hGH-Expression und alpha-Bungarotoxin-Bindung) zusammengestellt. Dargestellt sind die Dosis-Ant-
wort-Kurven fir ausgeschiedenes menschliches Wachstumshormon und fur die Bungarotoxin-Bindung von
Muskelkulturen, die mit rhGGF2 behandelt wurden.

Tabelle 4
Effekte von rhGGF2 auf die Expression des AChR-delta-Untereinheit/hGH-Transgens und die Synthese von
AChR
Experiment 1 Experiment 2
GGF (pl) hGH (ng/ml) hGH (ng/ml) AChR
(CpM/mg Protein)

0 9,3+21 57+21 822 + 170
0,1 - 6,8+1,5 891 + 134
0,5 - 12,0 + 0,9 993 + 35

1,0 - 9,7+23 818 + 67
5,0 17,5+28 14,7 + 3,5 1300 + 177
10,0 14,3 + 3,2 14,1 + 3,3 1388 + 137
15,0 220+14 - -

[0115] C2-Myotubuli wurden eine Stunde bei 37°C mit kaltem a-BTX (20 nM) behandelt, zweimal mit Kultur-
medium gewaschen und danach mit GGF2 behandelt. Das Kulturmedium wurde mit Rinderserumalbumin auf
eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. 24 Stunden spater wurde das Kulturmedium entfernt und fiir den
hGH-Test aufbewahrt. Die Muskelkulturen wurden eine Stunde bei 37°C mit '°l-a-BTX (20 nM) behandelt, ge-
waschen und in 1 % SDS enthaltende PBS geschabt. Die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart von kal-
tem a-BTX (40 nM) bestimmt. Im Zellhomogenisat wurde die Radioaktivitat ermittelt und der Gesamt-Protein-
gehalt bestimmt.

[0116] Das Vorliegen von rhGGF2 flihrte zu einer mehr als zweifachen Zunahme der Expression des
hGH-Gens, wodurch gezeigt wurde, dass rhGGF2 die Synthese der delta-Untereinheit des Acetylcholin-Re-
zeptors induzierte. Weiterhin spricht eine gesteigerte Bindung von Bungarotoxin flir den Zusammenbau dieser
Untereinheiten-Proteine zu funktionellen Acetylcholin-Rezeptoren. Um die Interpretation dieser Ergebnisse zu
bekraftigen, wurde die Analyse an Kulturen wiederholt, bei denen der hGH-Reporter an einen Metallothio-
nein-Promotor gekoppelt war, der auf rhGGF2 nicht ansprechen sollte. Die Ergebnisse dieses Kontrollexperi-
ments zeigten, dass die hGH-Antwort durch die transkriptionale Aktivierung der Kontrollelemente des Gens der
AChR-delta-Untereinheit vermittelt wurde.

[0117] Diese Ergebnisse zeigen, dass rhGGF2 zur Erganzung von AChRs eingesetzt werden kénnte und da-
mit zur Therapie der Autoimmunkrankheit Myasthenia gravis beitragen kdnnte. Diese Aktivitat kann auch fur
die Behandlung der Regeneration von peripheren Nerven und Neuropathie vorteilhaft sein, indem ein Schlis-
selschritt in der Re-Innervierung des Muskels stimuliert wird.
Beispiel 8
Weitere mitogene Aktivitaten der gereinigten GGF-l und GGF-II

[0118] Die mitogene Aktivitat einer hochgereinigten Probe, die sowohl GGF-I als auch GGF-Il enthielt, wurde
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anhand eines quantitativen Verfahrens untersucht, mit dem es moglich ist, eine einzelne Mikrokultur auf
DNA-Synthese, Zellmorphologie, Zellzahl und Expression von Zellantigenen zu untersuchen. Dieses Verfah-
ren wurde aus dem Verfahren modifiziert, das friher von Muir et al., Analytical Biochemistry 185: 377-382,
1990, beschrieben wurde. Die wichtigsten Modifikationen sind: 1) die Verwendung von unbeschichteten Mikro-
titerplatten, 2) die Zellzahl pro Vertiefung, 3) die Verwendung von 5 % fetalem Rinderplasma (FBP) anstelle
von 10 % fetalem Kalberserum (FCS), und 4) die Inkubationszeit in Gegenwart von Mitogenen und Bromdes-
oxyuridin (BrdU), die gleichzeitig zu den Kulturen zugegeben wurden. AuRerdem wurde der einschichtige Zell-
rasen vor der Fixierung nicht gewaschen, um den Verlust von Zellen zu vermeiden, und die Inkubationszeit des
monoclonalen Maus-anti-BrdU-Antikérpers und die Inkubationszeit des Peroxidase-konjugierten Ziegen-an-
ti-Maus-Immunglobulin (IgG)-Antikérpers wurden verdoppelt, um die Empfindlichkeit des Tests zu erhohen.
Der Test, der fiur Ischiasnerv-Schwann-Zellen der Ratte optimiert war, wurde auferdem fiir verschiedene an-
dere Zelllinien verwendet, nachdem er fur die Zellkulturbedingungen entsprechend modifiziert worden war.

I. Verfahren zum Testen der Mitogenese

[0119] Am Tag 1 wurden gereinigte Schwann-Zellen in 5 % FBP/Dulbeccomodifiziertem Eagle-Medium
(DMEM) auf unbeschichtete Platten mit 96 Vertiefungen plattiert (5000 Zellen pro Vertiefung). Am Tag 2 wurden
GGFs oder andere Testfaktoren und auRerdem BrdU in einer Endkonzentration von 10 uM zu den Kulturen
zugegeben. Nach 48 Stunden (Tag 4) wurde der Einbau von BrdU beendet, indem das Medium abgesaugt wur-
de, und die Zellen wurden mit 200 pl/Vertiefung von 70 % Ethanol 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Als
nachstes wurden die Zellen mit Wasser gewaschen und die DNA wurde durch Inkubation mit 100 ul 2 N HCI
zehn Minuten bei 37°C denaturiert. Nach dem Absaugen wurde die restliche Saure neutralisiert, indem die Ver-
tiefungen mit 0,1 M Boratpuffer, pH 9,0, gefiillt wurden, und die Zellen wurden mit Phosphat-gepufferter Koch-
salzlésung (PBS) gewaschen. Danach wurden die Zellen 15 Minuten bei 37°C mit 50 pl Blockierungspuffer be-
handelt (PBS, enthaltend 0,1 % Triton X-100 und 2 normales Ziegenserum). Nach dem Absaugen wurde ein
gegen BrdU gerichteter monoclonaler Antikorper der Maus (Dako Corp., Santa Barbara, CA) zugegeben (50
pl/Vertiefung, 1,4 pg/ml verdinnt in Blockierungspuffer) und zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Ungebundene
Antikérper wurden durch drei Waschgange in PBS, enthaltend 0,1 % Triton X-100, entfernt, sodann wurde ein
Peroxidase-konjugierter Ziegen-anti-Maus-lgG-Antikérper (Dako Corp., Santa Barbara, CA) zugegeben (50
pl/Vertiefung, 2 pg/ml verdiinnt in Blockierungspuffer) und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach drei Wasch-
gangen in PBS/Triton und einer endglltigen Spulung in PBS wurden die Vertiefungen mit 100 pl/Vertiefung von
50 mM Phosphat/Citrat-Puffer, pH 5,0, enthaltend 0,05 % des |6slichen Chromogens o-Phenylendiamin (OPD)
und 0,02 % H,O,, versetzt. Die Umsetzung wurde nach finf bis 20 Minuten bei Raumtemperatur beendet, in-
dem 80 pl aus jeder Vertiefung auf eine saubere Platte pipettiert wurden, die 40 pl/Vertiefung einer 2 N Schwe-
felsaure enthielt. Die Absorption wurde bei 490 nm unter Verwendung eines Plattenlesegerats (Dynatech Labs)
aufgezeichnet. Die Testplatten, welche die einschichtigen Zellrasen enthielten, wurden zweimal mit PBS ge-
waschen und sodann immuncytochemisch auf BrdU-DNA gefarbt, indem 100 pl/Vertiefung des Substrats Dia-
minobenzidin (DAB) und 0,02 % H,O, zugegeben wurden, um ein unldsliches Produkt zu erzeugen. Nach zehn
bis 20 Minuten wurde die Farbereaktion durch Waschen mit Wasser gestoppt und die BrdU-positiven Kerne
anhand eines umgekehrten Mikroskops festgestellt und gezahlt. Gegebenenfalls wurden negative Kerne mit
0,001 % Toluidinblau gegengefarbt und wie vorstehend gezahlt.

II. Zelllinien, die fur Mitogenese-Tests verwendet wurden

[0120] Swiss 3T3-Fibroblasten: Die Zellen, die von Flow Labs stammten, wurden in DMEM, angereichert mit
10 % FCS, Penicillin und Streptomycin, bei 37°C in einer angefeuchteten Atmosphéare von 10 % CO, in Luft
gehalten. Die Zellen wurden alle zwei Tage gefuttert oder subkultiviert. Fir den Mitogenese-Test wurden die
Zellen mit einer Dichte von 5000 Zellen pro Vertiefung in Vollmedium plattiert und eine Woche inkubiert, bis die
Zellen konfluent und ruhend vorlagen. Das Serumenthaltende Medium wurde entfernt und der einschichtige
Zellrasen zweimal mit serumfreiem Medium gewaschen. 100 pl serumfreies Medium, enthaltend Mitogene und
10 puM BrdU, wurden zu jeder Vertiefung zugegeben und 48 Stunden inkubiert. Die Dosis-Antworten auf GGFs
und Serum oder PDGF (als positive Kontrolle) wurden durchgefiihrt.

[0121] BHK (Baby-Hamster-Niere) 21-C13-Fibroblasten: Die Zellen, die von der European Collection of Ani-
mal Cell Cultures (ECACC) stammten, wurden in Glasgow-modifiziertem Eagle-Medium (GMEM), angerei-
chert mit 5 % Tryptose-Phosphat-Briihe, 5 % FCS, Penicillin und Streptomycin, bei 37°C in einer angefeuch-
teten Atmosphére von 5 % CO, in Luft gehalten. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage geflttert oder sub-
kultiviert. Fur den Mitogenese-Test wurden die Zellen mit einer Dichte von 2000 Zellen pro Vertiefung in Voll-
medium 24 Stunden plattiert. Danach wurde das Serum-enthaltende Medium entfernt und, nach dem Waschen
mit serumfreiem Medium, durch 100 pl eines 0,1 % FCS-enthaltenden GMEM oder GMEM alleine ersetzt.
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GGFs und FCS oder bFGF wurden gleichzeitig mit 10 uM BrdU als positive Kontrollen zugegeben und 48 Stun-
den inkubiert. Danach wurden die Zellkulturen, wie fiir die Schwann-Zellen beschrieben, verarbeitet.

[0122] Ratten-C6-Gliom-Zelllinie: Die Zellen, die in Passage 39 erhalten wurden, wurden in DMEM, enthal-
tend 5 % FCS, 5 % Pferdeserum (HS), Penicillin und Streptomycin, bei 37°C in einer angefeuchteten Atmos-
phére von 10 % CO, in Luft gehalten. Die Zellen wurden alle drei Tage gefittert oder subkultiviert. Fir den Mi-
togenese-Test wurden die Zellen mit einer Dichte von 2000 Zellen pro Vertiefung in Vollmedium plattiert und
24 Stunden inkubiert. Danach wurde das Medium durch ein Gemisch von 1:1 aus DMEM und F12-Medium,
enthaltend 0,1 % FCS, ersetzt, nachdem ein Waschgang in serumfreiem Medium erfolgt war. Anschlieend
wurden die Dosis-Antworten auf GGFs, FCS und aFGF durchgefiihrt und die Zellen anhand eines ELISA, wie
friher fir die anderen Zelltypen beschrieben, verarbeitet.

[0123] PC12 (Ratten Nebennieren-Phdaochromozytom-Zellen): Die Zellen, die von ECACC stammten, wurden
in RPMI 1640, angereichert mit 10 % HS, 5 % FCS, Penicillin und Streptomycin, in Kollagen-beschichteten Kol-
ben bei 37°C in einer angefeuchteten Atmosphéare von 5 % CO, in Luft gehalten. Die Zellen wurden alle drei
Tage gefuttert, indem 80 % des Medium ersetzt wurden. Fir den Mitogenese-Test wurden die Zellen mit einer
Dichte von 3000 Zellen pro Vertiefung in Vollmedium auf Kollagen-beschichtete Platten plattiert (50 pl/Vertie-
fung Collagen, Vitrogen Collagen Corp., verdiinnt 1:50, 30 Min. bei 37°C) und 24 Stunden inkubiert. Danach
wurde das Medium durch frisches RPMI entweder alleine oder enthaltend 1 mM Insulin oder 1 % FCS ersetzt.
Die Dosis-Antworten auf FCS/HS (1:2) als positive Kontrolle und auf GGFs wurden wie vorstehend durchge-
fuhrt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen fixiert und der ELISA, wie friiher beschrieben, durchgefihrt.

[ll. Ergebnisse der Mitogenese-Tests

[0124] Alle in diesem Beispiel dargestellten Experimente wurden unter Verwendung einer hochgereinigten
Probe aus einem Reinigungsschritt einer Sepharose-12-Chromatographie durchgeflihrt, wobei die Probe ein
Gemisch aus GGF-I und GGF-II (GGFs) enthielt.

[0125] Zuerst wurden die mit dem BrdU-Einbau-Test erhaltenen Ergebnisse mit dem klassischen Mitogene-
se-Test fir Schwann-Zellen, der auf dem Einbau von '?°I-UdR in die DNA von sich teilenden Zellen beruht, wie
von J. P. Brockes (Methods Enzymol. 147: 217, 1987) beschrieben, verglichen.

[0126] Fig. 12 zeigt den Vergleich der Werte, die mit den zwei Tests erhalten wurden, welche unter den glei-
chen Zellkulturbedingungen durchgefihrt wurden (5000 Zellen/Vertiefung, in 5 % FBP/DMEM, 48 Stunden in-
kubiert in Gegenwart von GGFs). Wie deutlich zu sehen ist, sind die Ergebnisse vergleichbar, jedoch scheint
der BrdU-Einbau-Test etwas empfindlicher zu sein, dies legt die Verschiebung der Kurve zur linken Seite des
Diagramms, d.h. zu niedrigeren Konzentrationen von GGFs, nahe.

[0127] Wie im Abschnitt ,Verfahren zum Testen der Mitogenese" beschrieben wurde, kdnnen die urspringli-
chen Testplatten, die einschichtige Zellrasen enthalten, nachdem die immunreaktive BrdU-DNA durch Ablesen
der Intensitat des I6slichen Produkts der OPD-Peroxidase-Reaktion quantitativ bestimmt worden war, einer
zweiten Umsetzung unterworfen werden, die zu dem unléslichen DAB-Produkt fihrt, das die BrdU-positiven
Kerne anfarbt. Danach kénnen die Mikrokulturen unter einem Umkehrmikroskop untersucht und die Zellmor-
phologie und die Zahl der BrdU-positiven und negativen Kerne ermittelt werden.

[0128] In Fig. 13A und Fig. 13B wird die Immunreaktivitat der BrdU-DNA, die durch Ablesen der Absorption
bei 490 nm ermittelt wurde, mit der Zahl der BrdU-positiven Kerne und mit dem prozentualen Anteil der
BrdU-positiven Kerne an der Gesamtzahl von Zellen pro Vertiefung, die in den gleichen Kulturen gezahlt wur-
den, verglichen. Standardabweichungen lagen unter 10 %. Die zwei Bestimmungsmethoden zeigen eine sehr
gute Korrelation, wobei der Unterschied zwischen den Werten bei der héchsten Dosis der GGFs durch das un-
terschiedliche Ausmaf} der DNA-Synthese in Zellen, die als BrdU-positiv nachgewiesen wurden, erklart wer-
den kann.

[0129] Der BrdU-Einbau-Test kann somit weitere niitzliche Informationen Uber die biologische Aktivitat von
Polypeptiden auf Schwann-Zellen bereitstellen, wenn er mit dem '?|-UdR-Einbau-Test verglichen wird. Z.B.
zeigen die in Fig. 15 dargestellten Werte, dass GGFs auf Schwann-Zellen so wirken kénnen, dass sie die
DNA-Synthese induzieren, dass sie in niedrigeren Dosen jedoch die Zahl von negativen Zellen, die in den Mi-
krokulturen nach 48 Stunden vorliegen, erhdhen.

[0130] AnschlieBend wurde der Test auf verschiedenen Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs angewendet.
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In Fig. 15 werden die mitogenen Antworten von Schwann-Zellen und Swiss-3T3-Fibroblasten auf GGFs ver-
glichen; trotz der in 3T3-Fibroblasten erhaltenen schwachen Antwort wurden in diesen Kulturen einige deutlich
BrdU-positive Kerne nachgewiesen. Die Kontrollkulturen wurden in Gegenwart von verschiedenen Dosen von
FCS oder menschlichem rekombinantem PDGF parallel laufen gelassen, wobei gezeigt wurde, dass die Zellen
in der Lage waren, auf geeignete Stimuli zu reagieren (nicht dargestellt).

[0131] Die Fahigkeit von Fibroblasten, auf GGFs zu reagieren, wurde weiterhin unter Verwendung der Zellli-
nie BHK21-C13 untersucht. Diese Fibroblasten, die aus der Niere stammen, zeigen keine Kontakthemmung
oder erreichen bei Konfluenz kein Ruhestadium. Deshalb wurden die Versuchsbedingungen so gewahlt, dass
eine sehr geringe Hintergrundproliferation vorliegt, ohne dass die Lebensfahigkeit der Zellen beeintrachtigt
wird. Die GGFs zeigen eine signifikante mitogene Aktivitat auf BHK21-C13-Zellen, wie in Fig. 16 und Fig. 17
zu sehen ist. Fig. 16 zeigt den BrdU-Einbau in DNA durch BHK21-C13-Zellen, die durch GGFs in Gegenwart
von 0,1 % FCS stimuliert wurden. Die gute mitogene Antwort auf FCS macht deutlich, dass die Zellkulturbe-
dingungen keine Einschrankung darstellten. In Fig. 17 ist die mitogene Wirkung von GGFs als die Zahl von
BrdU-positiven und BrdU-negativen Kernen und als die Gesamtzahl von Zellen, die pro Vertiefung gezahlt wur-
den, ausgedruckt. Die Werte wurden aus zwei Experimenten erhalten, die man in doppelter Ausfiihrung laufen
lieR3; pro Vertiefung wurden mindestens drei Felder gezahlt. Wie bei den Schwann-Zellen festgestellt, erhdhen
die GGFs, zusatzlich zu einer proliferativen Wirkung bei niedrigen Dosen, auch die Zahl von nicht-reagieren-
den Zellen, die Uberleben. Der prozentuale Anteil der BrdU-positiven Zellen ist proportional zu den steigenden
Mengen der GGFs, die zu den Kulturen zugegeben wurden. Die Gesamtzahl der Zellen ist nach 48 Stunden
in Gegenwart von héheren Dosen von GGFs mindestens verdoppelt, dies bestatigt, dass GGFs die DNA-Syn-
these und die Proliferation in BHK21-C13-Zellen induzieren. Unter den gleichen Bedingungen zeigten Zellen,
die 48 Stunden in Gegenwart von 2 % FCS gehalten wurden, eine etwa sechsfache Zunahme (Werte nicht
dargestellt).

[0132] C6-Gliomzellen bieten ein geeignetes Modell zur Untersuchung der Eigenschaften von Gliazellen. Der
exprimierte Phanotyp scheint von der Zellpassage abhangig zu sein, wobei die Zellen in einem friihen Stadium
eher einem Astrocyt-Phanotyp und in spateren Stadien (spater als Passage 70) einem Oligodendrocyt-Phano-
typ gleichen. In diesen Experimenten wurden C6-Zellen von Passage 39 bis Passage 52 verwendet. C6-Zellen
sind eine sehr proliferative Population, weshalb die Versuchsbedingungen so optimiert wurden, dass ein sehr
geringer Hintergrund des BrdU-Einbaus vorlag. Das Vorliegen von 0,1 % Serum war erforderlich, um die Le-
bensfahigkeit der Zellen zu erhalten, ohne die mitogenen Antworten signifikant zu beeintrachtigen, wie durch
die Dosis-Antwort auf FCS gezeigt wird (Eig. 18).

[0133] In Fig. 19 sind die mitogenen Antworten auf aFGF (saurer Fibroblasten-Wachstumsfaktor) und GGFs
als Prozentsatze des maximalen BrdU-Einbaus angegeben, der in Gegenwart von FCS (8 %) erhalten wurde.
Die Werte sind Durchschnittswerte aus zwei Experimenten, die in doppelter Ausfliihrung durchgefiihrt wurden.
Die Wirkung von GGFs war mit der eines reinen Praparats von aFGF vergleichbar. aF GF wurde als ein spezi-
fischer Wachstumsfaktor flir C6-Zellen beschrieben (Lim, R., et al., Cell Regulation 1: 741-746, 1990), und aus
diesem Grund wurde er als positive Kontrolle eingesetzt. Die direkte Zahlung von BrdU-positiven und negati-
ven Zellen war aufgrund der hohen Zelldichte in den Mikrokulturen nicht méglich. Im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen Zelllinien zeigten PC12-Zellen keine deutliche Reaktion auf GGFs, wenn sie unter Kulturbedin-
gungen behandelt wurden, unter denen die PC12-Zellen auf Seren ansprechen konnten (Gemisch aus FCS
und HS, das routinemaf3ig zum Halten von Zellen verwendet wird). Dessen ungeachtet scheint die Zahl der pro
Vertiefung plattierten Zellen das Verhalten der PC12-Zellen zu beeinflussen, weshalb weitere Experimente er-
forderlich sind.

Beispiel 9
Aminosauresequenzen des gereinigten GGF-I und GGF-II

[0134] Aminosauresequenzanalyse-Untersuchungen wurden mit hochgereingtem Rinder-Hypophyse-GGF-I
und -GGF-Il durchgefiihrt. Zum Beschreiben der Sequenzen wurde der herkémmliche Ein-Buchstaben-Code
verwendet. Peptide wurden durch Spaltungen mit Lysyl-Endopeptidase und Protease-V8 erhalten, die an re-
duzierten und carboxymethylierten Proben durchgefiihrt wurden, wobei die Spaltung mit Lysyl-Endopeptidase
von GGF-Il auf einem Material durchgefiihrt wurde, das aus dem 55-65-kD-Bereich einer 11 % SDS-PAGE elu-
iert wurde (MG bezogen auf die vorstehend angegebenen Marker).

[0135] Insgesamt wurden fir GGF-I 21 Peptidsequenzen erhalten (vgl. Fig. 8, SEQ ID NOs: 1 bis 20, 165),
von denen 12 Peptide (vgl. Fig. 9, SEQ ID NOs: 1, 22 bis 29, 17, 19 und 32) nicht in herkbmmlichen Prote-
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in-Datenbanken vorliegen und somit einmalige Sequenzen darstellen. Fir GGF-1l wurden insgesamt 12 Pep-
tidsequenzen erhalten (vgl. Fig. 10, SEQ ID NOs: 42 bis 50 und 161 bis 163), von denen zehn Peptide (vgl.
Fig. 11, SEQ ID NOs: 42 bis 50) nicht in herkémmlichen Protein-Datenbanken vorliegen und deshalb einmalige
Sequenzen darstellen (eine Ausnahme ist Peptid GGF-II 06, das in zahlreichen Proteinen identische Sequen-
zen zeigt, die jedoch aufgrund der kleinen Zahl von Resten mdéglicherweise ohne Bedeutung sind). Diese neu-
en Sequenzen entsprechen mit groRter Wahrscheinlichkeit Teilen der echten Aminosauresequenzen der
GGFs-l und -II.

[0136] Besondere Aufmerksamkeit kann den Sequenzen von GGF-1-07 und GGF-lI-12 gewidmet werden, die
eindeutig eng miteinander verwandt sind. Die Ahnlichkeiten zeigen, dass die Sequenzen dieser Peptide fast
sicher diejenigen der angegebenen GGF-Arten sind, und dass es sehr unwahrscheinlich ist, dass sie von Pro-
teinen aus einer Verunreinigung stammen.

[0137] AuRerdem ist die Sequenz X S S in dem Peptid GGF-11-02 mit dem Vorliegen eines N-gebundenen
Kohlenhydratrestes auf einem Asparagin an der durch X bezeichneten Position vereinbar.

[0138] Im Allgemeinen stellt X in den Fig. 8 und Fig. 10 einen unbekannten Rest dar, womit auf einen Se-
quenzierungszyklus hingewiesen wird, in dem eine einzelne Position nicht mit Sicherheit bestimmt werden
konnte, entweder weil mehr als ein Signal von gleicher Gré3e in dem Zyklus vorlag oder weil kein Signal vorlag.
Ein Sternchen bezeichnet diejenigen Peptide, bei denen die letzte angegebene Aminosaure auch der letzten,
in diesem Peptid vorliegenden Aminosaure entspricht. In den restlichen Peptiden war die Signalstarke nach
der letzten angegebenen Aminosaure nicht ausreichend, um die Bestimmung der Sequenz bis zum Ende die-
ses Peptids fortzusetzen. Die Spalte auf der rechten Seite gibt die Ergebnisse einer Datenbank-Suche auf dem
Computer an, wobei das GCG-Paket der Programme FASTA und TFASTA verwendet wurde, um die NBRF-
und EMBL-Sequenz-Datenbanken zu analysieren. Der Name eines Proteins in dieser Spalte gibt die Identitat
eines Teils seiner Sequenz mit der angegebenen Peptid-Aminosauresequenz an, wobei maximal zwei Abwei-
chungen erlaubt sind. Ein Fragezeichen bezeichnet drei erlaubte Abweichungen. Die verwendeten Abkurzun-
gen sind wie folgt:

HMG-1 Hoch-Mobilitats-Gruppen-Protein-1

HMG-2 Hoch-Mobilitats-Gruppen-Protein-2

LH-alpha Luteinisierungshormon, alpha-Untereinheit

LH-beta Luteinisierungshormon, beta-Untereinheit

Beispiel 10

Isolierung und Clonierung von Nucleotidsequenzen, die Proteine codieren, die GGF-I- und GGF-II-Peptide ent-
halten

[0139] Die Isolierung und die Clonierung der GGF-lI-Nucleotidsequenzen erfolgten, wie hier beschrieben, wo-
bei Peptidsequenzinformationen und Bank-Durchmusterung verwendet wurden, aulRerdem wurden die Verfah-
ren, wie nachstehend angegeben, durchgefiihrt. Es ist so zu verstehen, dass die Peptide der Fig. 10 und
Fig. 11 als Ausgangspunkt fir die Isolierung und Clonierung von GGF-I-Sequenzen verwendet werden kon-
nen, indem die hier beschriebenen Verfahren befolgt werden. Dabei zeigt Fig. 20, SEQ ID NOs: 51 bis 84,
mogliche degenerierte Oligonucleotid-Sonden fur diesen Zweck, und in Fig. 22, SEQ ID NOs: 86 bis 115, sind
mogliche PCR-Primer aufgelistet. Mit diesen Hilfsmitteln wie mit GGF-II sollte es mdglich sein, die DNA-Se-
quenz und die Polypeptidsequenz zu erhalten, und auflerdem DNA-Konstrukte und Expressionsvektoren, die
eine solche DNA-Sequenz einbauen, Wirtszellen, die durch Einbau solcher Konstrukte/Vektoren genetisch ver-
andert wurden, und ein Protein, das durch Ziichten solcher Zellen hergestellt werden kann. Die Erfindung be-
trifft solche Gegenstande.

|. Entwurf und Synthese von Oligonucleotid-Sonden und Primern

[0140] Degenerierte DNA-Oligomer-Sonden wurden durch Zuriick-Ubersetzen der Aminosduresequenzen
(die von den Peptiden stammen, die aus gereinigtem GGF-Protein hergestellt wurden) zu den Nucleotidse-
quenzen entworfen. Oligomere stellen entweder den codierenden Strang oder den nicht-codierenden Strang
der DNA-Sequenz dar. Wenn Serin, Arginin oder Leucin im entworfenen Oligomer enthalten waren, wurden
zwei getrennte Synthesen durchgefiihrt, um eine Mehrdeutigkeit zu vermeiden. Z.B. wurde Serin entweder
durch TCN oder durch AGY wie in 537 und 538 oder 609 und 610 codiert. Eine ahnliche Codon-Aufspaltung
wurde flr Arginin oder fir Leucin durchgefihrt (z.B. 544, 545). Die DNA-Oligomere wurden auf einem Bio-
search 8750-4-Saulen-DNA-Synthesegerat unter Verwendung der B-Cyanoethyl-Chemie synthetisiert, wobei
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die Synthese in einem Malstab von 0,2 uMol erfolgte. Die Oligomere wurden von der Saule abgespalten (500
Angstréom-CpG-Harze) und die Schutzgruppen in konzentriertem Ammoniumhydroxid 6 bis 24 Stunden bei 55
bis 60°C entfernt. Die Oligomere ohne Schutzgruppen wurden unter Vakuum getrocknet (Speedvac) und durch
Elektrophorese in Gelen aus 15 % Acrylamid (20 mono : 1 bis), 50 mM Tris-Borat-EDTA-Puffer, enthaltend 7
M Harnstoff, gereinigt. Oligomere der vollen Ladnge wurden in den Gelen unter UV-Beschattung nachgewiesen,
danach wurden die Banden ausgeschnitten und die DNA-Oligomere in 1,5 ml H,O unter Schitteln in 4 bis 16
Stunden eluiert. Das Eluat wurde getrocknet, in 0,1 ml H,O wieder geldst und sodann wurden Messungen der
Absorption bei 260 nm durchgefihrt.

