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9 18 27 36 a5 54
5' ATG GAC GCC AAG GTC GTC GCC GTG CTG GCC CTG GTG CTS GCC GCG CTC TGC ATC
mmm mmm mmm mmm —mm mem mem mmm sl e el S i 8 18 27 36 45 54
Ile 5' ATG AAC GCC AAG GTC GTG GIC GTG CTG GIC CIC GTG CTG ACC GCG CIC TGC CIC

Lys Val Val Ala Val Leu Ala Leu Val Leu ala Ala Leu Cys

Met Asp Ala
Lys val Val Val Val Leu Val Leu Val Leu Thr Ala Leu Cys Leu

63 72 81 20 99 108 Met Asn Ala

AGT GAC GGT AAG CCA GIC AGC CTG AGC TAC AGA TGC CCC TGC CGA TTC TTT GAG
oo L LTI ool DD DD R ——— 63 72 81 90 99 108
Ser Asp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pxo Cys Arg Phe Phe Glu AGC GAC GGG AAG CCC GIC AGC CTG AGC TAC AGA TGC CCA TGC CGA TTC TTC GAA
117 126 135 144 153 162 Ser Asp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu

AGC CAT GTC GCC AGA GCC AAC GTC AAA CAT CTG AAA ATC CTC AAC ACT CCA AAC

st g 117 126 135 144 153 162
Asn AGC CAT GIT GCC AGA GCC AAC GTC AAG CAT CTC AAA ATT CTC AAC ACT CCA ABC

Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro

Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro Asn

CAG ATT GIT GCA AGG CTG ARA AGC AAC AAC AGA CAA GTG TGC ATT
le v 171 180
GCC CTT CAG ATT GTA GCC CGG

Ala Arg Leu Lys Ser Asn Asn Arg Gln Val Cys Ile 76T
val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln Val Cys Ile

225 234 252 261 270 Cys Ala Leu Gln Ile
GAC CCG AAA TTA AAG TGG ATC CTG GAC AAA GCC TTA AAC AAG GGG
it TTS T mem mms ome s e e 225 234 243 252 261 270
Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Leu Asp Lys Ala Leu Asn Lys Gly GAC CCG ARG CTA AAG TGG ATT CAG GAG TAC CTG GAG AAA GCT TTA AAC AAG GGG
279 288 237 306 315 32¢ Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys Ala Leu Asn Lys Gly
CGC AGA GAA GAA AAA GTG GGG AAA ARA GAA AAG ATA GGA AAA BAG AAG CGA CAG
Smsmmm moo o mms T oS ms e oo moo o os —es o o 279 288 297 206 315 324
Arg Arg Glu Glu Lys Val Gly Lys Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys Lys Arg Gla CGC AGMA GAA GAA ARA GIG GGG AAA AAA GAA AAG ATA GGA ARA AAG AAG CGA CAG
33 342 351 360 Arg Arg Glu Glu Lys Val Gly Lys Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys Lys Arg Gln
DAG AAG AGA BAG GCG GCC CAG G ARA AAC TAG 3¢
pS - e e e 333 342 351 360
Lys Lys Arg Lys Ala Ala Gln Lys Lys Lys Asn *** AAG ARG AGA AAG GCT GCC CAG AAA AGG AAA AAC TAG 3'
Lys Lys Arg Lys Ala Ala Gln Lys Arg Lys Asn *+*
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(54) Title: NUCLEIC ACID MOLECULE COMPRISING A NUCLEIC ACID SEQUENCE CODING FOR AN SDF-1 GAMMA
CHEMOKINE, A NEURQPEPTIDE PRECURSOR QR AT LEAST ONE NEUROPEPTIDE

(54) Bezeichnung: NUKLEINS AURE-MOLEKUL UMFASSEND EINE FUR EIN SDF-1 GAMMA CHEMOKIN, EINEN NEU-
ROPEPTID-PRAKURSOR ODER MINDESTENS EIN NEUROPEPTID KODIERENDE NUKLEINSAURESEQUENZ
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vt (57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid molecule comprising a nucleic acid sequence coding for a chemokine, a
neuropeptide precursor or at least one neuropeptide, in addition to host cells containing said nucleic acid molecule. The invention also
relates to a polypeptide molecule which acts as a chemokine or a neuropeptide or contains at Jeast one neuropeptide, and to fragments

S ihereof containing af least one neurapeptide . The invention further relates to a method for praducing a polypeptide molecule or a

fragment thereof. Also disclosed are antibodies, detection methods, test kits and pharmaceutical compositions. The aim of the

invention is to provide novel agents which can be used specifically to diagnose and/or treat diseases which are linked to a defect in

the SDE-1 factor or one of the receptors (CXCR4) thereof.

1/9253

@ (5D Znsammenmssung Die EIﬁndllng betnEﬂ ein Nukleinsfore-Molekitl, das eine fér ein Chemokin, einen Nevropeptid-Pré-
kursor oder mi Nukleinsé umfasst, sowie dieses Nukleinstiure-Molekiil enthaltende
Wirtszellen. Die Erﬁndmn« bszﬁ. femzr ein
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(74) Anwalt: GRIUNECKER KINKELDEY STOCKMAIR eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI,
& SCHWANHAUSSER; Maximilianstr. 58, 80538 TM), européisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK,
Miinchen (DE). ES, FL, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR),

OAPI-Patent (BE, B, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML,

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, MR. NE, SN, TD, TG).

AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, C4, CH, CN, CO, CR,
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, TP, KE, KG, KP, KR, KZ,  Verdffentlicht:
LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, —  mit internationalem Recherchenbericht
MW, MX, MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI,
SK, SL, T1, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU,
ZA, ZW. Zur Erklgrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Abkip wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on
(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, Codes and Abbreviations”) am Anfung jeder reguldren Ausgabe
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), der PCT-Gazette verwiesen.

Polypeptid-Molekiil, das als Chemakin oder M id wirkt oder mif ein id enthilt, sowie davon,
die mindestens ein Neuropeptid enthalten, und ein Verfahren zum Herstellen des Polypeptid-Molekiils oder eines Frag: davon.
Dartiber hinaus betrifft die Antiktrper, isverfahren und Test-Kits sowie pharmazeutische Zusammensetzungen.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrande, neve Mittel zur Verfiigang zu stellen, die gezielt zur Diagnose und/oder
Behandlung von Erkrankungen, die in Zusammenhang mit einem Defekt des SDF-1-Fakiors oder seines Rezeptors (CXCR4) stehen,
eingesetzt werden kben,

JP 2004-521607 A 2004.7.22
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NUCLEINSAURE-MOLEKUL UMFASSEND EINE FOR EIN SDF-1 GRMMA CHEMOKIN, EINEN“
NEUROPEPTID-PRAKURSOR ODER MINDESTENS EIN NEUROPEPTID KODIERENDE NUKLEINSAURE-
SEQUENZ

Die Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Molek(l, das eine filr ein Chemokin, einen Neuro-
peptid-Prakursor oder mindestens ein Neuropeptid kodierende Nukleinséuresequenz
umfasst, sowie dieses Nukleinsdure-Molekidl enthaltende Wirtszellen. Die Erfindung be-
trifit ferner ein Polypeptid-Molekl, das als Chemokin oder Neurapeptid wirkt oder minde-
stens ein Neuropeptid enthalt, sowie Fragmente davon, die mindestens ein Neuropeptid
enthalten, und ein Verfahren zum Herstellen des Polypeptid-Molekuls oder eines Frag-
ments davon. Dariber hinaus betrifft die Erfindung Antikérper, Nachweisverfahren und
Test-Kits sowie pharmazeutische Zusammensetzungen.

SDF-1a (stromal cell derived factor 1a) und seine durch alternatives SpleiRen entste-
hende lsoform SDF-1p wurden urspriinglich aus einer Zelllinie von Stromazellen des
Knochenmarks der Maus kionieri (Tashiro et al, 1993). Auf der Grundlage der festgestell-
ten Homologie der abgeleiteten Aminosduresequenz zu den Sequenzen des Interleu-
kins 8 (32%) und des Makrophagen-Entziindungsproteins 1 (32%) und der Anwesenheit
von vier charakieristischen Cystein-Resten wurden SDF-1a und SDF-1B der Gruppe der
CXC(a)-Chemokine zugeordnet. Die CXCor)-Chemokine sind eine Untergruppe der Fa-
mille der interkrinen Cytokine, die aus verschiedenen entfernt verwandten entzindungs-
férdemden Cytokinen besteht. Die cDNA-Sequenzen fur SDF-1a und SDF-1B der Maus
und des Menschen weisen eine starke Homologie zueinander auf und entstehen durch

alternatives SpleiRen eines einzigen Gens.

Die biologische Funktion van SDF-1 wurde anhand des menschlichen SDF-1o. untersucht.
SDF-1a ist fur die Reifung von B-Zellen erforderlich, wirkt T-lymphotrop und induziert den
Zelltod bei der neuronalen Zelllinie hNT. SDF-1e ist ein natUriicher Ligand des
CXCR4(LESTR/Fusin)-Chemokin-Rezeptors von T-Zellen, der ein bindender Kofaktor von
T-lymphotropen HIV-1-Stdmmen ist. SDF-1o. und -18 zeigen sowohl in vitro als auch in
vivo ein ,growth arrest'-spezifisches Expressionsmuster in Fibroblasten und Hepatozyten.
Mause, bei denen das SDF-1-Gen inaktiviert wurde, zeigen eine verminderte Bildung von
B-Zellen, einen Defekt des ventrikuldren Septums und Defekte bei der Zellmigration im

JP 2004-521607 A 2004.7.22
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Kieinhim, und sterben kurz nach der Geburt. SDF-1 kénnte bei der Nervenregeneration
eine wichtige Rolle spielen.

Der voriiegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Mittel zur Verfigung zu
stellen, die gezielt zur Diagnose und/oder Behandiung von Erkrankungen, die in Zusam-
menhang mit einem Defekt des SDF-1-Faktors oder seines Rezeptors (CXCR4) stehen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgeman geldst durch ein Nukleinsaure-Molekl, umfassend:

(1) eine fur ein Chemokin, einen Neuropeptid-Prékursor oder mindestens ein Neuropep-
tid kodierende Nukleinséuresequenz, die aus folgenden Sequenzen ausgewshlt ist:

(a) einer Nukleinsgduresequenz nach SEQ ID NO:1;

(b) einer Nukleinsauresequenz, die ein Polypeptid mit einer Aminosduresequenz
nach SEQ ID NO:2 kodiert;

(¢) einer Nukleinsauresequenz, die mit der in (a) angegebenen Sequenz zu minde-
stens 60% identisch ist; )

(d) einer Sequenz, die mit dem Gegenstrang der in (a) angegebenen Sequenz hybri-
disiert oder unter Berticksichtigung der Degeneration des genetischen Codes hy-
bridisieren wirde;

(e) einem durch Substitution, Addition, Inversion und/oder Deletion einer oder mehre-
rer Nukleotide erhaltenen Derivat einer der in (a) oder (b) angegebenen Sequen-
zen, das fur ein Chemokin, einen Neuropeptid-Prakursor oder mindestens ein
Neuropeptid kodiert,

oder

(2) eine komplementére Sequenz zu einer der in (a) bis (e) angegebenen Nukleinsaure-
sequenzen.

Der Begriff "Polypeptid”, wie nachfolgend in der Beschreibung verwendet, umfaRt aus 7
oder mehr Aminoséuren zusammengesetzte Peptide oder Proteine.

JP 2004-521607 A 2004.7.22
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Der Begriff "Chemokin” steht fiir ein Mitglied einer Familie relativ kleiner Proteine, die auf
der Basis der charakteristischen Anordnung von Cystein-Gruppen in vier Untergruppen
unterteilt werden: C, CC, CXC und CX,C. Die Chemokine binden an spezifische Rezepto-
ren (Rollins, B.J., 1897). In Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bezieht sich
der Begriff "Chemokin” insbesondere auf Mitglieder der CXC-Chemakinfamifie. Vorzugs-
weise handelt es sich bei dem Chemokin um ein Polypeptid-Molekil, das in einem Ca-
Imaging-Experiment unter den in Koller et al (2001) beschriebenen Bedingungen einen
1,5 - 10-fachen Anstieg der intrazelluléren Calcium-Konzentration in priméren Astrozyten
und/oder Neuronen aus dem Zentralnervensystem von Ratten oder Menschen hervorruft.

Als "Neuropeptide” werden biologisch aktive und physiologisch wichtige Signalmolekile
mit regulatorischen und modulatorischen Funktionen im Nervensystem bezeichnet. Die
Funktionsbereiche umfassen unter anderem Neurofransmission, Rezeptormodulation,
Veranderung elektrophysiologischer Eigenschaften von Zellmembranen und metaboli-
scher Prozesse. Neuropeptide werden von Neuronen synthetisiert und meist an der Sy-
napse freigesetzt (Siegel et al., 1989).

Unter "Neuropeptid-Prékursor” wird ein Vorlauferprotein verstanden, das durch proteolyti-
sche Spaltung in ein aktives Neuropeptid tberfihrt wird.

Die im erfindungsgeméfien Nukleinséure-Molekul enthaitene Nukleinsiuresequenz kann
eine genomische DNA, cDNA oder synthetische DNA sein, wobei unter synthetischen
DNA-Sequenzen auch solche verstanden werden, die modifizierte Internukleosid-Bindun-
gen enthalten.

In Zusammenhang mit den erfindungsgeméRen Nukieinsdure-Molekilen bezieht sich der
Ausdruck ,mindestens 60% identisch” auf Identitat auf DNA-Ebene, die geman bekannter
Verfahren, z.B. der computergestiitzten Sequenzvergleiche (Altschul etal., 1990) be-
stimmt werden kann.

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck ,ldentitit* bezeichnet den Grad der Verwandt-
schaft zwischen zwei oder mehr Nukleinséuremolekilen, der durch die Ubereinstimmung
zwischen den Sequenzen bestimmt wird. Der Prozentsatz der ,ldentita* ergibt sich aus
dem Prozentsatz identischer Bereiche in zwei oder mehr Sequenzen unter Beriicksichti-
gung von Liicken oder anderen Sequenzbesonderheiten.

JP 2004-521607 A 2004.7.22



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

37

WO 01/92530 PCT/EP01/06250

Die Identitét miteinander verwandter Nukleinsduremoalekiile kann mit Hiife bekannter Ver-
fahren bestimmt werden. In der Regel werden spezielle Computerprogramme mit den be-
sonderen Anforderungen Rechnung tragenden Algorithmen eingesetzt. Bevorzugte Ver-
fahren zur Bestimmung der Identitat erzeugen zunéachst die grétte Ubereinstimmung zwi-
schen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Bestimmung der identitét
zwischen zwei Sequenzen umfassen das GCG Programmpaket, einschlieflich GAP (De-
vereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 (12): 387, 1984); Genetics Computer Group
University of Wisconsin, Madison, (WI)); BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul etal,
1980), sind jedoch nicht auf diese eingeschrankt. Das BLASTX Programm kann vom Na-
tional Centre for Biotechnology Information (NCBI) und aus weiteren Quellen bezogen
werden (BLAST Handbuch, Altschul S., etal., NCB NLM NiH Bethesda MD 20894; Alt-
schul etal., 1990). Auch der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur Bestim-
mung von [dentitét verwendet werden. '

Bevorzugte Parameter fr den Nukleinsduresequenz-Vergleich umfassen die nachste-

henden:
. Algorithmus: Needieman und Wunsch (1970)
Vergleichsmatrix: Ubereinstimmung (matches) =+10

Nichtibereinstimmung (mismatch)= 0
Lucken-Wert (Gap Penalty): 50

Lickenténgen-Wert:
(Gap Length Penalty): 3

Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametern geeig-
net. Die vorstehenden Parameter sind die Standardparameter (default parameters) fur
Nukleinsguresequenz-Vergleiche.

Weitere beispielhafte Algorithmen, Liicken-Offnungs-Werte (gap opening penaities),
Lickenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieRlich
der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1997, genannten
kénnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufithrenden Vergleich ab-
héngen und weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobel GAP oder
Best Fit bevorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz-
Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, durchgefiihrt wird. Eine mit dem
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oben genannten Algorithmus ermittelte Ubereinstimmung von 60% wird im Rahmen dieser
Anmeldung als 60%ige Identitdt bezeichnet. Entsprechendes gilt fur hihere ldentitsits-
grade.

Das Merkmal "Sequenz, die mit dem Gegenstrang der in (a) angegebenen Sequenz hy-
bridisiert" weist auf eine Sequenz hin, die unter stringenten Bedingungen mit dem Ge-
genstrang der unter (a) angegebenen Sequenz hybridisiert. Beispielsweise kdnnen die
Hybridisierungen bei 42°C mit einer Hybridisierungsiosung bestehend aus 5x SSPE,
5 x Denhardt's, 0,1% SDS, 100 pg/m! Lachssperma-DNA, 30-50% Formamid (Sambrook
et al., 1989) durchgefuhrt werden. Als Waschschritt eignet sich eine zweimal wiederholte
10-15minltige Waschung in 2 x SSPE, 0,1% SDS bei 42°C, gefolgt von einer zweimal
wiederholten 20minttigen Waschung in 0,2 x SSPE, 0,1% SDS bei 50°C. Alternativ kann
bei den Waschldsungen SSC anstelle von SSPE verwendet werden.

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass das erfindungsgematte Nukleinsdure-
Molekil ein neues Mitglied der SDF-Familie von Chemokinen darstellt, das im folgenden
als SDF-1y bezeichnet wird. Die Klonierung und Charakterisierung der SDF-1y-cDNA
sowie die Nukleinsduresequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz fir das
humane SDF-1y und das SDF-1y von Ratte werden in den Beispielen beschrieben.

Die SDF-1y-Nukleinsduresequenz besteht aus der vollstéandigen Nukleinséuresequenz
von SDF-1p und einer zusatzlichen Sequenz von 2572 Nukleotiden, die im gleichen Lese-
raster stromabwarts an das Codon 89 von SDF-1§ anschiiet. Durch dieses Insert ergibt
sich firr das neue SDF-1y-Polypeptid eine Aminosauresequenz mit 119 Aminosauren und
einem theoretischen Molekulargewicht von 13,6 Kd, wobei die Sequenz am Carboxy-
terminus im Vergleich zu der bekannten SDF-1a-Sequenz um 30 Aminoséuren veriéngert
ist. Es wird vermutet, dass SDF-1y durch Insertion eines neuen alternativen Exons llla
zwischen den bekannten Exons Il und IV (vgl. Shirozu et al., 1995) erzeugt wird.

Im Carboxy-terminalen Bereich der Aminosauresequenz von SDF-1y kénnen 5 Gruppen
aus zwei basischen Aminoséuren (Lys-Lys, Arg-Arg und Lys-Arg) Erkennungsmuster fur
eine Membran-gebundenen Protease des Golgi-Systems und der Sekretionsvesike! bil-
den. Durch proteolytische Spaltung an diesen Stellen entstehen funf kurze Peptide (SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10) und ein verkirztes
Protein (SEQ ID NO:7), von denen zwei Peptide und ein Polypeptid (SEQ ID NO:5, SEQ
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ID NO:6 und SEQ ID NO:7) einen Carboxy-terminalen Glycin-Rest aufweisen. Peptide mit
sinem Glycin-Rest am Carboxyterminus sind potentielle Substrate firr die Peptidyl-«-ami-
dierende Monooxigenase (PAM), die die Carboxy-terminale Spaltung von Carboxylat ka-
talysiert und dadurch c-amidierte Carbaxytermini (CONH;) erzeugt, die fir Neuropeptide
charakteristisch sind (siehe Ubersicht von Eipper et al., 1992).

Das SDF-1p-Transkript von Ratte (siehe SEQ ID NO:16) kodiert ein Protein mit 93 Ami-
nosduren (sieche SEQ ID NO:17) und einem theoretischen Molekuiargewicht von 10,5 Kd,
wobei die ersten 12 Aminos&uren eine Signalsequenz fur sezerierte Proteine darstellen.
Die ersten 17 Aminosduren des reifen Proteins, die in allen Isoformen vorkommen, wer-
den fir die Bindung an den CXCR4-Rezeptor benbtigt (vgl. Loetscher et al. 1998; Doranz
etal., 1999). Zwei basische Aminosauren (Lys 89 und Arg 90) im Carboxy-terminalen
Bereich liefem ein Erkennungsmuster fUr die proteoiytische Spaltung, aus der sich ein
Pentapeptid (Lys 89-Met 93, SEQ ID NO:18) und ein verkirztes Protein ergeben.

In einer Ausflhrungsform der Erfindung umfasst das erfindungsgeméaie Nukleinséure-
Molekdl eine Nukleinsauresequenz, die mit der Nukleinsduresequenz nach SEQ ID NO:1
zu mindestens 80%, vorzugsweise zu mindestens 90%, besonders beverzugt zu minde-
stens 25% identisch ist.

Nukleinséure-Molekile, die eine Nukleinsduresequenz nach SEQ ID NO:3 oder eine fiir
ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz nach SEQ ID NO:4 kodierende Nukleinsau-
resequenz umfassen, sind besonders bevorzugt.

Das erfindungsgeméRe Nukleinséure-Molekdl kann weiterhin einen zur Expression ge-
signeten Promotor umfassen, wobei die kodierende Nukieinsduresequenz unter der Kon-
trolle des Promotors steht. Ein ,zur Expression geeigneter Promotor”, wie hier verwendet,
bezeichnet ein DNA-Fragment, durch das der Initiationspunkt und die Initiationshaufigkeit
der Transkription (RNA-Synthese) einer unter der Kontrolle des Promotorelements ste-
henden Nukleinsauresequenz, die ein Chemokin, einen Neuropeptid-Prakursor oder min-
destens ein Neuropeptid kodiert, im Wirtsorganismus festgelegt werden. Die Wahi des
Promotors hangt vom zur Expression verwendeten Expressionssystem ab. Generell sind
konstitutive Promotoren bevorzugt, jedoch sind auch induzierbare Promotoren, wie z. B.
der Metallothionein-Promotor, moglich. Zur Ausfihrung der Erfindung in Betracht kom-
mende Promotoren schlieBen unter anderem die FMD-, MOX-, TPS1-, PMA1- und
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DAS-Promotoren aus Hansenula polymorpha, die AOX1- und GAP1-Promotoren aus
Pichia pastoris, die ADH1-, PDC1-, GAP1- und CUP1-Promotoren aus S. cerevisiae, die
AXDH- und AHSB4-Promotoren von Amxula adeninovorans und die NDK7-- und
CPC2-Promotoren von Sordaria macrospora ein.

Das erfindungsgemé&ie Nukieinséure-Molekul kann dariiber hinaus Sequenzen éines
Vekiors umfassen, die die Replikation des Nukleinséure-Molekils in einer Wirtszelle
und/oder die Integration des Nukleins&ure-MolekUls in das Genom einer Wirtszelle er-
méglichen. Im Stand der Technik sind zahlreiche Klonierungs- und Expressions-Vektoren
bekannt, vgl. Recombinant Gene Expression Protocols, Meth. Mol. Biol. Vol. 62, Humana
Press, New Jersey, USA. Zur Replikation.in einer Wirtszelle muR der verwendete Vektor
einen Replikationsursprung und gegebenenfalls weitere regulatorische Regionen enthal-
ten. Der Vektor kann aus Bakteriophagen wie A-Derivaten, Adenoviren, Vacciniaviren,
Baculoviren, SV40-Virus, Retroviren; Plasmiden, wie Ti-Plasmiden von Agrobacterium
tumefaciens, YAC-Vektoren und BAC-Vektoren ausgewshit sein.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner eine Wirtszelle, die mindestens ein er-
findungsgemaRes Nukleinséure-Molekil enthélt, wobei die Wirtszelle eine zur Expression
des Nukleinsaure-Molekuls und gegebenenfalls zur Prozessierung des entstandenen Po-
lypeptid-Moleklls geeignete prokaryontische oder eukaryontische Zelle ist. Im Stand der
Technik sind zahlreiche prokaryontische und eukaryontische Expressionssysteme be-
kannt. Wirtszellen kénnen beispielsweise aus prokaryontischen Zellen, wie E. coli oder
B. subtilis, oder aus eukaryontischen Zellen, wie Pilzzellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen
und S&dugerzellen, z. B. CHO-Zellen, COS-Zellen oder HelLa-Zellen, sowie Derivaten da-
von ausgewahit sein. Im Stand der Technik sind beispielsweise bestimmte CHO-Produk-
tionslinien bekannt, deren Glykosylierungsmuster im Vergleich zu CHO-Zellen verandert
sind. Vorzugsweise ist die eukaryontische Wirtszelle die Hefe Saccharomyces cerevisiae,
die methylotrophe Hefe Hansenula polymarpha, die dimorphe Hefe Arxula adeninivorans
oder der filamentdse Pilz Sordaria macrospora.

Die Erfindung stellt ferner ein Polypeptid-Molekdl bereit, das eine Aminoséurssequenz
umfasst, die aus folgenden Sequenzen ausgewahlt ist:

(i) einer Aminoséuresequenz, die eine der Aminosduresequenzen nach SEQ D
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 und/oder SEQ
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ID NO:10 und/oder Kombination aus zwei oder mehreren dieser Sequenzen
umfalt;

(i) einer Aminosguresequenz nach SEQ ID NO:4;

(iii) einer Aminosduresequenz, die der Sequenz von Aminosaure 20 bis Aminosdure
119 in SEQ |D NO:4 entspricht;

(iv) einer Aminosauresequenz nach SEQ ID NO:22;

{v) einer Aminosauresequenz, die mit der in (f), (ii), (ii}) oder (iv) angegebenen Se-
quenz zu mindestens 85% identisch ist.

In diesem Zusammenhang bezieht sich der Ausdruck “mindestens 85% identisch* auf
Ubereinstimmung auf der Ebene der Aminosauresequenz, die gemafl bekannter Verfah-
ren, z.B. der computergestitzten Sequenzvergleiche (Altschul et al., 1990) bestimmt wer-
den kann.

Der Ausdruck ,ldentitét" bezeichnet hier den Grad der Verwandtschaft zwischen zwei ader
mehreren Polypeptid-Molekilen, der durch die Ubereinstimmung zwischen den Sequen-
zen bestimmt wird, wobei unter Ubereinstimmung sowohl identische Ubereinstimmung als
auch konservativer Aminosdure-Austausch zu verstehen ist. Der Prozentsatz der ,lden-
titat* ergibt sich aus dem Prozentsatz Gbereinstimmender Bereiche in zwei oder mehr Se-
quenzen unter Berlicksichtigung von Licken oder anderen Sequenzbesonderheiten.

Der Begriff "konservativer Aminosaure-Austausch" bezieht sich auf einen Austausch
eines Aminosaurerestes durch einen anderen Aminosaurerest, wobei der Austausch
einen moglichst geringen Einflud auf die (rdumliche) Struktur des Polypeptid-Molekils
ausliben soll. Grundsétzlich werden vier physiko-chemische Gruppen unterschieden, in
die die natdrlicherweise vorkommenden Aminoséuren eingeteilt werden. Zur Gruppe der
basischen Aminoséuren gehdren Arginin, Lysin und Histidin. Zur Gruppe der sauren Ami-
noséuren gehdren Glutaminsaure und Asparaginsaure. Die ungeladenen/polaren Ami-
nos#uren umfassen Glutamin, Asparagin, Serin, Threonin und Tyrosin. Die nichtpolaren
Aminosauren umfassen Phenylalanin, Tryptophan, Cystein, Glycin, Alanin, Valin, Methio-
nin, Isoleucin, Leucin und Prolin. Ein konservativer Aminosaure-Austausch bedeutet in
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diesem Zusammenhang den Austausch einer gegebenen Aminosdure durch eine Ami-
noséure, die zur gleichen physiko-chemischen Gruppe gehort.

Die Identitét miteinander verwandter Polypeptid-Molekiile kann mit Hilfe bekannter Verfah-
ren bestimmt werden. Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Identitét erzeugen zu-
néchst die groRte Ubereinstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. Computer-
programme zur Bestimmung der Identitét zwischen zwei Aminosauresequenzen umfas-
sen das GCG-Programmpaket, einschliefllich GAP (Devereux etal., 1984; Genetics
Computer Group University of Wisconsin, Madison, (Wi)); BLASTP, BLASTN und FASTA
(Altschul et al., 1990), sind jedoch nicht auf diese eingeschrankt. Das BLAST X Programm
kann vom National Centre for Biotechnology Information (NCBI) und aus weiteren Quellen
bezogen werden (BLAST Handbuch, Alischul, S. etal., NCB NLM NIH Bethesda MD
20884; Altschul et al., 1990). Auch der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur
Bestimmung von Sequenzidentitdt verwendet werden.

Bevorzugte Parameter filr den Sequenz-Vergleich umfassen die nachstehenden:

Algorithmus: Needleman und Wunsch (1970)
Vergieichsmatrix: BLOSUM 62 von Henikoff und Henikoff (1992)
Licken-Wert (Gap Penalty): 12

Lickenlangen-Wert
(Gap Length Penalty): 4

Schwellenwert der Ahnlichkeit: 0

Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametern geeig-
net. Die vorstehenden Parameter sind die Standardparameter (default parameters) fir
Aminosaduresequenz-Vergleiche, wobei Lucken an -den Enden den Identitat-Wert nicht
verringern, Bei sehr kurzen Sequenzen im Vergleich zur Referenzsequenz kann es wei-
terhin notwendig sein, den Erwartungswert (expected value) auf bis zu 100.000 zu erh6-
hen und gegebenenfalls die Wortlédnge (word size) auf bis zu 2 zu verkleinem.

Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties),
LUckenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieflich
der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1997, genannten
kénnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufihrenden Vergleich ab-
héngen und weiterhin davon, ab der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP
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oder Best Fit bevorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Se-
quenz-Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, durchgefiihrt wird.

Eine mit dem oben genannten Algorithmus ermitteite Ubereinstimmung von 85% wird im
Rahmen dieser Anmeldung als 85%ige. identitat bezeichnet. Entsprechendes gilt fur ho-
here Identitétsgrade.

In einer Ausfiihrungsform der Erfindung umfasst das erfindungsgemaRe Polypeptid-Mole-
ki)l eine Sequenz, die mit der vorstehend unter (i), (ii), (iii) oder (iv) angegebenen Amino-
séuresequenz zu mindestens 80%, vorzugsweise zu mindestens 95% identisch ist. Be-

sonders bevorzugt sind Polypeptid-Molekiile, die eine Aminosduresequenz nach SEQ ID

NO:12 oder SEQ ID NO:13 umfassen.

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung umfaft das erfindungsgeméie Polypeptid-Mole-
kil die Aminosduresequenzen nach SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 und/oder SEQ ID NO:7.
Bevorzugt sind Polypeptid-Molekiile gem&R der Erfindung, die die Aminosauresequenzen
nach SEQ ID NO:5 und SEQ ID NO:6 umfassen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform stelit die Erfindung ein Fusionsprotein bereit, das min-
destens ein erfindungsgeméaRes Polypeptid umfasst.

Fragmente der erfindungsgeméRen Polypeptid-Molekule, die mindestens ein Neuropeptid
umfassen, werden von der Erfindung ebenfalls umfasst. Bevorzugt sind Fragmente, die
mindestens eine der Aminosduresequenzen nach SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 und/oder SEQ ID NO:10 umfassen. Besonders bevor-
zugt sind Fragmente mit der Aminoséuresequenz nach SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6 oder
SEQ ID NO:7. Die Fragmente der erfindungsgeméfien Polypeptid-Molekiile kénnen auch
modifiziert sein, beispielsweise durch Glykosilierung, Phosphorylierung, Acetylierung oder
Amidierung.

Vorzugsweise handelt es sich bei dem erfindungsgemafen Polypeptid-Molekul, Fusions-
protein oder Fragment um ein Polypeptid-Molekul, das in einem Ca-Imaging-Experiment
unter den in Kaller et al (2001) beschriebenen Bedingungen einen 1,5 - 10-fachen Anstieg
der intrazelluidren Calcium-Konzentration in priméren Astrozyten und/oder Neuronen aus
dem Zentralnervensystem von Ratten oder Menschen hervorruft.
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Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zum Herstellen eines erfindungs-
geméRen Polypeptid-Molekils und/oder eines Fragments davon, das das Kultivieren

* siner erfindungsgemaRen Wirtszelle unter zur Expression und eventuellen Prozessierung

geeigneten Bedingungen und gegebenenfalls das Aufreinigen des exprimierten Polypep-
tid-Molekuls oder Fragments umfasst. Alternativ kdnnen die erfindungsgemafen Polypep-
tid-Molekile und Fragmente davon auch durch chemische und enzymatische Synthess,
wie beispielsweise Merrifield-Synthese, und/oder Fragmentkondensation erhalten werden.
Kombinationen von chemischen, enzymatischen und rekombinanten Herstellungsverfah-
ren kommen ebenfalls in Betracht.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Antikérper, der fir ein erfindungsgeméRes
Polypeptid-Molekiil und/oder ein Fragment davon spezifisch ist. Allgemein sind spezifi-
sche Antikérper durch Immunisieren von Versuchstieren, wie z. B. Méusen oder Kanin-
chen, mit den erfindungsgeméBen Polypeptid-Molekilen und/oder Fragmenten, die vor-
zugsweise an geeignete hochmolekulare Trégermolekile (hdufig Proteine) gekoppelt
sind, erhaltlich. Das Immunisieren kann hierbei durch den Zusatz geeigneter im Stand der
Technik bekannter Adjuvanzien erleichtert werden. Monoklonale Antikérper sind Gblicher-
weise durch Fusionieren von Milzzellen, die aus einer immunisierten Maus entnommen
wurden, mit Tumorzellen und Selektionieren der dabei entstehenden Hybridome erhit-
lich. Digjenigen Hybridome, die effizient spezifische Antikérper sezernieren, kénnen hier-
bei durch Absuchen des Uberstandes bestimmt werden. Alternativ konnen Antikérper re-
kombinant hergestellt werden; bei der Herstellung rekombinanter Antikdrper wird die
mRNA aus Hybridomazellen oder B-Lymphozyten isoliert, die als Grundlage fur die Syn-
these der entsprechenden cDNA fungiert und uber PCR amplifiziert wird. Nach der Liga-
tion in einen geeigneten Vektor und der Einflhrung in eine geeignete Wirtszellkultur [aRt
sich der Antikérper aus den Zellkulturiberstdnden oder den Zelllysaten gewinnen. Re-
kombinante Antikdrper erlauben eine "Humanisierung" des Antikérpers und sind dadurch
weniger immunogen. Die diesbeziglichen Verfahren sind im Stand der Technik bekannt.

Zum Nachweisen eines erfindungsgematen Polypeptid-Molekills und/oder Fragments
davon in einer biolagischen Probe steflt die Erfindung ein in vitro-Verfahren bereit, das
das Inkontaktbringen der Probe mit einem flir das Polypeptid-Molekul und/oder fir ein
Fragment davon spezifischen Reagenz und das Nachweisen der Bindung umfasst.
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Die Erfindung stelit ferner einen Test-Kit zum Nachweisen eines Polypeptids und/oder
eines Fragments davon bereit, der mindestens ein fur das erfindungsgem&Re Polypeptid
und/oder Fragment spezifisches Reagenz umfasst. Ein Beispiel solcher spezifischen
Reagenzien sind Antikérper, Antikbrperfragmente, z. B. Fab oder F(ab),-Fragmente oder
Antikdrperderivate, wobei Antikdrper besonders bevorzugt sind. Die Antikérper, Antikor-
perfragmente, z. B. Fab oder F(ab),-Fragmente oder Antikérperderivate kénnen mono-
kionalen oder polyklonalen Ursprungs sein.