[0141] Die Konzentrationen wurden gemaf der folgenden Formel bestimmt:
(A 260 x Einheiten/ml)(60,6/Lange = x uM)
[0142] Alle Oligomere wurden durch Zugabe von H,O auf eine Konzentration von 50 pM eingestellt.

[0143] Die degenerierten Sonden, die wie vorstehend entworfen wurden, sind in Fig. 20, SEQ ID NOs: 54 bis
88, dargestellt.

[0144] PCR-Primer wurden im Wesentlichen durch die gleichen Verfahren hergestellt, die fir Sonden verwen-
det wurden, wobei die folgenden Modifikationen erfolgten. Aus 13 Nucleotiden bestehende Linker, die Restrik-
tionsstellen enthielten, wurden fiir die Verwendung bei der Clonierung in Vektoren an den 5'-Enden der dege-
nerierten Oligomere angefligt. Die DNA-Synthese erfolgte im MaRstab von 1 pMol unter Verwendung von 1000
Angstrém-CpG-Harzen, und an den Positionen, an denen in die degenerierten Sonden normalerweise alle vier
Nucleotide eingebaut werden, wurde Inosin verwendet. Die Reinigung der PCR-Primer umfasste eine Etha-
nol-Fallung, die auf die Reinigung durch Gel-Elektrophorese folgte.

II. Konstruktion und Durchmusterung einer Bank

[0145] Eine genomische DNA-Bank des Rindes wurde von Stratagene bezogen (Katalog Nr.: 945701). Die
Bank enthielt 2 x 10° Sau3A1-teilgespaltene Rinder-DNA-Fragmente von 15-20kb, die in den Vektor Lambda
Dashll cloniert waren. Eine Rinder-Gesamtgehirn-cDNA-Bank wurde von Clonetech bezogen (Katalog Nr.: BL
10139). Komplementéare DNA-Banken wurden aus mRNA konstruiert (In Vitrogen; Stratagene), die aus Rin-
der-Gesamtgehirn, aus Rinder-Hypophyse und aus Rinder-Hypophysenhinterlappen hergestellt wurde. In Vit-
rogen stellte zwei cDNA-Banken her: eine Bank lag im Vektor Lambda g10 vor, die andere im Vektor pcDNAI
(eine Plasmid-Bank). Die Stratagene-Banken wurden im Vektor Lambda Unizap hergestellt. Zusammen ent-
hielten die cDNA-Banken 14 Millionen primare rekombinante Phagen.

[0146] Die genomische Rinder-Bank wurde auf E. coli K12, Wirtsstamm LE392, auf 23 x 23 cm grof3en Plat-
ten (Nunc) mit 150 000 bis 200 000 Phagenplaques pro Platte plattiert. Jede Platte stellte etwa ein Rinder-Ge-
nom-Aquivalent dar. Nach einer Inkubation bei 37°C tiber Nacht wurden die Platten gekiihlt und Replika-Filter
gemal den Verfahren von Maniatis et al. (2: 60-81) hergestellt. Von jeder Platte wurden vier Plaques-Abziige
auf ungeladene Nylonmembranen (Pall Biodyne A oder MSI Nitropure) hergestellt. Die DNA wurde auf den
Membranen immobilisiert, indem diese unter UV-Licht finf Minuten vernetzt wurden oder indem sie bei 80°C
unter Vakuum zwei Stunden gebacken wurden. DNA-Sonden wurden unter Verwendung von T4-Polynucleo-
tid-Kinase (New England Biolabs) mit y-*P-ATP (New England Nuclear; 6500 Ci/mMol) nach den Anweisun-
gen des Herstellers markiert. Kurz gesagt wurden 50 pMol des degenerierten DNA-Oligomers in Gegenwart
von 600 pCi y-*?P-ATP und funf Einheiten T4-Polynucleotid-Kinase 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reakti-
onen wurden beendet, ein Gelelektrophorese-Auftragepuffer wurde zugegeben, und danach wurden die radi-
omarkierten Sonden durch Elektrophorese gereinigt. *P-markierte Sonden wurden aus Gelscheiben ausge-
schnitten und in Wasser eluiert. Andererseits wurden DNA-Sonden (ber eine PCR-Amplifikation durch den
Einbau von a-**P-dATP oder a-*?P-dCTP gemaR den Anweisungen von Schowalter und Sommer, Anal. Bio-
chem. 177: 90-94, 1989, markiert. Die in PCR-Reaktionen markierten Sonden wurden durch Entsalzen auf Se-
phadex G-150-Saulen gereinigt.

[0147] Die Vorhybridisierung und die Hybridisierung erfolgten in GMC-Puffer (0,52 M NaPi, 7 % SDS, 1 %
BSA, 1,5 mM EDTA, 0,1 M NaCl, 10 mg/ml tRNA). Das Waschen erfolgte in Oligowash (160 ml 1 M Na,HPO,,
200 ml 20 % SDS, 8,0 ml 0,5 M EDTA, 100 ml 5 M NaCl, 3632 ml H,O). Typischerweise wurden 20 Filter (mit
jeweils 400 cm?), die Replika-Kopien von zehn Rinder-Genom-Aquivalenten darstellten, in 200 ml Hybridisie-
rungslésung mit 100 pMol der degenerieren Oligonucleotid-Sonde (128- bis 512-fach degeneriert) inkubiert.
Die Hybridisierung erfolgte tUber Nacht bei 5°C unter der minimalen Schmelztemperatur, die fir die degenerier-
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te Sonde berechnet worden war. Bei der Berechnung der minimalen Schmelztemperatur werden 2°C fur ein
AT-Paar und 4°C fir ein GC-Paar angenommen.

[0148] Die Filter wurden in wiederholt ausgetauschten Oligowash-Lésungen bei den Hybridisierungstempe-
raturen vier bis funf Stunden und schlieBlich in 3,2 M Tetramethylammoniumchlorid, 1 % SDS zweimal 30 Mi-
nuten bei einer Temperatur gewaschen, die von der Lange der DNA-Sonde abhangig war. Fir 20-Mere betrug
die Temperatur des letzten Waschgangs 60°C. Die Filter wurden fixiert und danach auf einem Réntgenfilm (Ko-
dak XARS5) unter Verwendung von Verstarkungsschirmen (Dupont Cronex Lightening Plus) exponiert. Norma-
lerweise reichte eine Film-Exposition von drei bis flinf Tagen bei minus 80°C aus, um in diesen Bank-Durch-
musterungsfiltern doppelte Signale nachzuweisen. Nach Auswertung der Ergebnisse konnten die Sonden von
den Filtern entfernt werden und erneut mit Sonden getestet werden. Die Sonden wurden von den Filtern ent-
fernt, indem sie in zwei aufeinander folgenden Zyklen 15 Minuten in einem Mikrowellen-Ofen bei voller Starke
in einer Lésung von 1 % SDS, enthaltend 10 mM EDTA, pH 8, inkubiert wurden. Die Filter wurden mindestens
drei bis vier Zyklen mit Sondenentfernung und erneutem Testen mit verschiedenen Sonden ausgesetzt.

[ll. Isolierung, Wachstum und DNA-Praparation von rekombinanten Phagen

[0149] Diese Verfahren wurden nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt, das in Recombinant DNA (Mania-
tis et al., 2:60-2:81) beschrieben ist.

IV. Analyse von isolierten Clonen unter Verwendung von DNA-Spaltung und Southern-Blots

[0150] Die Proben der rekombinanten Phagen-DNA (2 pg) wurden gemaf den Bedingungen gespalten, die
vom Hersteller der Restriktionsendonuclease empfohlen wurden (New England Biolabs). Nach einer vierstin-
digen Inkubation bei 37°C wurden die Reaktionsprodukte in Gegenwart von 0,1 M Natriumacetat und drei Vo-
lumina Ethanol ausgefallt. Die ausgefallte DNA wurde abzentrifugiert, in 75 % Ethanol gespult und getrocknet.
Alle resuspendierten Proben wurden auf Agarose-Gele aufgetragen (typischerweise 1 % in TAE-Puffer; 0,04
M Tris-Acetat, 0,002 M EDTA). Die Gele wurden bei 1 Volt pro cm vier bis 20 Stunden laufen gelassen. Die
Marker umfassten Hindlll-Lambda-DNA-Fragmente und/oder Haelll-$X174-DNA-Fragmente (New England
Biolabs). Die Gele wurden mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid gefarbt und fotografiert. Fiir das Southern-Blotting
wurde die DNA zuerst im Gel durch Behandlung mit 0,125 N HCI depuriniert, in 0,5 N NaOH denaturiert und in
20x SSC (3 M Natriumchlorid, 0,03 M Natriumcitrat) auf ungeladene Nylonmembranen Uberfiihrt. Das Blotting
erfolgte sechs bis 24 Stunden, danach wurden die Filter in 0,5 Tris-HCI, pH 7,5, 0,15 M Natriumchlorid neutra-
lisiert und danach kurz in 50 mM Tris-Borat-EDTA gespililt.

[0151] Fur die Vernetzung wurden die Filter zuerst in transparente Kunststofffolie eingewickelt und danach
wurde die DNA-Seite fuinf Minuten einem UV-Licht ausgesetzt. Die Hybridisierung und das Waschen erfolgten,
wie fur die Durchmusterung der Bank beschrieben (vgl. Abschnitt 2 dieses Beispiels). Fur die Hybridisie-
rungs-Analyse, um zu bestimmen, ob ahnliche Gene in anderen Arten vorliegen, wurden geringfiigige Modifi-
kationen durchgefiuihrt. Das DNA-Filter wurde von Clonetech (Katalog Nr.: 7753-1) bezogen und enthalt 5 pg
einer EcoRI-gespaltenen DNA aus verschiedenen Arten pro Bahn. Die Sonde wurde durch PCR-Amplifikati-
onsreaktionen, wie im vorstehenden Abschnitt 2 beschrieben, markiert, und die Hybridisierungen erfolgten in
80 % Puffer B (2 g Polyvinylpyrrolidin, 2 g Ficoll-400, 2 g Rinderserumalbumin, 50 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5),
58 g NaCl, 1 g Natriumpyrophosphat, 10 g Natriumdodecylsulfat, 950 ml H,O), enthaltend 10 % Dextransulfat.
Die Sonden wurden denaturiert, indem sie zehn Minuten gekocht und danach rasch in Eiswasser abgekiihlt
wurden. Die Sonde wurde zum Hybridisierungspuffer mit 106 ZpM *?P pro ml zugegeben und tber Nacht bei
60°C inkubiert. Die Filter wurden bei 60°C zuerst in Puffer B gewaschen, worauf 2x SSC, 0,1 % SDS und an-
schlieRend 1x SSC, 0,1 % SDS folgten. Fir Experimente mit hoher Stringenz erfolgten die letzten Waschgan-
ge in 0,1x SSC, 1 SDS, wobei die Temperatur auf 65°C erhoht wurde.

[0152] Anhand der Werte aus dem Southern-Blot wurde eine Restriktionskarte des genomischen Clons er-
stellt und angegeben, welche Subfragmente mit den GGF-Sonden hybridisierten (Kandidaten fir die Subclo-
nierung).

V. Subclonierung von DNA-Segmenten, die zu Hybridisierungssonden homolog sind
[0153] DNA-Spaltprodukte (z.B. 5 pg) wurden auf 1 % Agarose-Gele aufgetragen, dann wurden nach der Far-
bung geeignete Fragmente aus den Gelen ausgeschnitten. Die DNA wurde durch Adsorption an Glasperlen

gereinigt, worauf eine Elution unter Verwendung des durch den Hersteller empfohlenen Protokolls folgte (Bio
101). Die gewonnenen DNA-Fragmente (100 bis 200 ng) wurden in linearisierte dephosphorylierte Vektoren,
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z.B. pT3T7 (Ambion), wobei es sich um ein Derivat von pUC18 handelt, unter Verwendung von T4-Ligase (New
England Biolabs) ligiert. Dieser Vektor enthalt das 3-Lactamase-Gen von E. coli, somit kdnnen Transformanten
auf Platten, die Ampicillin enthalten, selektiert werden. Der Vektor bewirkt bei den Wirtszellen auflerdem die
Erganzung der 3-Galactosidase, weshalb Nicht-Rekombinanten (blau) unter Verwendung von Isopropylthioga-
lactosid und Bluogal (Bethesda Research Labs) nachgewiesen werden kénnen. Ein Teil der Ligierungsreakti-
onsgemische wurde verwendet, um kompetente E. coli-Zellen K12 XL1 blue (Stratagene, Katalog Nr.: 200236)
zu transformieren, und danach wurden die Transformanten auf LB-Platten, die 50 ug/ml Ampicillin enthielten,
selektiert. Weilke Kolonien wurden selektiert und sodann Plasmid-Minipraparate fiir die DNA-Spaltung und fir
die DNA-Sequenzanalyse hergestellt. Die selektierten Clone wurden erneut getestet, um zu bestimmen, ob
ihre Insertions-DNA mit den GGF-Sonden hybridisierte.

VI. DNA-Seguenzierung

[0154] Doppelstrangige Plasmid-DNA-Matrizen wurden aus 5-ml-Kulturen gemaR Standardprotokollen her-
gestellt. Die Sequenzierung erfolgte durch das Didesoxy-Kettenterminationsverfahren unter Verwendung der
Sequenase 2.0 und eines Didesoxynucleotid-Sequenzierungs-Kits (US Biochemical) gemaR den Anweisun-
gen des Herstellers (eine Modifikation von Sanger et al., PNAS USA 74: 5463, 1977). Alternativ wurde die Se-
quenzierung in einem DNA-Thermozykler (Perkin Elmer, Modell 4800) unter Verwendung eines Zyklus-Se-
quenzierungs-Kits (New England Biolabs; Bethesda Research Laboratories) durchgefiihrt, wobei ein 5'-end-
markierter Primer eingesetzt und die Anweisungen des Herstellers befolgt wurden. Die Sequenzprimer waren
entweder solche, die zusammen mit den Sequenzierungs-Kits bereitgestellt wurden, oder sie wurden geman
der aus den Clonen bestimmten Sequenz synthetisiert. Die Sequenzierungs-Reaktionsgemische wurden auf
0,4 mm dicke Sequenzierungs-Gele aus 6 % Polyacrylamid aufgetragen und aufgetrennt. Die Gele wurden ge-
trocknet und einem Réntgenfilm ausgesetzt. Typischerweise war *°S eingebaut, wenn Standard-Sequenzie-
rungs-Kits verwendet wurden, und bei zyklischen Sequenzierungsreaktionen wurde ein 3P-endmarkierter Pri-
mer eingesetzt. Die Sequenzen wurden von dem Gel von unten nach oben (Richtung von 5' nach 3') abgelesen
und in einen DNA-Sequenz-Editor eingegeben und die Werte sodann unter Verwendung von Programmen
analysiert, die von der Genetics Computer Group (GCG, University of Wisconsin) stammten.

VIl. RNA-Herstellung und PCR-Amplifikation

[0155] Offene Leseraster, die in der genomischen DNA nachgewiesen wurden und die eine Sequenz enthiel-
ten, welche GGF-Peptide codiert, wurden mittels einer PCR-Amplifikation der Hypophysen-RNA verlangert.
Die RNA wurde aus gefrorenem Rindergewebe (Pelfreeze) gemall dem Guanidin-Neutral-CsCl-Verfahren
(Chirgwin et al., Biochemistry 18: 5294, 1979) hergestellt. Die polyadenylierte RNA wurde durch Oligo-dT-Cel-
lulose-Saulenchromatographie selektiert (Aviv und Leder, PNAS (USA) 69: 1408, 1972).

[0156] Spezifische DNA-Zielsequenzen wurden amplifiziert, wobei entweder mit Gesamt-RNA- oder mit po-
lyadenylierten RNA-Proben begonnen wurde, die unter Verwendung des Perkin ElImer PCR/RNA-Kits Nr.
N808-0017 zu cDNA umgewandelt worden waren. Fur die reversen Transkriptionsreaktionen des ersten
Strangs wurden 1 pg Matrizen-RNA und entweder Primer von Oligo-dT mit angefligten Restriktionsenzym-Er-
kennungsstellen-Linkern oder spezifische Antisense-Primer, die aus clonierten Sequenzen bestimmt wurden,
mit angeflugten Restriktionsstellen verwendet. Um den zweiten Strang zu erzeugen, waren die Primer entwe-
der einmalige Sequenzen des Plus-Strangs, wie in 3'-RACE-Reaktionen verwendet (Frohman et al., PNAS
(USA) 85: 8998, 1988), oder es waren Oligo-dT-Primer mit angefligten Restriktionsstellen, wenn die zweite
Zielstelle durch Anhangen von dATP an die Erststrang-Reaktionsprodukte mittels terminaler Transferase an-
geflgt worden war (z.B. 5-RACE-Reaktionen, Frohman et al., vorstehend). Alternativ, wie in verankerten
PCR-Reaktionen, waren die Zweitstrang-Primer degeneriert, wobei sie somit bestimmte Peptidsequenzen dar-
stellten.

[0157] Die Amplifikationsprofile erfolgten gemaf dem folgenden allgemeinen Schema: 1) funf Minuten Ein-
weichen-File bei 95°C; 2) Thermozyklus-File von 1 Minute, 95°C; 1 Minute Abklhlen auf eine Anelierungstem-
peratur von 45°C, 50°C oder 55°C; Beibehalten der Anelierungstemperatur 1 Minute; Erwarmen auf 72°C in-
nerhalb von 1 Minute; Verlangern bei 72°C 1 Minute oder 1 Minute plus eine 10 Sekunden Auto-Verlangerung;
3) Verlangerungszyklus bei 72°C, funf Minuten, und; 4) Einweichen-File bei 4°C eine unbestimmte Zeit. Die
Thermozyklus-Files (# 2) wurden ublicherweise 30 Zyklen laufen gelassen. Von jedem 100-pl-Amplifikati-
ons-Reaktionsgemisch wurde eine 16-ul-Probe durch Elektrophorese in 2 % Nusieve 1 % Agarose-Gelen ana-
lysiert, die in TAE-Puffer bei 4 Volt pro cm drei Stunden laufen gelassen wurden. Die Gele wurden gefarbt und
anschlieBend auf ungeladene Nylonmembranen geblottet, die mit markierten DNA-Sonden getestet wurden,
die innerhalb der Primer lagen.
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[0158] In den Blotting-Experimenten konnten spezifische Satze von DNA-Amplifikationsprodukten identifiziert
werden, und ihre Positionen konnten als Richtlinie fur die Reinigung und Re-Amplifikation verwendet werden.
Gegebenenfalls wurden die restlichen Teile von ausgewahlten Proben auf praparative Gele aufgetragen, dann
wurden nach der Elektrophorese vier bis finf Scheiben mit einer Dicke von 0,5 mm aus dem Gel enthommen
(wobei diese die erwartete Position des spezifischen Produkts umrahmten). Die Agarose wurde zerkleinert und
dann in 0,5 ml Elektrophorese-Puffer zwei bis 16 Stunden bei 40°C eingeweicht. Die zerkleinerte Agarose wur-
de zwei Minuten zentrifugiert und die wassrige Phase in frische Réhrchen Uberflihrt.

[0159] Die Re-Amplifikation erfolgte mit 5 pl (etwa 1 % des Produkts) des eluierten Materials unter Verwen-
dung des gleichen Satzes von Primern und der Reaktionsprofile wie in den ursprunglichen Reaktionen. Wenn
die Re-Amplifikationsreaktionen vollstandig abgelaufen waren, wurden die Proben mit Chloroform extrahiert
und in frische Réhrchen Uberfiihrt. Konzentrierte Restriktionsenzym-Puffer und Enzyme wurden zu den Reak-
tionsgemischen zugegeben, um sie an den in den Linkern vorliegenden Restriktionsstellen zu spalten. Die ge-
spaltenen PCR-Produkte wurden durch Gel-Elektrophorese gereinigt und danach in Vektoren subcloniert, wie
im vorstehenden Abschnitt Subclonierung beschrieben. Die DNA-Sequenzierung erfolgte, wie vorstehend be-
schrieben.

VIIl. DNA-Sequenzanalyse

[0160] Die DNA-Sequenzen wurden unter Verwendung eines Fragment-Zusammenbau-Programms und der
Aminosauresequenzen, die durch die GCG-Programme GelAssemble, Map and Translate hergeleitet wurden,
zusammengebaut. Die hergeleiteten Proteinsequenzen wurden als eine Abfragesequenz verwendet, um Pro-
teinsequenz-Datenbanken unter Verwendung von WordSearch zu durchsuchen. Die Analyse erfolgte auf einer
Arbeitsstation VAX Station 3100, die unter VMS 5.1 lief. Die Datenbanksuche wurde auf SwissProt Version Nr.
21 unter Verwendung der GCG-Version 7.0 durchgefihrt.

IX. Ergebnisse der Clonierung und Sequenzierung von Genen, die GGF-l und GGF-Il codieren

[0161] Wie vorstehend angegeben, wurden zur Identifizierung der DNA-Sequenz, die Rinder-GGF-Il codiert,
aus GGF-lI-Peptidsequenzen degenerierte Oligonucleotid-Sonden entworfen. GGF-11-12 (SEQ ID NO: 44), ein
Peptid, das durch Lysyl-Endopeptidase-Spaltung eines gereinigten GGF-II-Praparats erzeugt wurde (vgl.
Eig. 16 und Fiq. 12), zeigte eine starke Homologie in der Aminosauresequenz mit GGF-I-07 (SEQ ID NO: 39),
einem tryptischen Peptid, das aus einem gereinigten GGF-I-Praparat hergestellt wurde. GGF-Il-12 wurde des-
halb verwendet, um zehn degenerierte Oligonucleotid-Sonden zu erzeugen (vgl. Oligos 609, 610 und 649 bis
656 in Fig. 20, SEQ ID NOs: 66, 67, 68 bzw. 75). Ein doppelter Satz von Filtern wurde mit zwei Satzen von
Sonden (Satz 1 = 609, 610; Satz 2 = 649 bis 5656 getestet, die zwei Uberlappende Teile von GGF-11-12 codie-
ren. Hybridisierungsignale wurden festgestellt, wobei jedoch nur ein Clon mit beiden Sondensatzen hybridisier-
te. Der Clon (der mit GGF2BG1 bezeichnet wurde) wurde gereinigt.

[0162] Die Southern-Blot-Analyse von DNA aus dem Phagenclon GGF2BG1 bestétigte, dass beide Satze
von Sonden mit dieser Rinder-DNA-Sequenz hybridisierten, und sie zeigte weiterhin, dass beide Sonden mit
dem gleichen Satz von DNA-Fragmenten innerhalb des Clons reagierten. Aufgrund dieser Experimente wurde
ein 4-kb-EcoRI-Subfragment des urspriinglichen Clons identifiziert, subcloniert und teilweise sequenziert.
Fig. 21 zeigt die Nucleotidsequenz, SEQ ID NO: 89, und die hergeleitete Aminosauresequenz der anfangli-
chen DNA-Sequenzdaten, die die Hybridisierungsstellen der Sonden 609 und 650 umfassten, wodurch besta-
tigt wurde, dass ein Teil dieser genomischen Rinder-DNA das Peptid 12 codierte (KASLADSGEYM).

[0163] Die weitere Sequenzanalyse zeigte, dass GGF-II-12 auf einem aus 66 Aminosauren bestehenden of-
fenen Leseraster lag (vgl. nachstehend), das zum Ausgangspunkt fir die Isolierung von Uberlappenden Se-
quenzen wurde, die ein mutmalliches Rinder-GGF-II-Gen und eine cDNA darstellten.

[0164] Verschiedene PCR-Verfahren wurden eingesetzt, um weitere codierende Sequenzen fur das mutmald-
liche Rinder-GGF-II-Gen zu erhalten. Gesamt-RNA und Oligo-dT-selektierte (Poly-A enthaltende) RNA-Pro-
ben wurden aus der gesamten Hypophyse, dem Hypophysenvorderlappen, dem Hypophysenhinterlappen und
dem Hypothalamus des Rindes hergestellt. Unter Verwendung von Primern aus der in Fig. 22 dargestellten
Liste, SEQ ID NOs: 109 bis 119, wurden einseitige PCR-Reaktionen (RACE) eingesetzt, um cDNA-Enden so-
wohl in 3'- als auch in 5'-Richtung zu amplifizieren, und aulRerdem wurden verankerte PCR-Reaktionen mit de-
generierten Oligonucleotid-Primern durchgefiihrt, die weitere GGF-II-Peptide darstellten. In Eig. 29 sind die
aneinander angrenzenden DNA-Strukturen und -Sequenzen zusammengestellt, die in diesen Experimenten
erhalten wurden. Durch die 3'-RACE-Reaktionen wurden drei verschieden gespleifite cDNA-Sequenzen pro-
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duziert, die cloniert und sequenziert wurden. Eine 5'-RACE-Reaktion flhrte zur Entdeckung einer ein weiteres
Exonenthaltenden codierenden Sequenz fiir mindestens 52 Aminosauren. Die Analyse dieser hergeleiteten
Aminosauresequenz ergab die Peptide GGF-11-6 und eine Sequenz, die dem GGF-I-18 ahnlich war (vgl. nach-
stehend). Die verankerten PCR-Reaktionen fiihrten zur Identifizierung von (cDNA) codierenden Sequenzen
der Peptide GGF-II-1, 2, 3 und 10, die innerhalb eines weiteren cDNA-Segments von 300 bp enthalten waren.
Die 5'-Grenze dieses Segments (d.h. Segment E, vgl. Fig. 30) ist durch das Oligonucleotid definiert, das das
Peptid GGF-II-1 codiert und das in der PCR-Reaktion verwendet wurde (weitere 5'-Sequenz-Daten liegen vor,
wie fir den menschlichen Clon in Beispiel 11 beschrieben). Somit enthalt dieser Clon Nucleotidsequenzen, die
sechs der insgesamt vorliegenden neun neuen GGF-II-Peptidsequenzen codieren.

[0165] Das clonierte Gen wurde charakterisiert, indem zuerst eine physikalische Karte von GGF2GB1 kon-
struiert wurde, die es uns moglich machte, die codierenden Sequenzen, die gefunden wurden, zu positionieren
(vgl. nachstehend, Fig. 30). DNA-Sonden aus den vorstehend beschriebenen codierenden Sequenzen wur-
den verwendet, um weitere DNA-Fragmente zu identifizieren, welche die Exons auf diesem Phagenclon ent-
hielten, und um Clone zu identifizieren, die in beiden Richtungen uUberlappen. Das mutmalfliche Rin-
der-GGF-II-Gen ist in mindestens finf codierende Segmente aufgeteilt. Codierende Segmente sind als Stre-
cken einer DNA-Sequenz bestimmter Lange definiert, die unter Verwendung des universellen genetischen Co-
des in Polypeptidsequenzen translatiert werden kdnnen. Die codierenden Segmente, die in Fig. 36 beschrie-
ben und in der vorliegenden Anmeldung angesprochen werden, sind: 1) bestimmte Exons, die innerhalb des
GGF-Gens vorliegen (z.B. codierendes Segment a), oder 2) hergeleitet von Satzen von zwei oder mehr Exons,
die in spezifischen Subgruppen von mRNAs erscheinen, wobei jeder Satz in die spezifischen Polypeptidseg-
mente translatiert werden kann, wie in den Genprodukten gezeigt. Die in den Patentanspriichen angesproche-
nen Polypeptidsegmente sind die Translationsprodukte der analogen codierenden DNA-Segmente. Nur die co-
dierenden Segmente A und B wurden als Exons definiert und bisher sequenziert und kartiert. Die Zusammen-
fassung der identifizierten, aneinander angrenzenden, codierenden Sequenzen ist in Fig. 31 dargestellt. Die
Exons sind (alphabetisch) aufgelistet in der Reihenfolge ihrer Entdeckung. Aus den Intron/Exon-Grenzen ist
ersichtlich, dass Exon B in cDNAs enthalten sein kann, die das codierende Segment E und das codierende
Segment A verbinden. Das heil3t, Exon B kann nicht herausgespleif3t werden, ohne dass das Leseraster be-
eintrachtigt wird. Deshalb vermuten wir, dass drei alternative SpleiRmuster die mutmallichen Rin-
der-GGF-II-cDNA-Sequenzen 1, 2 und 3 erzeugen kdnnen. Die codierenden Sequenzen hiervon, genannt
GGF2BPP1.CDS, GGF2BPP2.CDS bzw. GGF2BPP3.CDS, sind in den Eig. 27A (SEQ ID NO: 129), 27B (SEQ
ID NO: 130) bzw. 27C (SEQ ID NO: 131) angegeben. Die hergeleitete Aminosauresequenz der drei cDNAs ist
auch in den Fig. 27A (SEQ ID NO: 129), 27B (SEQ ID NO: 130) und 27C (SEQ ID NO: 131) angegeben.