Ferner stellt die Erfindung ein in vitro-Verfahren zum Nachweisen einer ein erfindungsge-~

maRes Polypeptid-Molekill kodierenden Nukleinséure in einer biologischen Probe bereit,

das:

- das Inkontaktbringen der Probe mit einem erfindungsgemaRen Nukleinsiure-Mole-
kol und/oder Fragment davon, wobei das Nukleinsaure-Molekill undfoder das Frag-
ment eine nachweisbare Markierung fragen, und

- das Nachweisen der Markierung
umfasst.

Gegenstand der Erfindung sind ferner pharmazeutische Zusammensetzungen, die min-
destens ein erfindungsgeméRes Polypeptid-Molekil und/oder ein Fragment davon
und/oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz eines solchen Polypeptid-Molekills oder
Fragments enthalten. Diese pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen einen
pharmakologisch vertraglichen Tréger und/oder Verdinnungsmittel enthalten. Geeignete
Trager und/oder Verdinnungsmittel sind im Stand der Technik bekannt. Bevorzugt sind
pharmazeutische Zusammensetzungen, die sich zur intraventsen, subkutanen oder intra-
muskuldren Verabreichung eignen. In einer Ausflhrungsform der erfindungsgemagen
pharmazeutischen Zusammensetzungen enthalt die Zusammensetzung neben einem
oder mehreren erfindungsgemé&Ren Polypeptid-Molekiilen oder Fragmenten derselben
auch mindestens einen Antikérper.

ErfindungsgemaR konnen diese pharmazeutischen Zusammensetzungen zur Therapie
von demyelinisierenden oder neurodegenerativen Erkrankungen oder von Entwicklungs-
stérungen des Nervensystems eingesetzt werden. Eine weitere Anwendung der erfin-
dungsgemaBen pharmazeutischen Zusammensetzungen ist auf die Vorbeugung oder

JP 2004-521607 A 2004.7.22



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(46)

WO 01/92530 PCT/EP01/06250
13

Behandlung einer HIV-Infektion und insbesondere einer HiV-Enzephalopathie in Mén-
schen gerichtet. Von der Erfindung wird ebenfalls die Anwendung der erfindungsgemaéBen
pharmazeutischen Zusammensetzungen zur Therapie von Erkrankungen des hamato-
poietischen Systems, des Immunsystems und des Herz/Kreislaufsystems umfaRt.

Pharmazeutische Zusammensetzungen, die mindestens ein fur ein erfindungsgeméies
Polypeptid-Molekil undfoder ein Fragment davon spezifisches Reagenz enthalten, wer-
den von der Erfindung ebenfalls umfasst. Vorzugsweise ist das Reagenz ein Antik6rper,
Solche pharmazeutische Zusammensetzungen kdnnen zur Diagnose oder Therapie von
demyelinisierenden oder neurodegenerativen Erkrankungen oder von Entwicklungssts-
rungen des Nervensystems eingesetzt werden. Eine weitere Anwendung betrifft die Diag-
nose oder Behandlung einer HIV-Infektion und insbesondere einer HIV-Enzephalopathie
in Menschen.

Die folgenden Figuren und Beispiele eridutern die Erfindung:

Figur 1 zeigt die auf RT-PCR beruhende Strategie zur Klonierung von SDF-1B- und
SDF-1y-cDNA aus Ratte. 5- und 3-UTR-Bereiche werden durch Linien, kodierende
Bereiche durch Kastchen dargestelit. Kisine Pfeile zeigen die Position und Orientierung
der Primer. ldentische oder homologe Sequenzen werden durch identische graphische
Elemente dargestelli. Die Jetzten vier Codons der kadierenden Region von SDF-1p wer-
den als schwarzes Kastchen dargestellt. Die Strichlinien markieren ein Insert von 2572
Nukleotiden in SDF-1y. Die 30 carboxyterminalen Codons von SDF-1y werden als schraf-
fiertes Kastchen dargestellt.

Figur 2 zeigt das Ergebnis eines Northem-Blot-Versuchs zum Nachweis von SDF-18- und
SDF-1y-Transkripten im Ischiasnerv von erwachsenen Ratten. Die Filter wurden (A) mit
einem radioaktiven markierten, 626 Nukleotiden langen PCR-Fragment der NT-I-15-
cDNA, das den Nukieotiden 743-1368 von SDF-1p entspricht und Teil der SDF-1B und
SDF-1y gemeinsamen 3'-UTR-Sequenz ist, (B) mit einem 190 Nuklectide langen PCR-
Fragment der allen SDF-1-Isoformen gemeinsamen kodierenden Regian, das den Nu-
kieotiden 49-239 in der SEQ 1D NO:16 entspricht, (C) mit einem 1702 Nukleotide langen
Fragment, das den Nukleotiden 625-2327 der SDF-1y-cDNA entspricht und von dem
SDF-1y-spezifischen Insert durch Verdau des mit den Primern GAS2 und MMSE2 erhal-
tenen PCR-Produkies mit Pvull entstand, hybridisiert.
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Figur 3 zeigt die Nukleinsduresequenzen sowie die davon abgeleitete Aminoséure-
sequenzen der SDF-1B- und SDF-1y-cDNA aus Ratte. Das SDF-1y-spezifische Insert ist
durch einen Rahmen hervorgehoben. Die Nukleinsduresequenz des gemeinsamen Sig-
nalpeptids ist unterstrichen. Die Numerierung der Nukieotide (links) und der Aminosguren
(rechts) entspricht der Sequenz von SDF-1y. (93) kennzeichnet die letzte Aminoséure von
SDF-1B.

Figur 4 zeigt einen Vergleich der Aminoséuresequenzen der SDF-1 Proteine von Maus
und Ratte. Die Punkie stehen fir identische Aminosduren. Das 19 Aminoséuren lange
Signalpeptid ist umrahmt.

Figur 5 zeigt das Ergebnis verschiedener Northem-Blot-Versuche zum Nachweis von
SDF-1B- und SDF-1y-Transkripten in verschiedenen Geweben (A) und Entwicklungssta-
dien (B). (A) Northem-Blot-Filter mit Gesamt-RNA aus Ischiasnerv (SN), Him (Br), Lunge
{Lu), Herzen (HE), Muskel (Mu), Hoden (Te), Leber (Li), Niere (Ki), Milz (Sp) und Thymus
(Th) von Ratten wurden mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde aus dem SDF-1B
und SDF-1y gemeinsamen 3-UTR-Bereich hybridisiert. (B) Nachweis von SDF-1B- und
SDF-1y-mRNA im Hirn von Ratten wéhrend der Entwickiung. Northern-Blot-Filter mit Ge-
samt-RNA aus dem Hirn von 17 Tage alten Rattenembryonen (E 17) sowie von Ratten 1,
4,7, 13 und 20 Tage nach der Geburt (P1-20) und von erwachsenen Tieren (Ad) wurden
wie bei (A) hybridisiert. (C) Nachweis von SDF-B- und SDF-1y-mRNA im Ischiasnerv von
Ratten im Laufe der Entwicklung. Northemn-Blot-Filter mit Gesamt-RNA, die aus Nerven
von 1, 4, 7, 14 und 21 Tage alten Ratten (P1-21) und von erwachsenen Ratten (Ad) ge-
wonnen wurde, wurden mit einer SDF-1p/y-Sonde wie bei (A) hybridisiert. Die Pfeilspitze
in dem oberen Teil zeigt die Position der ribosomalen 285-RNA; die unteren Teile zeigen
mit Methylenblau geférbte Northern-Blot-Filter.

Figur 6 zeigt das Ergebnis von in situ-Hybridisierungsversuchen zur zellularen Lokalisie-

- rung von SDF-1y-mRNA im Hirn von erwachsenen Ratten. Die Schnitte wurden mit einem

Digoxigenin-UTP-markierten, 596 Nukleotide langen Antisense-Transkript, das aus einem
Subkion der allen SDF-1-mRNA-Isoformen gemeinsamen 5'-UTR- und kodierenden
Sequenz (A, D, E) bzw. von einem Subklon des SDF-1y-spezifischen Inserts (B, E, H)
abgeleitet ist, inkubiert. Als negative Kontrolle diente die Hybridisierung mit Sense-Tran-
skripten (C, F, I). (A, B, C) Corpus callosum mit ,Perlenkette”-ahnlicher Anrsihung von
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man(iertén Oligodendrozyten und stark markierten Neuronen in den bilateralen Schichten
des Indusium griseum dorsale des Corpus callosum. (D, E, F) Starke Hybridisierungs-
signale werden in Purkinje- und Granulérzellen des Kleinhims und schwache Signale in
der duReren Schicht beobachtet. (G, H, 1) Sehr starke Hybridisierungssignale werden in
pyramidalen und granularen Neuronen des Hippokampus nachgewiesen. Strich: 10 pm,

Figur 7 zeigt das Ergebnis von in sifu-Hybridisierungsversuchen zur zelluldren Lokalisie-
rung von SDF-1y-mRMA im Neocortex von Ratten unter Verwendung der gleichen Son-
den wie in Figur 6. Bei Schnitten aus den frontolateralen (A) und mediolateralen (B) Berei-
chen des Neocortex sind die Neuronen in sémtlichen Neocortex-Schichten (I - VI) sowohi
mit der allen SDF-1-mRNA-Isoformen gemeinsamen Antisense-Sonde (A) als auch der
SDF-1y-spezifischen Sonde (B) stark markiert.

Figur 8 zeigt das Ergebnis von in situ-Hybridisierungsversuchen zur zelluléren Lokalisié—
rung von SDF-1y-mRNA im Ischiasnerv von erwachsenen Ratten. Die Schnitte wurden mit
Digoxigenin-UTP-markierten RNA-Sonden in Sense- und Antisense-Orientierung hybridi-
siert, die (a) von dem SDF-1p und SDF-1y gemeinsamen 3'-UTR-Bereich (A-C, E, F), (b}
von den allen SDF-1-Isoformen gemeinsamen 5'-UTR- und kodierenden Bereichen (G)
und von dem SDF-1y-spezifischen Insert (H, 1) abgeleitet wurden. (A, B, C) Der Langs-
schnitt zeigt mehrere spindelférmige Schwann-Zellen in der Néhe der Axone. (D) Mit
einem Antikorper gegen das S100-Protein (einen Marker fur Schwann-Zellen) immun-
gefédrbter Querschnitt. (E) Die Hybridisierungssignale bei einem dem Querschnitt in (D)
benachbarten Querschnitt zeigen halbkreisformige, die Axone umgebende markierte
Schwann-Zellen, die an den gleichen Stellen wie die S100-immunpositiven Zellen aufire-
ten (Pfeilspitzen in D, E). (G, H) Mit je einem der beiden Antisense-Transkripten markierte
benachbarte Querschnitte, die zahireiche halbkreisformige Schwann-Zellen (siehe Pfeil-
spitzen) und die Wand eines BlutgeféRes in der oberen rechte Ecke zeigen. (C, F, I) Als
negative Kontrolie diente die Hybridisierung mit Transkripten in Sense-Orientierung. Stri-
chein A, C, G-I: 100 pm, in D-F: 10 pm.

Figur 9 zeigt den kodierenden Bereich der Nukleinsguresequenz von SDF-1y aus Ratte
und die davon abgeleitete Aminosauresequenz.

Figur 10 zeigt den kodierenden Bereich der Nukleins&uresequenz von humanem SDF-1y
und die davon abgeleitete Aminoséuresequenz.
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Figur 11 zeigt einen Vergleich der kodierenden Bereiche der Nukleinsauresequenz von
humanem und Ratten-SDF-1y. "hum": Humansequenz; "rat": Ratte.

Figur 12 zeigt einen Vergleich der von den Nukleinsduresequenzen in Figur 11 abgelei-
teten Aminosauresequenzen von humanem und Ratten-SDF-1y. "hum™ Humansequenz;
"rat”. Ratte.

Figur 13 zeigt schematisch die in dem Plasmid PCRII-TOPO (Invitrogen, Groningen, NL)
singebauten hSDF-1y- und hSDF-1y-He-Konstrukte sowie die Konstrukte M-mhSDF-1y-
H6, hSDF-1y-H6 und MFa-mhSDF-1y-H8 in dem Plasmid pFPMT121.

Figur 14 zeigt die Restriktionskarte des 439 bps langen DNA-Fragments mit dem kodie-
renden Bereich des hSDF-‘Iy—Gens.

Figur 15 zeigt die Restriktionskarte des 457 bps langen DNA-Fragments mit dem kodie-~
renden Bereich des hSDF-1y-Gens und dem His-Tag.

Figur 16 zeigt die Restriktionskarte des Expressionsplasmids pFPMT-M-mhSDF-1y-H6.
Figur 17 zeigt die Restriktionskarte des Expressionsplasmids pFPMT-hSDF-1y-H6.

Figur 18 zeigt schematisch die Strategie zur Generierung des Expressionsplasmids
PFPMT-MFa-mhSDF-1y-H6. Die mit ,P* gekennzeichneten Pfeile stellen PCR-Primer dar.

Figur 19 zeigt die Restriktionskarte des Expressionsplasmids pFPMT-MFo-mhSDF-1y-H8.

Figur 20 zeigt das Ergebnis eines Western-Blot-Versuchs zum Nachweis der Expres-
siansprodukte in Zellextrakien von H. polymorpha (A) mit dem SDF-1-spezifischen Anti-
kérper SDF-1(C19) (Santa Cruz Biotechnology, USA) und (B) mit einem His-Tag-spezifi-
schen Antikérper (RGS-His Antibody, Mouse 1gG1, Qiagen, Hilden, BRD). Die Spuren in

(A) enthalten: (1) Sea Blue Prestained Standard, (2) M-mhSDF-1y-H8, (3) M-mhSDF-1y- .

H6 behandelt mit PNGaseF, (4) hSDF-1y-H8, (5) hSDF-1y-H6 behandeit mit PNGaseF,
(8) MFa-mhSDF-1y-H6,  (7) MFo-mhSDF-1y-H6  behandelt rﬁit PNGaseF  und
(8) Zellextrakt ohne SDF-1y. Die Spuren in (B) enthalten: (1) Zellextrakt ohne SDF-1y,
(2) Sea Blue Prestained Standard, (3) M-mhSDF-1y-H8, (4) M-mhSDF-1y-H6 behandelt
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mit PNGaseF, (5)hSDF-1y-H6, (6) hSDF-1y-H6 bshandelt mit PNGaseF,
(7} MFa-mhSDF-1y-H6 und (8) MFu-mhSDF-1y-H6 behandelt mit PNGaseF.

Figur 21 zeigt einen Vergleich der Wirkung von SDF-1a. und SDF-1y auf die Ca-Konzen-
tration in Astrozyten. (A) 50 nM SDF-1o; (B) 35 pg Hefezellextrakt mit rekombinantem

SDF-1y (M-mhSDF-1y-H8B); (C) 22,4 pg Kontroll-Extrakt; (D) quantitative Auswertung des )

intrazeliuldren Calciumanstiegs bei SDF-1y und dem Kontroll-Extrakt bezogen auf den

von SDF-1a hervorgerufenen Calciumanstieg.

Figur 22 zeigt das Ergebnis eines Ca-lmaging-Experiments in Astrozyten fur SDF-1o
ohne (A) und mit (B) Vorinkubation mit Antikérper gegen CXCR4.

Figur 23 zeigt das Ergebnis eines Ca-lImaging-Experiments in Astrozyten fir SDF-1y ohne
{A) und mit (B) Vorinkubation mit AntikSrper gegen CXCR4.

Figur 24 zeigt das Ergebnis eines Ca-Imaging-Experiments in Cortexneuronen fur SDF-1y
chne (A) und mit (B) Vorinkubation mit Antikdrper gegen CXCR4.

Figur25 zeigt das Ergebnis eines Ca-Imaging-Experiments in Astrozyten fur das
C-terminale basische Peptid von SDF-1y (30 Aminos&uren) chne (A) und mit (B) Vorinku-
bation mit Antikérper gegen CXCR4.

Figur 26 zeigt das Ergebnis eines Ca-lmaging-Experiments in Astrozyten fur: (A) das
Peptid 2 (KKEKIG; SEQ ID NO:6} und (B) das Peptid 3 (KKKRQ; SEQ ID NO:8).

Beispiele

Beispiel 1
Klonierung und Sequenzanalyse von SDF-1y

A. Materialien und Methoden

Tierversuche

Erwachsene Wistar-Ratten (Korpergewicht 200-250 g) wurden durch intraperitoneale
Verabreichung von Chlorathydrat (350 mikg Korpergewicht) betaubt. Der lschiasnerv
wurde im oberen Oberschenkelbereich mit Pinzeétten kurzzeitig gequetscht (Maller et al.,
1986). Vor der Gewinnung von RNA aus den Nervenbahnen wurde das Gewebe 2-3 mm
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um die Wunde herum entfernt und entsorgt. Alle Tierversuche wurden gemag den Richtli-
nien des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

RNA-Isolierun
Gesamt-RNA aus Rattengewebe wurde durch das Phenol-Guanidiniumthiocyanat-Verfah-

ren (Chomczynski und Sacchi, 1987) iscliert. Die gefrorenen Gewebeproben wurden
zweimal 45 Sekunden lang bei 2600 Upm mit einem Polytron (Brinkmann, Westbury, NY)
homogenisiert. Poly(A)*-RNA wurde durch Oligo(dT)-Celiulose-Chromatographie isoliert
(Sambrook et al., 1998).

Herstellung einer cONA-Genbank
Zur Hersteliung einer cDNA-Genbank wurden 4,5 pg aus Ischiasnerv von erwachsenen

Ratten isolierte Poly(A)*-RNA als Matrize und Oligo(dT)s2.1s als Primer verwendet. cDNA
wurde mit dem TimeSaver-cDNA-Synthese-Kit (Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ) gene-
riert. Die cDNA wurde unter Verwendung des Gigapack Il-Verpackungsextraktes (Strata-
gene) mit EcoR/ vorgeschnittenen A-ZAP il-Phagenpartikeln durch Ligation verknupft. Die
Titration der erhaltenen cDNA-Genbank ergab eine Komplexitat von etwa 0,5 x 10°. Das
Screening der cDNA-Genbank wurde durch Standardverfahren (Sambrook et al., 1989)
mit einem radioaktiv markiertem cDNA-Fragment aus dem nicht translatierten v3’—Bereich
von rSDF-1p (Nukleotide 743-1368) durchgefuhrt.

ligonukleotide
Folgende Oligonukieotide wurdsn mit einem GeneAssembler Plus-Synthesator (Phar-

macia, Piscataway, NJ) synthetisiert.

MMSE2: 5-ACGCCATGGACGCCAAGGTCG-3' (SEQ ID NO:19) entspricht den Nu-
kieotiden 49-69 der rSDF-1B-CDNA,

GAS2: 5-ACTGTAAGGAAGACCCTCTCTCACC-3' (SEQ ID NO:20) entspricht den
Nukleotiden 2327-2303 von SDF-1y .

GAS3: 5-GTTGAGACTATGCATCGACTCCAAC-3’ (SEQ ID NO:21) entspricht den
Nukleotiden 2576-25562 von SDF-1y.
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DNA-Sequenzierung und -analyse
Beide ¢cDNA-Strénge von SDF-1p und von dem 2,5 Kb langen Insert in SDF-1y ein-

schiieflich der flankierenden Bereiche wurden mit der Didesoxy-DNA-Sequenzierungs-
methode (Sanger et. al., 1977) mit Hife des T7-Sequenzierungskits (Pharmacia-LKB)
sequenziert. Die Sequenzen wurden durch Sequenzierung mehrerer unabhéngiger Klone
aus RT-PCR-Reaktionen bestétigt. Die Daten wurden mit Hilfe der Programme FASTA
(Pearson, 1990) und BLAST (Altschul et al.,, 1990) mit der EMBL-Datenbank verglichen.
Eine weitergehende Analyse der Sequenzen wurde mit Hilfe des PCGENE-Software-Pa-
kets (Intelligenetics, Mountain View, CA) durchgefuhrt.

RT-PCR

Die Umkehrtranskription wurde mit 1-5 pg Gesamt-RNA und Reverse-Transkriptase Su-
perscript (Gibco, Gaithersburg) gemai den Anweisungen des Herstellers durchgefhrt.
Der erste cDNA-Strang wurde mit RNase H (Boehringer Mannheim) verdaut und an-
schiieBend wurde 1/10 des Volumens als Matrize fur die PCR-Amplifizierung mit Amplitag-
Polymerase (Perkin Elmer) oder Pfu-Polymerase (Stratagene, La Jolla) (far SDF-1y) ver-

wendet.

B. Klonierung und Sequenzierung von SDF-1y

Bei der Identifizierung von Genen, die nach einer Nervenlésion differentiell exprimiert
werden, wurde aus einer cDNA-Genbank, die aus Ischiasnerv von Ratten erzeugt wurde,
der cDNA-Klon NT-I-15 mit 2174 Nukieotiden isoliert. Die Analyse der Sequenz NT--15-
Klons zeigte, dass dieser Klon eine 86%ige Homologie zu dem nicht translatierten
3-Bereich (UTR) der SDF-1p-cDNA von Maus (vgl. Tashiro etal,, 1993) aufweist. Bei
Northern Blot-Versuchen unter stringenten Waschbedingungen hybridisierte NT-1-16 mit
2wei Transkripten aus dem Ischiasnerv von erwachsenen Ratten (Figur 2). Wahrend das
kleinere Transkript mit etwa 3 Kb der Grofe der SDF-1B-mRNA entsprach, war das lan-
gere Transkript mit 5,5 Kb unbekannt. Dieses Transkript wurde SDF-1y genannt.

Die Isolierung von volisténdigen Klonen fiir beide Transkripte wurde sowoh! durch Scree-
nen einer cDNA-Genbank als auch durch Umkehriranskription-PCR (RT-PCR) angegan-
gen. Durch Screenen einer cDNA-Genbank aus Ischiasnerv von Ratten mit einem 626
Nukleotide langen cDNA-Fragment des NT--15-Klons, das den Nukleotiden 734-1368
des 3'-UTR-Bereiches von SDF-1§ der Ratte entspricht, erhielt man einen volistandigen
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cDNA-Klon mit einer Lange von 2819 Nukleotiden, der den volistéandigen kodierenden
Bereich von SDF-1 enthalt.

Durch erneutes Screenen der cDNA-Genbank mit dem 626 Nukleotide langen cDNA-
Fragment von NT--15 erhielt man einen unvollstandigen SDF-1y-Klon von etwa 3400
Nukleotiden (SDF-I-G8), der nicht nur den vollsténdigen 3'-UTR-Bereich und die letzten 4
Codons (80-93) von SDF-1B, sondem auch eine neue (nicht-kodierende) Sequenz mit
einer Lange von etwa 1 Kb stromaufwérts des Codons 90 enthielt. Es wurde dann ange-
nommen, dass das im Northern Blot identifizierte Transkript mit einer Lange von 5,5 Kb
eine alternativ gespleilte isoform darstelit, die durch ein 2,6 Kb langes Insert zwischen
den Codons 88 und 90 von SDF-1B erzeugt wird. Zur Bestétigung dieser Hypothese
wurde durch RT-PCR mit Antisense-Primern, die fir die neue Sequenz am 5-Ende des
SDF-G6-Klons spezifisch sind (Primer GAS2 und GAS3), und einem Sense-Primer, der
der Translationsinitationsstelle von SDF-1p entspricht (Primer MNSE2), ein neues Frag-
ment erzeugt. Die Sequenzierung des amplifizierten PCR-Fragments zeigte ein Tran-
skript, das ab Codon 89 stromabwaérts eine andere Sequenz als SDF-1B aufwies. Dieses
Transkript kodierte fur ein Peptid von 119 Aminosauren, von denen die ersten 89 Ami-
nosauren mit den ersten 89 Aminosauren von SDF-1a und - identisch waren. Anschlie-
Rende Northemn Blot-Analysen bestétigten, dass die erhaltene Sequenz das 5,5 Kb lange
Transkript darstellte. cDNA-Sonden aus dem SDF-1B und -y gemeinsamen 3'-UTR-Be-
reich (Fig. 2A) oder aus dem allen SDF-Isoformen gemeinsamen 5'-Bereich der kodieren-
den Region (Fig. 2B) hybridisierten sowohl mit dem 3 Kb langem (SDF-1p) als auch mit
dem 5,5 Kb langem (SDF-1y) Transkript, wihrend eine cDNA-Sonde, die fur das 2,5 Kb
lange Insert spezifisch war, nur mit dem 5,5 Kb SDF-1y-Transkript hybridisierte (Fig. 2C).
Im Ischiasnerv von Ratten konnte keine SDF-1a-mRNA mit einer Lange von 1,5 Kb nach-

gewiesen werden.

Beide Strange der SDF-18-cDNA von Ratte wurden sequenziert. Bei SDF-1y wurde das

neue Insert mit einer Lénge von 2672 Nukleotiden und die flankierenden Bereiche mit den .

bekannten SDF-1p-Sequenzen ebenfalls doppelt sequenziert. Die abgeleitete Aminosau-
resequenz fur SDF-1p ergibt ein Peptid von 93 Aminoséuren mit einem theoretischem
Molekulargewicht von 10,5 Kd. Die ersten 19 Aminoséuren stellen ein Signalpeptid fir
sezemierte Proteine dar. Die abgeleitete Aminosauresequenz fiir SDF-1B beinhaltet die
ersten 89 Aminoséurereste von SDF-1B und 30 zusétzliche Aminoséduren im Carboxy-
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terminalen Bereich, die keine Homologie zu SDF-1p zeigen {vgl. Fig. 3). Das theoretische
Molekulargewicht des 119 Aminos&uren langen SDF-1y Peptids ist 13,5 Kd. Die Ami-
nosauresequenz des SDF-1p von Ratte zeigt eine starke Homologie (96,8%) zu dem ent-
sprechendem Maus-Protein (98,9% unter Berlcksichtigung konservativer Aminoséu-
reausstausche). Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der neuen SDF-1-Isoformen
SDF-1-y und SDF-1p mit den bekannten SDF-1-Sequenzen wird in Figur 4 gezeigt.

Beispiel 2
Nachweis von SDF-1B- und SDF-1y-mRNA in verschiedenen Geweben

und Entwicklungsstadien

A. Northern Blot-Analyse

Je 10 pg Gesamt-RNA wurden in 1,2%igen Agarosegelen, die 15% Formaldehyd ent-
hielten, fraktioniert und dann durch Standardverfahren auf Nytran NY 13 N-Membranen
(Schieicher und Schill, Keene, NH) Ubertragen. Die Filter wurden mit UV-Licht bestrahit
und mit Methylenblau gefarbt (Sambrook et at., 1988), in einer 0,56 M Natriumphosphat-
Losung (pH 7,0) mit 7% SDS vorhybridisiert und mit 1-5 x 10°cpm/ml einer ¥P-markierten
cDNA-Sonde in derselben Lésung hybridisiert. cDNA-Fragmente entsprechend (i) dem
gemeinsamen 3'-UTR-Bereich von SDF-1pk (Nukleotide 743-1368 in SDF-1B), (ii) dem
allen SDF-1-Isoformen gemeinsamen kodierenden Bereich (Nukleotide 49-239) und (jii)
einem 1702 Nukleotide langen Abschnitt des SDF-1y-spezifischen inserts (Nukleotide
625-2327 in der SDF-1y-cDNA) wurden durch einseitig gerichtete PCR (Sturzl et al.,
1991) radioaktiv markiert. Nach dem Hybridisieren wurden die Fiter mindestens
16 Minuten lang bei 60°C in 2xSSC/M%SDS und 15 Minuten lang bei 60°C in
0,1 x SSC1% SDS gewaschen. Die Filter wurden entweder zusammen mit einem Ront-
genfilm (X-Omat AR, Kodak) exponiert oder mit einem BAS-1050-Bioimager (Fuji) direkt
quantifiziert.

B. Nachweis von SDF-18- und SDF-1y-mRNA in verschisdenen Geweben

Die in Figur 5 A gezeigten Northem Blot-Hybridisierungsversuche wurden mit Gesamt-
RNA aus verschiedenen Geweben von erwachsenen Ratten und einem 602 Nukleotide
langen Fragment aus dem gemeinsamen 3-UTR-Bereich von SDF-18f , das mit ¥P-
dCTP radioaktiv markiert worden war, durchgeftihrt. Die Verteilung der SDF-1p- und
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SDF-1y-mRNA tber verschiedene Gewebe von erwachsenen Ratten zeigte ein komple-
mentdres Muster. Wéhrend die p-isoform vor allem in der Leber, der Niere, der Milz und
dém Thymus nachgewiesen wurde, trat SDF-1y vorwiegend im Herz- und Lungengewebe
sowie im reifen Gewebe des Nervensystems auf (Fig, 5). Die Tatsache, dass das SDF-13-
Transkript vor allem im embryonalen und neonatalen Hirgewebe und im Ischiasnerv be-
vorzugt auftritt, deutet auf eine differentielle Regulation der SDF-1-Expression wahrend
der Entwicklung des Nervensystems hin. In Muskel- und Hodengewebe konnten weder
SDF-1B- noch SDF-1y-mRNA nachgewiesen werden (Fig. 5A).

C. Nachweis von SDF-1p-~ und SDF-1y-mRNA im Gehirn und im Ischiasnerv im Laufe der
Entwicklung

Gehim:

Zur Untersuchung der entwicklungsspezifischen Verteilung von SDF-1B und SDF-1y

wurde RNA aus Hirgewebe zu verschiedenen Stadien der Entwicklung in Ratten (von

17 Tage alten Embryonen (E17) bis zu erwachsenen Ratten) mit einem 602 Nukleotide

langen Fragment des gemeinsamen 3'-UTR-Bereichs von SDF-1p/y geprobt. Im Hirn-
gewebe von E17-Embryonen wurde vorwiegend SDF-18-mRNA nachgewiesen, die
Transkriptmenge sank jedoch mit zunehmendem Alter und das Transkript konnte im Himn-
gewebe von erwachsenen Ratten nicht mehr nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
war die Menge an SDF-1y-Transkript bei E17-Embryonen sehr niedrig, sie nahm jedoch
stetig zu und erreichte ein Maximum bei erwachsenen Ratten (Fig. 5B).

Ischiasnerv:

Aus lschiashervy von Ratten in verschiedenen Entwicklungsstadien (von einem Tag nach
der Geburt (P1) bis zum Erreichen des Erwachsenenalters) wurde Gesamt-RNA isoliert.
Im P1-Stadium wurde SDF-1B-mRNA in kleinen Mengen nachgewiesen; die Transkript-
menge stieg im P4-P7-Stadium und sank im Nervengewebe von erwachsenen Ratten
unter der Nachweisgrenze (Fig. 5C). SDF-1y-mRNA wurde erstmals im P4-Stadium beo-
bachtet; die Transkriptmenge erreichte im P-14-Stadium ein Maximum und sank dann im

- Gewebe von erwachsenen Ratten auf ein mittleres Niveau (Fig. 5C).

SDF-1B~ und SDF-1y-mRNAs scheinen also wéhrend der Entwickiung und im Nerven-
system der erwachsenen Ratte ein unterschiedliches Expressionsmuster zu zeigen. Wgh-
rend die SDF-1p-Isoform Uberwiegend im embryonalen oder perinatalem ZNS und PNS
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auftritt, ist SDF-1y die wichtigste Variante im Nervensystem von erwachsenen Ratten
(Fig.5B,C). In dem Zeitraum zwischen dem 4. und dem 7. Tag nach der Geburt, in dem
die Differenzierung der Gliazellen und die Neuronenreifung einsetzt, treten die SDF-1 B-
und SDF-1y-Transkripte in nahezu gleichen Mengen auf.

D. Nachweis von SDF-1B- und SDF-1y-mRINA nach einer Lasion des Ischiasnervs

Nach Verletzung des Ischiasnerv durch Quetschung wurden am distalen Ende des Nervs
kleine Anderungen des SDF-1p- und SDF-1y-mRNA-Musters beobachtet. Mittels "muitiple
quantitative bioimaging" von radicaktiven Northern Blot-Filtern wurde nach der Léasion
eine vorlibergehende Erhdhung der SDF-18-mRNA-Menge festgestellt, die zwei Tage
nach der Nervenquetschung ein Maximum bei 175% erreichte; danach sanken die Werte,
bis sie am 7. Tag nach der Verletzung das gleiche Niveau wie die Kontrolle erreichten. Fir
die SDF-1y-mRNA wurden nach der Nervenldsion keine signifikanten Anderungen fest-
gestellt.

Beispiel 3
Zellulgre [ okalisierung des SDF-1y-Transkripts durch in situ-Hybridisierung

A. In situ-Hybridisierung

Die Gewebeproben wurden in Tissue Tec I (Miles, Napperville, IL) eingebettet, in Methyl-
butan bei -70°C eingefroren und in 20 um starke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wur-
den fixiert und anschlieRend acetyliert und 4 Stunden lang bei 55°C gemaR Angerer et al.
(1987) vorhybridisiert. /n vitro-Transkripte (i) eines Subklons des gemeinsamen 3'-UTR-
Bereiches von SDF-1p/y (Nukleotide 1758-2199 in SDF-1p), (ii) eines Subklons, der allen
SDF-1-mRNA-Isoformen gemeinsamen 5'-UTR- und kodierenden Bereiche (Nukieotide
1-586 in der SDF-1B-cDNA) und (i} eines Subklons des SDF-1y-spezifischen Inserts
(Nukleotide 661-1313 in der SDF-1y-cDNA) wurden mit Hilfe des DIG-RNA-Markierungs-
kits ven Boehringer Mannheim unter Verwendung von Digoxigenin-UTP erzeugt. Nach
der Hybridisierung bei 55°C Ober Nacht wurde eine RNase A-Behandlung (20 pg/mi in
0,6 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8) 20 Minuten Jang bet 37°C durchgefihrt.
Die Schnitte wurden dann dreimal je 20 Minuten lang bei 50°C mit 2 x SSC und dreimal je
20 Minuten lang bei 50°C mit 0,2 x SSC gewaschen. Der Digoxigenin-Nachweis wurde
nach den Anweisungen des Herstellers (Boehringer Mannheim) durchgefihrt.
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B. Zellulgre Lokalisierung des SDF-1y-Transkripts

Fir die jn situ-Hybridisierung wurden Antisense-Transkripte aus (a) dem gemeinsamen
3'-UTR-Bereich von SDF-1B/y, (b) dem allen SDF 1-Isoformen gemeinsamen 5'-UTR- und
kodierenden Bereich und (c) dem SDF-1y-spezifischen Insert mit Digoxigenin-UTP mar-
kiert. Die Sense-Transkripte dienten als negative Kontrolien.

In ZNS$ von erwachsenen Ratten wurden sowoht mit der allen SDF-1-Isoformen gemein-
samen als auch mit der SDF-1y-spezifischen Sonde starke und ausgedehnte Hybridisie-
rungssignale in Bereichen mit grauer Himsubstanz sowie in ,Perlenketten“-ahnlichen An-
reihungen von Qligodendrozyten in myelinisierten Nervenfasern wie etwa dem Corpus
callosum beobachtet (Fig. 6A,B). Weitere Hybridisierungssignale traten vor allem in Ver-
bindung mit Purkinje- und granuldren Neuronen im Kleinhim (Fig. 6D,E}), in pyramidalen
und granuldren Neuronen im Hippocampus (Fig. 6G,H) sowie in Neuronen samtlicher
Hauptschichten des Neocortex (Fig. 7A,B), auf. Mit den entsprechenden Sense-Tran-
skripten erhielt man keine Hybridisierungssignale (siehe Fig. 6C,F,] fur die Sense-Sonden
for SDF-1y).