[0166] Die drei hergeleiteten Strukturen codieren Proteine mit Langen von 206, 281 und 257 Aminosauren.
Die ersten 183 Reste der hergeleiteten Proteinsequenz sind in allen drei Genprodukten identisch. An Position
184 unterscheiden sich die Clone signifikant. Ein Codon fir Glycin GGT in GGF2BPP1 dient auch als ein
Spleil-Donor flir GGF2BPP2 und GGF2BPP3, bei denen alternativ die Exons C, C/D, C/D' und D bzw. C, C/D
und D angefugt sind, wie in Fig. 32, SEQ ID NO: 145, gezeigt. GGFIIBPP1 ist ein verkirztes Genprodukt, das
erzeugt wird, indem Uber die Spleil3stelle des codierenden Segments A in die folgende intervenierende Se-
quenz (Intron) hinein abgelesen wird. Dies stellt das codierende Segment A'in Fig. 30 (SEQ ID NO: 136) dar.
Das Transkript endet angrenzend an eine kanonische AATAAA-Polyadenylierungssequenz, und wir nehmen
an, dass dieses verkirzte Genprodukt ein reifes bona-fide-Transkript darstellt. Die anderen zwei langeren Gen-
produkte haben die gleiche untranslatierte 3'-Sequenz und Polyadenylierungsstelle gemeinsam.

[0167] Alle drei dieser Molekile enthalten sechs der neun neuen GGF-II-Peptidsequenzen (Fig. 11), und ein
weiteres Peptid ist sehr homolog zu GGF-1-18 (vgl. Fig. 26). Aufgrund dieses Ergebnisses besteht eine hohe
Wahrscheinlichkeit, dass dieses rekombinante Molekiil mindestens einen Teil des Rinder-GGF-II codiert. Wei-
terhin sind fur die drei Peptide die berechneten isoelektrischen Punkte mit den physikalischen Eigenschaften
von GGF-I und Il vereinbar. Da die Molekllgrofie von GGF-Il etwa 60 kD betragt, sollte die langste der drei
cDNAs ein Protein mit etwa einer Halfte der vorausgesagten Zahl von Aminosauren codieren.

[0168] Eine Sonde, welche die Exons B und A umfasste, wurde durch PCR-Amplifikation markiert und einge-
setzt, um eine cDNA-Bank durchzumustern, die aus einer aus Rinder-Hypophysenhinterlappen isolierten RNA
hergestellt worden war. Ein Clon (GGF2BPP5) zeigte das Muster, das in Fig. 29 angegeben ist, und enthielt
ein weiteres codierendes DNA-Segment (G) zwischen den codierenden Segmenten A und C. Die gesamte Nu-
cleinsduresequenz ist in Fig. 31 dargestellt (SEQ ID NO: 144). Das vorausgesagte Translationsprodukt aus
dem langsten offenen Leseraster weist 241 Aminosauren auf. Aulerdem wurde ein Teil einer zweiten cDNA
(GGF2BPP4) aus der Rinder-Hypophysenhinterlappen-Bank unter Verwendung der vorstehend beschriebe-
nen Sonde isoliert. Dieser Clon zeigte das in Fig. 29 angegebene Muster. Dieser Clon ist am 5'-Ende unvoll-
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standig, er ist jedoch eine Spleilvariante in dem Sinn, dass ihm die codierenden Segmente G und D fehlen.
BPP4 zeigt auch ein neues 3'-Ende mit den Regionen H, K und L, die hinter der Region C/D liegen. Die Se-
quenz von BPP4 ist in Fig. 33 dargestellt (SEQ ID Nr. 146).

Beispiel 11
GGF-Sequenzen in verschiedenen Arten

[0169] Die GGF-Proteine sind Mitglieder einer neuen Superfamilie von Proteinen. In Kreuzhybridisie-
rungs-Studien mit hoher Stringenz (DNA-Blotting-Experimenten) mit anderen Sduger-DNAs haben wir deutlich
gezeigt, dass DNA-Sonden aus diesem rekombinanten Rinder-Molekdl in einer Vielzahl von getesteten Proben
spezifische Sequenzen einfach nachweisen kénnen. Auch in menschlicher genomischer DNA wird eine stark
homologe Sequenz nachgewiesen. Das Autoradiogramm ist in Fig. 28 dargestellt. Die Signale in den Bahnen,
die Ratten- und menschliche DNA enthalten, stellen die Aquivalente des GGF-Gens der Ratte und des Men-
schen dar, wobei die Sequenzen von verschiedenen cDNAs, die durch dieses Gen codiert werden, kirzlich
von Holmes et al. (Science 256: 1205, 1992) und von Wen et al. (Cell 69: 559, 1992) beschrieben wurden.

Beispiel 12
Isolierung einer menschlichen Sequenz, die ein menschliches GGF2 codiert

[0170] Verschiedene menschliche Clone, die Sequenzen aus dem codierenden Segment E des Rinder-GGFlI
enthalten, wurden durch Durchmusterung einer menschlichen cDNA-Bank isoliert, die aus Hirnstamm herge-
stellt worden war (Stratagene, Katalog Nr. 935206). Diese Strategie wurde aufgrund des deutlichen Zusam-
menhangs zwischen den meisten GGF2-Peptiden (einmalig fir GGF2) und der vorausgesagten Peptidse-
quenz aus Clonen, die das Rinder-Segment E enthalten, verfolgt. Diese Bank wurde, wie in Beispiel 8, Ab-
schnitt Il, beschrieben, durchgemustert, wobei die nachstehend angegebenen Oligonucleotid-Sonden 914 bis
919 verwendet wurden.

914 TCGGGCTCCATGAAGAAGATGTA (SEQ ID NO: 179)
915TCCATGAAGAAGATGTACCTGCT (SEQ ID NO: 180)
916ATGTACCTGCTCTCCTCCTTGA (SEQ ID NO: 181)
917TTGAAGAAGGACTCGCTGCTCA (SEQ ID NO: 182)
918AAAGCCGGGGGCTTGAAGAA (SEQ ID NO: 183)
919ATGARGTGTGGGCGGCGAAA : (SEQ ID NO: 184)

[0171] Die mit diesen Sonden nachgewiesenen Clone wurden durch Hybridisierung noch weiter analysiert.
Auflerdem wurde eine Sonde, die vom codierenden Segment A stammte (vgl. Fig. 30) und durch Markierung
eines Produkts der Polymerasekettenreaktion (PCR) aus Segment A hergestellt wurde, zum Durchmustern der
primaren Bank verwendet. Mehrere Clone, die sowohl mit von A als auch von E stammenden Sonden hybridi-
sierten, wurden selektiert, und ein bestimmter Clon, GGF2HBS5, wurde fur die weitere Analyse ausgewahit.
Dieser Clon wird durch das folgende Muster von codierenden Segmenten dargestellt (EBACC/D'D, wie in
Fig. 30 angegeben). Das Segment E in diesem Clon ist das menschliche Aquivalent der verkiirzten Rin-
der-Version von E, wie in Fig. 30 gezeigt. GGF2HBSS5 ist von allen beschriebenen ,mutmallichen"
GGF-ll-Kandidaten der Kandidat, der mit gréRter Wahrscheinlichkeit GGF-II codiert. Die Lange des Segments
E der codierenden Sequenz betragt 786 Nucleotide plus 264 Basen einer untranslatierten Sequenz. Die vor-
ausgesagte Grofie des durch GGF2HBSS codierten Proteins betragt etwa 423 Aminosauren (etwa 45 Kilodal-
ton, vgl. Fig. 44, SEQ ID NO: 21), dies ist dhnlich der GréRe der deglycosylierten Form von GGF-II (vgl. Bei-
spiel 20). AuRerdem haben sieben der GGF-II-Peptide, die in Fig. 26 angegeben sind, aquivalente Sequen-
zen, die in die Proteinsequenz fallen, die aus Region E vorausgesagt wurde. Die Peptide II-6 und 11-12 sind
Ausnahmen, die in das codierende Segment B bzw. das codierende Segment A fallen. Eine RNA, die das Pro-
tein GGF2HBS5 codiert, wurde in einem in vitro-Transkriptionssystem erzeugt, das durch den Promotor des
Bakteriophagen T7 gesteuert wurde, der im Vektor vorlag (Bluescript SK [Stratagene Inc.], vgl. Eig. 47), wel-
cher die GGF2HBSS5-Insertion enthielt. Diese RNA wurde in einem zellfreien (Kaninchen-Retikulocyten) Trans-
lationssystem translatiert, wobei die GréRRe des Proteinprodukts 45 kD betrug. AuRerdem wurde das zellfreie
Produkt in einem Schwann-Zellen-Mitogenese-Test getestet, um die biologische Aktivitat zu bestatigen. Die mit
konditioniertem Medium behandelten Schwann-Zellen zeigen sowohl eine gesteigerte Proliferation, die durch
den Einbau von '®I-Uridin gemessen wurde, als auch eine Phosphorylierung am Tyrosin eines Proteins im Be-
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reich von 185 Kilodalton.

[0172] Somit bestatigen die Grofe des Produkts, das durch GGF2HBS5 codiert wird, und das Vorliegen von
DNA-Sequenzen, die menschliche Peptide codieren, die stark homolog sind zu den Rinder-Peptiden, die in
Fig. 11 dargestellt sind, dass GGF2HBS5 das menschliche Aquivalent des Rinder-GGF2 codiert. Die Tatsa-
che, dass konditionierte Medien, die aus Zellen hergestellt wurden, die mit diesem Clon transformiert waren,
eine Mitogenese-Aktivitdt auf Schwann-Zellen hervorbringen, bestatigt, dass das GGFIIHBS5-Genprodukt
(anders als das BPP5-Genprodukt) ausgeschieden wird. Aulerdem scheint das GGFIIBPP5-Genprodukt die
Proliferations-Antwort von Schwann-Zellen tber eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase, wie p185°#?, oder einen nah
verwandten Rezeptor zu vermitteln (vgl. Beispiel 19).

Beispiel 13
Expression eines menschlichen rekombinanten GGF2 in Sduger- und Insektenzellen

[0173] Der GGF2HBS5-cDNA-Clon, der menschliches GGF2 codiert (wie in Beispiel 12 beschrieben, der hier
auch als HBS5 bezeichnet wird), wurde in den Vektor pcDL-SRa296 cloniert, und sodann wurden COS-7-Zel-
len in 100-mm-Schalen durch das DEAE-Dextran-Verfahren transfiziert. Danach wurden Zelllysate oder kon-
ditionierte Medien aus transient exprimierenden COS-Zellen drei oder vier Tage nach der Transfektion geern-
tet. Um Lysate herzustellen, wurden einschichtige Zellrasen mit PBS gewaschen, von den Platten abgeschabt
und durch drei Zyklen mit Einfrieren und Auftauen in 150 pl 0,25 M Tris-HCI, pH 8, lysiert. Die Zelltrimmer wur-
den abzentrifugiert und der Uberstand gewonnen. Proben der konditionierten Medien (7 ml) wurden entnom-
men, anschlieend eingeengt und der Puffer gegen 10 mM Tris, pH 7,4, unter Verwendung von Centriprep-10-
und Centricon-10-Einheiten, wie von den Herstellern beschrieben (Amicon, Beverly, MA), ausgetauscht. Sch-
wann-Zellen des Rattennervs wurden auf den Einbau von DNA-Synthese-Vorlaufern, wie beschrieben, getes-
tet. Proben von konditionierten Medien oder von Zelllysaten wurden im Schwann-Zellen-Proliferations-Test,
wie in Marchionni et al., Nature 362: 313, 1993, beschrieben, getestet. Die cDNA, GGF2HBS5, die GGF2 co-
diert, steuerte die Sekretion des Proteinprodukts in das Medium. Eine minimale Aktivitat konnte innerhalb der
Zellen nachgewiesen werden, wie durch Tests unter Verwendung von Zelllysaten bestimmt wurde. Die
GGF2HFB1- und GGFBPP5-cDNAs bewirkten keine Sekretion des Produkts ins extrazellulare Medium. Die
GGF-Aktivitat aus diesen Clonen war nur in Zelllysaten nachweisbar.

[0174] Rekombinanter GGF2 wurde auch in CHO-Zellen exprimiert. Die GGF2HBS5-cDNA, die GGF2 co-
diert, wurde in die EcoRI-Stelle des Vektors pcdhfrpolyA cloniert und durch das Calciumphosphat-Co-Fallungs-
verfahren in die DHFR-negative CHO-Zelllinie (GG44) transfiziert. Die Clone wurden in Nucleotid- und Nucle-
osid-freiem a-Medium (Gibco) in Platten mit 96 Vertiefungen selektiert. Nach drei Wochen wurden die Proben
der konditionierten Medien der einzelnen Clone durch den Schwann-Zellen-Proliferations-Test auf die Expres-
sion von GGF durchgemustert, wie in Marchionni et al., Nature 362: 313, 1993, beschrieben. Stabile Clone
wurden identifiziert, die signifikante Spiegel der GGF-Aktivitat ins Medium ausgeschieden hatten. Die Werte
der Schwann-Zellen-Proliferations-Aktivitat von Aliquots mit unterschiedlichem Volumen des CHO-Zellenkon-
ditionierten Mediums wurden verwendet, um die in Fig. 46 dargestellte Dosis-Antwort-Kurve zu erzeugen (Gra-
ham und Van Der Eb, Virology 52: 456, 1973). Dieses Material wurde auf einem Western-Blot analysiert, der
mit polyclonalen Antiseren durchgefiihrt wurde, die gegen ein spezifisches GGF2-Peptid hervorgebracht wor-
den waren. Eine Bande mit etwa 65 kD (die erwartete Grolke des aus der Hypophyse extrahierten GGF2) ist
spezifisch markiert (Fig. 48, Bahn 12).

[0175] Aulerdem wurde ein rekombinanter GGF2 durch eine Baculovirus-Expression in Insektenzellen expri-
miert. Sf9-Insektenzellen wurden mit einem Baculovirus, das den cDNA-Clon GGF2HBS5 enthielt, mit einer
Multiplizitat von 3 bis 5 (10° Zellen/ml) infiziert und in Medium Sf900-II geziichtet. Die Schwann-Zellen-Mitoge-
nese-Aktivitat wurde in das extrazellulare Medium ausgeschieden. Verschiedene Volumina des Insektenzel-
len-konditionierten Mediums wurden in dem Schwann-Zellen-Proliferations-Test in Abwesenheit von Forskolin
getestet, sodann wurde anhand der Daten eine Dosis-Antwort-Kurve erstellt.

[0176] Dieses Material wurde auch auf einem Western-Blot analysiert (Fig. 45B), der mit dem vorstehend be-
schriebenen GGF-Ill-spezifischen Antikérper durchgefiihrt wurde.

[0177] Die in diesem Beispiel verwendeten Verfahren waren wie folgt:

Die Schwann-Zellen-Mitogenese-Aktivitat von rekombinanten menschlichen und Rinder-Glia-Wachstumsfak-
toren wurde wie folgt bestimmt: die mitogenen Antworten von geziichteten Schwann-Zellen wurden in Gegen-
wart von 5 uM Forskolin gemessen, indem rohe rekombinante GGF-Praparate verwendet wurden, die aus tran-
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sienten Sauger-Expressionsexperimenten erhalten worden waren. Der Einbau von '?I-Urd wurde nach einer
Exposition von 18 bis 24 Stunden gegenuber Stoffen bestimmt, die aus transfizierten oder zum Schein trans-
fizierten COS-Zellen, wie in den Verfahren beschrieben, erhalten worden waren. Die durchschnittliche und
Standardabweichung von vier Satzen von Werten ist jeweils dargestellt. Die mitogene Antwort auf partiell ge-
reinigtes natives Rinder-Hypophysen-GGF (Carboxymethylcellulose-Fraktion; Goodearl et al., eingereicht) ist
als ein Standard von 100 % Aktivitat dargestellt (GGF).

[0178] cDNAs (Fig. 46, SEQ ID NOs: 166 bis 168) wurden in pcDL-SRa296 (Takebe et al., Mol. Cell Biol. 8:
466-472, 1988) cloniert, und COS-7-Zellen wurden in 100-mm-Schalen durch das DEAE-Dextran-Verfahren
transfiziert (Sambrook et al., in: Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2. Aufl. (Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989)). Drei oder vier Tage nach der Transfektion wurden Zelllysate oder
konditionierte Medien geerntet. Um Lysate herzustellen, wurden die einschichtigen Zellrasen mit PBS gewa-
schen, von den Schalen abgeschabt und durch drei Zyklen mit Einfrieren und Auftauen in 150 pl 0,25 M
Tris-HCI, pH 8, lysiert. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert und der Uberstand wurde gewonnen. Proben
der konditionierten Medien (7 ml) wurden entnommen, anschlielend eingeengt und der Puffer wurde gegen
10 mM Tris, pH 7,4, unter Verwendung von Centriprep-10- und Centricon-10-Einheiten, wie von den Herstel-
lern beschrieben (Amicon, Beverly, MA), ausgetauscht. Schwann-Zellen des Ratten-Ischiasnervs wurden auf
den Einbau von DNA-Synthese-Vorlaufern, wie beschrieben, getestet (Davis und Stroobant, J. Cell Biol. 110:
1353-1360, 1990; Brockes et al., Brain Res. 165: 105-118, 1979).

[0179] Western-Blots eines durch rekombinante CHO-Zellen konditionierten Mediums wurden wie folgt
durchgefihrt: ein rekombinanter CHO-Clon wurde in MCDB302 proteinfrei drei Tage gezlchtet. 2 ml des kon-
ditionierten Mediums wurden geerntet, eingeengt, der Puffer wurde gegen 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, ausge-
tauscht und zur Trockne gefriergetrocknet. Das Pellet wurde in SDS-PAGE-Probenpuffer resuspendiert, einer
reduzierenden SDS-Gel-Elektrophorese unterworfen und durch Western-Blottting mit einem GGF-Peptid-An-
tikérper analysiert. Eine CHO-Kontrolle wurde durch Verwendung eines konditionierten Mediums aus
nicht-transfizierten CHO-DG44-Wirtszellen erstellt, und die CHOHBS5-Spiegel wurden getestet, indem ein
konditioniertes Medium aus einem rekombinanten Clon eingesetzt wurde.

Beispiel 14
Identifizierung von funktionellen Elementen von GGF

[0180] Die hergeleiteten Strukturen der Familie der GGF-Sequenzen zeigen, dass die langsten Formen (wie
durch GGF2BPP4 dargestellt) Transmembranproteine codieren, bei denen der extrazellulare Teil eine Doméane
enthalt, die dem epidermalen Wachstumsfaktor ahnelt (vgl. Carpenter und Wahl, in: Peptide Growth Factors
and Their Receptors |, S. 69-133, Springer-Verlag, NY, 1991). Die Positionen der Cysteinreste in der Peptid-
sequenz der codierenden Segmente C und C/D oder C/D' sind hinsichtlich der analogen Reste in der Peptid-
sequenz des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) konserviert (vgl. Fig. 32, SEQ ID NOs: 147 bis 149). Dies
legt nahe, dass die extrazellulare Doméane als Rezeptorerkennungs- und biologische Aktivierungsstellen fun-
giert. Bei mehreren der Varianten-Formen fehlen die codierenden Segmente H, K und L, weshalb sie mdgli-
cherweise als sekretierte, diffusionsfahige, biologisch aktive Proteine exprimiert werden. GGF-DNA-Sequen-
zen, die Polypeptide codieren, welche die EGF-ahnliche Domane umfassen (EGFL), kénnen die vollstandige
biologische Aktivitat zum Stimulieren der Gliazellen-Mitogenese-Aktivitat besitzen.

[0181] Membrangebundene Versionen dieses Proteins kdnnen eine Proliferation von Schwann-Zellen indu-
zieren, wenn sie wahrend der Embryogenese oder wahrend der Nervenregeneration auf der Oberflache von
Neuronen exprimiert werden (wobei die Oberflachen von Neuronen mit den Oberflachen von proliferierenden
Schwann-Zellen eng assoziiert sind).

[0182] Ausgeschiedene (nicht membrangebundene) GGFs kénnen als klassisch diffusionsfahige Faktoren
wirken, die mit Schwann-Zellen in einem gewissen Abstand vom Punkt der Sekretion aus interagieren kénnen.
Andere Formen kénnen bei einer Gewebeverletzung und Zerstérung von Zellen aus intrazellaren Quellen frei-
gesetzt werden. Ein Beispiel eines sekretierten GGF ist das Protein, das durch GGF2HBSS5 codiert wird; dieses
Protein ist der einzige bekannte GGF, fiir den gefunden wurde, dass er zum AuBeren der Zelle geleitet wird.
Die Sekretion wird moglicherweise tUber eine N-terminale hydrophobe Sequenz vermittelt, die nur in Region E
gefunden wird, wobei es sich um die N-terminale Domane handelt, die in dem durch GGF2HBSS5 codierten re-
kombinanten GGF2 enthalten ist.

[0183] Andere GGFs scheinen nicht sekretiert zu werden. Diese GGFs kdnnen Formen als Antwort auf Ver-
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letzungen darstellen, die als Folge einer Gewebeschadigung freigesetzt werden.

[0184] Andere Regionen der vorausgesagten Proteinstruktur von GGF2 (codiert durch GGF2HBS5) und an-
dere Proteine, welche die Regionen B und A enthalten, zeigen Ahnlichkeiten mit dem Heparansulfat-Proteo-
glycan-Kern-Protein der menschlichen Basalmembran. Das Peptid ADSGEY, das nah am zweiten Cysteinrest
der C2-Immunglobulin-Falte in diesen GGFs liegt, kommt in neun von 22 C2-Wiederholungen vor, die in die-
sem Protein der Basalmembran gefunden werden. Dieser Hinweis legt liberzeugend nahe, dass diese Prote-
ine sich mit Matrixproteinen assoziieren kénnen, z.B. solchen, die mit Neuronen und Glia assoziiert sind, wobei
dies auf ein Verfahren hinweist, wie es dazu kommen kdénnte, dass Glia-Wachstumfaktoren an den Zielorten
abgesondert vorliegen.

Beispiel 15
Reinigung von GGFs aus rekombinanten Zellen

[0185] Um GGFs der vollen Lange oder Teile davon zu erhalten, die dann auf ihre biologische Aktivitat getes-
tet werden kénnen, kénnen die Proteine unter Verwendung einer clonierten DNA Uiberproduziert werden. Hier-
fur kdnnen verschiedene Ansatze verwendet werden. Eine rekombinante E. coli-Zelle, die die vorstehend be-
schriebenen Sequenzen enthalt, kann konstruiert werden. Fir diesen Zweck kdnnen Expressionssysteme wie
pNH8a oder pHH16a (Stratagene, Inc.) nach den Verfahren der Hersteller eingesetzt werden. Andererseits
kénnen diese Sequenzen in einen Sauger-Expressionsvektor eingefligt werden und eine Uberproduzierende
Zelllinie kann konstruiert werden. Als ein Beispiel fur diesen Zweck wurde GGF-codierende DNA, Clon
GGF2BPP5, in COS-Zellen exprimiert, auRerdem kann sie in Ovarzellen des Chinesischen Hamsters expri-
miert werden, wobei der Expressionsvektor pMSXND eingesetzt wird (Lee und Nathans, J. Biol. Chem. 263:
3521-3527, 1981). Dieser Vektor, der GGF-DNA-Sequenzen enthalt, kann anhand von eingefihrten Verfahren
in Wirtszellen transfiziert werden.

[0186] Eine transiente Expression kann untersucht werden oder G418-resistente Clone kénnen in Gegenwart
von Methotrexat geziichtet werden, um Zellen zu selektieren, die das dhfr-Gen (das auf dem Vektor pMSXND
enthalten ist) amplifizieren und, in diesem Prozess, die benachbarte GGF-Protein-codierende Sequenz
mit-amplifizieren. Da CHO-Zellen in einem vollstandig proteinfreien Medium gehalten werden kénnen (Hamil-
ton und Ham, In Vitro 13: 537-547, 1977), kann das gewunschte Protein aus dem Medium gereinigt werden.
Anhand der Western-Analyse unter Verwendung der in Beispiel 17 erzeugten Antiseren kann das Vorliegen
des gewiinschten Proteins in dem konditionierten Medium der Giberproduzierenden Zellen nachgewiesen wer-
den.

[0187] Das gewinschte Protein (rGGF2) wurde aus dem Medium, das durch transient exprimierende
COS-Zellen konditioniert worden war, wie folgt gereinigt. rGGF-Il wurde aus dem konditionierten Medium ge-
erntet und durch Kationenaustausch-Chromatographie (POROS-HS) gereinigt. Die Sdule wurde mit 33,3 mM
MES, pH 6,0, aquilibriert. Die konditionierten Medien wurden mit einer FlieRrate von 10 ml/min aufgetragen.
Der Peak, der eine Schwann-Zellen-Proliferations-Aktivitat und eine Immunreaktivitat besall (unter Verwen-
dung der polyclonalen Antiseren gegen ein GGF2-Peptid, wie vorstehend beschrieben), wurde mit 50 mM Tris,
1 M NacCl, pH 8,0, eluiert.

[0188] rhGGF2 wird auch unter Verwendung einer stabilen Zelllinie des Ovars des Chinesischen Hamsters
exprimiert. rGGF2 aus den geernteten konditionierten Medien wurde durch die Kationenaustausch-Chromato-
graphie (POROS-HS) teilweise gereinigt. Die Saule wurde mit PBS, pH 7,4, aquilibriert. Die konditionierten Me-
dien wurden mit 10 ml/min aufgetragen. Der Peak, der eine Schwann-Zellen-Proliferations-Aktivitat und eine
Immunreaktivitat besal® (unter Verwendung der polyclonalen GGF2-Antiseren), wurde mit 50 mM Hepes, 500
mM NaCl, pH 8,0, eluiert. Ein weiterer Peak wurde bei 50 mM Hepes, 1 M NaCl, pH 8,0, festgestellt, der sowohl
Proliferations-Aktivitat als auch Immunreaktivitat besald (Fig. 45).

[0189] rhGGF2 kann weiter gereinigt werden, wobei als hochaufldsender Schritt eine Hydrophobe Interakti-
ons-Chromatographie; eine Kationenaustausch/Umkehrphasen-Chromatographie (sofern dies als zweiter
hochauflésender Schritt erforderlich ist); ein Schritt zum Inaktivieren von Viren und ein Schritt zum Entfernen
der DNA, z.B. eine Anionenaustausch-Chromatographie, verwendet werden kénnen.

[0190] Die Schwann-Zellen-Proliferations-Aktivitat des aus der Kationenaustausch-Saule eluierten Peaks

des rekombinanten GGF2 wurde wie folgt bestimmt: Die mitogenen Antworten der gezuchteten Schwann-Zel-
len wurden in Gegenwart von 5 M Forskolin gemessen, wobei der Peak verwendet wurde, der durch 50 mM
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Tris, 1 M NaCl, pH 8,0, eluiert worden war. Der Peak wurde mit 201, 101 (1:10) 10 1 und (1:100) 10 | zugegeben.
Der Einbau von '?°|-Uridin wurde bestimmt und nach einer Exposition von 18 bis 24 Stunden als CpM angege-
ben.

[0191] Ein Immunblot unter Verwendung eines gegen ein Peptid von GGF2 hervorgebrachten polyclonalen
Antikoérpers wurde wie folgt durchgefuhrt: 10 | von verschiedenen Fraktionen wurden auf 4 bis 12 % Gradien-
tengelen laufen gelassen. Die Gele wurden auf Nitrocellulosepapier tberfuhrt und die Nitrocellulose-Blots mit
5 % BSA blockiert und mit dem GGF-2-spezifischen Antikorper getestet (Verdiinnung von 1:250). Als zweiter
Antikoérper wurde das '?°l-Protein A verwendet (Verdiinnung von 1:500, spezifische Aktivitat = 9,0 Ci/g). Die
Immunblots wurden sechs Stunden auf Kodak-Réntgenfilmen exponiert. Die mit 1 M NaCl eluierten Peak-Frak-
tionen zeigten eine immunreaktive Bande bei 69 K.

[0192] Die Reinigung von GGF2 auf Kationenaustauscher-Saulen wurde wie folgt durchgefihrt: mit CHO-Zel-
len konditionierte Medien, die rGGFII exprimierten, wurden auf die Kationenaustauscher-Saule mit 10 ml/min
aufgetragen. Die Saule wurde mit PBS, pH 7,4, aquilibriert. Die Elution wurde mit 50 mM Hepes, 500 mM NacCl,
pH 8,0, bzw. 50 mM Hepes, 1 M NaCl, pH 8,0, durchgefiihrt. Alle Fraktionen wurden unter Verwendung des
hier beschriebenen Schwann-Zellen-Proliferations-Tests (CpM) analysiert. Die Proteinkonzentration (mg/ml)
wurde durch den Bradford-Test mit BSA als Standard bestimmt.

[0193] Ein Western-Blot unter Verwendung von 10 | von jeder Fraktion wurde durchgefuhrt, wobei festgestellt
wurde, dass die Immunreaktivitat und die Schwann-Zellen-Aktivitdt gemeinsam liefen.

[0194] Das Protein kann zu verschiedenen Zeitpunkten in dem Verfahren durch einen Western-Blot-Test ge-
testet werden. Alternativ kann der hier beschriebene Schwann-Zellen-Mitogenese-Test eingesetzt werden, um
das exprimierte Produkt des Clons der vollen Lange oder beliebige biologisch aktive Teile davon zu testen. Der
Clon der vollen Lange GGF2BPP5 wurde in COS-Zellen transient exprimiert. Intrazellulare Extrakte von trans-
fizierten COS-Zellen zeigen eine biologische Aktivitat, wenn sie im Schwann-Zellen-Proliferations-Test, wie in
Beispiel 8 beschrieben, getestet werden. Aufierdem wurde der GGF2HBSS5 codierende Clon der vollen Lange
in COS-Zellen transient exprimiert. In diesem Fall zeigen sowohl der Zellextrakt als auch die konditionierten
Medien in dem in Beispiel 8 beschriebenen Schwann-Zellen-Proliferations-Test eine biologische Aktivitat. Auf
diese Weise kann jedes beliebige Mitglied der Familie von komplementaren Spleilvarianten-DNAs, die vom
GGF-Gen stammen (umfassend die Hereguline), durch den Fachmann exprimiert und in dem Schwann-Zel-
len-Proliferations-Test getestet werden.

[0195] Andererseits kann ein rekombinantes Material aus anderen Varianten gemaf Wen et al. (Cell 69: 559,
1992) isoliert werden, der die SpleiBvariante Neu-Differenzierungsfaktor (NDF) in COS-7-Zellen exprimierte.
cDNA-Clone, die in den eukaryontischen Plasmidvektor pJT-2 eingefligt sind, stehen unter der Kontrolle des
frihen SV40-Promotors und sind 3'-flankiert durch die SV40-Terminations- und Polyadenylierungssignale.
COS-7-Zellen wurden mit der pJT-2-Plasmid-DNA durch Elektroporation wie folgt transfiziert: 6 x 10° Zellen (in
0,8 ml DMEM und 10 FEBS) wurden in eine 0,4-cm-Kuvette Uberfihrt und mit 20 ug Plasmid-DNA in 10 pl
TE-L6sung gemischt (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA). Die Elektroporation erfolgte bei Raumtemperatur
bei 1600 V und 25 yF unter Verwendung einer Bio-Rad-Gene Pulser-Apparatur mit einer auf 200 Ohm einge-
stellten Puls-Kontrolleinheit. Danach wurden die Zellen in 20 ml DMEM, 10 % FBS verdinnt und in einen
T75-Kolben (Falcon) uberfuhrt. Nach 14 Stunden Inkubation bei 37°C wurde das Medium durch DMEM, 1 %
FBS, ersetzt und die Inkubation weitere 48 Stunden fortgesetzt. Das rekombinantes Protein enthaltende kon-
ditionierte Medium, das von den Zellen geerntet worden war, zeigte in einer Zelllinie, die den Rezeptor flr die-
ses Protein exprimierte, eine biologische Aktivitat. Diese Zelllinie (die gezlichtete menschliche Brustkrebs-Zell-
linie AU 565) wurde mit dem rekombinanten Material behandelt. Die behandelten Zellen wiesen eine Verande-
rung der Morphologie auf, die fur die Aktivierung des erbB2-Rezeptors charakteristisch ist. Ein konditioniertes
Medium dieses Typs kann auch in dem Schwann-Zellen-Proliferations-Test getestet werden.

Beispiel 16
Analyse der N-terminalen Sequenz
[0196] Die hGGF2 codierende cDNA wurde in den amplifizierbaren Vektor pcdhfrpolyA cloniert und fir eine
stabile Expression in CHO-DG44-Zellen transfiziert. rhGGF2 wird in die konditionierten Medien ausgeschie-
den. Die Fahigkeit des rekombinanten GGF2, ausgeschieden zu werden, wird vermutlich durch den N-termi-

nalen hydrophoben Bereich vermittelt (Signalsequenz). Eine Signalsequenz wird, nachdem sie das Ausschleu-
sen einer wachsenden Proteinkette durch das raue endoplasmatische Retikulum hindurch initiiert hat, an einer
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spezifischen Stelle aus dem reifen Peptid abgespalten. Die N-terminale Sequenzanalyse des exprimierten und
gereinigten rhGGF2 zeigt die Spaltstelle, wie nachstehend dargestellt. Die Sequenz der ersten 50 Aminosau-
rereste am N-Terminus des Proteins wurde durch N-terminale Sequenzanalyse bestétigt (Tabelle 5), vgl. nach-

stehend.
Tabelle 5

N-terminale Sequenzanalyse von rhGGF2

Zyklus Nr. Primarsequenz pMol
1 Gly (G) 210,6
2 Asn (N) 163
3 Glu (E) 149
4 Ala (A) 220
5 Ala (A) 180
6 Pro (P) 173
7 Ala (A) 177
8 Gly (G) 154,9
9 Ala (A) 162,4
10 Ser (S) 65,4
11 Val (V) 132,7
12 Val (V) *(Cys) 11,7
13 Tyr (Y) 112,7
14 Ser (S) 47,6
15 Ser (S) 271

Die N-terminale Sequenzanalyse wurde anhand des Edman-Abbauprozesses durchgefihrt.
*Cys-Reste werden durch den Edman-Abbauprozess zerstort und kénnen nicht nachgewiesen werden.

[0197] Die folgende Sequenz (SEQ ID NO: 185) stellt die Aminosauresequenz von hGGF2 dar. Der schattier-
te Bereich zeigt die abgespaltene Signalsequenz.

GNEAAPAGAS VCYSSPPSVG SVQELAQRAA WIEGKVBPQ RRQQGAI.DRK
AAAAAGEAGA WGGDREPPAA GPRALGPPAE EPLLAANGTV PSWPTAPVPS
AGEPGEEAPY LVKVHQVWAV KAGGLKKDSL LTVRLGTWGH PAFPSCGRLK
EDSRYIFFME PDANSTSRAP AAFRASFPPL ETGRNLKKEV SRVLCKRCAL
PPQLKEMKSQ ESAAGSKLVL RCETSSEYSS LRFKWFKNGN ELNRKNKPQN
IKIQKKPGKS ELRINKASLA DSGEYMCKVI SKLGNDSASA NITIVESNAT
STSTTGTSHL VKCAEKEKTF CVNGGECFMV KDLSNPSRYL CKCPNEFTGD
RCQONYVMASF YSTSTPFLSL PE (SEQ ID NO: 185)

[0198] Der schattierte Bereich stellt die experimentell bestimmten 15 Aminosaurereste am N-Terminus des
rhGGF2 dar, wobei eine A,,-G;,-Bindung zu sehen ist, bei der es sich um die Spaltstelle fir die Signalsequenz

handelt.
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Beispiel 17
Isolierung einer weiteren Spleivariante

[0199] Durch Verfahren, mit denen andere Neureguline auf den neuesten Stand gebracht werden, die in der
US-Patentanmeldung Seriennummer 07/965173, angemeldet am 23. Oktober 1992, hier durch Bezugnahme
eingeschlossen, beschrieben sind, wurden vier nah verwandte Sequenzen erzeugt (Heregulin-a, 31, 2, B3),
die als Folge von SpleiRvariationen zustande kommen. Peles et al. (Cell 69: 205, 1992) und Wen et al. (Cell
69: 559, 1992) haben eine weitere SpleiRvariante (aus der Ratte) isoliert, wobei sie ein dhnliches Reinigungs-
und Clonierungsverfahren wie dasjenige verwendeten, das in den Beispielen 1 bis 9 und 11 beschrieben ist,
wobei ein Protein beteiligt ist, das an p185°™2 bindet. Der cDNA-Clon wurde wie folgt erhalten (liber die Rei-
nigung und Sequenzierung eines p185°2-bindenden Proteins aus einer transformierten Ratten-Fibroblas-
ten-Zelllinie). Ein p185°™®®2-bindendes Protein wurde aus einem konditionierten Medium wie folgt gereinigt. Das
vereinigte konditionierte Medium aus drei Ernten von 500 Rollerflaschen (insgesamt 120 Liter) wurde mittels
Filtration durch 0,2-p-Filter geklart und sodann mit einem Pelicon-Ultrafiltrationssystem unter Verwendung von
Membranen mit einem Molekulargewichts-Ausschluss von 20 kD 31-fach eingeengt. Alle Reinigungsschritte
wurden unter Verwendung eines schnellen Protein-Fliissigchromatographiesystems von Pharmacia durchge-
fuhrt. Das eingeengte Material wurde direkt auf eine Saule mit Heparin-Sepharose aufgetragen (150 ml, vora-
quilibriert mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS)). Die Saule wurde mit PBS, enthaltend 0,2 M NaCl,
so lange gewaschen, bis bei einer Wellenlange von 280 nm keine Absorption mehr nachgewiesen werden
konnte. Danach wurden die gebundenen Proteine mit einem kontinuierlichen Gradienten (250 ml) von NaCl
(von 0,2 M bis 1,0 M) eluiert, wobei Fraktionen zu 5 ml gesammelt wurden. Proben (0,01 ml der gesammelten
Fraktionen) wurden fir den quantitativen Test der Kinase-stimularotischen Aktivitat eingesetzt. Aktive Fraktio-
nen aus drei Saulenlaufen (Gesamtvolumen = 360 ml) wurden vereinigt, unter Verwendung einer YM10-Ultra-
filtrationsmembran (Amicon, Danvers, MA) auf 25 ml eingeengt und mit Ammoniumsulfat versetzt, so dass eine
Konzentration von 1,7 M erreicht wurde. Nach dem Aufklaren durch Zentrifugation (10 000 x g, 15 Min.) wurde
das vereinigte Material auf eine Phenyl-Superose-Saule (HR10/10, Pharmacia) aufgetragen. Die Saule wurde
mit einem 45-ml-Gradienten von (NH,),SO, (von 1,7 M bis kein Salz) in 0,1 M Na,PO, (pH 7,4) entwickelt, wo-
bei Fraktionen zu 2 ml gesammelt und auf Kinase-Stimulation getestet wurden (0,002 ml pro Probe) (wie in
Beispiel 19 beschrieben). Der Haupt-Aktivitatspeak wurde vereinigt und gegen 50 mM Natriumphosphat-Puffer
(pH 7,3) dialysiert. Eine Mono-S-Kationenaustauscher-Saule (HR5/5, Pharmacia) wurde mit 50 mM Natrium-
phosphat voraquilibriert. Nach Auftragen des aktiven Materials (0,884 mg Protein; 35 ml) wurde die Saule mit
dem Startpuffer gewaschen und dann mit einer Rate von 1 ml/min mit einem Gradienten von NaCl entwickelt.
Die Kinase-stimulatorische Aktivitat wurde bei 0,45 bis 0,55 M Salz gewonnen und war Uber vier Fraktionen
von jeweils 2 ml verteilt. Diese wurden vereinigt und direkt auf eine Cu®**-chelatierende Saule aufgetragen (1,6
ml, HR2/5 chelatierende Superose, Pharmacia). Der grofite Teil der Proteine wurde an das Harz adsorbiert,
danach wurden sie jedoch nach und nach mit einem linearen Gradienten von Ammoniumchlorid (0 bis 1 M)
von 30 ml eluiert. Die Aktivitat wurde in einem einzelnen Proteinpeak im Bereich von 0,05 bis 0,2 M NH,ClI elu-
iert. Proben aus den verschiedenen Reinigungsschritten wurden durch Gelelektrophorese analysiert, worauf
eine Silberfarbung unter Verwendung eines Kits von ICN (Costa Mesa, CA) folgte, und der Proteingehalt der
Proben wurde mit einem Coomassie-Blau-Farbstoff-Bindungstest unter Verwendung eines Kits von Bio-Rad
(Richmond, CA) bestimmt.

[0200] Das Protein p44 (10 ug) wurde in 200 pl 0,1 M Ammoniumbicarbonat-Puffer (pH 7,8) rekonstituiert. Die
Spaltung erfolgte mit L-1-Tosylamid-2-phenylethylchlormethylketon-behandeltem Trypsin (Serva) 18 Stunden
bei 37°C bei einem Verhaltnis von Enzym zu Substrat von 1:10. Das resultierende Peptidgemisch wurde durch
Umkehrphasen-HPLC abgetrennt und bei 215 nm unter Verwendung einer Vydac C4-Mikrosaule (2,1 mmi. D.
x 15 cm, 300 A) und eines HP 1090-Fliissigchromatographiesystems iiberwacht, das mit einem Diodenar-
ray-Nachweisgerat und einer Arbeitsstation ausgestattet war. Die Saule wurde mit 0,1 % Trifluoressigsaure
(mobile Phase A) aquilibriert und die Elution mit einem linearen Gradienten von 0 % bis 55 % mobile Phase B
(90 % Acetonitril in 0,1 % Trifluoressigsaure) in 70 Minuten durchgeflihrt. Die FlieRrate betrug 0,2 ml/min, und
die Saulentemperatur wurde auf 25°C eingestellt. Ein-Drittel-Aliquots der Peptidpeaks, die per Hand aus dem
HPLC-System gewonnen wurden, wurden durch Nterminale Sequenzanalyse mittels Edman-Abbau charakte-
risiert. Die nach 27,7 min eluierte Fraktion (T27.7) enthielt gemischte Aminosauresequenzen und wurde an-
schlieRend nach der Reduktion wie folgt erneut chromatographiert: ein 70-%-Aliquot der Peptidfraktion wurde
im Vakuum getrocknet und in 100 pl 0,2 M Ammoniumbicarbonat-Puffer (pH 7,8) rekonstituiert. DTT (Endkon-
zentration 2 mM) wurde zu der Lésung zugegeben, die sodann 30 min bei 37°C inkubiert wurde. Danach wurde
das reduzierte Peptidgemisch durch Umkehrphasen-HPLC auf einer Vydac-Saule (2,1 mm i. D. x 15 cm) auf-
getrennt. Die Elutionsbedingungen und die Fliefrate waren genauso, wie vorstehend beschrieben. Die Amino-
saure-Sequenzanalyse des Peptids wurde mit einem Proteinsequenziergerat Modell 477 (Applied Biosystems,
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Inc., Foster City, CA) durchgefiihrt, der mit einem Online-Phenylthiohydantoin (PTH)-Aminosaureanalysator
und einem System zur Analyse von Daten Modell 900 ausgestattet war (Hunkapiller et al. (1986), in: Methods
of Protein Microcharacterization, J. E. Shively, Hrsg., (Clifton, New Jersey: Humana Press, S. 223-247). Das
Protein wurde auf eine mit Trifluoressigsaure behandelte Glasfaser-Scheibe aufgetragen, die vorher einen Zy-
klus mit Polybrene und NaCl durchlaufen hatte. Die PTH-Aminosaureanalyse wurde mit einem Mikro-FlUssig-
chromatographiesystem (Modell 120) unter Verwendung von Zweispritzenpumpen und Umkehrphasen
(C-18)-Saulen mit enger Bohrung (Applied Biosystems, 2,1 mm x 250 mm) durchgefiihrt. Die RNA wurde aus
Rat1-EJ-Zellen durch Standardverfahren isoliert (Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, New York, 1982), und Poly-(A)* wurde unter Verwendung eines mRNA-Separator-Kits (Clon-
tech Lab, Inc., Palo Alto, CA) selektiert. Die cDNA wurde mit einem Superscript-Kit synthetisiert (von BRL Life
Technologies, Inc., Bethesda, MD). Die Saulen-fraktionierte doppelstrangige cDONA wurde in einen mit Sall und
Notl gespaltenen Plasmidvektor pJT-2, ein Derivat des Vektors pCD-X (Okayama und Berg, Mol. Cell Biol. 3:
280, 1983), ligiert und in E. coli DH10B-Zellen durch Elektroporation transformiert (Dower et al., Nucl. Acids
Res. 16: 6127, 1988). Etwa 5 x 10° primare Transformanten wurden mit zwei Oligonucleotid-Sonden durchge-
mustert, die von den Proteinsequenzen des N-Terminus von NDF (Reste 5 bis 24) und des tryptischen Peptids
T40.4 (Reste 7 bis 12) hergeleitet waren. lhre entsprechenden Sequenzen waren wie folgt (N bedeutet alle vier
Nucleotide):

(1) 5’-ATA GGG AAG GGC GGG GGA AGG GTC NCC CTC NGC
A T
AGG GCC GGG CTT GCC TCT GGA GCC TCT~-3*

(2) 57-TTT ACA CAT ATA TTC NCC-3’
c G G C

(1: SEQ ID Nr. 163; 2: SEQ ID Nr. 164)

[0201] Die synthetischen Oligonucleotide wurden mit y-*>P-ATP anhand der T4-Polynucleotid-Kinase end-
markiert und zum Durchmustern von Replika-Satzen von Nitrocellulosefiltern verwendet. Die Hybridisierungs-
I6sung enthielt 6 x SSC, 50 mM Natriumphosphat (pH 6,8), 0,1 % Natriumpyrophosphat, 2 x Denhardt-Lésung,
50 pg/ml Lachssperma-DNA und 20 % Formamid (fiir Sonde 1) oder kein Formamid (fir Sonde 2). Die Filter
wurden entweder bei 50°C mit 0,5 x SSC, 0,2 % SDS, 2 mM EDTA (fir Sonde 1) oder bei 37°C mit 2 x SSC,
0,2 % SDS, 2 mM EDTA (fur Sonde 2) gewaschen. Die Autoradiographie der Filter ergab zehn Clone, die mit
beiden Sonden hybridisierten. Diese Clone wurden durch erneutes Plattieren und durch Sondenhybridisierung,
wie vorstehend beschrieben, gereinigt.

[0202] Die cDNA-Clone wurden unter Verwendung des automatischen DNA-Sequenziergerats 373A von Ap-
plied Biosystems und von Sequenzierungs-Kits, Taq DyeDeoxy™ Terminator Cycle Sequencing Kits, von Ap-
plied Biosystems nach den Anweisungen des Herstellers sequenziert. In einigen Fallen wurden Sequenzen un-
ter Verwendung von **S-dATP (Amersham) und Sequenase™-Kits von U.S. Biochemicals nach den Anweisun-
gen des Herstellers erhalten. Beide Strange des cDNA-Clons 44 wurden unter Verwendung synthetischer Oli-
gonucleotide als Primer sequenziert. Die Sequenz der am weitesten 5' gelegenen 350 Nucleotide wurde in sie-
ben unabhangigen cDNA-Clonen bestimmt. Der resultierende Clon zeigte das in Fig. 27 dargestellte Muster
(NDF).

Beispiel 19
Reinigung und Test von anderen Proteinen, die an den p185°™82-Rezeptor binden
I. Reinigung von gp30 und p70
[0203] Lupu et al. (Science 249, 1552, 1990) und Lippman und Lupu (Patentanmeldung Nr.
PCT/US91/03443, 1990), hier durch Bezugnahme eingeschlossen, haben ein Protein aus konditionierten Me-
dien einer menschlichen Brustkrebs-Zelllinie MDA-MB-231 gereinigt.
[0204] Lupu et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 2287, 1992) reinigten ein anderes Protein, das an den
p185°™B2_.Rezeptor bindet. Dieses bestimmte Protein, p75, wurde aus einem konditionierten Medium gereinigt,

das fiir das Wachstum von SKBr-3 (einer menschlichen Brustkrebs-Zelllinie) verwendet wurde, die in verbes-
sertem Eagle-Medium (IMEM: GIBCO), angereichert mit 10 % fetalem Rinderserum (GIBCO), vermehrt wurde.
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[l. Andere p185°™52-Liganden

[0205] Peles et al. (Cell 69: 205, 1992) haben auch einen p185°*82-stimulierenden Liganden aus Rattenzellen
gereinigt. Holmes et al. (Science 256: 1205, 1992) haben Heregulin-a aus menschlichen Zellen gereinigt, das
an p185°®82 pindet und dieses stimuliert (vgl. Beispiel 5). Tarakovsky et al., Oncogene 6: 218, 1991) haben die
Bindung eines 25-kD-Polypeptids, das aus aktivierten Makrophagen isoliert wurde, an den Neu-Rezeptor, ein
p185°™82.Homologon, gezeigt, hier durch Bezugnahme eingeschlossen.

[ll. NDF-Isolierung

[0206] Yarden und Peles (Biochemistry 30, 3543, 1991) haben ein 35-Kilodalton-Glycoprotein identifiziert,
das den p185°®82-Rezeptor stimuliert.

[0207] In anderen Verdffentlichungen haben Davis et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun. 179: 1536, 1991;
Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 8582, 1991; und Greene et al., PCT-Patentanmeldung PCT/US91/02331 (1990)) die
Reinigung eines Proteins aus dem konditionierten Medium einer Zelllinie menschlicher T-Zellen (ATL-2) be-
schrieben.

[0208] Huangetal. (J. Biol. Chem. 257: 11508-11512, 1992), hier durch Bezugnahme eingeschlossen, haben
einen weiteren neu/erb-B2-Liganden-Wachstumsfaktor aus der Rinderniere isoliert. Der 25-kD-Polypeptidfak-
tor wurde isoliert durch ein Verfahren mit Saulenfraktionierung, anschlielRend aufeinander folgende Saulen-
chromatographie auf DEAE/Cellulose (DE52), Sulfadex (sulfatierte Sephadex G-50), Heparin-Sepharose 4B
und Superdex 75 (schnelle Protein-Flissigchromatographie). Der Faktor, NEL-GF, stimuliert eine Tyrosin-spe-
zifische Autophosphorylierung des neu/erb-B2-Gen-Produkts.

IV. Reinigung einer Acetylcholin-Rezeptor-induzierenden Aktivitat (ARIA)

[0209] ARIA, ein 42 kD Protein, das die Synthese des Acetylcholin-Rezeptors stimuliert, wurde im Labor von
Gerald Fischbach isoliert (Falls et al., Cell 72: 801-815, 1993). ARIA induziert die Tyrosin-Phosphorylierung
eines 185-kD-Muskel-Transmembran-Proteins, das dem p185°™82-Rezeptor &hnlich ist und die Synthese des
Acetylcholin-Rezeptors in gezlichteten embryonalen Myotubuli stimuliert. ARIA ist mit sehr grolRer Wahrschein-
lichkeit ein Mitglied der GGF/erbB2-Ligandengruppe von Proteinen und kann deshalb moéglicherweise fir die
Stimulation der Gliazellen-Mitogenese und fir andere Anwendungen von z.B. GGF2, wie hier beschrieben,
eingesetzt werden.

Beispiel 19
Protein-Tyrosin-Phosphorylierung, vermittelt durch GGF

[0210] Ratten-Schwann-Zellen zeigen nach einer Behandlung mit ausreichenden Spiegeln des Glia-Wachs-
tumsfaktors zur Induktion der Proliferation eine Stimulation der Protein-Tyrosin-Phosphorylierung. Verschiede-
ne Mengen eines teilweise gereinigten GGF wurden zu einer primaren Kultur von Ratten-Schwann-Zellen ge-
maRk dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren zugegeben. Die Schwann-Zellen wurden in DMEM/10 % fe-
talem Kalberserum/5 pM Forskolin/0,5 pg pro ml GGF-CM (0,5 ml pro Vertiefung) in mit Poly-D-Lysin beschich-
teten Platten mit 24 Vertiefungen gezichtet. Wenn die Zellen konfluent waren, wurden sie mit DMEM/10 feta-
lem Kalberserum mit 0,5 ml pro Vertiefung versetzt und tiber Nacht im Inkubator zum Ruhen belassen. Am fol-
genden Tag wurden die Zellen mit 0,2 ml DMEM/10 % fetalem Kalberserum gefittert und eine Stunde im Inku-
bator belassen. Danach wurden Testproben direkt zum Medium in verschiedenen Konzentrationen und fiir un-
terschiedliche Zeitspannen wie erforderlich zugegeben. Anschlieend wurden die Zellen in kochendem Lyse-
puffer (Natriumphosphat, 5 mM, pH 6,8; SDS, 2 %; B-Mercaptoethanol, 5 %; Dithiothreit, 0,1 M; Glycerin, 10
%; Bromphenol-Blau, 0,4 %; Natriumvanadat, 10 mM) lysiert, in einem kochenden Wasserbad zehn Minuten
inkubiert und danach entweder direkt analysiert oder bei —70°C eingefroren. Die Proben wurden analysiert, in-
dem sie auf 7,5 % SDS-PAGE-Gelen laufen gelassen und danach auf Nitrocellulose mittels Elektroblot-Verfah-
ren Ubertragen wurden, wobei Standardverfahren, wie von Towbin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:
4350-4354, 1979, beschrieben, verwendet wurden. Die mittels Elektroblot-Verfahren behandelte Nitrocellulo-
se wurde mit anti-Phosphotyrosin-Antikdrpern anhand von Standardverfahren getestet, die in Kamps und Sel-
ton, Oncogene 2: 305-315, 1988, beschrieben sind. Die getesteten Blots wurden auf einem Autoradiogra-
phie-Film Gber Nacht exponiert und mit einem herkémmlichen Labor-Entwickler entwickelt. Densitometrische
Messungen wurden anhand eines verbesserten Laser-Densitometers Ultrascan XL (LKB) durchgefuihrt. Die
Molekulargewichte wurden mit Bezug auf vorher gefarbte Standards mit hohem Molekulargewicht (Sigma) be-

34/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24

stimmt. Die Dosis-Antworten der Protein-Phosphorylierung und der Schwann-Zellen-Proliferation sind sehr
ahnlich (Fig. 33). Das Molekulargewicht der phosphorylierten Bande liegt sehr nah bei dem Molekulargewicht
von p185°®82, Ahnliche Ergebnisse wurden erhalten, wenn Schwann-Zellen mit konditionierten Medien behan-
delt wurden, die aus COS-Zellen, translatiert mit dem GGF2HBS5-Clon, hergestellt wurden. Diese Ergebnisse
stimmen gut mit der erwarteten Wechselwirkung der GGFs mit dem p185°®™82 und der Aktivierung davon Uber-
ein.

[0211] Dieses Experiment wurde mit einem rekombinanten GGF2 wiederholt. Das konditionierte Medium, das
von einer CHO-Zelllinie stammte, die mit dem GGF2-Clon (GGF2HBS5) stabil transformiert war, stimuliert un-
ter Verwendung des vorstehend beschriebenen Tests die Protein-Tyrosin-Phosphorylierung. Zum Schein
transfizierte CHO-Zellen bewirken keine Stimulation dieser Aktivitat.

Beispiel 20
N-Glycosylierung von GGF

[0212] Die Proteinsequenz, die aus der cDONA-Sequenz der als Kandidaten in Frage kommenden GGF-II-Clo-
ne GGF2BPP1, 2 und 3 vorausgesagt wurde, enthalt mehrere Consensus-N-Glycosylierungsmotive. Eine LU-
cke in der GGFII-02-Peptidsequenz entspricht dem Asparaginrest in einem dieser Motive, dies zeigt, dass an
dieser Stelle méglicherweise ein Kohlenhydrat gebunden ist.

[0213] Die N-Glycosylierung der GGFs wurde untersucht, indem die Mobilitatsanderungen auf einer SDS-PA-
GE nach der Inkubation mit N-Glycanase festgestellt wurden, einem Enzym, das die kovalenten Bindungen
zwischen einem Kohlenhydrat und Asparaginresten in Proteinen spaltet.

[0214] Eine N-Glycanase-Behandlung von GGF-Il ergab eine Hauptbande bei MG 40 bis 42 kD und eine
schwachere Bande bei 45 bis 48 kD. Aktivitat: Einzelne aktive deglycosylierte Vertreter fanden sich bei ca. 45
bis 50 kD.