Die mit dem SDF-1y-spezifischen Antisense-Transkript erhaltenen Signale waren nahezu
identisch mit dem Hybridisierungsmuster, das mit der gemeinsamen SDF-1-Antisense-
Sonde erhalten wurde, was darauf hindeutet, dass die SDF-1y-Isoform in Neuronen und
Oligodendrazyten des Gehirns von erwachsenen Ratten exprimiert wird. SDF-1p-Tran-
skripte, soweit sie im Gehim von erwachsenen Ratten auftreten, scheinen in den gleichen
Bereichen und Zellpopulationen wie SDF-1y vorhanden zu sein.

In Léngsschnitten des Ischiasnervs von erwachsenen Ratten erzeugt eine Antisense-
Sonde aus dem gemeinsamen 3'-UTR-Bereich von SDF-1p/y spindelférmige Hybridisie-
rungssignale, die der typischen Form vaon Schwann-Zellen in der Nahe der Axonfasern
ghnelten (Fig. 8A,B). Die identische Lokalisierung der S-100-immunreaktivitat sowie der
Hybridisierungssignale in Querschnitten des [schiasnervs (siehe Pfeilspitzen) bestétigten
die Expression von SDF-1p/-mRNA in Schwann-Zellen (Fig. 8 D,E). Bei Verwendung
einer SDF-1y-spezifischen Antisense-Sonde erhélt man im Ischiasnerv von erwachsenen
Ratten ein Markierungsmuster (Fig. 8H), das dem Hybridisierungsmuster des mit dem
allen SDF-soformen gemeinsamen Antisense-Transkripts (Fig. 8G) stark &hnelte.
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SDF-1y-mRNA (und vermutiich auch die SDF-1g-lsoform) freten sowohl in Schwann--

Zellen (siehe Pfeilspitzen) als auch in vaskuléren Zellen (obere rechte Ecke in Fig. 8G,H)
des Ischiasnervs auf . Die Ergebnisse der in sifu-Hybridisierungsversuche stimmen mit
den Ergebnissen der Northern Blot-Versuche der Figuren2 und & iberein. SDF-1-o-
mRNA wurde mit Antisense-/Sense-Transkripten aus dem SDF-1-u—speziﬁschén 3-UTR-
Bereich weder im Gehim noch im Ischiasnerv von erwachsenen Ratten nachgewiesen.

Beispiel 4
Expression von SDF-1y-Produkten in Hansenula polymorpha

A. hSDF-1y-Konstrukte

Zur Expression von SDF 1y in Hansenula polymorpha wurden drei verschiedene Kon-
strukte erzeugt, die zwecks besserer analytischer Zuganglichkeit mit einem His-Tag aus-
gestattet wurden. Die Konstrukte werden in Figur 13 gezeigt.

1. M-mhSDF-1y-H6 (Methionin/matures humanes SDF 1y/His-Tag). Bei diesem Fusions-
protein befindet sich die Sequenz des reifen humanen SDF-1y (Aminosduren 20-119 in
SEQ ID NO:12) hinter einem N-terminalen Methionin-Rest. Da keine Leader-Sequenz
vorhanden ist, wurde eine cytosolische Lokalisierung erwartet. Am C-Terminus befinden
sich sechs Histidin-Reste (His-Tag).

2. hSDF-1y-HB (unreifes humanes SDF-1y/His-Tag). Dieses Konstrukt umfaft Aminosau-
ren 1-119 von SDF-1y (SEQ ID NO:12), gefolgt von einem C-terminalen His-Tag. Es
enthilt somit die natirliche, in menschiichen Zellen erkannte Leader-Sequenz. Da mitun-
ter Leader-Sequeﬁzen auch in heterologen Wirtszellen erkannt werden, solite mit diesem
Konstrukt untersucht werden, ob H. polymorpha das authentische SDF-1y-Leader-Peptid
erkennt.

3. MFa-mhSDF-1y-H6 (Prepro-Sequenz des Mating-Faktor o aus Saccharomyces cerevi-
siaefmatures humanes SDF-1y/His-Tag). Hier befindet sich die Sequenz des reifen
SDF-1y (Aminos&uren 20-119 in SEQ ID NO:12) hinter der in H. polymorpha haufig ge-
nutzten Prepro-Sequenz des Mating-Faktor o aus der verwandten Bierhefe Saccharomy-
ces cerevisae. Dieses Konstrukt solite von H. polymorpha sezerniert werden.
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B. Konstruktion von Expressionsplasmiden

Als Ausgangskonstrukt diente das Plasmid SDF-1y-PCRI-TOPO, das das 439 bps lange
SDF-1y-Insert enthielt (Fig. 14). In einem ersten Schritt wurden der hSDF-1y-Sequenz
durch PCR-Mutagenese sechs Kodons fir einen C-ierminalen His-Tag hinzugefiigt
(hSDF-1y-H6, Fig. 15).

Als Basisvektor fur die spatere Expression von SDF-1y-Konstrukten in H. polymorphé
wurde das integrative Plasmid pFPMT121 (Gellissen, 2000) eingesetzt, in dem das zu
exprimierende fremde Gen unter der Kontrolle des FMD-Promotors steht. Auf der Grund-
lage dieses Plasmids wurden folgende Expressionsvektoren konstruiert: v

1. pFPMT-M-mhSDF-1y-H6. Von dem M-mhSDF-1y-H6-ORF wurde mittels PCR ein DNA-
Fragment generiert, bei dem die kodierende Sequenz von SDF-1y von einer EcoRI- (vm"
dem Startkodon) und einer BamHI-Restriktionsschnittstelle flankiert ist. Als Template-DNA
diente hSDF-1y-H6 in PCRII-TOPO (Invitrogen, Groningen, NL). Das PCR-Produkt wurde
mit EcoRI/BamH| verdaut und zwischen die entsprechenden Stellen des pFPMT121-
Plasmids kloniert. Die Karte des resultierenden Plasmids pFPMT-M-mhSDF-1y-H6 wird in
Fig. 16 gezeigt.

2. pFPMT-hSDF-1y-HB. Auch bei diesem Konstrukt wurde zunachst ein von einer EcoRI-
und einer BamHI-Schnittstelle flankiertes PCR-Produkt erzeugt, wobei wiederum
hSDF-1y-H6 in PCRI-TOPQ als Template-DNA diente. Das mit EcoRI und BamHi ver-
daute PCR-Produkt wurde zwischen die entsprechenden Stellen des pFPMT121-Plas-
mids kloniert. Die Karte des resultierenden Plasmids pFPMT-hSDF-1y-H6 wird in Fig. 17

gezeigt.

3. pFPMT-MFa-mhSDF-1y-H6. Zur Generierung dieses Plasmids wurden zwei separate
PCR-Produkte erzeugt (siehe Fig. 18). Das erste PCR-Produkt (PCRIA) umfaite die
Kodons der Prepro-Sequenz des Mating-Faktors o, flankiert von einer EcoRI-Schnittstelle
(vor dem Startkodon) sowie am anderen Ende von Basen mit Homologie zu den ersten
Kodons der reifen hSDF-1y-Sequenz. Das zweite PCR-Produkt (PCR IB) enthielt die Se-
quenz des reifen hSDF-1y, am vorderen Teil flankiert von Basen mit Homolegie zum hin-
teren Teil der Prepro-Sequenz des Mating-Faktors «, am hinteren Teil flankiert von einer
BamHI-Schnitistelle (hinter dem Stopkodon). Dann wurde eine weitere PCR-Reaktion
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(PCR Il) durchgefuhrt, bej der die Produkte der beiden oben beschriebenen PCR 1A und
IB gemischt wurden. Als Primer wurden der Hin-Primer aus PCR IA (der mit der EcoRI-
Schnittstelle) und der Ruck-Primer aus PCR IB (der mit der BamHI-Schritistelle) einge-
setzt. Das entstandene PCR-Produkt umfaite die Prepro-Sequenz des Mating-Faktors o
fusioniert mit der Sequenz des mhSDF-1y-H8, flankiert von EcoRI- (vor dem Startkodon)
und BamHI-Schnittstellen (hinter dem Stopkodon). Nach Verdauung mit EcoRl/BamH]
wurde das Fragment zwischen die entsprechenden Schnittstellen des pFPMT121-Plas-
mids kloniert. Die Karte des resultierenden Plasmids pFPMT-MFa-mhSDF-1y-H6 wird in
Fig. 19 gezeigt. )

C. Transformation von #. polymorpha mit den erzeugten Expressionsvektoren
Stammgenerierung und —identifizierung

Zur Herstellung kompetenter H. polymorpha-Zellen fur die Elektroporation wurden 5 mi
YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von H. polymorpha RB11 (odc’, Orotidin-
5-phosphat-decarboxylase-defizienter (Uracil-auxotropher) H. polymorpha-Stamm
(Weydemann et al., 1995 )) beimpft und 16 Std lang bei 37°C geschitielt. AnschlieRend
wurden 100 ml YPD-Medium in einem 2 }-Erlen-Meyer-Kolben mit 3 ml dieser Vorkultur
beimpft und bis zu einer ODgoe von 0,8-1 bei 37°C inkubiert (Schuttelfrequenz 140 rpm).
Die Zellernte erfolgte durch Zenfrifugation der Kultur in 50 mi-Faicon-Réhrchen
(4000 rpm; 67) in einer Beckmann-Zentrifuge. Nach Entfernung der Ubersténde wurden
die Zellen in 20 ml 50 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,5; vorgewarmt auf 37°C) resus-
pendiert, mit 0,5 ml 1 M DTT versetzt und 15 lang bei 37°C inkubiert (Wasserbad). An-
schlieRend wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (3000 rpm; 10", Beckmannzentrifuge)
und mit 100 mi, anschlieRend mit 50 mi STM-Puffer (270 mM Saccharose; 10 mM
Tris-HC!I pH 7,5, 1 mM MgCL) gewaschen. Nach emeutem Abzentrifugieren wurden die
Zellen in 0,5 ml STM-Puffer resuspendiert und als 60 pl-Aliquots entweder direkt fiir
Transformationen eingesetzt oder fiir spétere Verwendung bei -70°C eingefroren.

Kompetente Zellen von H. polymorpha RB11 wurden mit den drei erzeugten Expres-
sionsplasmiden (siehe oben) wie folgt transformiert: 60 pi kompetente H. polymorpha-
Zellen wurden mit 1-2 pg der einzufihrenden zirkuléren Plasmid-DNA versetzt und in
Elektroporationskivetten mit 2 mm Spailtbreite Uberflhrt. Die Elektroporation erfolgte bei
2KV, 26 pF und 200 Ohm. AnschlieRend wurden die Zellen in Reagenzglaser mit 1 m!
YPD-Medium tberflihrt und 1 Std. fang bei 37°C geschiittelt (Winkel 45°% 160 rpm). Nach
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dieser Erholung wurden je 330 I der Zellen auf YNB-Agar-Platten (1% Glukose; ohne
Uracil) ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C inkubiert, bis makroskopische Uracil-
prototrophe Kolonien sichtoar wurden (ca. 1 Woche).

AnschiieBend wurden jeweils 36 Uracil-prototrophe Kolonien durch viermaliges Passagie-
ren und zweimaliges Stabilisieren in stabile Stémme Uberfuhrt. Zur Passagierung wurden ’
Je 2 ml YNB-Medium (1%Glukose) mit einzelnen Uracil-prototrophen Kolonien von den
Transformanten-Platten angeimft und 2 Tage lang bei 37°C inkubiert (Winkel 45°; Schit-
telfrequenz 160 rpm). Je 150 pl der resultierenden Kulturen wurden in je 2 m| frisches
YNB-Medium aberfiihrt und emeut 2 Tage fang inkubiert (s. 0.). Dieser Vorgang wurde
insgesamt viermal durchgefhrt (= vier Passagen). Zur Stabilisierung wurden je 150 pl der
Kulturen aus der letzten Passage in 2 ml YPD-Medium Uberflihrt und fur 2 Tage bei 37°C
inkubiert (s. 0.). Anschiieffend wurden Aliquots dieser Kulturen auf YNB-Agar-Platten
(1% Glukose; ohne Uracil) ausplattiert. Pro Ausstrich wurde eine einzelne Kolonie isoliert
und als Stamm definiert.

D. Induktion der Expression und Nachweis von SDF-1y-Produkten

Nach Vereinzelung wurden alle Stémme einer MeOH-Induktion unterzogen und die intra-
zelluldren I6slichen Fraktionen wurden mittels Western-Blot beziiglich ihres Gehalts an
hSDF-1y-Produkten analysiert. Zundchst wurden je 2 mi YPD-Medium in 10 mi-Rea-
genzgidsern mit Einzelkolonien der zu testenden Stdmme beimpft und anschlieRend
wurden die Kulturen zur Induktion der Fremdgenexpression 16 Std. iang bei 37°C inku-
biert (Winkel 45°; Schuttelfrequenz 160 rpm). AnschlieRend wurden 150 pi der resultie-
renden dichtgewachsenen Kulturen zum Beimpfen von je 3ml YNB-Medium
(1% Glycerin) eingesetzt. Nach 24 Std. Schitteln bei 37°C wurden die Zellen abzentrifu-

giert und in je 3 ml YNB-Medium (1% MeOH) Tesuspendiert. Die Fremdgenexpression

wurde dann durch erneutes Schiitteln 24 Stunden lang bei 37°C induziert.

Nach Abzentrifugation der Zellen aus den Induktionskulturen wurden zur Préparation von
Kulturiiberstanden Aliquots der Ubersténde mit 4 x SAB (8% wiv SDS; 40% wiv Glycerin;
8mM EDTA pH6,8;, 250mM Tris pH&,8; 0,04% wiv Bromphenolblau; 40% viv
o-Mercaptoethanol) versetzt und fir 5° bei 85°C denaturiert.
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Zur Préparéﬁon intrazellulédrer 18slicher Fraktionen wurden folgende Schritte auf Eis oder
bei 4°C ausgefuhrt Die Zellpellets aus den Induktionskulturen wurden in je 500 pl Extrak-
fionspuffer (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% vAv Triton X-100 oder PBS-Puffer)
resuspendiert und mit je 12,6 yl PMSF versetzt. AnschlieBend wurden die Proben in
1,5 mi-Eppendorf-GefdRe tberfihrt. Nach Zugabe von 500 pl Glasperlen erfolgte der
Zeliaufschlul in einem Vibrax bei 2500 rpm. Die Ubersténde wurden in frische Eppendorf-
GefaRe tberfilhrt und 10° lang bei 10.000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge mit Kuhlfunktion)
zentrifugiert. Die Ubersténde dieser Zentrifugation steliten die sogenannte intrazellulare
lesliche Fraktion dar. Diese wurden fur direkte Proteingelelekirophorese mit % Vol.
4 x SAB versetzt und §° lang bei 95°C denaturiert, oder fir weitere Verwendungen ohne
SAB-Zusatz bei -20°C eingefroren.

Fur die PNGaseF-Verdauung wurden je 8 ul der nativen intrazelluldren Ioslichen Fraktion
mit 1l 1% SDS versetzt und 5° lang bei 95°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte Zugabe
von 1 pl PNGaseF (2 u; Roche) oder H,0. Nach Inkubation bei 37°C 16 Std. lang wurden
4 ul 4 x SAB hinzugefigt, die Proben 5 lang bei 95°C denaturiert und auf Proteingelen
aufgetrennt.

Die Auftrennung der denaturierten Proben durch Proteingelelektrophorese erfolgte auf
4-20%igen Tricine-SDS-Gelen (Novex) nach Herstellerangaben. AnschlieBend wurden
die Proteinbanden in einer Semy-Dry-Blot-Apparatur (Trans-Blot SD; Biorad) nach Her-
stellerangaben auf Nitrocellulose-Membranen tbertragen. Fur die Westem-Blots wurde
als primére Antikorper (-seren) ein His-Tag-spezifischer monockionaler Antikérper aus
Maus (RGS-His-Antikérper, Qiagen, Hilden, BRD) oder ein SDF-1-spezifisches polykio-
nales Serum aus Ziege (SDF-1 (C19); #sc6193; Santa Cruz Biotechnology, USA) einge-
setzt. Die Western-Blots wurden mit den Western Breeze-Kits Maus oder Ziege (Novex)y
nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Auf diese Weise konnten fur jedes der drei Konstrukte Stdmme identifiziert werden, die
signifikante Mengen des jeweiligen hSDF-1y-H6-Derivats produzierten. Fur weitere Pro-
duktanalysen wurde der jeweils produktivste Stamm ausgewshit. _Fur pFPMT-
M-mhSDF-1y-H6 war dies der Stamm g7-5/36; fur pFPMT-hSDF-1y-H6 und pFPMT-MFa-
mhSDF-1y-H8 wurden entsprechend die StAmme g8-28/7 und g9c¢-20/6 ausgewahit.
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E. Produktanalysen

In den Kulturiberstanden der Stamme g7-5/36, g8-28/7 und g9c¢-20/6 konnten mittels
Westemn-Blot keine sezernierten SDF-1y-Produkte nachgswiesen werden. In der intra-
zelluldren Igslichen Fraktion dieser Stdmme konnten SDF-1y-Produkte sowoht mit einem
His-Tag-spezifischen Antikérper aus Maus als auch mit einem SDF-1-spezifischen Serum
aus Ziege (SDF-1 (C19); #sc6193; Santa Cruz Biotechnology, USA) identifiziert werden
(siehe Fig.20 A, B). Die intrazelluldre Iosliche Fraktion eines Kontrollstamms (ohne
SDF-1y) zeigt nicht die als SDF-1y-Produkte identifizierten Produkte (Fig. 20, Spur 8 (A),
Spur 1 (B)).

Die im Woestern-Blot becbachteten Molekulargewichte der SDF-1y-Hauptprodukte lisgen
generell etwas oberhalb der berechneten Molekulargewichten. M-mhSDF-1y-H6:
12,692 kDa berechnet, etwa 16 kDa beobachtet (Fig. 20, Spuren 2 und 3 (A), Spuren 3
und 4 (B)); hSDF-1y-H6: 14,529 kDa berechnet, etwa 17 kDa beobachtet (Fig. 20, Spu-
ren 4 und 5 (A), Spuren 5 und 6 (B)); MFa-mhSDF-1y-H6: 21,468 kDa berechriet, etwa
30 kDa beobachtet (Fig. 20, Spuren 6 und 7 (A), Spuren7 und 8 (B)). Da alle Haupt-
banden sowohl mit dem His-Tag-spezifischen Antikérper als auch mit dem SDF-1-spezifi-
schen Serum detekfierbar sind, missen die den Banden zugehérigen Proteine C-terminal
intakt sein. Dartber hinaus zeigen die apparenten Molekulargewichte der verschiedenen
Produkte die erwarteten relativen Abstufungen (M-mhSDF-1y-H8 < hSDF-1y-H6 <
MFa-mhSDF-1y-H8; Fig. 20).

Die Aminosdure-Sequenzen von M-mhSDF-1y-H6 und hSDF-1y-H6 enthalten keine
potentiellen N-Glycosylierungsstellen. Dementsprechend hat eine PNGaseF-Verdauung
keinen EinfluR auf das apparente Molekulargewicht der jeweiligen Produkt-Hauptbande
(Fig. 20, Spuren 2/3 und 4/5 (A), Spuren 3/4 und 5/6 (B)). MFa-mhSDF-1y-H6 hat drei
N-Glycosylierungsstellen im Bereich der MFo-Prepro-Sequenz, die typischerweise im ER
N-glycosyliert werden. Die fehlende Reduktion des apparenten Molekulargewichts des
30 kDa-Produkts nach PNGaseF-Verdauung deutet an, daf es sich bei diesem Produkt
um die Prepro-Form handelt, die nicht in das ER eingeschleust wurde (Fig. 20, Spu-
ren 6/7 (A), Spuren7/8(B)). Oberhalb von 30kDa befinden sich drei schwache
PNGaseF-sensitive Banden (Spur 7 (B)), die nach N-Degiycosylierung nach unterhalb
von 30 kDa verschoben werden (Spur 8 (B)). Diese Banden kénnen als an der Pro-
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Sequenz N-glycosylierte Pro-Formen von MFa-mhSDF-1y-H6 interpretiert werden, bei
denen die Pre-Sequenz wahrend des Eintritts in das ER abgespalten wurde.

Beispiel 5

Wirkung von rekombinantem humanen SDF-1y auf die Calcium-Konzentration in
Nervenzellen und Gliazellen

In diesem Beispiel wurde die Wikung von rekombinantem humanem SDF-1y
(M-mhSDF-1y-H8) in Zellextrakten von Hansenula polymorpha auf die Calcium-Konzen-
tration in Nervenzellen und Gliazellen untersucht. Zur Bestimmung der Calcium-Konzen-
tration wurde die Calcium-Imaging-Methode benutzt (siehe Kéller et al., 2001).

Firr die Ca-Imaging-Experimente wurden primére Astrozyten und primére Cortexneurone
der Ratte (Stamm Wistar) aus neugeborenen Ratten (Postnataltag 0-1; Astrocyten) bzw.
aus Rattenembryonen (Embryonaltag 15; Cortexneurone) wie von Kaller et al. (2001) be-
schrieben prapariert und kultiviert. Nach 5-15 Tagen in Kultur wurden die Zellen in vifro
1 8td. lang mit dem Calcium-Indikator Fura-2 beladen. Das intrazellulére Fura-2 reagiért
mit freigesetztern Calcium zu Fura-Calcium, das bei einer anderen Wellenlénge (340 nm)
absorbiert als Fura-2 (380 nm). Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten (F340/F380) kann
somit die relative intrazellulére Calcium-Konzentration ermitteft und graphisch aufgetragen
werden. Dieses Verfahren ermoglicht die Detektion infrazelluldrer Calcium-Konzentra-
tionséinderungen, die durch extrazelluldre Stimuli (z.B. Ligand/Rezeptor-Interaktionen)
hervorgerufen werden. '

Figur 21 zeigt das Ergebnis von Ca-Imaging-Experimenten, bei denen die Wirkung von
SDF-1e. und SDF-1y auf die Ca-Konzentration in Astrozyten verglichen wurde. Nach
Applikation von SDF-1a (50 nM, R&D Systems, Wiesbaden, BRD) steigt die infrazellulare
Calciumkonzentration in kultivierten Astrozyten (Figur 21 A). Nach Applikation von Hefe-
zellextrakt mit rekombinantem SDF-1y (M-mhSDF-1y-H6) (35 pg Gesamtprotein) kommt
es zu einem intrazeliuldren Calciumanstieg in kultivierten Astrozyten (Figur 21 B). Die
Antwort ist jedoch etwas geringer als die Antwort auf SDF-1a.

Nach Applikation von Kontroll-Extrakt (22,4 ug Protein von einem Zellextrakt von
H. polymorpha RB11-Zellen, die mit dem pFPMT121-Plasmid ohne Insert transformiert
wurden) bleibt der intrazellulére Calciumanstieg in kultivierten Astrozyten aus (Figur 21 C).
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Figur21 D zeigt die quantitative Auswertung der intrazeliuléren Calciumanstiege bei
SDF-1y und dem Kontroll-Extrakt bezogen auf den von SDF-1a hervorgerufenen Cal-

ciumanstieg.

Ferner wurde getestet, ob die Vorinkubation der Zellen mit sinem CXCR4-spezifischen
Antikérper (monoklonaler Antikbrper 12G5; R&D Systems, Wieshaden, BRD) eine solche
Calcium-Antwort reduzieren kann, wie es zuvor fur die von SDF-1qa induzierte Calcium-
Reaktion beobachtet wurde (fir die methodischen Details zu den Ca-Imaging-Experi-
menten siehe Koller et al., 2001). ‘ .

Figur 22 zeigt das Ergebnis eines Ca-Imaging-Experiments in Astrozyten fur SDF-1o
(A) ohne und (B) mit Antikdrper gegen CXCR4, Figur 23 zeigt das Ergebnis der entspre-
chenden Experimente fur SDF-1y. Nach Applikation von SDF-1a (50 nM; R&D Systems,
Wiesbaden, BRD) steigt die intrazelluldre Calciumkonzentration in kultivierten Astrozyten
stark an (Figur 22 A). Gibt man jedoch SDF-1a nach 5 Min. Vorinkubation mit dem mono-
klonalen Antikérper 12G5, so zeigen kultivierte Astrozyten eine um ca. 50% verminderte
intrazellulare Calciumausschittung (Figur 22 B). Diese Ergebnisse bestétigen Literatur-
befunde, die zeigen, dass der Einflul von SDF-1a bzw. -1p auf die intrazellulare Calcium-
Konzentration in Astrozyten aus dem Zentrainervensystem durch den CXCR4-Rezeptor
vermittelt wird.

Nach Applikation von 35 ng Hefezellextrakt mit rekombinantem SDF-1y (M-mhSDF-1y-H8;
Zellaufschiuss in PBS-Puffer) kommt es zu einem messbaren intrazellularen Calcium-
anstieg in kultivierten Astrozyten (Figur 23 A). Anders als bei SDF-1a fihrt die SDF-
1y-Applikation bei kuitivierten Astrozyten, die mit dem monokionalen Antikérper 1265
gegen den CXCR4-Rezeptor 5 Min. lang vorinkubiert wurden, zu einer stark erhohten
signifikanten intrazellulren Calciumausschittung (Figur 23 B).

Auch Zellkulturen von Cortexneuronen aus dem Rattenhim zeigen nach Vorinkubation mit

dem CXCR4-AntikSrper eine weitere Erhdhung der Calcium-Konzentration als Reaktion
auf SDF-1y. Figur 24 zeigt das Ergebnis eines entsprechenden Ca-imaging-Experiments
in Cortexneuronen. Die Applikation sowchl von 35 pg als auch von 124 ug (Gesamtpro-
tein) eines Hefezellextrakts mit rekombinantem SDF-1y (M-mhSDF-1y-H6) fuhrt zu einem
signifikanten Anstieg der intrazellularen Galciumkonzentration in kultivierten primaren
Cortexneuronen (Figur 24 A). Nach 5-minltiger Vorinkubation mit dem monoklonalen
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Antikorper 12G5 (Antikorper gegen CXCR4) bewirkt die Zugabe von SDF-1y eine stark

erhohte intrazelluldre Calciumausschttung bei kultivierten priméren Cortexneuronen (Fi--

gur 24 B).

Diese vorstehenden Ergebnisse belegen, dass sich die zellphysiologische Reaktion von
Neuronen und Astrozyten aus dem Zentralnervensystem auf SDF-1o. bzw. ~1B von den
Reaktionen auf das neue SDF-1y-Chemokin deutlich unterscheidet.

Beispiel 6
Wirkung des C-terminalen basischen Peptids aus SDF-1y und der davon abgeleiteten
synthetisch hergesteliten Peptidspaltprodukte auf die intrazelluldre Ca-Konzentration in
Astrozyten

Es wurde zunadchst untersucht, wie sich die Zugabe eines basischen Peptids mit einer
Aminosauresequenz, die der Sequenz der letzten 30 Aminosauren im C-terminalen Be-
reich von SDF-1y entspricht, auf die intrazelluléren Ca-Konzentration in Astrozyten aus-
wirkt.

Figur 25 zeigt das Ergebnis eines Ca-Imaging-Experiments mit dem C-ferminalen basi-
schen Peptid von SDF-1y in Astrozyten. Die Applikation von 1 pg/ml des synthetischen
Peptids, das die C-terminalen 30 Aminoséuren von SDF-1y repréasentiert, fihrte zu einer
nur schwachen Beeinflussung der intrazelluléren Ca-Konzentrafion der kultivierten
Astrocyten (Figur 25 A). Wurden die Astrozyten zuvor 5 Minuten lang mit dem monoklo-
nalen Antikdrper 12G5 (Antikérper gegen CXCR4) inkubiert, so kommt es in den primaren
Asfrocyten zu einer stark erhdhten intrazelluldren Calciumausschtittung bei Applikation
des gleichen C-terminalen Peptides (Figur 25 B).

Waurde ein Ca-Imaging-Experiment mit den von dem C-erminalen Bereich von SDF-1y
abgeleiteten Peptiden RREEKVG (Peptid 1, SEQ 1D NO:5), KKEKIG (Peptid 2, SEQ ID
NO:8), KKKRQ (Peptid 3, SEQ ID NO:8), KKRKAAQ (Peptid 4, SEQ ID NO:9) und KKKN
(Peptid 5, SEQ ID NO:10) sowie mit den wie in Eipper et al (1992) beschrieben amidierten
Peptiden 1" (RREEKV(NHZ2)) und 2" (KKEKI(NH2)), so wurde festgestellt, dass die Zu-
gabe der nicht-amidierten Peptide 1, 2 und 3 sowie der amidierten Peptide 1" und 2" zu
einer Erhéhung der intrazelluléren Ca-Konzentration in Astrozyten fihrten. In Figur 26 wird
gezeigt, dass die Applikation von 1 mg/ml des Peptids 2 (KKEKIG; SEQ ID NO:6) (Fi-
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gur 26 A) oder des Peptids 3 (KKKRQ; SEQ ID NO:8) (Figur 26 B) zu einem signifikanten
Anstieg der intrazelluléren Calciumkonzentration in kultivierten priméren Astrocyten fuhrt.
Dagegen bewirkten die Peptide 4 und 5 keinen Anstieg der Ca-Konzentration in Astro-
zyten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die putativen Neuropeptide in unterschiedlicher Weise” die
intrazellulare Calcium-Konzentration modulieren kdnnen. Sie legen ebenfalls: nahe, dass
fur die von SDF-1y hervorgerufene drastische Heréufregulation der intrazelluldren Cal-
cium-Konzentration nach Vorinkubation der Zellen mit dem Anti-CXCR4-Antikdrper aus-
schiieRlich der C-terminale Bereich von SDF-1y verantwortlich ist, nicht aber der mit den
Chemokinen SDF-1a bzw. -1p (bereinstimmende Molektlabschnitt. Dieser Befund belegt
die besondere und spezifische Funktion des C-Terminus von SDF-1y und bestatigt die
Ergebnisse, die mit dem vollsténdigen SDF-1y-Molekul erhalten wurden.
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Patentanspriiche

Nukleinsdure-Molekdl mit einer Sequenz, umfassend:

(1) eine fur ein Chemokin, einen Neuropeptid-Prékursor oder mindestens ein Neuro-
peptid kodierende Nukleinséuresequenz, die aus folgenden Sequenzen ausge-
wahlt ist:

(a) einer Nukleinséuresequenz nach SEQ ID NO:1;

(b) einer Nukieinsduresequenz, die ein Polypeptid mit einer Aminoséuresequenz
nach SEQ ID NO:2 kodiert;

(c) einer Nukleinsduresequenz, die mit der in (a) angegebenen Sequenz zu
mindestens 60% identisch ist;

(d) einer Sequenz, die mit dem Gegenstrang der in (a) angegebenen Sequenz
hybridisiert oder unter Berlicksichtigung der Degeneration des genetischen
Codes hybridisieren wirde;

(e) einem durch Substitution, Addition, Inversion und/oder Deletion einer oder
mehrerer Nukleotide erhaltenen Derivat einer der in (a) oder (b) angegebe-
nen Sequenzen, das fir ein Chemokin, einen Neuropeptid-Prakursor oder
mindestens ein Neuropeptid kodiert;

oder

(2) eine komplementédre Sequenz zu einer der in (a) bis (e) angegebenen Nuklein-
sduresequenzen.

Nukleinsaure-Molekil gemal Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die unter
(1) (¢) angegebene Nukleinsduresequenz zu mindestens 80% identisch ist.

Nukleinséure-Molekl gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die unter
(1) (c) angegebene Nukleinsduresequenz zu mindestens 80% identisch ist.
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Nukleinsaure-Molekul gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die unter
(1) (c) angegebene Nuklginsauresequenz zu mindestens 95% identisch ist.

Nukleinsdure-Molekil gemal Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es eine
Nukleinséuresequenz nach SEQ ID NO:3 umfaRt.

Nukleinsaure-Molekiil geméR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es eine
Nukleinsguresequenz umfasst, die ein Polypeptid mit einer Aminosduresequenz nach
SEQ ID NO:4 kodiert.

Nukleinséure-Molekill gemaR einem der Anspriche 1 bis 6, weiterhin umfassend
einen zur Expression geeigneten Promotor, wobei die kodierende Nukleinsaure-
sequenz unter der Kontrolle des Promotors steht.

Nukleinsaure-Molekill gemaR einem der Anspriiche 1 bis 7, weiterhin umfassend Se-
quenzen eines Vektors, die die Replikation des Nukleins&ure-Molekils in einer Wirts-
zelle und/oder die Integration des Nukleinséure-Moleklls in das Genom einer Wirts-
zelle ermglichen. '

Wirtszelle, enthaltend ein Nukleinsdure-Molekil gemaR sinem der Anspriche 1 bis 8,
wobei die Wirtszelle eine zur Expression des Nukisinsaure-Moleklls gesignete proka-
ryontische oder eukaryontische Zelle ist.

Wirtszelle geman Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die prokaryontische
Wirtszelle E. coli ist.

. Wirtszelle gemaBl Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die eukaryontische

Wirtszelle eine Pilz-, eine Insekten- oder eine Sdugerzelle ist.

Wirtszelle gemaR Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle die
Hefe Saccharomyces cerevisiae, die methylotrophe Hefe Hansenula polymorpha, die
dimorphe Hefe Amxula adeninivorans oder der filamentése Pilz Sordaria macrospora
ist.

Wirtszelle gemaR Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle eine
CHO-, COS- oder Hela-Zelle ist.
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14. Polypeptid-Molekill, umfassend eine Aminos&uresequenz, die aus folgenden Se-

quenzen ausgewahit ist:

() einer Aminosauresequenz, die eine der Aminoséduresequenzen nach SEQ ID
NO:5, SEQ IR NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 und/oder SEQ
ID NO:10 und/oder eine Kombination aus zwei oder mehreren dieser Sequenzen
umfalt;

(i} einer Aminosduresequenz nach SEQ ID NO:4;

(iiiy einer Aminoséuresequenz, die der Sequenz von Aminosaure 20 bis Aminosaure
119 in SEQ ID NO:4 entspricht;

(iv) einer Aminosaduresequenz nach SEQ ID NO:22;

(v) einer Aminosauresequenz, die mit der in (i), (i), (iii) oder (iv) angegebenen Se-
quenz zu mindestens 85% identisch ist.

15. Polypeptid-Molekil gemaR Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die unter

(v) angegebene Sequenz zu mindestens 90% identisch ist.

16. Polypeptid-Molekill gemal Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die unter

(v) angegebene Sequenz zu mindestens 95% identisch ist.

17. Polypeptid-Molekil gemé&R Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es eine

Aminoséuresequenz nach SEQ ID NO:12 oder SEQ ID NO:13 umfasst.

18. Fragment eines Polypeptid-Moleklls gemé&R einem der Anspriche 14 bis 17, das

mindestens ein Neuropeptid umfasst.

19. Fragment gemag Anspruch 18, umfassend mindestens eine der Aminosauresequen-

zen nach SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ |D NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:g
und/oder SEQ ID NO:10.

20. Verfahren zum Herstellen eines Polypeptid-Molekiils und/oder eines Fragments da-

. von geméaR einem der Anspriiche 14 bis 19, umfassend das Kultivieren einer Wirts-
zelle gemal einem der Anspriiche © bis 13 unter zur Expression und eventuelien
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Prozessierung geeigneten Bedingungen und gegebenentalis das Aufreinigen des ex-
primierten Polypeptid-Molektils oder Fragments.

21. Antikérper, der fur ein Polypeptid-Molekdl und/oder ein Fragment davon gemaR einem
der Anspriiche 14 bis 19 spezifisch ist.