[0215] Auflerdem zeigen Aktivitats-Elutionsexperimente mit GGF-I eine Zunahme der Elektrophorese-Mobi-
litat, wenn er mit N-Glycanase behandelt wurde, wodurch ein aktiver Vertreter mit MG 26 bis 28 kD erhalten
wird. Die Silberfarbung bestatigte, dass eine Mobilitatsverschiebung vorliegt, obwohl aufgrund der Hinter-
grundfarbung in der verwendeten Probe keine N-deglycosylierte Bande zugewiesen werden konnte.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:
(i) ANMELDER: Robert Sklar, Mark Marchionni, David I. Gwynne
(i)  TITEL DER ERFINDUNG: VERFAHREN ZUR VERANDERUNG DES
ZUSTANDS VON MUSKELN
(i) ANZAHL DER SEQUENZEN: 185
(ivy KORRESPONDENZADRESSE:
(A) NAME: Fish & Richardson
(B) STRASSE: 225 Franklin Street
(C) STADT: Boston
(D) STAAT: Massachusetts
(F) PLZ:02110-2804
(vy COMPUTERLESBARE FORM:
(A) ART DES MEDIUMS: Diskette, 5,25 Inch, 360 KB
(B) COMPUTER: IBM
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS
(D) SOFTWARE: Wordperfect
(vi) DERZEITIGE ANMELDUNGSDATEN:
(A) ANMELDUNGSNUMMER:
(B) TAG DER ANMELDUNG:
(C) KLASSIFIZIERUNG:
(vij FRUHERE ANMELDUNGSDATEN:
(A) ANMELDUNGSNUMMER: 08/209,204
(B) TAG DER ANMELDUNG: 08. Méarz 1994
(vij FRUHERE ANMELDUNGSDATEN:
(A) ANMELDUNGSNUMMER: 08/059,022
(B) TAG DER ANMELDUNG: 06. Mai 1993
(vii) ANGABEN ZU ANWALT/VERTRETER:
(A)  NAME: Clark, Paul T.
(B) REGRISTIERUNGSNUMMER: 30,162
(C) REFERENZ/AKTEN-NUMMER: 04585/028WO1
(ixX) ANGABEN ZU TELEKOMMUNIKATION:
(A) TELEFON: (617) 542-5070
(B) TELEFAX: 200154
(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 1:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 8
(B) ART: Aminoséure
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(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 1:

Phe Lys Gly Asp Ala His Thr Glu
1 S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 2:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B)  ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin;
Xaa in Position 12 ist unbekannt.

(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 2:

Xaa Ala Ser Leu Ala Asp Glu Tyr Glu Tyr Met Xaa Lye
)| S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 3:

(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin;
Xaa in Position 10 ist unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 3:

Xaa Thr Glu Thr Ser Ser Ser Gly Leu Xaa Leu Lys
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 4:
()  EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
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(B) ART: Aminoséaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:

(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 4:

Xaa Lys Leu Gly Glu Met Trp Ala Glu
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 5:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE:7
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 5:

Xaa Leu Gly Glu Lys Arg Ala
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 6:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 6:

Xaa Ile Lys Ser Glu His Ala Gly Leu Ser Ile Gly Asp Thr Ala Lys
1 S 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 7:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
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(B) ART: Aminoséaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:

(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 7:

Xaa Ala Ser Leu Ala Asp Glu Tyr Glu Tyr Met Arg Lys
1 S 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 8:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 8:

Xaa Ile Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser Ile Gly Asp Val Ala Lys
1 5 10 1s

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 9:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin,
und Xaa in Position 12 ist unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 9:

Xaa Met Ser Glu Tyr Ala Phe Phe Val Gln Thr Xaa Arg
1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 10:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 14

(B) ART: Aminoséure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:

(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 10:

Xaa Ser Glu His Pro Gly Leu Ser Ile Gly Asp Thr Ala Lys
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 11:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 10
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin;
Xaa in Position 8 ist unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 11:

Xaa Ala Gly Tyr Phe Ala Glu Xaa Ala Arg
1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 12:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin;
Xaa in Position 7 ist unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 12:

x:ui; Lys Leu Glu Phe Leu Xaa Ala Lys
5
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 13:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 11
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 13:

x;; Thr Thr Glu Met Ala Ser Glu Gln Gly Ala
5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 14:
(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 10
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 14:

Xaa Ala Lys Glu Ala Leu Ala Ala leu Lys
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 15:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 8
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 15:

Xaa Phe Val Leu Gln Ala Lys Lys
1 5
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 16:
(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 6
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 16:

Xaa Leu Gly Glu Met Trp
1 S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 17:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 17:

Glu Tyr Lye Cys Leu Lye Phe Lys Trp Phe Lye Lys Ala Thr Val Met
1 5 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 18:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 10
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 8 ist unbekannt.
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 18:

Glu Ala Lys Tyr Phe Ser Lys Xaa Asp Ala
1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 19:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE:7

(B) ART: Aminosaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:

(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 2 ist unbekannt.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 19:

Glu Xaa Lys Phe Tyr Val Pro
1 S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 20:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 26
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 20:

Glg Leu Ser Phe Al; Ser Val Arg Leu Pro Gly Cys Pro Pro Gly Val
10 15

Asp Pro Met Val Ser Phe Pro Val Ala Leu
20 25
(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 21:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 2003
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 31 und 32 konnte
entweder A oder G sein.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 21:
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TCC
Ser
10

TCG
Ser

Ala

Gly

CAG
Glu

CAG
Gln
90

GGC
Gly

Pro

Gly

cce
Pro

cT¢
val

Gly

Ser

Gee
Ala

Ala

Leu

75

Arg

Glu

ACC

Thr

Gly

15S

Lys

Ala

GTG
val
140

GAG
Glu

GCC
Ala

cce
Pro

Pro

GCcG
Ala
45

val

Gln

CAG
Gln

Gly

Leu
125

Pro

GAG
Glu

Gly

Gly

Leu
30

Pro

Cys

CcGC
Arg

Gln

Ala
110

Gly

TCcT
Ser

GCG
Ala

GGC
Gly
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GGAATTCCTT TTTTITTITT TTTITITCIT RNTTTTITIT TGCCCTTATA CCTCTTICGCC 60
TTTCTGTGGT TCCATCCACT TCTTCCCCCT CCTCCTCCCA TAAACAACTC TCCTACCCCT 120
GCACCCCCAA TAAATAAATA AMAGCAGGAGC GGCAAGGGGG GAGGAGGAGS AGTGGTGCTG 180
CGAGGGGAAG GAAAAGGGAG GCAGCGCGAG AAGAGCCCGG CAGCAGTCCGA ACCGACAGCC 240

AGAACCCCGC ACGCACCTCG CACC ATG AGA TGG CGA CGC GCC €CG CGC cGe
H:tkgrrphrguquarrohrg)\rg
L

cce
Pro
15

cce
Pro

GGG
Gly

TAC
Tyr

GCC
Ala

GGG
Gly

95
TGG
Trp

ccG
Pro

TP

cce
Pro

Leu

c56
Arg

cTG
Leu

GCG
Ala

TG
Ser

Ala
80

Gly

Pro

Pro

TAT
Tyr
160

Lys

GCC

CAG

cGC

Ala Gln Arg

oy 4
Leu

GCG
Als

e
Ser
6S

GTG
Val

Levu

Gly

GCC
Ala

ACC
Thr
145

TG
Leu

ARG
Lys

CCA
Pro

Gee
Ala
S0

cce
Pro

val

Asp

GAT
Aop

Glu
130

Ala

val

CAC
Asp

CTA
Leu
35

GGeC
Gly

Pro

ATC
Ile

Arg

[ o ~{ o
Arg
115

GAG
Glu

Lys

Ser
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CCC GGC

Pro
20

CI¢
Leu

AANC
Asn

AGC
Ser

GAG
Glu

Lye
100

GAG
Glu

Pro

GIG
val

GTG
val

Leu

Gly

cr¢
Leu

GAG
Glu

val

Gly

8s

Ala

Pro

CAC
Hio
165

GGA
Gly
70

Lys

Ala

CcTC
Leu

Ser
150

CAG
Gln

ACC

G
Ala

g4 «E§ 1§93

£d

Val

Ala

Gece
Ala

Ala
138

Gce
Ala

GIG
val

GTGC
val

18 228

Hie

Gly

TCG
Trp

cee
Arg

Ala

Gln

Pro

Ala
108

Gly

AAC

Glu

GCG
Ala

Loy y
Leu

291

387

43S

483

s31

579

627

675

723

7

819



170

Gly

Rsp

cGe

Arg

Leu
250

Ser

AGA

Pro

ATT
Ile

ATC
Ile
230

GAA
Glu

Lys

TTC
Phe

cCCA
Pro

TIC
Phe
400

Acc
The

AGC
Ser

Ala

Asn
235

Pro

Lye

Phe

Gla

AAC
Asn
215

Ser

Ser

TGT
Cys

ATG
Met

AAT
Asn
295

TAC
TYr

I IEL

N
N
o0

4
g

Leu

Pro

CTA
Leu

lys

ART
Asn
200

Lyn

Lys

ARC
Asn

Ala

GTG
val
280

GAG
Glu

AGT
Ser

¢8
™
V]

18

»8 &

Gln
GTC
val

18§

ATC
Ile

Ala

TTA
Leu

GCT
Ala

GAG
Glu
265

Lye

Phe

ACG
Thr

His
190

ATC
Ile

GCC
Ala

Lys

Leu

Leu
270

Phe

ARG
Lys

Ser

GGA
Gly

ACA
Thr
250

ARG
Lys

GAC
Asp

ACT
Thr

TCC
Ser
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175
cce
Pro

TTC
Phe

ATA
Ile

Leu

AAT
Asn
23S

TCcT
Ser

GAG
Glu

Leu

GGT
Gly

Thr
405

GCC TTC CCC TCC

Ala

70
Phe

CGA

val
240

GAG
Glu

Cye

AAT
Asn

Cln

Ala
220

GAC
Asp

ACA
Thr

Lys

TCA
Ser

GAT
Asp
300

cce
Pro

Phe

ATG
Met

GCC
Ala
225

Ser

ATG
Met

GAR
Glu

Gly

Lys
205

GAT
Asp

AGT
Ser

Ser

ACT
Thr

AAC
Asn
285

CcGC

Phe

Pro

GAG
Glu
210

Ser

Lye

ACC

AAT
Asn
1%0

Lys

Ser

Ala

ACC
The

TIC
Phe
270

cceC
Pro

TGC
cys

Leu

Ser
195

cece
Pro

Phe

val

Ser

Ser
175

GAA
Glu

Pro

GGA
Gly

7CcT
Ser

ACT
Thr
255

6T
Cys

Ser

Gln

Ser
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180

T6C
Cys

GAC
Asp

cce
Pro

Leu

Gln
260

Ser
Leu

Cly

GAG
Glu

Ala
240

Gly

val

AGA
Arg
AAC

Asn

CTG
Leu
410

GGG
Gly

GCC
Ala

cer
Pro

Cys
245

GAA
Glu

GAA
Glu

AAT
Asn

Lys

TAT
Tyr
225

Asn

ACA
Thr

ART
Asn

TAC
Tyr

TAC

Tyr
308

cCcT
Pro

AGG

ARC
Asn

Leu
230

Lys

Ser

TAC

Ser
210

ATG
Met

ATC
Ile

Ser

GGA
Gly

Leu
290

GTA
val

GAR
Glu

cTe
Leu

AGC
Ser
215

GAG
Glu

TCC
Ser

Lys
195

GAR
Glu

Cys

ACC
Thr

CAT
Ris

Gly
27S

Cys

ATC
Met

185

ARG GAG
Lys Glu
200

ACC AGC
Thr Ser

ACG GGC
Thr Gly

Cys Ala

Ala Gly
265

7CT CcrC
Ser Leu
180

AAC AAA
Asn Lys

Leu Arg

ARA GTG
Lys val

ATC GTG
Ile val
245

CIT GTA

Leu Val
260

Glu Cys

AAG TGC
Lys Cys

GCC AGC
Ala Ser

867

91s

963

1011

1059

1107

1158

1203

1251

1299

1347

1398

1443

1491

1530
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TAGGAGCATG CTCAGTTIGGT GCTGCTTTCT TGTICCTGCA TCTCCCCTCA GATTCCACCT 1590
AGAGCTAGAT GIGTCITACC AGATCTAATA TTGACTGCCT CTGCCTGTCG CATGAGAACA 1650
TTAACAAAAG CAATTGTATT ACTTCCTCIG TTCGCGACTA GITGGCTCTG AGATACTAATIZ1O
AGGTGTGTGA GGCTCCGGAT GTTTCIGGAA TTGATATTGA ATGATGTGAT ACARATTCAT1Z?70
AGTCAATATC AAGCAGTGAA ATATGATAAT AARGGCATTT CAAARGTCTCA CTTTITATTGA 1830
TAAAATAAAA ATCATTCTAC TGAACAGTCC ATCTTCTITITA TACARTGACC ACATCCTGAA 1890
AAGGGTGTTG CTAAGCTGTA ACCGATATGC ACTTGAAATG ATGGTAAGTT AATTITIGATT 1950
CAGAATGTGT TATTIGTCAC AAARTAMCAT AATAAARGGA AAAAAAAARA AAA 2003

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 22:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 11 ist unbekannt.

(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 22:

Ala Ser Leu Ala Asp Glu Tyr Glu Tyr Met Xaa Lys
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 23:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 11
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 9 ist unbekannt.

(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 23:

Thr Glu Thr Ser Ser Ser Gly Leu Xaa Leu Lyse
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 24:
()  EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 12
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(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 24:

Alg Ser Leu Ala Asp Glu Tyr Glu Tyr Met Arg Lys
S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 25:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
(B) ART: Aminoséure
- (C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 7 ist unbekannt.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 25:

M.; Gly Tyr Phe M; Glu Xaa Ala Arg

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 26:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 10
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 26:

Thr Thr Glu Met Ala Ser Glu Cla Gly Ala
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 27:
(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 27:

47/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24

Ala Lys Glu Ala Leu Ala Ala Leu Lys
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 28:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE:7
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 28:

Phe Val Leu Gln Ala Lye Lys
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 29:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 29:

Gluls Thr Gln Pro Ao;s: Pro Gly Gln Ile Leu Lys Lyé Val Pro Met Val
10 15

Ile Gly Ala Tyr Thr
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 30:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in den Positionen 1, 3, 17 und 19 ist
unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 30:
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xa; Clu Xaa Lys Glts: Gly Arg Gly Lys Gly Lys Gly Lys Lys Lys Glu
10 15

Xaa Gly Xaa Gly Lys
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 31:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 31:

Al; Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cya Val Aen Gly Gly Glu
5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 32:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE:8
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 6 ist unbekannt.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 32:

Ly; Leu Glu Phe Leu Xaa Ala Lye
S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 33:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 33:
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Xaa Val His Gln Val Trp Ala Ala Lys
1 s

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 34:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 14
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin,
Xaa in Position 11 ist unbekannt.

(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 34:

Xaa Tyr Ile Phe Phe Met Glu Pro Glu Ala Xaa Ser Ser Gly
b | S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 35:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 14
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin,
Xaa in Position 13 ist unbekannt.

(i) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 35:

Xa: Leu Gly Ala Trp Gly Pro Pro Ala Phe Pro Val Xaa Tyr
5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 36:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
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(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 36:

x;: Trp Phe Val Val Ile Glu Gly Lys
5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 37:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 37:

Xaa Ala Ser Pro Vaé Ser Val Gly Ser Val Gln Glu Leu Val Gln Arg
1 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 38:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 38:

Xaa Val Cys Leu Leu Thr Val Ala Ala Leu Pro Pro Thr
b 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 39:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE:7
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
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(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist Lysin oder Arginin;
Xaa in Position 6 ist unbekannt.
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 39:

Xaa Asp Leu Leu Leu Xaa Val
1 S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 40:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 39
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 40:

Cys Thr Cys Gly Cys Cys Lys Cys Cys Arg Thr Thr Cys Ala Cys Arg
1 S 10 1S
Cys Ala Gly Ala Ala Gly Gly Thr Cye Thr Thr Cys Thr Cys Cys Thr
20 25 30

Thr Cys Thr Cye Ala Gly Cys
3s

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 41:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 24
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 41:

Cy: Cys Thr Cys clg Cys Thr Cye Cys Thr Thr Cys Thr Thr Cys Thr
10 15

Thr Gly Cys C;-; Cys Thr Thr Cyse

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 42:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 8
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 42:
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Vai. His Gln Val Trp Ala Ala Lye
S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 43:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 10 ist unbekannt.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 43:

Tyi Ile Phe Phe Ke; Glu Pro Glu Ala Xaa Ser Ser Gly
10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 44:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 12 ist unbekannt.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 44:

Leu Gly Ala Trp Gly Pro Pro Ala Phe Pro Val Xaa Tyr
1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 45:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 8
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 45:

Trp Phe Val Val Ile Glu Gly Lys
1 5
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 46:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 46:

Ala Ser Pro Val Ser Val Gly Ser Val Gln Clu Leu Val Giln Arg
1 5 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 47:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 47:

Val Cys Leu Leu Thr Val Ala Ala Leu Pro Pro Thr
1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 48:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 9
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)j BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 48:

Lys Val His Gln Val Trp Ala Ala Lys
1 S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 49:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 12 ist unbekannt.
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 49:
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Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met Xaa Lys
b § 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 50:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE:6
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 5 ist unbekannt.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 50:

Asp Leu Leu Leu Xaa Val
b | S

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 51:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 51:

TTYAARGGNG AYCCNCAYAC 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 52:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 52:

CATRTAYTCR TAYTCRTCNG C 21
(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 53:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 53:

TCYTCNGANG CCRTYTCNGT 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 54:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 54:

TGYTCRCTNG CCATYTCNGT 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 55:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 55:

CCDATNACCA TNGGNACYTT 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 56:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 56:

GCNGCCCANA CYTGRTGNAC 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 57;
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 57:

GCYTCNGGYT CCATRAARAA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 58:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 58:

CCYTCDATNA CNACRAACCA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 59:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 17
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 59:

TCNGCRAART ANCCNGC 17

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 60:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 60:

GCNGCNAGNG CYTCYTTNGC 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 61:
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(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 61:

GCNGCYAANG CYTCYTTNGC 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 62:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 62:

TTYTTNGCYT GNAGNACRAA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 63:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 63:

TTYTINGCYT GYAANACRAA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 64:
) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 17
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 64:

TGNACNAGYT CYTGNAC 27
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 65:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 17
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 65:

TCNACYAAYT CYTGNAC 17

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 66:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 66:

CATRTAYTCN CCNGARTCNG C 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 67:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 67:

CATRTAYTCN CCRCTRTCNG C 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 68:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 68:
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NGARTCNGCY AANGANGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 69:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 69:

NGARTCNGCN AGNGANGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 70:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 70:

RCTRTCNGCY AANGANGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 71:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 71:

RCTRTCNGCN AGNGANGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 72:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

60/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 72:

NGARTCNGCY AARCINGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 73:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 73:

NGARTCNGCN AGRCTNGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 74:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 74:

RCTRTCNGCY AARCINGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 75:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 75:

RCTRCTNGCN AGRCTNGCYT T 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 76:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 76:

ACNACNGARA TGGCTCNNGA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 77:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 77:

ACNACNGARA TGGCAGYNGA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 78:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 78:

CAYCARGTNT GGGCNGCNAA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 79:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 79:

TTYGTNGTNA THGARGGNAA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 80:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 80:

AARGGNGAYG CNCAYACNGA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 81:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 81:

GARGCNYTNG CNGCNYTNAA 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 82:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 82:

GTNGGNTCNG TNCARGARYT 20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 83:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 83:

GTNGGNAGYG TNCARGARYT 20
(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 84:

()  EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 21
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(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 84:

NACYTTYTTN ARDATYTGNC C 21

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 85:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 417
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in den Positionen 14, 23, 90, 100,
126 und 135 ist ein Stopp-Codon.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 85:

TCTAA AAC TAC AGA GAC TGT ATT TTC ATG ATC ATC ATA GTT CTG TGA AAT AXS
Asn Tyr Axg Aep Cys Ile Phe Met Ile Ile Ile Val Leu Xaa Asn Ile

1 5 10 15

CTT AAA CCG CTT TGG TCC TGA TCT TGT AGG AAG TCA GAA CTT CCGC ATT 101
Leu Lys Pro g:u Trp Ser Xaa Ser Cys Arg Lys Ser Glu Leu Arg Ile
25 30

AGC ARA GCG TCA CTG GCT GAT TCT GGA GAA TAT ATG TGC AAA GTG ATC 149
Ser Lys géa Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Ser Met Cys Lys Val Ile
40 45

AGC AAR CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC AAC ATC ACC ATT CTG GAG 197
Ser gga Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn lle Arg Ile val Glu
55 60

TCA AAC GGT AAG AGAR TGC CTA CTG CGT GCT ATT TCT CAGC TCT CTA AGA 245
Ser Asn Gly Lys Arg Cys Leu Leu Arg Ala Ile Ser Glm Ser Leu Arg
65 70 75 80

GGA GTG ATC AAG GTA TGT GGT CAC ACT TGA ATC ACC CAG GIG TGT GAA 293
Gly Val Ile Lys g:l Cys Gly His Thr Xaa Ile Thr Gln Val Cys Glu
90 95

ATC TCA TTG TGA ACA AAT AAAR AAT CAT GAA AGG ARA ACT CTA TGT TTG 341
Ile Ser Cys Xaa Thr Asn Lys Asn His Glu Arg Lys Thr Leu Cys Leu
100 105 110

AAR TAT CTT ATG GGT CCT CCT GTA AAG CTC TTC ACT CCA TAA GGT GAA 389
Lys Tyr Leu Met Gly Pro Pro Val Lys Leu Phe Thr Pro Xaa Gly Glu
115 120 125

ATA GAC CTG AAA TAT ATA TAG ATT ATT T 417

Ile Asp Leu Lys Tyr Ile Xaa Ile Ile
130 135
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ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 86:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 19, 25 und 31 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.
(xijy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 86:

CCGAATTCTG CAGGARACNC ARCCNGAYCC NGG 33

(2)

ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 87:
(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 37
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 14, 20, 23, 29 und
35 ist Inosin.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 87:

AAGGATCCTG CAGNGTRTAN GCNCCDATNA CCATNGG 37

(2)

ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 88:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 34
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 16, 21 und 24 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 88:

CCGAATTCTIG CAGGCNGAYT CNGGNGARTA YATG 34
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 89:

(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 16 und 25 ist Inosin.
Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 89:

CCGAATTICTG CAGGCNGAYA GYGGNGARTA YAT 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 90:

(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 34
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 14, 15, 16, 26 und
29 ist Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 90:

AAGGATCCTG CAGNNNCATR TAYTCNCCNG ARTC 34

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 91:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 34
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 14, 15, 16 und 26 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 91:

AAGGATCCTG CAGNNNCATR TAYTCNCCRC TRTC 34
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 92:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 21, 28 und 31 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 92:

CCGAATTCTG CAGCAYCARG TNTGGGCNGC NAA 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 93:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 35
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in Position 31 ist Inosin. Y kann
Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 93:

CCGAATTCTG CAGATHTTYT TYATGGARCC NGARG 35

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 94:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 35
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 18, 21, 24, 27 und
33 ist Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 94:

CCGAATTCTG CAGGGGGNCC NCCNGCNTTY CCNGT as
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 95:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 21 und 24 ist Inosin.
Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 95:

CCGAATTCTG CAGTGGTTYG TNGINATHGA RGG 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 96:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 34
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 17, 20 und 26 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 96:

AAGGATCCTG CAGYTTNGCN GCCCANACYT GRTG 34

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 97:

(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in Position 19 ist Inosin. Y kann
Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 97:
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AAGGATCCTG CAGGCYTCNG GYTCCATRAA RAA 3J

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 98:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 16, 22, 25, 28 und
31 ist Inosin.

(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 98:

AAGGATCCTG CAGACNGGRA ANGCNGGNGG NCC 13

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 99:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 35
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 17, 26 und 29 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 99:

AAGGATCCTG CAGYTTNCCY TCDATNACNA CRAAC 35

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 100:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in Position 18 ist Inosin. Y kann
Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 100:

69/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24

CATRTAYTCR TAYTCTCNGC AAGGATCCTG CAG 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 101:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinséaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 19, 25 und 31 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 101:

CCGARTTCTG CAGAARGGNG AYGCNCAYAC NGA 3

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 102:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 3 und 18 ist Inosin.
Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 102:

GCNGCYAANG CYTCYTTNGC AAGGATCCTG CAG 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 103:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinsédure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 3, 6, 9 und 18 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.
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(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 103:

GCNGCNAGNG CYTCYTTNGC AAGGATCCTG CAG 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 104:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 30
(B) ART: Nucleins&ure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 3, 12 und 15 ist
Inosin. Y kann Cytidin oder Thymidin sein.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 104:

TCNGCRAART ANCCNGCAAG GATCCTGCAG 30

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 105:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 38
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 105:

CATCGATCTG CAGGCTGATT CTGGAGAATA TATGTGCA 38

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 106:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 37
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 106:

AAGCATCCTG CAGCCACATC TCGAGTCGAC ATCGATT 37

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 107:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 37
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 107:

CCGAATTCTG CAGTGATCAG CAAACTAGGA AATGACA

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 108:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 37
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 108:

CATCGATCIG CAGCCTAGTT TGCTGATCAC TTTGCAC

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 109:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 37
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 109:

AAGGATCCTG CAGTATATTC TCCAGAATCA GCCAGTG

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 110:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 34
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 110:

AAGGATCCTIC CAGGCACGCA GTAGGCATCT CTITA

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 111:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 35
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 111:

CCGAATTCTG CAGCAGAACT TCOGCATTAGC AAAGC 35

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 112:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 33
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 112:

CATCCCGCGGA TGAAGAGTCA GGAGTCIGTG GCA 33

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 113:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 39
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 113:

ATACCCGGGC TGCAGACAAT GAGATTITCAC ACACCTGCG

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 114:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 36
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 114:

ARGGATCCTG CAGTTTGGAA CCTGCCACAG ACTCCT 36

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 115:
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(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 39
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 115:

ATACCCGGGC TGCAGATGAG ATTTCACACA CCTGCCGTGA J9

(2)

(2)

1

ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 116:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 12

(B) ART: Aminosaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 116:

Hies Gln Val Trp Al; Ala Lys Ala Ala Gly Leu Lys
10

ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 117:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 16

(B) ART: Aminoséure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 117:

Gl{ Gly Leu Lys Lyg Asp Ser Leu Leu Thr Val Arg Leu Cly Ala Asn

(2)

10 15

ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 118:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 12 ist unbekannt.
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(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 118:

Leu Gly Ala Trp Gly Pro Pro Ala Phe Pro Val Xaa Tyr
1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 119:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 23 '
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 119:

Leg Leu Thr val A:g Leu Gly Ala Trp Gly His Pro Ala Phe Pro Ser
10 15

Cys Gly Arg Leu Lys Glu Asp
20 :

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 120:
(i EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 13
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xX) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 10 ist unbekannt.
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 120:

Tyi Ile Phe Phe Met Glu Pro Glu Ala Xaa Ser Ser Gly
5 i0

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 121:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 23
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 121:
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Ly; Glu Asp Ser Arg Tyr Ile Phe Phe Met Glu Pro Glu Ala Asn Ser
10 15

Ser Gly Gly Pro Gly Arg Leu
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 122:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 14
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 122:

Vai Ala Gly Ser Lyg Leu Val Leu Arg Cys Glu Thr Ser Ser
10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 123:
(1) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 16
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 123:

Glu Tyr Lys Cys Leu Lys Phe Lys Trp Phe Lys Lye Ala Thr Val Met
1 S 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 124:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 26
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 124:

Cys Glu Thr Ser Ser Glu Tyr Ser Ser Leu Lys Phe Lys Trp Phe Lys
1 S 10 15

Asn Gly Ser Glu Leu Ser Arg Lys Asn Lys
20 25

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 125:
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(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 13

(B) ART: Aminoséaure

(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(x) MERKMALE:

(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 12 ist unbekannt.
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 125:

Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met Xaa Lys
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 126:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 23
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 126:

Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met
1 S 10 15

Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu r{r Met
1 5 10 5

Cys Lys Val Ile Ser Lye Leu
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 127:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 127:

Ala Ser Leu Ala Aag Glu Tyr Glu Tyr ugg Arg Lye
b

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 128:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 22
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 128:

Arg lle Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met Cys
Le: YS 10 15

Lys Val Ile Ser Lys Leu
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 129:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 744
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 129:
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cm&cnrmmmmcmmcccmmmmmcmrxm

55
Hie Gln Val Trp Ala Ala Lys Ala Gly cig Leu Lys Lys Asp s:§ Leu
b 5

crcaccmccccrcccccccmaccc&ccoccocmcccrccmc 103
Leu Thr val Arg Leu Gly Ala Txp Gly His Pro Ala Phe Pro Ser Cys

20 25 30
TTC
Phe

AAG GAG GAC AGC AGG TAC ATC TTC
Asp Ser Arg Tyr lle Phe
40

ATG GAG CCC GAG 181
l:gt Glu Pro Glu

cccmcmcmccccmcecceccccmcccmccrcmcccccc 199
Ala Asn Ser Ser Gly Gly Pro Gly Arg Leu Pro :gr Leu Leu Pro Pro
55

50

OGA GAC GGG CCG GAA CCT CAA GAA GGA GGT CAG CCG GGT GCT GIG 247

Ser Arg Asp Gly Pro Glu Pro Gla Glu Gly Gly Gla Pro Gly Ala val
65 70 75 80

CAR CGG TGC GCC TTG CCT CCC CGC TTG AAA GAG ATG AAG AGT CAG GAG 298
Gln Arg Cyes Ala Leu Pro Pro Arg Leu gxa Glu Met Lys Ser g‘ls.n Glu