22.1In vitro-Verfahren zum Nachweisen eines Polypeptid-Molekils und/oder eines Frag-

ments davon geméaf einem der Anspriiche 14 bis 19 in einer biologischen Probe,
umfassend das Inkontaktbringen der Probe mit einem fir das Polypeptid-Motekii
und/oder das Fragment spezifischen Reagenz und das Nachweisen der Bindung.

23. Test-Kit zum Nachwsisen eines Polypeptids und/oder eines Fragments davon gemah
einem der Anspriiche 14 bis 19, umfassend mindestens ein Reagenz, das fur das
Polypeptid und/oder das Fragment spezifisch ist.

24, Test-Kit gemaf Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens einen
far das Polypeptid-Molekal und/oder das Fragment spezifischen Antikérper gema
Anspruch 21 umfasst.

25.In vitro-Verfahren zum Nachweisen einer ein Polypeptid-Molekill gemal einem der
Anspriiche 14 bis 17 kodierenden Nukleinsaure in einer biologischen Probe, umfas-

send:

- das Inkontaktbringen der Probe mit einem Nukleinsaure-Molekdl gema® einem
der Anspriiche 1 bis 6 und/oder einem Fragment davon, wobei das Nukleinsaure-
Molekdl und/oder das Fragment eine nachweisbare Markierung tragen, und

- das Nachweisen der Markierung.

26. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens ein Polypeptid-Malekul
undfoder ein Fragment davon gemaf einem der Anspriche 14 bis 18 und/oder ein
phanmazeutisch vertragliches Salz eines solchen Polypeptid-Molekiils oder Frag-

ments.

27. Pharmazeutische Zusammensetzung gemat Anspruch 26, dadurch gekennzeich-
net, dass sie weiterhin mindestens einen Antikérper enthait.
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28. Pharmazeutische Zusammensetzung gemal Anspruch 26 oder 27 zur therapeuti-

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

schen Anwendung bei demyelinisierenden oder neurodegenerativen Erkrankungen
oder bei Entwicklungsstérungen des Nervensystems. .

Pharmazeutische Zusammensetzung gemas Anspruch 26 oder 27 zur Vorbeugung
oder Behandlung siner HIV-Infektion und insbesondere einer HIV-Enzephalopathie in
Menschen. .

Pharmazeutische Zusammensetzung gemaf Anspruch 26 oder 27 zur therapéuﬁ-
schen Anwendung bei Erkrankungen des hamatopoietischen Systems, des immun-
systems und des Herz/Kreislaufsystems.

Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens ein fir ein Polypeptid-
Molekill und/oder ein Fragment davon geméaR einem der Anspriiche 14 bis 19 spezifi-

sches Reagenz.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemaR Anspruch 31, dadurch gekennzeich-
net, dass das Reagenz ein Antikdrper ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens ein Nukleinsaure-Mole-
kill gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemaR einem der Anspriche 31 bis 33 zur
diagnostischen oder therapeutischen Anwendung bei demyelinisierenden oder neuro-
degenerativen Erkrankungen oder bei Entwicklungsstérungen des Nervensystems.

Pharmazeutische Zusammensetzung gemaR einem der Anspriiche 31 bis 33 zur
Diagnose oder Behandlung einer HiV-Infektion und insbesondere einer HIV-Enze-
phalopathie in Menschen.
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ctgcagcectecggegegeccteoageccacgccATGGACEL! TCGC TG
MetAsnAlaLysValValAlavValLeu

GCCCTEETECTEECCECECTCTGCATCAGTGACGGTARGCCAGTCAGCCTGAGCTACAGA
AlaleuValLeuAlaAlaleuCysIleSerAsp@lyLysProValSerLeuSexTyrArg

TGCCCCTECCEATTCTTTEAGAGCCATGTCGCCAGAGCCARCGTCAARCATCTGARAATC
CysProCysArgPhePheGluSerHisValAlaArgAlaAsnVallysHiyLeulysIle

CTCAACACTCCAAACTAETECCCTTCAGATTGTTGCAAGECTCGAARAGCAACAACAGACAA
LeuBsnThrProAsnCysAlaLeuGlnIleValAlaArgheulysSerAsnAsnArgGln

GTGTGCATTGACCCGARATTAAAGTGGATCCARGAGTACCTGGACARAGCCTTAAACARG
ValCysIleAspProlLysheulysTrplleGlnGluTyrLevAsplysalaLeuAsnLys

PCT/EP01/06250

29

49

69

89

321

1701
1761

GGGCGCAGAGAAGAAAAAGTGGGGAARAARGAARAGATAGGAAAABAGAAGCGACAGAAG
GlyArgArgGluGluLysValGlyLysLysGlulysIleGlyLysLysLysArgGlnlys

AAGAGARAGGCGGCCCAGARRAAGAAARACTAGTTACGTGCTTCCTGCAGATGGACCACA
LysArglLysAlahlaGlnlysLysLysAsn

GTACGCTCTECTCTEGCECTTTATAACCCCCCCTTCCCTCTCCCERGECAGACCCCACAL
TCCEGECAGETEGCTCAGACTGATGGTARACTCTTCCCTCTTCTGGGGECAGACCACACAT
CCCAGGGAAGACCCCACACCCCCEGECAGATCCTTAGGCTTTCCTGCCCCGECGGCCACA
CCAGCTECTGTATTTACGCGCTTCTTAAGGCCCTGCTCTGTCTGCTAAGCTATGRAAGAAR
GATGTGCAGAGACTGEGGET TAAGCCACAGAGGACCTGCCTAGCCTCGCAGCTTG
CCCCEAGCTGAGCCCCTTEGCCAGGAGTTCACAAGCCTCACACCTACAATCCCATGARGE
CCAGAGTCETCTGCTTAGCCAGGARAGRGCATGTGCCTTCCCCTCAACCACACTGCCCCT
TGTEGCCTTCTCAGGTAACTGACT TGCTCTCAGGCCCACGEGARGCTTTTCCARATACCT
GCEGCCTEAGARGEGACTTCATTCAGCCCTGCTECCCGEGCTCTCEGACGCAGCTTGCTTT
CAACACAGAAGGETATCTGCAGACTGTGTTGEGGTCARARGCAGCARGAATCGAAGTCTCAG
BGARCGCATGTTAGCTGCTTCTCAGGGAATCTTTCCTTT! ARATTCACTTT. GTCT
TTABACGGGTCCCTCATGCGEEAGEGCACGATETGCTCTEGGACTTTCTGATGGECCAGCAG
CTTCAGGGACTCTTAGTCTETCCTCCCCACCCTTGETCTCAACATTCCCAGGATGETCTE
CTATCCAGTCACCAATECCTCCGTCCTCACTCCTGAGAGATGTCTGCCTTCTGTGGATTG
GGTTAAAGCTCTGGAATTACCTAATATCCCARCCCACCACCCTCACCTGECAATTTTTET
CTAGTCTITTGTTITTTCTCTTTCTCCATTTTGGATTAGRAGGATAGAGEGCAAGGCTCTG
ATTTTAGCAGTATTTTGCGAGAAAAAATTTTTTTTCTTCATCTCATGTAGACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACATCTTGTACCCCAGACCTCTG
GGTCTAATTTTCATAATTGGCECAGAARGRAGAAATCGATCTGARGATACAGCAAATGGAT
TGCAGCEGAAGEAAGGCCCAGTGTCCTGTETGTCATGCCCTCTTGGGTCCCTAAGTTCTA
GGTTCCTTAGAGEGGTCTAACATTAAATAGCTAAGAGGCCTTCATGETCCTTCGCTGGGGAAR
GGETCTCACCAGGGAGCTTCAGGGARGACCCATGTTACCGAACTCTTATGCTTTATCTGGA
CAGCCCTCCTGETCCATACCCTCTCCTCAGATCTGAGATAGCGGEETGEEGCTATTAGTEG
GCETCTTTCARGCCCAGGGTTACTGTCTETTCTTCTTGEGECAGCCAGTTACAGTCTEET
CTCAGTGGCCTTAGCTGCATCCTTCCTACTGTTGACAABRACACTTCTGAAGGCCAGATCT
GTGCCCARGCCATAGTTCTGCCTAGARATGGATGCCCAGCCCCTCCAGGACACTGERARG
GACTGTTGGCCCCTAACAACCARAGGCCATACTGRGGCTGCCCTEGAGTTGGARGACCACT
TTCCEABATGCCCOTGEACTCTECCTCCCACCATCCACCCCTGACTCCTAGGAGTTAGAG
AGTAGGAARACAGTTTGTTTCTTAGGAACCACAGCARGCTCCCAGGAGCCCTCTGTGCTT
ATGAAGCCCATCTAATGGGCAGCCCCAGCCTTCTCGACRGAGTCCTCATGGARATGCGTG
AGARGCTGATTTCGTCTAAGGATGGATTGAAGETAGCGATGTGCTCCTGTATGTTCTCAGE
CAGGTGAGAGAGGGTCTTCCTTACAGTATCTAGCATAAACACCTTCTGRGAAGCTTCTGCA
GCTCTAGAGATCACCTCCTCAGTGCCARGACCTCTTCTGETGETGTGEGGAGCAGCCAAGA
GATTTCARGGAAGAGTGATTATTTGATGARATAACTTGAATTATATCARGAGTGAATATT
TGATGGGAACTGCCTCTTCTCTTGGAGTTCTGAGGCCTGEGGATECCCAGGARCTCAGGE
CACCTGCTGTTCTTGGAGTCGATGCATAGTCTCAACACCAGTGTCCTAAGGTTARGGCAG
TGTGCCTTGTCATGTGTTCCTTGTACCATCCCTCCTEGTCCCAGTGTETGTGCCTTAGCCT
GTGCTTGACATGTTCACCCCTCTTCTCTGCTTGCCACCACCACCCAGACCCTCAGCATCA
GTCCTEECTETECCCCTCCCTEGCCCTCCCACTCTCTCAGECUTTGEARGGRAGATGECTC
GACTGCAAGCTGARCTAAGGAGTAGEGCCTETGRCTCCTGCCAGGCCACACAGCATCCCA
GGCACGTGETGAGAATCCGCCTTAATGTGTCTCCTCTGTTCTTGTCARCRGE

109

119

AGGCTCAAGATGTGAGRGCTGTEAGTCAGACGCCTGAGGAACTTACAGAAGGAGCCTAGG
ArgleuLysMet
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Fig. 3 (Fort.)

2953 TCTGAAGTCAGTGTTAGGGRAGGGCCCATAGCCACTTCCTCTGCTCCTGAGCAGGECTGA
3013 AGCCATTTCCAAGEGACTTGCTTTGCAGTTTGCTACACTTTCACCATTTGATTATATAGC
3073 AAGATA( TATTTTATTTTCATTTAGTCTGATTCTCCARTGTCATTGGTGACA
3133 GGCCAAGGCCACTATGTCATCTCCTTTGTTCTAGTATCTTTCCCATGAAGGACCTTTTCT
3193 GAATAGTGGCTCCCAAGGTTTGTCTCTTTGAGCTGAGGCAGGAGGCTCACCTTTTTCTGA
3253 TTAGAARCTGGGTETTCCTACCCCCAAGEATTGCAGGECTTTCCCCAAGCTCGAGECAGGA
3313 GTGTGAGGTCAGGGAAGAGCGAGATCCACCCTCATCCCATGCTCTCCTCTTCATCCCACC
2373  ATGCTCATCTCTGCTCTCATCCATCACCGTCTCTCTCCAAGACTGTCTCCATGACCCGGAA
3433 AAGGACTCTCTCAAGAGEARCTCCTTTACTCAARATGGCACAGCAAGARGGAARAGGAA
3493 GTGTCTGTTGTTCCGCCCAAACCCTTCGCGCGTYTATTGTCTTGTTTGGAATATTGTCTC
3553 TTCAACCCCCTGCTTCTGTTGACCTCCATGACCAATGTCTCETCTGTGCACTGTCTCTAA
3613 CCCAAATGCAAAGGCTGTGTATGAGGTAATGECCCTGAGETCCAGGTT TTCATGGARACA
3673 GCGCACTGTCTCCCTGTTCACAGECTCATTTTGGACACACAGAGCCCAARGAAAGETGGT
3733 TTGCAACAGAGCTCAGCTCTAAGACTGTAGATCCTTCATATTTTCGTACTGTTASSTTTA
3793 ARTTGTGGGTTCTTASSTTCCTGGAACCGAATGCATTCTTCTATTGAGNACTAGCAGGTC
3853 TCAGTTCTTTCCAATTATTTTTAAAAGCCAATGAATAAARGCATCAGCATTGEGCCCACT
3913 GGGCGEGCATTTCTCTAGARAGGGGAGAACCACCTACCTTTCCTTAGGACAGCCGACCAG
3973 CACGGNCCCAGGA. ITCTGCAGTTTT CAAGCTCCCCTGCCACCTT
4033 TGACAAACGCACAGTTAAGAGTCAGTATCTAGTTCTTCAGAGACAARGRATGCAGGGAGTA.
4093 AGAAGGGGAAGGGAAACGGAGAAAGCTACCARAAGATCATCCTCAAAAGCNGATGTTTGA
4153 GAGTGAACGAGCTGTAGRAATTGTTAGTGATETGTGTGTCGATCGAGGGATTTCTATARATAG
4213 TCATTCAAGTTGATTTCACAGCAGATCGAAAARTCCAACCAGCAAGATTTTGATCAAATTT
4273 GGACAACAGCAACAARWCTARARATGTGAAGCCAGTTGGGATAAGRGAC TTGC
4333 TGCAGACTGEGTCCCCATGTGGATTCAGAATTATTTTAAACTCTCTTGACATCCGERECC
4393 CCCACARGAGAARATCTGGATTGCTGTGCAATGECCACTTAGCATCTAATCCAAGCTTTGA
4453 AGGAAACAAATACAGCCTTGCACCTTCNCTCCAGTTAGGGATCCTTTTAAAGTCTCCTTC
4513 ACAG AAGAGACTGH AACTGGA TGAATTTGETGTATCAATTCC
4573 GCTGCTGACAGTCATTTTCTAGAWGGAGACAGCCTGCCTAGAGCAAATGTGCANTTWAAT
4633 AGGRCATTTACATNGGRARMGCCTCTCCCCACCTTNATCCCCCATGCTCTTRCTTTCAAA
4693 ATNACAAGNCACAGCAGTCCTTGAATGGTTGTTGACSCCASACACCTAACTGTCCCTGAT
4753 GATCCTGGTGCWECCCNGAATTCCCTTEGENCGCCAAGTAACCTGCCAGGCAGCCNAGTCC
4813 CTYTGTCACCAGCCTTTGCATCTGGATAGGCAARRGGECCTTGGAGACATACAGTCTEGCT
4873 TTGETGTTGAANCCNAGATTINGTACSCTGTGTTTACACTETGCTCGCCTGCTCTCGEGGNACA
4933 GTGGGAAGGAAGTGCAGCCGAGETGECAGACCCCTCTEATTCATTSCTEETCGGCTTTGA
4993 ces TTT GCAAAAGGCTECATTCCTCTETGCEACTTGCCTGAGCCTTTAGSY
5053 CTCTCCATCGAGTTCTGETTTATCTTCTCATGGETCATTATCTCCGCAGCRTCACTAGEGG
5113 CTTCCTCACAGAAGTCATNCCTCNGCAGRAGCTTGCAGTGTCTACGCAGCGATGCTTTCAG
5173 TGTTGCATGTGGTGAATACTGTATTTTGTTTCAGTTCTGTCTCCCAGATARTGTGARRAT
5233 GGTCCAGGAGAAGGCAGCTTCCTATACGCAGTGTGTGCTTTCTTATTCTCGTTTTTAATA
5283 TATGACAGTTATTITGAGAGGCCATTTCTACTTTGAAGTCATATCAATGAAAATGATGTAT
5353 CTTCACCTACAATTTTTCCTAATAAAGTTCTGTATTCGA
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Kodierender Bereich der Nukleinsduresequenz und davon abgeleitete
Aminosduresequenz von SDF-1y aus Ratte
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Val
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Kodierender Bereich der Nukleinsdureseguenz und davon abgeleitete
. Aminosauresequenz von humanem SDF-1y
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AGG
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AAG
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Vergleich der kodierenden Bereiche der Nukleinséuresequenzen
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Fig. 11

von humanem und Ratten-SDF-1y

ATGAACGCCAAGGTCGTGGTCGTGCTGGTCCTCETGCTGACCGCGCTCTG
PEE TR v Ty e bt i
ATGGACGCCAAGGTCGTCGCCGTGCTGGCCCTGGTGCTGGCCGCGLTCTG

CCTCAGCGACGGGAAGCCCGTCAGCCTGAGCTACAGATGCCCATGCCGAT
PR A T L e e e
CATCAGTGACGGTAAGCCAGTCAGCCTGAGCTACAGATGCCCCTGCCGAT

TCTTCGAAAGCCATGTTGCCAGAGCCAACGTCAAGCATCTCAARATTCTC
P D TV PR LRIV iy il 1y 1
TCTTTGAGAGCCATGTCGCCAGAGCCAACGTCARACATCTGARAATCCTC

AACACTCCAAACTGTGCCCTTCAGATTGTAGCCCGGCTGAAGAA~CAACA
PETREDVVRVEEEEV I ey i e b
AACACTCCAAACTGTGCCCTTCAGATTGTTGCAAGGCTGAA-ARGCAACA.