8s
TCT GTG GCA GGT TCC AAA CTA GIG CTT CGG TGC GAG ACC AGT ICT GAA 343
Ser Val Ala Gly Ser Lys Leu Val ggu Arg Cys Glu ‘rhzligx Ser Glu
100 1

Gly Arg Leu Lys Glu
35

racMmmmmmmmmnrmmrmnam 391
Ser Glu Leu Ser

Tyr Ser Ser Leu Lys Phe Lys Txp Phe Lys Asn Gly
115 120 128

AAC AAA CCA GAA ARC ATC ARG ATA CAG ARA AGG CCG GGG AAG 439

Lys Pro Glu Asn Ile Lys Ile Gln Lys Arg Pro Gly Lys
140

CGA ARG
Arg Lys Asn
130 135

AGC AAA GCG TCA CTG GCT GAT TCT GGA GAA TAT 487

TCA GAA CTT CGC ATT
Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lye Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyrx
145 150 1sS 160

ATG TGC ARA GTG ATC AGC ARA CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC ARC 535
Met Cys Lys Val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn
165 170 175

ATC ACC ATT GTG GAC TCA AAC GGT AAG AGA TGC CTA CIG CGT GCT ATT 583

Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn Gly Lye Arg Cys Leu Leu Arg Ala Ile
180 18S 190

CAG TCT CTA AGA GGA GTG ATC ARG GTA TGT GGT CAC ACT 625

Ser Leu Arg Gly Val Ile Lys Val Cys Gly Hie Thr

198 200 205

TCAATCACGC AGGTGTGTGA AATCTCATIGC TGAACAAATA AAAATCATGA ARGGAAARAA 685
GTCGACTCTA CAGGATCCC 744

TCT
Ser Gln

ARAAAAAARAA AATCGATGTC GACTCGAGAT GTGGCTGCAG

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 130:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 1193
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 130:

CCTGCAG CAT CAR GTG TGG GCG GCG AAA GCC GGG GGC TTG AAG AAG GAC TCG CTG

S5
Bis Gln Val Trp gln Ala Lys Ala Gly Géy Leu Lys Lys Asp Ser Leu
1 15

CTC ACC GTG CGC CTG GGC GCC TGG GGC CAC CCC GCC TTC CCC TCC TGC 103

Leu Thr Val Arg Leu Gly Ala Trp Gly His Pro Ala Phe Pro Ser Cye
20 25 30

CTC AAG GAG GAC AGC AGG TAC ATC TTC TIC ATG GAG CCC GAG 151
Leu Lys Glu Asp Ser Arg Tyr Ile Phe Phs Met Glu Pro Glu

Cys Ala Leu Pro Pro Arg Leu Lys Glu Met Lys Ser Gln Glu
as
GCTG

CGG TGC GAG ACC AGT TCT GAA 343
Arg Cys Glu Thr Ser Ser Glu
ARG

©GC

Gly Arg
35 40 45

GCC AAC AGC AGC GGC GGG CCC GGC CGC CTIT CCG AGC CTC CTIT CCC CCC 199
Ala Lys Ser Ser Gly Gly Pro Gly Arg Leu Pro Ser Leu Leu Pro Pro

50 55 60
TCT CGA GAC GGG CCG GAA CCT CAA GAA GGA GGT CAG CCG GGT GCT GTG 247
Ser Arg Asp Gly Pro Glu Pro Gln Glu Gly Gly Gln Pro Gly Ala Val
65 70 78 a0
CAA CGG TGC GCC TTG CCT CCC CGC TTG AAA GAG ATG ARG AGT CAG GAG 295
Gln Arg

90 95
GTG

T GCA CGT TCC AAA CTA
Ser val Ala Gly Ser Lys Leu Val
100 105

TAC TCC TCT CTC AAG TTC AAG TGC TTC ART GGG AGT GAA TTA AGC 391
Tyr Ser :.1%:; Leu Lys Phe Lys Trp Phe Lys Asn Gly 1mzs Glu Leu Ser
120

CGA ARG AAC AAA CCA GAA AAC ATC AAG ATA CAG AAA AGG CCGC GGG ARG 439
Arg Lys Asn Lys Gly Gly Asn Ile Lys Ile Gln Lys Arg Pro Gly Lys
130 138 140

CIT CGC ATT ACC AAA GCG TCA CIG GCT GAT TCT GGA GAA TAT 487
Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr
145 150 1585 160

AGC AAA CTA GGA ART GAC AGT GCC TCT GCC AAC 535
Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn
175

110

ATG TGC AAR GTG ATC
Met Cys Lys val Ile Ser Lys lLeu
165 170

ATC ACC ATT GTG GAG TCA AAC GCC ACA TCC ACA TCT ACA GCT GGG ACA 583
Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr Ser Thr Ala Gly Thr
180 185 190

AGC CAT CTT GTC AAG TGT GCA GAG AAG GAG ARA ACT TTC TGT GTG AAT 631
Ser His leu Val Lys Ser Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
198 200 208

GGA GGC GAG TGC TTC ATG GTG AAA GAC CTT TCA AAT CCC TCA AGA TAC 679
Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Aen Pro Ser Arg Tyr
210 215 220

TIG TGC AAG TGC CAA CCT GGA TTC ACT GGA GCG AGA TGT ACT GAG AAT 727
Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Asn
228 230 235 240
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GTG CCC ATG AAA GTC CAA ACC CAA GAA AGT GCC CAA ATG AGT TTA CIC 778
val Pro Met Lys Val Gln Thr Gln Glu Ser Ala Gln Met Ser Leu Leu

245 250 258
GTG ATC GCT GCC AAA ACT ACG TAATGGCCAG CTTCTACAGT ACGTCCACTC 826
Val Ile Ala Ala Lye Thr Thr

260
CCTTTCIGTC TCTGCCTGAA TAGCGCATCT CAGTCGGTGC CGCTITICTIG TTGCCGCATC 886

TCCCCTCAGA TTCCTCCTAG AGCTAGATCC GTTTTACCAG GTCTARCATT GACTGCCTCT 946
GCCTCTCGCA TGAGAACATT AACACAAGCG ATTGTATGAC TTCCTCTCTC CGTGACTAGYT 1006
GGGCTCTIGAG CTACTCGTAG GIGCGTAAGG CTCCAGTGIT TCIGAAMTIG ATCTIGAATT 1066
ACTGTGATAC GACATGATAG TCCCTCTCAC CCAGTGCAAT GACAATAAAG GCCTTGAAAA 1126

GTCARAAAAA AAAARARAAA ARAAAATCGA TGTCGACTCG AGATGTGGCT GCAGGTCGAC1186

TCTAGAG 1193

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 131:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 1108
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 131:

CCTGCAG CAT CAA GTG TGG GCG GCG AAR GCC GGG GGC TTG ARG ARG GAC TCG CTG

SS
His Gln Val Trp Ala Ala Lys Ala Gly Gly Leu Lye Lys Asp Ser Leu

1l 5 20 s

CTC ACC GTG CGC CTG GGC GCC TGG GCC CAC CCC GCC TTC CCC TCC TGC 103

Leu Thr Val Arg Leu Gly Ala Trp Gly Ris Pro Ala Phe Pro Ser Cys
20 25 30

GGG CGC CTC AAG GAG GAC AGC AGG TAC ATC TTC TIC ATG GAG CCC GAG 152
Gly Arg Leu Lys Glu Asp Ser Arg Tyr Ile Phe Phe Met Glu Pro Glu
as 40 45

GCC AAC AGC AGC GGC GGG CCC GGC CGC CTT CCG AGC CTC CTIT CCC CCC 199
Ala Asn Ser Ser CGly Gly Pro Gly Arg Leu Pro Ser Leu Leu Pro Pro
50 55 60

TCT CGA GAC GGG CCG GAA CCT CAA GAA GGA GGT CAG CCG GGT GCT GTG 247

Ser Arg Asp Gly Pro Glu Pro Glm Glu Gly Gly Gln Pro Gly Ala Vval
65 70 75 80

CAA CGG TGC GCC TIG CCT CCC CGC TTG AAA GAG ATG AAG AGT CAG GAG 295
Gln Arg Cys Ala Leu Pro Pro Arg Leu Lyes Glu Met Lys Ser Gln Glu
-1 90 95

TCT GTG GCA GGT TCC AAA CTA GTG CTT CGG TGC GAG ACC AGT TCT GAA 343
Ser Val Ala Gly Ser Lys Leu Val Leu Arg Cye Glu Thr Ser Ser Glu
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105 110

100
TAC TCC TCT CTIC ARG TTC AAG TGG TTC ARG AAT GGG AGT GAR TTA AGC s
Tyr Ser Ser Leu Lys Phe Lys Trp Phe Lys Asn Gly Ser Glu Leu Ser
115 120 125

ARR CCAR GAA AAC ATC ARG ATA CAG AAR RGG CCG GGG AAG 439
Pro Glu Asn Ile Lye Ile Gln Lys Arg Pro Pro Lys
140 _

CGA ARG AARC
Arg Lys Asn Lye

130 135
TCA GAA CTT CGC ATT AGC AAA GCG TCA CTG GCT GAT TCT GGA GAA TAT 487
Ser Glu Leu Arg lle Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr
145 150 155 160

ATG TGC ARA GTG ATC AGC ARA CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC AAC 535

Met Cys Lys Val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn
165 170 175

.ATCACCATTGNGAGTCAMCGCCHCAMACATCTACAGCTGGGRCA 583
Ile Arg Ile Val Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr Ser Thr Ala Gly Thr
180 185 190 .

AGC CAT CTT GTC AAG TGT GCA GAG AAG GAG AAA ACT TTC TGT GTG AAT 631
Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
195 200 205

AAA GARC CTT TCA AAT CCC TCA AGA TAC 679

GCGA GGC GAG TGC TTC ATG GTIG
Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
220

210 215
T7G TGC AAG TGC CCA AAT GAG TIT ACT GGT GAT CGC TGC CAA AAC TAC 727
Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr
225 230 235 240

GCTA ATG GCC AGC TTC TAC AGT ACG TCC ACT CCC TITT CTG TCT CIC CcCT 775
Val Met Ala Ser Phe Tyr Ser Thr Ser Thr Pro Phe Leu Ser Leu Pro
245 250 285

GAR TAGCGCATCT CAGTCOCGGTGC CGCTTTCTTG TIGCCGCATC TCCCCTCAGA TTCCGCCTAG

838
Glu

AGCTAGATGC GTTTTACCAG GTCTAACATT GACTGCCTCT GCCTGTCGCA TGAGAACATT 898
AACACAAGCG ATTGTATGAC TTICCTCTGTC CGIGACTAGT GGGCTCTGAG CTACTCGTAG 958
GTGCGTAAGG CTCCAGTGTT TCIGAAATTG ATCTTGAATT ACTGTGATAC GACATGATAG 1018

TCCCTCTCAC CCAGTGCAAT GACAATAAAG GCCTTGAAAA GTCAAAAAAA ARAAAAAAAA 1078

AARAATCGAT GTCGACTCGA GATGTGGCTG 1108

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 132:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 559
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in Position 214 ist unbekannt.
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(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 132:

AGTTTCCCCC CCCAACTTCT CGCAACTCIC GGCTCGOGOG CAGGGCAGGA GCCGAGCGGLC
50
GGCGGCIGCC CAGGCGATGC GAGCGCGGGC CCGACGGTAA TCGCCTCTCC CTCCTOGGGC
120 .
TGCGAGCGCG CCGGACCGAG GCAGCGACAG GAGCGGACOG CGGCGGGAAC CGAGGACTCC
180
CCAGCGGCGC GCCAGCAGGA GCCACCCCGC GAGNCGTGCG ACCGGGACGG AGCGCCCGCC
240
AGTCCCAGGT GGCCCGGACC GCACGTTGCS TCCCOGCGCT CCCCGCCGGC GACAGGAGAC
300
GCTCCCCCCC ACGCCGOGOG CGCCTCGGLC CGGTCGCTGG CCCGCCTCCA CTCCGGGGAC
360
AAMCTTTTCC CGAAGCCGAT CCCAGCCCTC GGACCCAAAC TIGTCGCGCG TCGCOCTTCOGC
420
CGGGAGCOGT CCGOGCAGAG CGTGCACTTC TCGGGCGAG ATG TCG GAG CGC AGA
474
. Het Ser Glu Arg Arg

b § 5
GAR GGC ARA GGC AAG GGG AAG GGC CGC ARG AAG GAC CGA GGC TCC GGG

522
Glu Gly Lys Gly L{; Gly Lys Gly Gly Lys Lys Asp Arg Gly Ser Gly
- 18 20

ARG ARG CCC GTG CCC GOCG GCT GGC GGC CCG AGC CCA G

559
Lys Lys Pro Val Pro Ala Ala Cly Gly Pro Ser Pro Ala
30

25

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 133:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 252
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in Position 8 kann entweder A oder G

sein.
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 133:
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CC CAT CAN GTG TGG GCG GCG AAA GCC GGG GCC TTG AAG ARG GAC TCG

47

His Gln Val Trp Ala Ala Lys Ala Gly Gly Leu Lys Lys RAsp Ser
5 10

1s

CTG CTC ACC GTG CGC CTG GGC GCC TGG GGC CAC CCC GCC TTC CCC TCC -

95

25

Leu leu Thr Val 2.;9 Leu Gly Ala Trp Gly His Pro Ala Phe Pro Sexr

30

TGC GGG CGC CTC ARG GAG GAC AGC AGG TAC ATC TTC TTC ATG GAG CCC

143

GAG
191

50

cceC
239

Pro s:g Arg Asp Gly Pro Glu Pro Gl

GTG CAA CGG TGC G

252

Val Gln Arg Cys

80

70

Cys Gly Arg Lgtsx Lys Glu Asp Ser Arg Tyr lle Phe Phe Met Glu Pro
40 45

GCC AAC AGC AGC GGC GGG CCC GGC CGC CTT CCG AGC CTC CTT CCC
Glu Ala Asn Ser Ser Gly Gly Pro Gly Arg Leu Pro Ser Leu Leu Pro
ss

60

TCT CGA GAC GGG CCG GAA CCT CAA GAA GGA GGT CAGC CCG GGT GCT
n Glu Gly G%g Gln Pro Gly Ala

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 134:
EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 178

(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear
BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 134:

(i)

(xi)

CCT TGC

48

Leau Pro
1

GTT CCA
96
Sexr Lye

TCA AGT
144
Lys Phe

AAC CAC
178
Pro Gly

CTC CCcC
Pro Arg

AAC TAG

Leu Val
20

TCA AGT

Lys Txp
35

AAR ACA
Asn Ile

GCT TGA AAG AGA
Lgu Lys Glu His

TGC TTC GGT GCG
Leu Arg Cys Glu

GGT TCA AGA ATG

Phe Lys Aan Gly
40

TCA AGA TAC AGA
Lys Ile Gln Lye

TGA AGA

Lys Ser
10

AGA CCA

Thr Ser
25

GGA GTG
Ser Glu

AAA GGC
Arg Pro
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 135:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 122
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 135:

G AAG TCA GAA CTT CGC ATT AGC AM GCG TCA CTG GCT GAT TCT GGA
46

Lys Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly
b § 5 10 1s

GAA TAT ATG TGC AAA GTG ATC AGC AAA CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT

94
Glu Tyr Met Cys Lyg val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser
2 25 30

GCC AAC ATC ACC ATT GTG GAG TCA AAC G

122
Ala Asn Ile Thr Ile Val Glu Ser Aan Ala

as

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 136:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 417
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 136:

TCTAAAACTA CAGAGACTGT ATTTTCATGA TCATCATAGT TCTGTCAAAT ATACTTAAAC
60

CGCTTTGGTC CTGATCTTGT AGG AAG TCA GAR CIT CGC ATZT AGC AAA GCG

110
Lys Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala
1 5

TCA CTG GCT GAT TCT GGA GAA TAT ATG TGC AAA GTG ATC AGC AAA CTA

1s8
Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met Cys Lys Val Ile Ser Lys Leu
10 15 20 25

GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC AAC ATC ACC ATT GTG GAG TCA AAC GGT

206
Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn Gly

a0 a5 40

AAG AGA TGC CTA CTG CGT GCT ATT TCT CAG TCT CTA AGA GGA GIG ATC
254
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Lys Arg Cyse Lms: Leu Arg Ala 1lle s:g Gln Ser Leu Arg Gly Val Ile
4 - 5

ARG GTA TGT GGT CAC ACT TGAATCACGC AGGIGTGTGA AATCICATIC

302
Lye Val czg Gly His Thr

;cs;gamn ARARTCATGA AAGGAAAACT CTATGTTITGA AATATCTTAT GGGTCCTCCT

‘o‘{?mccrcw TCACTCCATA AGGTGAAATA GACCTGAAAT ATATATAGAT TATIT

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 137:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 102
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 137:

AG ATC ACC ACT GGC ATG CCA GCC TCA ACT GAG ACA GCG TAT GTIC TCT

{7
Gi.u Ile Thr Thr c;y Met Pro Ala Ser Thr Glu Thr Ala Tyr Val Ser
10 18 -

TCA GAG TCT CCC ATT AGA ATA TCA GTA TCA ACA GAA GGA ACA AAT ACT

95
Ser Glu Ser Pro Ile Arg Ile Ser Val Ser Thr Glu Gly Thr Asn Thr

20 25 30

TCT TCA T

102

Ser Ser Ser
35

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 138:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 69
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 138:
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:gﬁ TGC CAA CCT GGA TTC ACT GGA GCG AGA T‘? ACT GAG AAT GIG CCC
Ly: Cys Gln Pro Glg Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Asn Val Pro
10 1S

ATG AAA GTC CAA ACC CAA GAA

69

Met Lys Val Gln Thr Gla Glu
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 139:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 60
(B) ART: Nucleinséaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 139:

AAG TGC CCA AAT GAG TTT ACT GGT GAT CGC TGC CAA AAC TAC GTA ATG

48
Lys Cy®s Pro Asn cx: Phe Thr Gly Asp A;g Cys Gln Asn Tyr Vg Met
1

GCC AGC TTC TAC

60

Ala Ser Phe Tyr
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 140:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 36
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 140:

AGT ACG TCC ACT CCC TIT CIG TCT CIG CCT GAA TAG

36
Ser Thr Ser Thr Pro Phe Leu Ser Leu Pro Glu

1 S 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 141:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 27
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 141

AAG CAT CTT GGG ATT GAA TIT ATG GAG

27
Lys Hie Leu Gly Ile Glu Phe Met Glu

1 5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 142:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 569
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(B) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 142:
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CTC TAC CAG AAG RAGA GTG CIC ACC ATT ACC GGC AIT

48 L
Lye Ala Glu Glu Leu Tyr Gln Lye Arg v% Leu Thr Ile Thr G;g Ile
L ,

TGC ATC GGG CTG CTC GIG GTT GGC ATC ATG TGT GIG GTG GTC TAC TGC
96 .
Ile Ala Leu Leu Val Val Gly Ile Met Cys Val Val Val Tyr Cys

8

i 20 25 30
AAA ACC AAC AAA CAA CGG AARA RAG CTT CAT GAC CGG CTT CGG CAG AGC
144 .
Lys Thr Lys Lys Gln Arg Lys Lys Leu His Asp Arg Leu Arg Gln Ser

35 40 45
CIT CGG TCT GAR AGA AAC ACC ATG ATG AAC GTA GCC AAC GGG CCC CAC
192
Leu Arg Ser Glu Arg Asn Thr Met Met Asn Val Ala Asn Gly Pro His
S0 -1 60

CAC CCC AAT CCG CCC CCC GAG AAC GTG CAG CTG GTGC AAT CAA TAC GTA
240
Hie Pro Asn Pro Pro Pro Glu Asn Val Glan Leu Val Asn Gln Tyr Val

65 70 75 . 80
TCT ARA AAT GTC ATC TCT AGC GAG CAT ATT GIT GAG AGA GAG GCG GAG
288
Ser Lys Asn Val Ile Ser Ser Glu Hise Ile Val Glu Arg Glu Ala Glu

90 95

(- 13

AGC TCT TIT TCC ACC AGT CAC TAC ACT TCG ACA GCT CAT CAT TCC ACT

336 .
Ser Ser Phe Ser Thr Ser His Tyr Thr Ser Thr Ala His His Ser Thr
100 105 110

ACT GTC ACT CAG ACT CCC AGT CAC AGC TGG AGC AAT GGA CAC ACT GAA

kY1)
Thr vVal Thr Gln Thr Pro Ser His Ser Trp Ser Asn Gly His Thr Clu

11§ 120 125

AGC ATC ATT TCG GAA AGC CAC TCT GTC ATC GIG ATG TCA TCC GTA GAA

432
Ser Ile Ile Ser Glu Ser His Ser Val lle Val Met Ser Ser Val Glu

130 135 140

ARC AGT AGG CAC AGC AGC CCG ACT GGG GGC CCG AGA GGA CGT CTC AAT

480
Asn Ser Arg His Ser Ser Pro Thr Gly Gly Pro Arg Gly Arg Leu Asn

148 150 155 160

GGC TTG GGA GGC CCT CGT GAA TGT AAC AGC TTC CTC AGG CAT GCC AGA

528
Gly Leu Gly Gly Pro Arg Glu Cys Aen Ser Phe Leu Arg His Ala Arg

165 170 175

GAA ACC CCT GAC TCC TAC CGA GAC TCT CCT CAT AGT G AAAG

569
Glu Thr Pro Aep Ser Tyr Arg Asp Ser Pro His Ser
180 185
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 143:

(i)

(xi)

(A)
(B)
(C)
(D)

LANGE: 735
ART: Nucleinsaure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 143:

G TAT GTA TCA GCA ATG ACC ACC CCG GCT CGT ATG TCA CCT GTA GAT

46

Tyr vVal Ser Ala Me
1

e
94
Phe

cece
142
Pro

190
Phe

238

AAC
286
Asn

8o

GTG
334
val

GAG
382
Glu

AAG
430

CAC ACS
His Thr

G7G TCC

val Ser

GTG GAA

val Glu
S0

GAG ARG

Glu Lys
65

Pro Ala

GAG GAT
Glu Asp

Pro vVal

CCC AART

CCA

Pro

AGC

Ser
3s

GAG
Glu

TAT

CAT
Hie

GAG
Glu

Lys
115

GGT

AGC

Ser
20

ACG
Thr

GAG
Glu

GAC

Asp

GAG
Glu

GAA

Glu
100

Lye

CAC

S
TCcC

Ser

ACG
Thr

AGA

RBie

AGC

Ser
85

TAT
Tyr

CTC
Leu

ATT

cce

Pro

GTC
Val

Pro

CAC

Hie
70

Asn

GAA
Glu

ACC
Thr

GCC

AAG TCA ccC

Lys

TCC

Ser

Leu
-1

GCC
Ala

Ser

ACG
Thr

AAC

Asn

CAC

Ser

ATG

Met
40

CcTC
Leu

CAG
Gln

Leu

Thr

AGC

Ser
120

AGG
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Pro
25

cce
Pro

CT?
Leu
CAA
Gln

Pro

Gln
108

AGC

Ser

ccr

Pro

Ser

GIG
Val

Phe

Pro
90

GAG
Glu

Arg

GAR

t Thr Thr Pro Ala Arg Met Ser Pro Val Asp
10

s

TCG GAA ATG TCC CCG

Ser Glu

ATG GCG
Mot Ala

ACG CCh

Thr Pro
60

AAC TCG

Asn Ser
75

Ser Pro

TAC GAA

Tyr Glu

Arg Ala

ATG GAC

Met

GTC

Val
45

CCA

Pro

cCa

Pro

Lye
125

ARC

Ser Pro
30

AGT

i 8

Ser

His Cys

AGG ATA

Arg Ile
95

Ala Gln
110

AGA ACC
Arg Thr

AAC ACa
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Lys Pro Asn Gly His Ile Ala His Arg Leu Glu Met Asp Asa Aen Thr
130 135 140

GGC GCT GAC AGC AGT AAC TCA GAG AGC GAA ACA GAG GAT GAA AGA GTA

478 .
Gly Ala Asp Ser Ser Asn Ser Glu Ser Glu Thr Glu Asp Glu Arg Val
145 150 155

GCC ATA CAG ARC CCC CIG GCA GCC AGT

526
Gly Glu Asp Thr Pro Phe Leu Ala Ile Gln Asn Pro Leu Ala Ala Ser

160 165 170 . 175
CTC GAG GCG GCC CCT GCC TTC CGC CTG GTC GAC AGC AGC ACT ARC CCA
574

tou Glu Ala Ala Pro Ala Phe Arg Leu Val Asp Ser Arg Thr Aen Pro
180 ) 185 190

ACA GGC GGC TTC TCT CCG CAG GAA GAA TTG CAG GCC AGG CTC TCC GGT

622 ,
Thr Gly Gly Phe Ser Pro Gln Glu Glu Leu Gln Ala Arg Leu Ser Gly
195 200 205

GTA ATC GCT AAC CAR GAC CCT ATC GCT GTC TAAAACCGAA ATACACCCAT

672
val Ile Ala Asn Gln Asp Pro lle Ala Val

210 215

AGATTCACCT GTAAAACTTT ATTTTATATA ATAAAGTATT CCACCTTAAA TTAARCAR
730

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 144:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 1654
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 144:

2gmccccc CCCARCTTGT CGGAACTCTG GGCTCGCGCG CAGGGCAGGA GCGGAGCGGC
;.ggscc'rccc CAGGCGATGC GAGCGCGGGC CGGACGGTAA TCGCCTCTCC CTCCTOGGGC
‘{ga”AGCGCG CCGGACCGAG GCAGCGACAG GAGCGGACCG CGGCGGGAAC CGAGGACTCC
g%coscccc GCCAGCAGGA GCCACCCCGC GAGCGTGCGA CCGGGACGGA GCGCCCOGCCA
gggCCKGGTG GCCCGGACCG CACGTTGCGT CCCCGCGCTC CCCGCCGGCG ACAGGAGACG
g:gCCCCCCA CGCCGCGOGC GCCTCGGCCC GGTOGCTGGC Cmc TCCGGGGACA
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AACTTTTCCC GAAGCCGATC CCAGCCCTCG GACCCAAACT TGTCGCGCGT CGCCTTCGCC
420
GGGAGCCGTC CGCGCAGAGC GTGCACTTCT CGGGCGAG ATG TCG GAG CGC AGA

475
Met Ser Glu Axrg Arg
1 S
GAA GGC AAA GCC ARG GGG ARG GGC GGC AAG ARG GAC CGA GGC TCC GGG
$23

Glu Gly Lys Gly L{g Gly Lys Gly Gly L{; Lys Asp Arg Gly 8;: Gly

GTG CCC GCG GCT GGC CGC CCG AGC CCA GCC TTG CCT CCC

571
Lys Lys Pro Val Pro Ala Ala Gly Gly Pro Ser Pro Ala Leu Pro Pro

25 30 35

CGC TTG AAA GAG ATG AAG ATG CAG GAG TCT GTG GCA GGT TCC AAA CTA
Arg Leu Lys Glu Met Lys Ser Gla Glu Ser Val Ala Gly Ser Lys Leu
40 . 45 50

GTG CTT CGG TGC GAG ACC AGT TCT GAA TAC TCC TCT CTC ARG TTC AAG

667
val Leu Arg Cys Glu Thr Ser Ser Glu Tyr Ser Ser Leu Lys Phe Lys

5§ 60 65

TGG TTC AAG AAT GGG AGT GAA TTA AGC CGA AAG AAC AAA CCA CAMA AAC

715 _
Trp Phe Lys Asn Gly Ser Glu Leu Ser Arg Lys Asn Lye Pro Gln Asn

70 75 80 8s

ATC AAG ATA CAG ARA AGG CCG GGG ARG TCA GAA CTT CGC ATT AGC ARA

763
Ile Lys Ile Gln Lys Arg Pro Gly Lys Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lys

90 95 100
GCG TCA CTC GCT GAT TCT GGA GRAR TAT ATG TGC AAA GTG ATC AGC AAA

811
Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met Cys Lys Val Ile Ser Lys
105 110 115

CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC AAC ATC ACC ATT GIGC GAG TCA AAC

859
Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn

120 125 130

GAG ATC ACC ACT GGC ATG CCA GCC TCA ACT GAG ACA GCG TAT GIG TCT

907
Glu Ile Thr Thr Gly Met Pro Ala Ser Thr Glu Thr Ala Tyr Val Ser

138 140 145

TCA GAG TCT CCC ATT AGA ATA TCA GTA TCA ACA GAAR GGA ACA AAT ACT

955
Ser Glu Ser Pro Ile Arg lle Ser Val Ser Thr Glu Gly Thr Asn Thr

150 155 160 165

TCT TCA TCC ACA TCC ACA TCT ACA GCT GGG ACA AGC CAT CTT GTC AAG

1003
Ser Ser Ser Thr Ser Thr Ser Thr Ala Gly Thr Ser Hise Leu Val Lyse

170 1758 180
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T7GT GCA GAG ARG GAG AAA ACT TTC TGT GIG AAT
10581

Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
185 190

ATG GTG AAA GAC CTT TCA AAT CCC TCA AGA TAC

1099
Met Val Lys Asp Leu Sex Asn Pro Ser Arg Tyr

200 208
AAT GAG TIT ACT GGT GAT CGC IGC CAA AAC TAC

1147

Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Cln Asa Tyr
218 220

TAC AGT ACG TCC ACT CCC TIT CIG TCT CIG CCT

1193
Tyr Ser Thr Ser Thr Pro Phe Leu ‘Ser Leu Pro

230 235 240

CTCAGTCGGT GCCGCTTTICT TGTITGCCGCA TCTCCCCTCA
1253

GCGTTTTACC AGGTCTAACA TTGACIGCCT CIGCCTGTCG
1313
CGATTGTATG ACTTCCTCTG TCCGIGACTA GIGGGCTCTG
1373
.GGCTCCAGTG TITCTGAAAT TGATCITGAA TTACTGTGAT
1433
ACCCAGTGCA ATGACAATAA AGGCCTTIGAAR AAGTCTCACT
1493

CGTTCCACGG GACAGTCCCT CTTCTTTATA AAATGACCCT
15853

TTAAGTTGTA ACCAGTACAC ACTTGAAATG ATGGTAAGTT
1613

TCTTTCTGAC AAATAAACAG AATAAAAAAR AAAAAAAAAA
1654

GGA GGC GAG TGC TTC

Gly Gly Glu Cys Phe
195

TTIG IGC ARG TGC CCA

Leu Cys Lys Cys Pro
210

GTA ATG GCC AGC TTC

Val Met Ala Ser Phe
225

GAA TAGGCGCATG
Glu

GATTCAACCT AGCAGCTAGAT
CATGAGAACA TTAACACAAG
AGCTACTCGT AGGTGCGTAA
ACGACATGAT AGTCCCICTC
TITATTGAGA AAATAAAAAT
ATCCTTGAAN AGGAGGTGTG
CGCTTCCGTT CAGAATGTGT

A

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 145:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 1140
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 145:

CAT CAN GTG TGG GCG GCG AAA GCC GGG GGC TTG AAG AAG GAC TCG CTG

48
b
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CTC ACC GTG CGC CIG GGC GCC TGG GGC CAC CCC GCC TTC CCC TCC TGC

96
Leu Thr Val Arg Leu Gly Ala Trp Gly His Pro Ala Phe Pro Ser Cys
20 25 30

GGG CGC CTC ARG GAG GAC AGC AGG TAC ATC TTC TTC ATG GAG CCC GAG

144
Gly Arg Leu Lys Glu Asp Ser Arg Tyr Ile Phe Phe Met Glu Pro Glu
40

35 45
GCC AAC AGC AGC GGC GGG CCZ GGC CGC CTIT CCG AGC CTC CTIT Cce ccC
192 .
Ala Asn Ser Ser Gly Gly Pro Gly Arg Lsu Pro Ser Leu Leu Pro Pro
50 55 60
TCT CGA GAC GGG COG GAA CCT CARA GAA GGA GGT CAG CCG GGT GCT GTG
240
Ser Arg Asp Gly Pro Glu Pro Gln Glu Gly Gly Gln Pro Gly Ala Val
65 70 75 80

CAA CGG TGC GCC TIG CCT CCC CGC TTG AAA GAG ATG AAG AGT CAG GAG

288

Gln Arg Cys Ala Leu Pro Pro Arg Leu Lys GClu Met Lys Ser Gln Glu
8s 90 95

TCT GTIG GCA GGT TCC AAA CTA GTG CIT CGG TGC GA@ ACC AGT TCT GAA

336 :
Ser Val Ala Gly Ser Lys Leu Val Leu Arg Cys Glu Thr Ser Ser Glu

100 105 110

TAC TCC TCT CTC AAG TTC ARG TGG TTC AAG AAT GGG AGT GAA TTA AGC

384
Tyr Ser Ser Leu Lys Phe Lys Trp Phe Lys Asn Gly Ser CGlu Leu Ser

115 120 125

CGA AAG AAC AAA CCA GAR AAC ATC ARG ATA CAG AAA AGG CCG GGG AAG

432
Arg Lyse Rsn Lys Pro Glu Asa Ile Lys Ile Gln Lys Arg Pro Gly Lys

130 135 140

TCA GAA CTT CGC ATT AGC AAA GCG TCA CTG GCT GAT TCT GGA GAA TAT

480
Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Saxr Gly Glu Tyr

145 150 155 160

ATG TGC AAA GTIG ATC AGC AAR CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC AAC

528
Met Cys Lys Val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala Asn

165 170 175
ATC ACC ATT GTG GAG TCA AAC GCC ACA TCC ACA TCT ACA GCT GCG ACA

576
Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr Ser Thr Ala Gly Thr

180 185 150
AGC CAT CTT GTC AAG TGT GCA GAG AAG GAG AAA ACT TTC TGT GTG AAT

624
Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lye Glu Lys Thr Phe Cys Val Asen
195 200 205
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GGA GGC GAG TGC TTC ATG GTG AAR GAC CTT TCA ART CCC TCR AGA TAC

672
Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Axg 2
210 215 220 g 2yF

TG TGC AAG TGC CAA CCT GGA TIC ACT GGA GCG AGA TGT ACT GAG AAT

720
Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Asn
228 230 235 240

GTG CCC ATG AAA GTC CAA ACC CAA GAA ARG TGC CCA AAT GAG TTT ACT

768
val Pro Met Lys Val Gln Thr Gln Glu Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr
245 250 258

GGT GAT CGC TGC CAA AAC TAC GTA ATG GCC AGC TTC TAC AGT ACG TCC

816

Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser Phe Tyr Ser Thr Ser
260 265 270

ag;bccc TTIT CTG TCT CIG CCT GAA TAGCGCATCT CAGTCGGTGC CGCTITICTIG

Thr Pro Phe Leu Ser Leu Pro Glu
275 280

!;ggOGCAIC TCCCCTCAGA TTCCNCCTAG AGCTAGATGC GTTTTACCAG GICTAACATIT
G:gﬁGCCTCT GCCTGTCGCA TGAGAACATT AACACAAGCG ATTGTATGAC TTCCICIGCTC
gg:gacracr GGGCTCTCAG CTACTCGTAG GTCGCGTAAGE CTCCAGTCTT TCIGAAATIGC
?EE:TGAATT ACTGTGATAC GACATGATAG TCCCTCTCAC CCAGTGCAAT GACAATAAAG

GCCTTGAARA GTCAAAAARAA ARAAARAAAA
1140
ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 146:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 1764

(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 146:

(2)

29&Ac TCA GAA CIT CGC ATT AGC ARA GCG TCA CTIG GCT GAT TCT GGA GAA

Lys Ser Glu Leu Arg Ile Ser Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu
1 5 10 15

;27 ATG TGC AAA GTG ATC AGC AAA CTA GGA AAT GAC AGT GCC TCT GCC

Tyr Met Cys Lyes Val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala
20 25 30
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AAC GCC ACA TCC ACA TCT ACA GCT GGG
145

Asn Ile Thr Ile val Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr s:: Thr Ala Gly
35 40 4

ACLMCCBTCT!‘G‘I’CMGMGCAGMWGAGWAC‘ITTC'X‘GTGN

193
Thr Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys® val
60

50 LT )
AAT GGA GGC GAC TGC TTC ATG GIG AAA GAC CTT TCA ART CCC TCR AGA

241
aAsn Gly Gly Asp Cys Phe Met Vval Ly® Asp Leu Ser Asn Pro Ser

AARC ATC ACC ATT GTG GAG TCA

(13 70 75 80

TAC TTG TGC AAG TGC CAA CCT GGA TTC ACT GGA GCG AGA TGT ACT GAG

;:2 Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu
85 90 9s

AAT GTG CCC ATG AAA GTC CAA ACC CAA GAA ARA GCG GAG GAG CTC TAC

igz Val Pro Met Lye Val Gln Thr Gla Glu Lys Ala Glu Glu Leu Tyr

100 105 110

CAG AAG AGA GTG CTC ACC ATT ACC GGC ATT TGC ATC GCG CTG CIC GTG

388
Gln Lys Arg Val Leu Thr Ile Thr Gly Ile Cys Ile Ala Leu Leu Val

115 120 125

CTT GGC ATC ATG ‘IGT GTG GTG GTC TAC TGC AARA ACC AAG AAR CAA CGG

433 :
val Gly Ile Met Cys Val Val Val Tyr Cys Lys Thr Lys Lys Gln Arg

130 135 140

AAA AAG CTT CAT GAC CGG CTT CGG CAG AGC CTT CGG TCT GAA AGA AAC

481
Lys Lys Leu His Asp Arg Leu Arg Gln Ser Leu Arg Ser Glu Arg Asn

145 150 155 160
ACC ATG ATG AAC GTA GCC ARC GGG CCC CAC CAC.CCC AAT CCG CCC CCC
5§29

Thr Met Met Asn Val Ala Asn Gly Pro His His Pro Asn Pro Pro Pro
165 170 175

GAG AAC GTG CAG CIG GTG AAT CAA TAC GTA TCT AAA AAT GTC ATC TCT

577
Glu Asn Val Gln Leu Val Asn Gln Tyr Val Ser Lys Aen Val Ile Ser

180 185 150

AGC GAG CAT ATT GTT GAG AGA GAG GCG GAG AGC TCT TTT TCC ACC AGT

625
Ser Glu His Ile Val Glu Arg Glu Ala Glu Ser Ser Phe Ser Thr Ser

195 - 200 205

CAC TAC ACT TCG ACA GCT CAT CAT TCC ACT ACT GTC ACT CAG ACT CCC

673
His Thr Ser Thr Ala His His Ser Thr Thr val Thr Gln Thr Pro

Tyr
210 215 220
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AGT CAC
721
Ser
225

Rie

CAC
769
Bis

g 4q

§

817

Pro Thr

865
Glu

CGA GAC
913
Axrg ASsp
290
AGA AAC
961

Axg Asn

305

"ACT CAT
1009
Thr His

ACC CCT
1057
Thr Pro

CGT ATG
1105
Axrg Met

CCT TCG

1183

Pro Ser
370

TCC ATG
1201
Ser Met
385

GTG ACG
1249
val Thr

AGC

Ser

GIC
val

Gly

Asn
275

T
Ser

Lys

Leu

Irp

Ser
355

GAMN
Glu

GCG
Ala

CCA

Pro
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GAA AGC ATC ATT TCG GAA AGC

TGG AGC AAT GGA CAC

Trp

ATC
Ile

Gly
260

Ser

Pro

cCcC
Ala

AGA
Arg

cCcT

Pro
340

cCcT

Pro

ATG

Met

GTC
val

CCA

Pro

Ser

GTG

Val
245

Pro

Phe

CAT
Him

His

GCT

Ala
325

TTA

Leu

GTA

val

Ser

AGT

Ser

Arg
405

Aen
230

ATG
Met

AGA
Arg

Leu

Sexr

Arg
310
TCcT
Ser

GGA
Gly

GAT
Asp

(>~

Pro

cece

Pro
390

Gly

TCA

Ser

GCGA
Gly

Arg
GAA

Glu
298

Ser

Ser

AGG
Arg

Phe

cec

Pro
375

TTC
Phe

Arg

Hie

TCC
Ser

CGT
Arg

CAT

Ris
280

AGA

Lys

ATT
Ile

TAT

Tyr

His
360

GTG
Val

GTG

val

GAG
Glu

ACT
Thr

GTA
val

cTC

Leu
265

GCC
Ala

His

38

Pro

GTA

Val
348

ACG
Thr

TCcC

Ser

GAA
Glu

ARG
Lys

Glu

GAA

Clu
250

CAT

Hie
330

Ser

Pro

AGC

Ser

GAG
Clu

TAT

Ser
238

ARC
Aan

GGC
Gly

Glu

Leau

Gln
315

Trp

Ala

Ser

ACG
Thr

GRG

Glu
395

GAC

Ile Ile Ser Glu Ser

AGT AGG

240

CAC AGC AGC

Ser Arg Hip Ser Sex

TTG GGA

Leu Gly

AcCC

Thr Pro

285
ATA

Ile Ala

300

Ile Gln

Ala Ser

ATG ACC

Met Thr

TCC CCC

Ser Pro
365

ACG GTC

Thr Val
380

AGA CCC

Arg Pro

CAC CAC

Tyr Aep Bis His

410
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258

GGC CCT CG?T
Gly Pro Arg

270

GAC TCC TAC

Asp

GAG
Glu

CTT
Leu

TTC
Phe

Thr
350

Lys

Ser

Gece
Ala

Ser Tyr

CTA AGG
Leu Arg

TCC GCA

Ala
320

AAG

Ser

cT

Ser
a3s

cce

Lys

GCT

Pro

Ser

ATG
Met

Leu
400

Leu

Gln Gln

415
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TTC AAC TCG TTC CAC TGC ARC CCC GCG CAT GAG AGC ARC AGC CTG CCC

3:37»;\ Ser Phe His Cys Asn Pro Ala Hie Glu Ser Asn .:gg Leu Pro

420 425
€cC AGC CCC TTG AGG ATA GTG GAG GAT GAG GAR TAT

:::sser Pro Leu Arg Ile Val Glu Asp Glu Glu Tyr Glu Thr Thr Gln
435 440 445

GAR ACC ACC CAG

GAG TAC GAA CCA GCT CAA GAG CCG GTT ARG AAR CTC ACC AAC AGC AGC

Cliizs'ry: Glu Pro Ala Gln Glu Pro Vval Lys Lys Leu Thr Asn Ser Ser
450 455 460

CGG CGG GCC. ARA AGA ACC AAG CCC AAT
iy Ala Lys Arg Thr Lys Pro Aen Gly His Ile Ala His Arg Leu

?:g Arg : 470 475 480

GAA ATG GAC AAC AAC ACA GGC GCT GAC AGC AGT ARC TCA GAG AGC GAA

GGT CAC ATT GCC CAC AGG TIG

9
é:g Met Asp Asn Asn Thr Gly Ala Asp Ser Ser Asn Ser Glu Ser Glu
48S 490 495

ACA GAG GAT GAA AGA GTA GGA GARA GAT ACG CCT TTIC CIG GCC ATA CAG

1537
Thr Glu Asp Glu Arg Val Gly Glu Asp Thr Pro Phe Leu al; Ile Gln
50s8 s1

500

AAC CCC CTG GCA GCC AGT CTC GAG GCG GCC CCT GCC TIC CGC CTG GTCT

1585
asn Pro Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ala Ala Pro Ala Phe Arg Leu Val

515 520 52$

GCAC ACGC AGC ACT AAC CCA ACA GGC GGC TTC TCT CCG CAG GAA GAA TIG

1633
Rap Ser Arg Thr Asn Pro Thr Gly Gly Phe Ser Pro Gln Glu Glu Leu

530 535 540

CAG GCC AGG CTC TCC GGT GTA ATC GCT ARC CAA GAC CCT ATC GCT GTC

1681
Gln Ala Arg Leu Ser Gly Val Ile Ala Asn Gln Asp Pro Ile Ala Val

545 550 5585 560
PAAMACCCAA ATACACCCAT AGATTCACCT GTAAAACTTIT ATTITATATA ATAAAGTATT
1741

CCACCTTAAA TTAAACAAAAR AAA
1764

(2)  ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 147:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 50
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 147:
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Lys Cye Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cyg Val Asn Gly Gly Glu Cys
1 3 1 15

Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn P;'g Ser Arg Tyr Leu ng Lys Cys
20

Pro Aen Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser
35 40 45

Phe Tyr
S0

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 148:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 50
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 148:

Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys
1 L] 10 1s
Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr Leu Cys Lys Cys
20 25 30

Gln Pro Gly Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Asn Val Pro Met Lys
35 40 45

Vval Gln
S0

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 149:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 46
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 149:

Glu'Cys Leu Arg Lys Tyr Lyes Asp Phe Cye Ile His Gly Glu Cys Lys

b { S 10 1s

Tyr Val Lys G%u Leu Arg Ala Pro Ser Cys Lys Cys Gln Gln Glu Tyr
0 285 30

Phe Gly Glu Arg Cys Gly Glu Lys Ser Asn Lys Thr His Ser
3s 40 45
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(2)

AGC
48
Ser

GGA
96
Gly

144
Leu

GTA
192
Val

GAR
Glu
65

(2)

(i)

(xi)
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ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 150:
EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 198
(B) ART: Nucleinsadure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 150:

CAT CTT GTC ARG TGT GCA GAG AAG GAG AAA

Bis

GGC
Gly

6C
Cys

ATG

Met
50

TAG

Leu Vval Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys
S 10

GAC TGC TTC ATG GTG AAA GAC CIT TCA

Glu Cye Phe Met Val Lye gop Leu Ser
5

20

AAG TGC CCA AAT GAG TIT ACT GGT GAT

35

Lys Cys Pro Asn Glu zge Thr Gly Asp

GCC AGC TTC TAC AGT ACG TCC ACT CCC

Ala Ser Phe Tyr Ser Thr Ser Thr Pro

ACT TTC
Thr Phe

AAT cCC

Asn Pro

CGC TGC
Arg Cys
45

TIT CIG

Phe Leu
60

TGT GTG AAT

Cys Val Asn
b 1

TCA AGA TAC
Ser Arg Tyr
30

CAA AAC TAC
Gln Asn Tyr

TCT CIG CCT
Ser Leu Pro

ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 151:
EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(i)

(xi)

(A) LANGE: 192
(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 151:
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AGC CAT CTT GTC ARG TGT GCA GAG ARG GAG AAA ACT TTC TGT GTIG AAT

48
Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
5 10 15

1
GGA GGC GAG TGC TTC ATG GTG AAA GAC CTT TCA AAT CCC TCA AGR TAC

96
Gly Cly Glu Cye Phe Met Val Lys Asp leu Ser Asn Pro Ser Arxg Tyr
20 25 30

TTG TGC AAG TGC CAA CCT GGA TTC ACT GGA GCG AGA TGT ACT GAG AAT

144
Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Asn
as 40 45

GTG CCC ATG AAA GTC CAA ACC CAA GAR AAA GCG GAG GAG CTC TAC TAA

192
Val Pro Met Lys Val Gln Thr Gln Glu Lys Ala Glu Glu Leu Tyr
60

50 55

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 152:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 183
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 152:

AGC CAT CTT GIC AAG TGT GCA GAG AAG GAG AAA ACT TIC TGT GTIG AAT

48
Ser His Leu Val Lye Cys Ala Glu Lys géu Lys Thr Phe Cys Val Asn
15

1 S
GGA GGC GAG TGC TTC ATG GTG AAA GAC CTT TCA AAT CCC TCA AGA TAC

96 .
Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
20 25 30

TTG TGC AAG TGC CCA AAT GAG TTT ACT GGT GAT CGC TGC CAA AAC TAC

144
Leu Cyp Lye Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr
35 40 45

GTA ATG GCC AGC TTC TAC AAA GCG GAG GAG CTC TAC TAA

183
Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr
50 S5 60

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 153:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 210
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 153:

AGC CAT CTT GTC ARG TGT GCA GAG AAG GAG AAA ACT TTC TCT GTG AAT
48

Ser His Leu Val Lys Cye Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
1 5 ~ 10 15
GGA GGC GAG TGC TTC ATC GTG AAA GAC CTT TCA AAT CCC TCR AGA TAC

96
Gly Gly Glu Cye Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
25 30

20

TTG TGC ARG TGC CCA AAT GAG TIT ACT GGT GAT CGC TGC CAA AAC TAC

144
Leu Cys Lys Cye Pro Asn Glu Phe Thr Gly Aep Arg Cys Gln Asn Tyr
35 40 45

GTA ATG GCC AGC TTC TAC AAG CAT CIT GGG ATIT GAA TIT ATG GAG ARA

192
val Met Ala Ser Phe Tyr Lys His Leu Gly Ile gcl,.u Phe Mot Glu Lys
55

50

GCG GAG GAG CTC TAC TAA

210
Ala Glu Glu Leu Tyr
65

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 154
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 267
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 154:
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AGC CAT CIT GTC ARG

48
Sexr His Leu Val Lys
1 -]

GGA GGC GAG TGC TTC
%6
Gly Gly Glu %s Phe

TTG TGC AAG TGC CAA

144

Leu Cys Lys Cys Gln
35

GTG CCC ATG AAA GTC

192
Val Pro Met Lys Val

50

GGT GAT CGC TGC CAA
240

Gly Asp Arg Cye Gln
&S

ACT ccC TIT CTG TCT

267
Thr Pro Phe Leu Ser
8s

DE 694 34 431 T2 2006.05.24

TGCT GCA GAG AAG GAG AAA ACT TTC TGT GTG AAT

Cys

ATG
Met

cCcT’

Pro

CARA
Gln

Asn
70

Leu

Ala

GTG
Val

cCcT

Pro

Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
10 15

AAR GAC CIT TCA AAT CCC TCA AGA TAC

Lys Asp Leu Ser Asn Pro ggr Arg Tyr
25

TTC ACT GGA GCG AGA TGT ACT GAG AAT

Phe Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Aen
40 45

CAA GAR ARG TGC CCA AAT GAG TTT ACT
Gln Glu Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr
60

GTA ATG GCC AGC TTC TAC ARCT ACG TCC

Val Met Ala Ser Phe Tyr Ser Thr Ser
75 80

GAA TAG

Glu

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 155:
()] EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:

(A) LANGE: 252

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 155:
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AGC CAT
48

Ser His
) |

GGA GGC
96
Gly Gly

TIG TGC J

144
Leu Cys

GTG CCcC

192

val Pro
50

GGT GAT

240

Gly Asp
65

GAG CTC

252
Glu lLeu

DE 694 34 431 T2 2006.05.24

CIT GTC ARG TGT GCA GAG ARG GAG AAA ACT TTC TGT GIG AAT

Leu Val Lys Cys Ala Glu Lye Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
10 1§

GAG TGC TTC ATG GTGC AAR GAC CIT TCA AAT CCC TCA AGA TAC

Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
20 ’ 25 30

AAG TGC CAA CCT GGA TTC ACT GGA GCG ACA TGT ACT GAG AAT

Lys Cys Gln Pro Gly Ph: Thr Gly Ala Arg Cys Thr Glu Asn
35 4 45 :

Arcmcrcmmmcumfccccaurmmacr

Met Lys Val Gln Tlstg Gln Glu Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr
60

CGC TGC CAA AAC TAC GTA ATG GCC AGC TIC TAC AAA GCG GAG
Arg Cys Gln M;g Tyr Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu
75 80

TAC TAA

Tyr

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 156:

(i

(xi)

EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 128

(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear
BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 156:

CC ACA TCC ACA TCT ACA GCT GGG ACA AGC CAT CTT CTC AAG TGT GCGRA
Thr Ser Thr Ser Thr Ala Gly Thr Ser His Leu Val Lys Cys Ala

b 3

S 10 15

CAG AAG GAG AAA ACT TTC TGT GTG AAT CGA GGC GAG TCC TTC ATG GTG
Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys Phe Met Val

20 25 30

AAR GAC CTT TCA AAT CCC TCA AGA TAC TTG T GC
Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr Leu -
a5

40

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 157:

(i

EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 141

(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 157:

A CAT AAC CTIT ATA GCT GAG CTA AGG AGA AAC AAG GCC CAC AGA TCC 46
His Asn Leu Ile Ala Glu Leu Arg Arg Asn Lys Ala His Arg Ser
1 5 10 1s

AAN TGC ATG CAG ATC CAG CTT TCC GCA ACT CAT CTT AGA GCT TCT TCC 94

Lys Cys Met Gln I;.: Gln Leu Ser Ala Thr His Leu Arg Ala Ser Ser
25 30

ATT CCC CAT TGG GCT TCA TTC TCT AAG ACC CCT TGG CCT TTA GGA AG 141
Ile Pro His Trp Ala Ser Phe Ser Lys Thr Pro Trp Pro Leu Gly Arg
: 35 40 45

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 158:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 24
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in den Positionen 15 und 22 ist
unbekannt.

(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 158:

Ali Ala Glu Lys Glg Lys Thr Phe Cys Val Asa Gly Gly Glu Xaa Phe
10 15

Het Val Lys Asp Leu Xaa Asn Pro
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 159:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 745
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 159:

A:G}\GATGGCGACGCGCCCCGCGCCGC‘!’CCGGGCG?CCCGGCCCCCGG
4

);et Arg Trp Arg gxg Ala Pro Arg Arg Ser Gly Arg Pro Gly Pro Arg
10 . 15
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cce
96
Ala

144
Leu

192
Ala

240
Ser
65

GTG
288
val

336

elel
384
Gly

GCC
432
Ala

ACC
480
Thr
145

528
Leu

576
Lys

624
Phe

CAG
Gln

CCA

Pro

GeC

Ala
SO

Pro

GTG
val

GAC

Asp

GAT

Asp

GAG

Glu
130

GCC

Ala

GTG

val

GAC

Asp

cce

Pxo

CGC CCC GGC

Axg

CTA

Leu
k1

GGC
Gly

Pro

ATC
Ile

AGG

cGC

Arg
115

GAG

Glu

Pro

Lys

TCG

Ser

Pro
20

CcT6

Leu

ABn

AGC

Sex

GAG

Glu

Lys
100

GAG
Glu

Pro

GTG

val

GTG
Val

180

Gly

cT6
Leu

GRAG

Glu

GTG
val
GGA

Gly
8s

Ala

cCco

Pro

Leu

cce

Pro

CAC

Riso
165

cTC

Leu

TCC TGC GGG

Ser
195

Cys

Gly
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TCC GCC GCC CGC

Ser

c1IG
Leu

GCG
Ala

GGA.

Gly
70

ARG
Lys

Ala

Pro

Leu

Ser
150

Gln

ACC
Thr

AGG
Arg

Ala

CTG
Leu

GCT

Ala
S5

TCG

Ser

GTG
val

GCG
Ala

GCC
Ala

GCC

Ala
138

GCC
Ala

GTIG
val

GTG
val

Leu

Ala

GGG

Gly
40

cce

Pro

GTG
val

CAC
His

Ala

Arg
25

ACC
Thr

GCG

GCG
Ala

108

ele e

Ala
120

GeC

Ala

GGC
Gly

Trp

cee
Arg

ARG

Lys
200

Gly

AAC

Asn

GAG
Glu

GCG
Ala

Leu
185

GAG
Glu

TC6

Ser

GCG
Ala

Gly

GRG
Glu

Gln
90

GGC

Cly

Pro

Gly

ccce

Pro
GTG

val
170

Gly

GAC

Asp

TCG

Ser

GCC
Ala

GCC
Ala

CTA

Leu
75

GAG
Glu

ACC

Thr

Gly
1SS

Lys

ACC
Thr

AGC

Ser
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cCG

Pro

cT¢
Leu

Tc6

Ser
60

GCT
Ala

Arg

Ala

Ala

CTG

val
140

GAG

Glu

Ala

Trp

AGG

Arg

CCG CIG

Pzro Leu
30

GCG CCG

Ala Pro
45

GIG TGC
vVal Cys

CAG CGC
Gln Arg

CAG CAG
Gln Gin

GGG GCG

Gly Ala
110

CTG GGG

Leu Gly
125

ccc TCT

Pro Ser

GAG GCG
Glu Ala

Gly Gly

Gly His
190

TAC ATC

Tyr Ile
205

Pro

Gly

TAC

Ala

Gly

Trp

Pro

g8

Pro

Leu

175

Pro

Phe

t 3

Ala

Ala
80

Ala

Gly

Pro

Pro
TAT

Tyr
160

Lys

GCC
Ala

Phe
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ATG GAG CCC GAC GCC AAC AGC ACC AGC CGC GCG €CCG GCC GCC TTC CGA
672
Glu Pro Asp Ala Asn Ser Thr Ser Arg Ala :;g Ala Ala Phe Arg

Mat

210 215
GCC TCT TTC CCC CCT CTGC GAG ACG GGC CGG ARC CTC ARG AAG GAG GTC
720
Ala Ser Phe Pro Pro Leu Glu Thr Gly Arg Asn Leu Lye Lys Glu Val
225 230 235 240
AGC CGG GTG CTG TGC AAG CGG TGC G -
745

Ser Arg Val Leu ;:z; Lys Arg Cy»

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 160:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 12
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist unbekannt.

(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 160:

Xaa Ala Leu Ala Ala Ala Gly Tyr Asp Val Glu Lys
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 161:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE:5
(B) ART: Aminoséaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in Position 1 ist unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 161:

Xaa Leu Val Leu Arg
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 162:
()  EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 11
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(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: Xaa in den Positionen 1, 2 und 3 ist
unbekannt.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 162:

Xa: Xaa Xaa Tyx Pzg Gly Gln Ile Thr Ser Asn
10

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 163:

(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 60
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 25 und 36 ist
unbekannt.

(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 163:

(20 ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 164:
(0 EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 18
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ix) MERKMALE:
(D) WEITERE ANGABEN: N in den Positionen 16 ist unbekannt.
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 164:

TTTACACATA TATTCNCC
18

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 165:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 21
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 165:

Glu Thr Gln Pro Asp Pro Gly Gln Ile Leu lys Lys Val Pro H:; val
1 S 10

Ile Gly Ala 'rgg Thr

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 166:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 422
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 166:
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Met Arg Trp Arg Arg Ala Pro Arg Arg Seg Gly Arg Pro Gly P{g Arg
S 1

Ala Gla Arg Pro Gly Ser Ala Ala Arg Ser Ser Pro Pro Le: Pro Leu
20 ' 1 3

Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu Gly Thr Ala Ala Leu Ala Pro Gly Ala
35 40 45

Ala Ala Gly Asn Glu Ala AL; Pro Ala Gly Ala Ser Val Cys Tyr Ser
50 5 60

Ser Pro Pro Ser Val Gly Ser Val Gln Glu Leu Ala Gln Arg Ala Ala
65 . 70 78 80

val val Ile Glu Gly Lye Val His Pro Gln Arg Arg Gln Gln Gly Ala
8§ 90 95

Lys Ala Ala Ala Ala Ala Gly Glu Ala Gly Ala Trp Gly

Leu Asp Arg
100 108 110

Gly Asp Arg Glu Pro Pro Ala Ala Gly Pro Arg Ala Leu Gly Pro Pro
115 120 125

Ala Glu Glu Pro Leu Leu Ala Ala Asn Gly Thr Val Pro Ser Trp Pro
130 135 140

Thr Ala Pro Val Pro Ser Ala Gly Glu Pro Gly Glu Glu Ala Pro Tyr
145 150 155 160

Leu Val Lys Val His Gln Val Trp Ala Val Lys Ala Gly Gly Leu Lys
165 170 175

Lys Asp Ser Leu Leu Thr Val Arg Leu Gly Thr Trp Gly His Pro Ala
180 185 190

Phe Pro Ser Cys Gly Arg lLeu Lys Glu Aep Ser Arg Tyr Ile Phe Phe
195 200 205

Met Glu Pro Asp Ala Asn Ser Thr Ser Arg Ala Pro Ala Ala Phe Arg
210 215 220
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Ala Ser Phe Pro Pro Leu Glu Thr Gly Arg Asn Leu Lys Lys Glu Val
235 240

225 230
Ser Arg Val Leu Cys Lys Arg Cys Ala leu Pro Pro Gln Leu Lys Glu
258

245 250

Met Lys Ser Gln Glu Ser Ala Ala Gly Ser Lys Leu Val Leu Arg Cys
260 265 270

Glu Thr Ser Ser Glu Tyr Ser Ser Leu Arg Phe Lys Trp Phe
278 ; 280 285

Lys Asn

Asn Glu Leu Asn Arg Lys Asn Lys Pro Gln Asn Ile Lys Ile Gin

290 295 300

Lys Pro Gly Lys Ser Glu Leu Arg lle Asn Lys Ala Ser Leu Ala
320

Gly
Lye
308 310 315

Asp Ser Gly Glu Tyr Met Cys Lys Val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp
3a2s 330 338

Ser Ala Asn Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr

Ser Ala
340 345 350

Ser Thr Thr Gly Thr Ser His Leu Val Lys Cye Ala Glu Lys Glu Lys
355 360 365

Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser
_ 370 375 380

Tyr Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp

Asn Pro Sexr Arg
‘400

385 390 395

Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser Phe Tyr Ser Thr Ser Thr Pro

Arg Cys
40S 410 415

Phe Leu Ser Leu Pro Glu
420
(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 167:
() EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 69
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:

(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 167:

ue§ Ser Glu Arg Ly: Glu Gly Arg Gly Lyg Gly Lys Gly Lys Lys Lys
1 15

Glu Arg Gly s;: Gly Lys Lys Pro Glu Ser Ala Ala Gly Ser Gln Serxr
25 30

Pro Arg G;g Ile Ile Thr Gly Met Pro Ala Ser Thr Glu Gly Ala Tyr
40 213
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Vval Ser Ser Glu Ser Pro Ile Arg Ile Ser Val Ser Thr Glu Gly Ala
S0 5S 60

Asn Thr Ser Ser Ser
65

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 168:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 19
(B) ART: Aminosaure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 168:

Arg Lys Gly Asp Val Pro Gly Pro Arg Val Lys Ser Ser Arg s:g The
1 L] 10

Thr Thr Ala

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 169:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 231
(B) ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 169:

CGCGAGCGCC TCAGCGCCGC CGCTCGCTCT CCCCCTCCAG GGACAAACTT TTCCCAAACC
60

CGATCCGAGC CCTTGGACCA AACTCGCCTG CGCCGAGAGC CGTCCGCGTA GAGCGCTCCG
120 ‘ _

TCTCCGGCGA GATCTCCGAG CCCAAAGAAG GCAGAGGCAA ACCGAAGGGC AAGAAGAAGG
180

AGCGAGGCTC CGGCAAGAAG CCGGAGTCCG CGGCGGGCAG CCAGAGCCCA G
231

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 170:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 178
(B)  ART: Nucleinséure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 170:

CCTTGCCTCC CCGATTGAAA GAGATGAAAA GCCAGGAATC GGCTGCAGGT TCCAARCTAG
60

TCCTTCGGTG TGAAACCAGT TCTGAATACT CCTCTCTCAG ATTCAAGTGG TTCAAGAATG
120

GGAATGAATT GAATCGARAA AACRAACCAC AAAATATCAA GATACAAAAA AAGCCAGG
178

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 171:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 122
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xiy BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 171:

GAAGTCAGAA CTTCGCATTA ACAAAGCATC ACTGGCTGAT TCTGGAGAGT ATATGTGCAAMA
€0

AGTGATCAGC AAATTAGGAA ATGACAGTGC CTCTGCCAAT ATCACCATCG TGGAATCAAA
120

CG
122

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 172:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 102
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 172:

AGATCATCAC TGGTATGCCA GCCTCAACTG AAGGAGCATA TGTGTCTTCA GAGTCTCCCA
60

TTAGAATATC AGCTATCCACA GAAGGAGCAR ATACTICTIC AT
102

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 173:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 128
(B) ART: Nucleinsaure
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 173:

CTACATCTAC ATCCACCACT GGGACAAGCC ATCTTGTAMAA ATGTGCGGAG ARGGAGAAAA
60

CTTTCTIGIGCT GAATGGAGCG GAGTGCTTCA TGGTGAAAGA CCTTTCAAAC CCCTCGAGAT
120 :

ACTIGTGC
128

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 174:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 69
(B)  ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 174:

AAGTGCCAAC CTGGR'MC TGGAGCAAGA TGTACTGAGA ATGTGCCCAT GAAAGTCCAA
60

AACCARGAA
69

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 175:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 60
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi)y BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 175:

ARGTGCCCARA ATGAGTTTAC TGCTGATCGC TGCCAAAACT ACGTAATGGC CAGCTTCTAC
60

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 176:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 36
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
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(D) TOPOLOGIE: linear
(x) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 176:

AGTACGTCCA CTCCCTTTCT GTCTCIGCCT GAATAG
36

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 177:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 569
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 177:

AAGGCGGAGG AGCTGTACCA GAAGAGAGTG CTGACCATAA CCGGCATCTG CATCGCCCTC
60

CTTGTGGTCG GCATCATGTG
120

CIGCATGACC GTCTTCGGCA
180

AATGGGCCTC ACCATCCTAR CCCACCCCCC GAGAATCTCC AGCTGGTGAA TCAATACGTA
240

TCTAAAAACG TCATCTCCAG TGAGCATATT GTTGAGAGAG AAGCAGAGAC ATCCTTITCC
300

ACCAGTCACT ATACTTCCAC AGCCCATCAC TCCACTACTG TCACCCAGAC TCCTAGCCAC
360

:ggrsgacca ACGGACACAC TGAAAGCATC CTITCCGAAA GCCACTCTGT AATCGTICATC
TCATCCGTAG AARACAGTAG GCACAGCAGC CCAACTGGCG GCCCAAGAGG ACGTCTTAAT
480

GGCACAGGAG GCCCTCGTGA ATGTAACAGC TTCCTCAGGC ATGCCAGAGA AARCCCCTCAT
$40

TCCTACCCAG ACTCTCCTCA TAGTGARAARG
569

TGTGGTGGCC TACTGCAAAR CCAAGARACA GCGGAAMNAAG

GAGCCTTCGG TCTGAACGAA ACAATATGAT GAACATTGCC

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 178:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 730
(B)  ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

115/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 178:

2’;&1‘6'1’0?& GCCATGACCA CCCCGGCTCG TATGTCACCT CTAGATTTCC ACACGCCAAG
ggcccc:mu TCGCCCCCTT CGGAAATGTC TCCACCCGTG TCCAGCATGA CGGTGTCCAT
cl;ggnccam GCGGTCAGCC CCTTCATGGA AGAAGAGAGA CCTCTACTTC TCCTGACACC
;;:gnmccrc CGGGAGAAGA AGTTTGACCA TCACCCTCAG CAGTTCAGCT CCTTCCACCA
CARCCCCGCG CATGACAGTA ACAGCCTCCC TGCTAGCCCC TTGAGGATAG THGAGGATGA

300
GGAGTATGAR ACGACCCAAG AGTACGAGCC AGCCCAAGAG CCTGTTAAGA ARCTCGCCAA

360

:'ggccccccc GCCARAAGAA CCARGCCCARA TGGCCACATT GCTAACAGAT TGGAAGTGCGA
:::gmcaca AGCTCCCAGA GCAGTAACTC AGAGAGTGAA ACAGAAGATG AAAGAGTAGC
gt‘:smamcc CCTTTCCTGG GCATACAGAA CCCCCTGGCA GCCAGTCTTG AGGCAACACC
:ggcnccsc CTGGCIGACA GCAGGACTAR CCCAGCAGGCT CGCTTCTCGA CACAGGAAGA
J:ggccacccc AGGCTGTCTA GTGTAATIGC TAACCAAGAC CCTATTGCTG TATAAAACCT

AAATARACAC
720

AATTAAACAR |
730

ATAGATTCAC CTGTAAAACT TTATTTITATA TAATAAAGTA TTCCACCTTA

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 179:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 23
(B)  ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear
(xij BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 179:

TCGGGCTCCA TGAAGAAGAT GTA
23

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 180:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
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(A) LANGE: 23
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 180:

TCCATGAAGA AGATGTACCT GCT
3

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 181:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 22
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 181:

Q;GTJ\CCTGC TGTCCTCCTIT GA

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 182:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 22
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 182:

TTGAAGAAGG ACTCGCIGCT CA
22

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 183:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B)  ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 183:

AARGCCGGGG GCTTGAAGAA
20
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(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 184:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 20
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 184:

ATGARGTGTG GCCGGCGAAR
20

(2) ANGABEN ZU SEQUENZIDENTIFIKATIONSNUMMER 185:
(i) EIGENSCHAFTEN DER SEQUENZ:
(A) LANGE: 422
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) BESCHREIBUNG DER SEQUENZ: SEQ ID NR: 185:
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Met Arg Trp Arg Arg Ala Pro Arg Arg Ser Gly Arg Pro Gly Pro Arg
5 10 15

Ala Gln Arg Pro Gly Ser Ala Ala Arg Ser Ser Pro Pro Leu Pro Leu
20 25 30

Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu Glg Thr Ala Ala Leu Ala Pro Gly Ala
s 4 45

Ala Ala Gly Asn Glu Ala Ala Pro Ala Gly Ala Ser Val Cye Tyr Ser
50 55 60

Ser Pro Pro Ser Val Gly Ser Val Gln Glu Leu Ala Gln Arg Ala Ala
&5 70 75 80

val val Ile Glu Gly Lys Val Hie Pro 038 Arg Arg Gln Gln Gly Ala
as 9s

Leu Asp Arg Lys Ala Ala Ala Ala Ala Gly Glu Ala Gly Ala Trp Gly
100 108 110 :

Gly Asp Arg Glu Pro Pro Ala Ala Gly Pro Arg Ala Leu Gly Pro Pro
115 220 125 )

Ala Glu Glu Pro Leu Leu Ala Ala Asn Gly Thr Val Pro Ser Trp Pro
© 130 135 140

Thr Ala Pro Val Pro Ser Ala Gly Glu Pro Gly Glu Glu Ala Pro Tyr
145 150 155 160

Leu Val Lys Val His Gln Val Trp Ala vVal Lys Ala Gly Gly Leu Lys
165 170 175

Lys Asp Ser Leu Leu Thr Val Arg Leu Gly Thr Trp Gly Hie Pro Ala
180 1858 190

Phe Pro Ser Cys Gly Arg Leu Lys Glu Asp Ser Arg Tyr Ile Phe Phe
195 200 205

Met Glu Pro ARsp Ala Asn Ser Thr Ser Arg Ala Pro Ala Ala Phe Arg
210 215 220

Ala Ser Phe Pro Pro Leu Glu Thr Gly Arg Asn Leu Lys Lys Glu Val
225 230 238 240

Ser Arg Val Leu Cys Lys Arg Cys Ala Leu Pro Pro Gln Leu Lys Glu
245 250 255

Gln Glu Ser Ala Ala Gly Ser Lys Leu Val Leu Arg Cys

Met Lys Ser
260 265 270

Glu Thr Ser Ser Glu Tyr Ser Ser Leu Arg Phe Lys Trp Phe Lys Asn
275 280 285

Gly Asn Glu Leu Asn Arg Lys Asn Lys Pro Gln Asn Ile Lys Ile Gln
2%0 295 300

119/194



DE 694 34 431 T2 2006.05.24

Lys Lys Pro Gly Lys Ser Glu Leu Arg Ile Asn Lys Ala Ser Leu Ala

308 310 315 . 320

Asp Ser Gly Glu Tyr Met Cye Lye Val Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp
328 330 335

Ser Ala Ser Ala Asn Ile Thr Ile Val Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr
340 345 350

Ser Thr ;’g; Gly Thr Ser His g:g Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys

Thr :g: Cys Val Asen Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser
360

Asn Pro Ser Arg Tyr Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp
38s 390 395 400

Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser Phe Tyr Ser Thr Ser Thr Pro
40S 410 415

Phe Leu Ser Leu Pro Glu
420

Patentanspriiche

1. Verwendung eines Polypeptids fur die Herstellung eines Medikaments zur Behandlung oder Prophylaxe
einer Erkrankung oder Fehlfunktion der Muskulatur durch Erhéhen von Mitogenese, Wachstum, Differenzie-
rung oder Uberleben einer Muskelzelle, wobei das genannte Polypeptid oder die genannte Verbindung Rezep-
toren bindet oder zweite Messenger-Systeme der genannten Muskelzelle aktiviert und wobei das genannte Po-

lypeptid oder die genannte Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus:
a) einem Polypeptid, umfassend die E-Sequenz, die durch die Nukleinsduresequenz gemafl SEQ ID Nr: 133

oder 159 codiert ist;
b) einem Polypeptid, umfassend die F-Sequenz, die durch die Nukleinsduresequenz gemal SEQ ID Nr. 132

codiert wird;
c) einem Polypeptid, das durch die Formel YBAZCX definiert wird,
wobei YBAZCX aus den in Fig. 30 gezeigten Polypeptidsegmenten besteht (SEQ ID Nrn. 132-143, 156, 157,
159); wobei Y das Polypeptidsegment E umfasst oder fehlt; wobei Z das Polypeptidsegment G umfasst oder
fehlt; und wobei X die Polypeptidsegmente C/D HKL, C/D H, C/D HL, C/D D, C/D' HL, C/D' HKL, C/D' H, C/D'
D, C/D C/D' HKL, C/D C/D' H, C/D C/D' HL, C/D C/D' D, C/D D'H, C/D D'HL, C/D D' HKL, C/D' D' H, C/D' D'
HL, C/D' D' HKL, C/D C/D' D' H, C/D C/D' D' HL oder C/D C/D' D' HKL umfasst;

d) einem Polypeptid, das durch die Formel WBAZCX definiert wird,

wobei WBAZCX aus den in Fig. 30 gezeigten Polypeptidsegmenten besteht (SEQ IN Nrn. 132-143, 156, 157,
159); wobei W das Polypeptidsegment F umfasst oder fehlt; wobei Z das Polypeptidsegment G umfasst oder
fehlt; und wobei X die Polypeptidsegmente C/D HKL, C/D H, C/D HL, C/D D, C/D' HL, C/D' HKL, C/D' H, C/D'
D, C/D C/D' HKL, C/D C/D' H, C/D C/D' HL, C/D C/D' D, C/D D'H, C/D D'HL, C/D D' HKL, C/D' D' H, C/D' D'
HL, C/D' D' HKL, C/D C/D' D' H, C/D C/D' D' HL oder C/D C/D' D' HKL umfasst;

e) einem Polypeptidsegment, das spezifisch den p185°°82 Rezeptor von Muskelzellen bindet und zwiete Mes-
senger-Systeme der genannten Muskelzellen aktiviert;

f) einem Polypeptid, umfassend eine epidermale Wachstumsfaktor-ahnliche (EGF-ahnliche) Doméne, wobei
die genannte epidermale Wachstumsfaktordomane eine Aminosauresequenz umfasst, die durch die Nuklein-
sauresequenz codiert wird, die ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus:

i) SEQ ID Nr: 150 (EGFL1);

i) SEQ ID Nr: 151 (EGFL2);

iii) SEQ ID Nr: 152 (EGFL3);

iv) SEQ ID Nr: 153 (EGFL4);

v) SEQ ID Nr: 154 (EGFLS5); und

vi) SEQ ID Nr: 155 (EGFL6);

g) einem Polypeptid, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:
i) einem 35 kD Polypeptidfaktor, der von der transformierten |-EJ-Ratten-Fibroblast-Zelllinie isoliert wurde;

ii) einem 75 kD Polypeptidfaktor, der von der humanen SKBR-3 Brustzelllinie isoliert wurde;
i) einem 44kD Polypeptidfaktor, der von der transformierten I-EJ-Ratten-Fibroblast-Zelllinie isoliert wurde;
iv) einem 45 kD Polypeptidfaktor, der von der humanen MDA - MB 231 Brustzelllinie isoliert wurde
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v) einem 7 bis 14 kD Polypeptidfaktor, der von der humanen ATL-2 T-Zelllinie isoloiert wurde;

vi) einem 25 kD Polypeptidfaktor, der von aktivierten peritonealen Mausmakrophagen isoliert wurde;
vii) einem 25 kD Polypeptidfaktor, der von Rinderniere isoliert wurde;

viii) ARIA-Polypeptid; und

ix) einem 46 bis 47 kD Polypeptidfaktor, der 0-2A Progenitor-Gliazellen stimuliert; und

h) einem Polypeptid, das GGFIll umfasst.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte Polypeptid die E-Sequenz umfasst, die durch die
Nukleinsauresequnz gemal SEQ ID Nr: 133 oder 159 codiert wird.

3. Verwendung nach 1, wobei das genannte Polypeptid die F-Segenz umfasst, die durch die Nukleinsau-
resequenz gemafl SEQ ID Nr: 132 codiert wird.

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das ganannte Polypeptid ein Polypeptid umfasst, das die Formel
XBAZCX definiert wird, wobei YBAZCX aus den in Fig. 30 gezeigten Polypeptidsegmenten besteht (SEQ ID
Nrn. 132-143, 156, 157, 159); wobei Y das Polpeptidsegment E umfasst oder fehlt; wobei Z das Polypeptid-
segment G umfasst oder fehlt; und wobei X die Polypeptidsegmente C/D HKL, C/D H, C/D HL, C/D D, C/D' HL,
C/D' HKL, C/D' H, C/D' D, C/D C/D' HKL, C/D C/D'H, C/D C/D'HL, C/D C/D'D, C/DD'H, C/D D' HL, C/D D'
HKL, C/D' D' H, C/D' D' HL, C/D' D' HKL, C/D C/D' D' H, C/D C/D' D' HL oder C/D C/D' D' HKL umfasst.

5. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte Polypeptid ein Polypeptid umfasst, das durch die
Formel WBAZCX definiert wird,
wobei WBAZCX aus den in Fig. 30 gezeigten Polypeptidsegmenten besteht (SEQ ID Nrn. 132-143, 156, 157,
159); wobei W das Polypeptidsegment F umfasst oder fehlt; wobei Z Polypeptidsegment G umfasst oder fehit
und wobei X die Polypeptidsegmente C/D HKL, C/D H, C/D HL, C/D D, C/D' HL, C/D' HKL, C/D' H, C/D' D, C/D
C/D'HKL, C/D C/D'H, C/D C/D'HL, C/D C/D'D, C/D D'H, C/D D'HL, C/D D' HKL, C/D' D' H, C/D' D' HL, C/D'
D'HKL, C/D C/D' D' H, C/D C/D' D' HL oder C/D C/D' D' HKL umfasst.

6. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte Polypeptid ein Polypeptid umfasst, das spezifisch
den p185°™®2 Rezeptor von Muskelzellen bindet und zweite Messenger-Systeme von Muskelzellen aktiviert.

7. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte Polypeptid eine epidermale Wachstumsfaktor-ahn-
liche (EGF-ahnliche) Domane umfasst, wobei die genannte epidermale Wachastumsfaktordomane eine Ami-
nosaureseqenz umfasst, die durch die Nukleinsauresequenz codiert wird, die ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus:

i) SEQ ID Nr: 150 (EGFL1);

i) SEQ ID Nr: 151 (EGFL2);

iii) SEQ ID Nr: 152 (EGFL3);

iv) SEQ ID Nr: 153 (EGFL4);

v) SEQ ID Nr: 154 (EGFL5); und
vi) SEQ ID Nr: 155 (EGFL6);

8. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte Polypeptid ein Polypeptid umfasst, das ausgewahlt
ist aus der Gruppe bestehend aus:
i) einem 35 kD Polypeptidfaktor, der von der transformierten I-EJ-Fibroblast-Zelllinie isoliert wurde;
ii) einem 75 kD Polypeptidfaktor, der von der humanen SKBR-3 Brustzelllinie isoliert wurde;
iii) einem 44 kD Polypeptidfaktor, der von der transformierten I-EJ-Ratten-Fibroblast-Zelllinie isoliert wurde;
iv) einem 45 kD Polypeptidfaktor, der von der humanen MDA - MB 231 Brustzelllinie isoliert wurde;
v) einem 7 bis 14 kD Polypeptidfaktor, der von der humanen ATL-2 T-Zelllinie isoliert wurde;
vi) einem 25 kD Polypeptidfaktor, der von aktivierten peritonealen Mausmakrophagen isoliert wurde;
vii) einem 25 kD Polypeptidfaktor, der von Rinderniere isoliert wurde;
viii) ARIA-Polypeptid; und
ix) einem 46 bis 47 kD Polypeptidfaktor, der 0-2A Progenitor-Gliazellen stimuliert.

9. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte Polypeptid GGFIII umfasst.

10. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das gennate Polypeptid die E-Segenz umfasst, die SEQ ID Nr:
185 umfasst.

11. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte, die E-Sequenz umfassende Polypeptid auch we-
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nigstens einen Teil des Peptids umfasst, das durch die DNA-Sequenzen 5' und 3' zur E-codierenden Sequenz
auf Klon pGGF2HBS5 wird, hinterlegt bei der A.T.C.C. am 6. November 1992 (A.T.C.C.-Hinterlegungsnummer
75347).

12. Verwendung des genannten Polypeptds, umfassend die E-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2, wobei 50
N-terminale Aminosauren von dem genannten Peptid abgespalten werden, das die genannte E-Sequenz um-
fasst.

13. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genannte, die F-Sequenz umfassende Polypeptid die Poly-
peptidsegmente FBA mit den in Fig. 30 gezeigten Aminosauresegenzen (SEQ ID Nrn. 132, 134, 135), die Po-
lypeptidsegmente FBA' mit den in Fig. 30 gezeigten Aminosauresequenzen (SEQ ID Nrn. 132, 134, 136), die
Polypeptidsegmente FEBA mit den in Fig. 30 gezeigten Aminosauresequenzen (SEQ ID Nrn. 132, 135, 159)
oder die Polypeptidsegmente FEBA' mit den Aminosauresequenzen umfasst, die den in Fig. 30 gezeigten Po-
lypeptidsegmenten entsprechen (SEQ ID Nrn. 132-134, 136, 159).

14. Verwendung nach Anspruch 2, wobei das genante Polypeptid rekombinantes humanes GGF2 ist.

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5 oder 7 bis 14, wobei das genannte Polypeptid durch
eine DNA-Sequenz in einem exprimierbaren genetischen Konstrukt codiert wird.

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die genannte Behandlung oder Prophylaxe die
eines pathophysiologischen Zustands der Muskulatur in einem Saugetier ist, in dem der genannte Zustand ei-
nen Muskelzellentyp involviert, der flir das genannte Polypeptid sensitiv oder responsiv ist.

17. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die genannte Behandlung oder Prophylaxe die
eines Zustands ist, der Muskelschaden in einem Saugetier involviert.

18. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die genannte Behandlung oder Prophylaxe die
Minderung von Atrophie der genannten Muskelzellen ist.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die genannte Behandlung oder Prophylaxe die
Erh6hung der Zahl der in dem genannten Saugetier vorhandenen Muskelfasern ist.

20. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die genannte Behandlung oder Prophylaxe die
Steigerung der Muskelregeneration in dem genannten Saugetier ist.

21. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das genante Polypeptid, das spezifisch den p185°°82 Rezeptor
von Muskelzellen bindet und zweite Messenger-Systeme der genannten Muskelzellen aktiviert, ein gliarer
Wachstumsfaktor ist.

22. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die genannte Muskelzelle ein Myoblast, eine
Satellitenzelle, eine Muskelzelle im Skelettmuskel, eine Muskelzelle in Herzmuskel oder eine Muskelzelle in
einem glatten Muskel ist.

23. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 15, wobei die genannte Erkrankung oder Fehlfunktion
eine Skelettmuskelerkrankung oder -fehlfunktion ist.

24. Verwendung nach Anspruch 23, wobei die genannte Skelettmuskelerkrankung oder -fehlfunktion eine
Myopathie oder eine Dystrophie ist.

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei das genante Dystrophie eine Duchennes-Muskeldystrophie
oder eine Becker-Dystrophie ist.

26. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 15, wobei die genannte Erkrankung oder Fehlfunktion
eine Herzmuskelfehlfunktion ist.

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei das genante Herzmuskelfehlfunktion Kardiomyopathie, ein Is-
chamieschaden, eine kongenitale Muskelerkrankung oder ein Herztrauma ist.

28. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 15, wobei die genannte Erkrankung oder Fehlfunktion
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eine Glattmuskelfehlfunktion ist.

29. Verwendung nach Anspruch 28, wobei das genante Glattmuskelfehlfunktion arterielle Sklerose, eine
Gefallverletzung oder eine kongenitale Gefallerkrankung oder -fehlfunktion ist.

30. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die gennante Muskelzelle unzureichende funk-
tionelle Acetylcholinrezeptoren hat und eine Muskelzelle in einem Patienten mit Myasthenia gravis oder in ei-
nem Patienten mit einem Zustand ist, der Muskelschaden involviert.

31. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, bei dem die Behandlung oder Prophylaxe bei ei-
nem Menschen ist.

Es folgen 71 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG. 12

Vergleich ven Brfﬂ -ELISA- und [1251UdR-Zihlverfolicen fir don
DNA-Syathese-Assuy in Schwann-Zollkultoren
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FIG. 134

Verglzich von Br-UdR-Immenreatitivitit und

Br-UdR-markicrier Zellzabl
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FIG. 13B

Vergleich von Br-UdR-Immunreaktivitit und

Br-UdR-markicrter Zellzak
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FIG. 14

Mitogene Antwort von Schwann-Zallen des
Ratten-Ischinsnerys anf GGHg
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FIG. 15
DRA-Synthese in Schwamm-Zellen des Ratten-Ischinsncrvs and
3T3-Fibreblastea in Gegenwart von GGFs
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Mitogene Antwort von BEK21 C13-Zellen saf FCS und GCFs

BrdU-Einbau
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FIG. 16
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FIG. 17

100

Uberleben und Wachsen von BHK21 C13-Zell-Microhulturen

nach 48 Stunden in Gegenwart von GGFs
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FIG. 18

Miitogene Antwort von C8-Zellen auf ECS
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FiG. 20

Deganerierte Oligonuctentid-Sonden fir Faltor | & Faltor I

seguenz
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FIG. 23

Zusammonfassung ven zucammenhéngznden
GGF-i-cDNA Strulduren & Seguenzen
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Pepeid
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11-18
TYeN19
17482
I1I-6

1-18

IT-12

I-07
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GCF-ll Peptide identifizicrt in ahgeteitet@n Aminosdure-

FIG. 26

Seguenzen von Putativen Bovinen GGF-ll Proteinen
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FIG. 35
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FIG. 36A

GGF/Heregulin-SpleiBvarianten
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FIG. 368

GGF/Heregulin-Spleifvarionten
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