ACAGACAAGTGTGCATTGACCCGAAGCTAAAGTGGATTCAGGAGTACCTG
FEPEVEVEVRTURDY L bR b n bbb b b
ACAGACAAGTGTGCATTGACCCGARATTARAGTGGATCCAAGAGTACCTG

GAGAAAGCTTTAAACAAGGGGCGCAGAGAAGAARRAGTGGGGARRAAAGA
R N R R AR AR R R A NN R AR A NN AN
GACARAGCCTTAAACAAGGGGCGCAGAGRAGAARRAGTGGGGAAARARGA

ARAAGATAGGAARAAAGAAGCGACAGARGAAGAGARAGGCTGCCCAGARAL
AR NN R R RN AR AR AR AR R AR R RN NN
AAAGATAGGAARAAAGAAGCGACAGAAGAAGRGAAAGGCGGCCCAGARAA

GGAARAACTAG

[ARRRERRAAI
AGARAAACTAG
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(103) JP 2004-521607

WO 01/92530 PCT/EP01/06250

<110>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1
SEQUENZPROTOKQLL

Rhein Biotech Gesellschaft fiir neue biotechnologische Prozesse
und Produkte mbH

Nukleins&ure-Molekiil umfassend eine fir ein Chemokin,
einen Neuropeptid-Prakursor oder mindestens ein
Neuropeptid kodierende Nukleinsduresequenz

PCT1385-1966

DE 100 27 383.1

2000-06-02
22
PatentIn Ver. 2.1

1

90

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Konsensussequenz fir den spezifischen Bereich von
SDF-1-gamma

1

gggcegcagag aagaaaaagt ggggaaaaaa gaaaagatag gaaaaaagaa gcgacagaag 60
aagagaaagg ckgcccagaa aargaaaaac 90

<210>
<2131>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

2

30

PRT

Runstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Konsensussequenz fiirx den spezifischen Bereich von
SDF~l-gamma

SITE
(28)
Xaa = Arg oder Lys

2.

Gly Arg Arg Glu Glu Lys Val Gly Lys Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys
1 5 10 15

Lys Arg Gln Lys DLys Arg Lys Ala Ala Gln Lys Xaa Lys Asn
20 25

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

30

3

360

DNA

Kinstliche Sequenz

A 2004.7.22
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<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Konsensusseguenz filr den kodierenden Bereich von
SDP-1-gamma

<400> 3

atgracgecca
ggkaagcomg
agagccaacyg
gecmmggetga
gagtacctgg
aagataggaa

<210> 4
<211> 119
<212> PRT

aggtcgtsgy cgtgctggyc
tecageetgag ctacagatge
tcaarcatct saaaatyctc
ararcaacaa cagacaagtg
asaaageytt aaacaagggg
aaaagaagcg acagaagaag

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

ctsgtgetgr
cemtgeegat
aacactccaa
tgcattgacc
cgcagagaag
agaaaggckg

<223> Beschreibung der kiinstlichen Seqguenz:
Konsensussequenz fiir das SDF-1l-gamma-Polypeptid

<220>

<221> SITE
<222> (7)
<223> Xaa =

<220>

<221> SITE

<222> (10)

<223> ¥aa =

<220>

<221> SITE
<222> (14)
<223» Xaa =

<220>
<221> SITE
<222> (18)
<223> Xaa =

<220>

<221> SITE

<222> (65)

<223> Xaa =

<220>

<221> SITE

<222> {84)

<223> Xaa =

<220>

<221> SITE
<222> (117)
<223> Xaa =

<400> 4
Met Asx Ala
1

Val

Val

Arg

Lys

oder

oder

oder

oder

oder

odexr

ocder

Ala

Ala

Ala

Ser

Asp

Lys

cegegetetg
tettygarag
actgtgccct
cgaarytaaa
aaaaagtygg
cccagaaaax

(104)

PCT/EP01/06250

cmtcagygac
ccatgtygce
tcagattgtw
gtggatycar
gaaaaaagaa
gaaaaactag

Val Val Xaa Val Leu Xaa Leu Val Leu Xaa Ala Leu
5

15

60

120
180
240
300
360

JP 2004-521607 A 2004.7.22
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WO 01/92530 PCT/EP01/06250

Cys Xaa. Ser Bsp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys
20 25 30

Arg Phe Phe Glu Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys’

35 490 45
Ile Leu Asn Thr Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys
50 55 60
Xaa Asn Asn Arg Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln
65 70 75 80
Glu Tyr Leu Xaa Lys Ala Leu Asn Lys Gly Arg Arg Glu Glu Lys Val
85 90 95
Gly Lys Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys iys Arg Gln Lys Lys Arg Lys
100 105 110
Ala Ala Gln Lys Xaa Lys Asn
115
<210> 5
<211> 7
<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220> )

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Durch
proteclytische Spaltung von SDF-l-gamma
erhaltliches Peptid

<400> 5
Arg Arg Glu Glu Lys Val Gly
1 5

<210> &

<211> 6

<212> PRT

<213> Kiinstliche Seguenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Durch
proteclytische Spaltung von SDF-1-gamma
erhaltliches Peptid

<400> 6
Lys Dys Glu Lys Ile Gly
1 5

<210> 7

<211> 30

<212> BRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Durch
proteolytische Spaltung von SDF-I1-gamma
exhaltliches Peptid
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WO 01/92530

<400> 7

Met Asx Ala Lys Val Val Xaa Val Leu Xaa Leu Val Leu Xaa
1 5

10

Cys Xaa Ser Asp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys
. 30

20 25

Arg Phe Phe Glu Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His
40

35

Ile Leu Asn Thr Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Axg

50 55 60

Xaa BAsn Asn Arg Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp
75

65 70

Glu Tyr Leu Xaa Dys Ala Leu Asn Lys Gly
85 20

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der Xiinstlichen Sequenz: Durch
proteolytische Spaltung von SDF-l-gamma
erhiltliches Peptid

<400> 8
Lys Lys Lys Arg Gln
1 5

<2310> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: Durch
proteolytische Spaltung von SDF-l-gamma
erhidltliches Peptid

<400> 9
Lys Lys Arg Lys Ala Ala Gln
1 5

<210> 10

<211> 4

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der ktinstlichen Segquenz: Durch
proteolytische Spaltung von SDF-1-gamma
erh&ltliches Peptid

<220>
<221> SITE

45

(106)

PCT/EP01/06250

Ala Leu
15

Pro Cys

Leu Lys

Leu Lys

Ile Gln
80

JP 2004-521607 A 2004.7.22
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<222> (2)
<223> Xaa = Arg oder Lys

<400> 10
Lys Xaa Lys Asn
1

<210> 11

<211> 5391

<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

<400> 11

tgtcctettg ctgtecaget ctgcagecte
ccaaggtcgt cgocgtgetg geectggtge
cagtcagcet gagetacaga tgoccctgec
acgtcaaaca tctgaaaatc ctcaacactc
tgaaaagcaa caacagacaa gtgtgcattg
tggacaaagce cttaaacaag gggcgcagag
gaaaaaagaa gcgacagaad aagagazagg
cttectgeag atggaccaca gtacgoctctg
‘tcegggggea gaccecacac tcecgggcagg
tetgguggea gaccacacat cccagggaag
ttectgecoe ggeggecaca ccagetgetg
tctgetaage tatgaagaaa gatgtgcaga
ctgectagec tggcagettg cccegagety
cacctacaat cccatgaagg ccagggtggt
ccctcaacca cactgcccce tgtggecttc
ggaagetttt ccaaatacct gecggectggg
ctgtgggage agcttggttt caacacagaa
caggaagaat gaagtctcag agaacgcatg
gaaaattcac tttagagtct ttaaacgggt
actttetgat gggccageag cttcagggac
aacattccea ggatggtgtg ctatccggte
tgtctgectt ctgtggattg ggttaaaget
cctcacctgg caatttttgt ctagtctttt
ggatagaggg caaggctctg attttagcag
ctecatgtaga cacacacaca cacacacaca
tcttgtaccee cagacctotg ggtctaattt
tgaagataca gcaaatggat tgcaggggaa
tettgggtec ctaagtteta ggttecttag
teatggtoct tgctggggaa gggtctcaco
actcttatge ttiatctgga cageccctect
geggggtggg ctattggtgy gegtetttea
gcagcecagtt acagtctggt ctecagtggec
cacttetgaa ggecagatct gtgcccaage
ccctccagga cactgggaag gactgttgge
ccctgagtty gaagaccact ttccgaaatg
ctgactcecta ggagttagag agtaggaaaa
cccaggagee ctetgtgett atgaagccca
agtccteatyg gaaatgegtyg agaagetgat
tgctcctgta tgttcteagyg caggtgagag
accttcetgga aggttoctgea getctagaga
tggtgtggga gcagccaaga gatttcaagg
ttatatcaag agtgaatatt tgatgggaac
ggatgeccag gaactcaggg caccitgetgt
gtgtectaag gitaaggcag tgtgocttigt
cagtgtgtgt gecttagect gtgcttgaca
cacccagace ctecagecatca gtectggetg
ccttggaagyg aagatggete gactgeaage
cecaggccaca cagcatccca ggcacgtggt

cggcgegooe
‘tggecegeget
gattctttga
caaactgtge
acccgaaatt
aagaaaaagt
cggcecagaa
ctctggeget
tgcteagact
accccacace
tatttacgeg
gactggggtg
agcececttgg
ctgcttagce
tcaggtaact
aagggacttc
gggtatctge
ttagctgett
cecctcatggy
tettagtctg
accaatgect
ctggaattac
gtttttgtet
tgttttggag
cacacacaca
tcataattgy
ggaaggcceea
agggtctaac
agggagcttc
ggtccatace
agcceagggt
ttggctgeat
catagttetg
ccctaacaac
ccectggact
cagtttgttt
tctaatggge
ttcgtctaag
agggtcttce
tcacctecte
aagagtgatt
tgectettet
tgttggagte
catgtgttee
tgttecaccey
tgceccoteece
tgaactaagg
gagaatccge

teececgeccac
ctgcatcagt
gagccatgtce
ccttcagatt
aaagtggatc
ggggaaaaaa
aaagaaaaac
ttgtaaccce
gatggtaaac
cccgggcaga
cttecttaagg
gaggctaage
ccaggagttce
aggaaagggc
gacttgctct
attcagccct
agactgtgtt
ctecagggaat
gagggcagat
tectceoccac
cegtecteac
ctaatatcce
ttctecattt
aaaaaatttt
cacacacaca
ggcagaaaga
gtgtcctatg
attaaatagyg
agggaagace
ctetecteag
tactgtetgt
ccttectact
cctagaaatyg
caaaggccat
ctgcotecca
cttaggaaca
agccccagee
gatgggttga
ttacagtate
agtgccaaga
atttgatgaa
cttggagttc
gatgcatagt
ttgtaccatg
tettetetge
tgccctecca
agtagggcet
cttaatgtgt

(107)

PCT/EP01/06250

gccatggacg
gacggtaage
gccagagcca
gttgcaagge
caagagtacc
gaaaagatag
tagttacgtg
cectteccte
tetteecectet
tgcttagget
cccotgetetg
cacagaggac
acaaggctca
atgtgcctte
caggcccacyg
gctgeceoggy
gggtgaaaag
ctttoctttg
gtgetetggy
ccttggtete
tectgagaga
aacccaccac
tggattagaa
ttttecttcat
cacacacaca
agaaatgatce
tgtcatgcee
taagaggcct
catgttacga
atctgaggta
tottetiggg
gttgacaaaa
gatgcccage
actgaggctg
cecatccacce
acageaaget
ttetggacag
aggtaggatg
tagcataaac
cctettetgg
ataacttgaa
tgaggectgg
ctcaacacca
cctectgtge
ttgccaccac
cteteteagg
gtggetoctg
ctootetgtt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
9860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

JP 2004-521607 A 2004.7.22
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cttgtcaaca
aaggagccta
gagcaggyct
tgattatata
tecattggtga
aggacctttt
acctttttet
gctgaggeag
cttcatcceoca
catgacccgg
aaggaaaagg
gaatattgtc
cactgtotet
ttecatggaaa
aagaaaggtg
ctgttasstt
nactagcagg
attgggeccea
acagccgacc
ccetgocace
atggagggag
genggtgttt
ttctataaat
ttgatcaaat
catatggttt
acatccgggg
tecaagettt
aaagtcteet
tgtatcaatt
gtgcanttwa
cttretttea
actgtcoctyg
gcagecnagt
atacagtctg
ctectegggna
ggtcggettt
gagcectttag
cgtcaccagg
cgatggttte
taatgtgaaa
tcgtttttaa
azaatgatgt

<210> 12
<211> 119
<212> PRT
<213> Homo

<400> 12

ggaggctcaa
ggtctgaagt
gaagccattt
gcaagataca
caggccaagy
ctgaatagtg
gattagaaac
gagtgtgagy
ccatgecteat
aaaaaggact
aagtgtctgt
tettecaacce
aacccaaatyg
cagcgcactg
gtttgcaaca
taaattgtygg
tetcagttet
ctgggeggge
agcacggnee
tttgacaaac
taagaagggy
gagagtgaac
agtcattcaa
ttggacaaca
gctgcagact
cccocacaag
gaaggaaaca
tcacagggag
cegetgetga
ataggrcatt
aaatnacaag
atgatcoctgy
cectytgtea
ctttgtgttg
cagtgggaag
gagggagggt
syctctcecat
ggcttectea
agtgttgcat
atggtccagg
tatatgacag
atcttcacct

sapiens

gatgtgagag
cagtgttagg
ccaagggact
tggtaattat
ccactatgte
gctoccaagyg
tgggtgttee
tcagggaaga
ctctgtetea
cteteaagag
tgttccgece
cctgettetg
caaaggctgt
tctecctgtt
gagctcaget
gttcttasst
ttcecaattat
atttctctag
caggaagtgn
gcacagttaa
aagggaaacg
gagctgtaga
gttgatttca
gcaacaaaws
gggtccccat
agaaatctgg
aatacagect
gataaagaga
cagtcatttt
tacatnggra
ncacagcagt
tgcwgceeng
ccagcctttg
aanccnagat
gaagtgcage
ttggagagca
cgagttetgt
cagaagtcat
gtggtgaata
agaaggcagc
ttatttgaga
acaatttitc

B

gtgtgagtca
gaagggccca
tgctttgcag
tttattttea
atctoctttg
tttgtotett
tacceccaag
gcgagatceca
teoatcacceg
gaactccttt
aaaccctteg
ttgacctceca
gtatgaggta
cacaggctea
ctaagactgt
tcctggaace
ttttaaaage
aaaggggaga
nnnnntctte
gagtcagtat
gagaaagcta
attgttagtg
cagcagatga
taaaaatgtg
gtggattcag
attgctgtge
tgcacctten
ctgggtagaa
ctagawggag
rmgcctetec
ccttgaatgg
aattcecttyg
catctggata
tngtacsctg
cgaggtggea
aaaggctgca
ttatetteote
ncectengecag
ctgtattttg
ttectatacg
ggececatttet
ctaataaagt

Met Asn Ala Lys Val Val Val Val Leu Val Leu
1 5

Cys Leu Sexr Asp Gly Lys Prc Val
20

10

Ser Leu Ser
25

Arg Phe Phe Glu Ser His Val Ala Arg Ala Asn

35

40

Ile Leu Asn Thr Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile

55

gacgcctgag
tagccacttc
tttgctacac
tttagtcetga
ttetagtatce
tgagctgagg
gattgcaggg
ccetcatece
tgtgtctgea
actcaaaatg
cgegtytatt
tgaccaatgt
atggececetga
ttttggacac
agatccttca
gaatgcatte
caatgaataa
accacctacc
tgcagttttt
ctagttctte
ccaaaagatce
atgtgtgtgt
aaaatccaac
aagccagttyg
aattatttta
aatggcoact
cteccagttag
actggaggga
acagcctgec
ccaccttnat
ttgttgacsc
gncgcecaagt
gggaaaaggg
tgtttacact
gaccectetyg
ttoctetgtyg
atgggtgatt
agettgeagt
tttcagttet
cagtgtgtgc
actttgaagt
tetgtatteg

(108)

PCT/EP01/06250

gaacttacag
ctetgetect
tttcaccatt
ttctecaatg
tttecccatga
caggaggcte
ctttecccaa
atgctctecet
agactgtcte
ggacagcaag
gtettgtity
ctegtetgty
ggtccaggtt
acagagccca
tattttegta
ttctattgag
aagcatcage
tttecttagy
atacaagctce
agagacaaag
atccteaaaa
ggtgagggat
cagcaagatt
ggataagggg
aactctcttg
tagcatctaa
ggatcotttt
gatgaatttg
tagagcaaat
ccceccatgot
cgsacaccta
aacctgccag
ggttggagac
gtgetgectyg
attecattsct
ggacttgcet
atcteggegg
gtctacgeag
gtcteccaga
tttecttatte
catatcaatg
a

Val Leu Thr Ala Leu

15

Tyxr Arg Cys Pro Cys
30

Val Lys His Leu Lys

45

val Ala Arg Leu Lys

60

2940
3000

3060°

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4260

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5381
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65

Asn Asn Asn Arg Gln Val Cys Ile
70

Asp

7

Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln
75

(109)
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80

Gly Arg Arg Glu Glu Lys Val
90

95

Lys Arg Gln Lys Lys Arg Lys
0

Glu Tyr Leu Glu Lys Ala Leu Asn Lys
: 85
Gly Lys Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys
100 105
Ala Ala Gln Lys Arg Lys Asn
115
<210> 13
<211> 119
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 13
Met Asp Ala Lys Val Val Ala Val Leu Ala Leu
1 5 10
Cys Ile Ser Asp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser
20 25
Arg Phe Phe Glu Ser His Val Ala Arg Ala Asn
35 40
Ile Leu Asn Thr Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile
50 55
Ser Asn Asn Arg Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys
65 70 75
Glu Tyr Leu Asp Lys Ala Leu Asn Lys Gly Arg
85 90
Gly Lys Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys DLys Arg
100 105
2la Ala Gln Lys Lys Lys Asn
115
<210> 14
<211> 360
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 14
atgaacgcca aggtcgtggt cgtgetggte ctegtgetga
gggaagcceg tcagectgag ctacagatge ccatgcegat
agagccaacg tcaagcatct caaaattcte aacactccaa
goccggetga agaacaacaa cagacaagty tgcattgace
gagtacctgg agaaagcttt aaacaagggg cgcagagaag
aagataggaa aaaagaagcg acagaagaag agaaaggctg
<210> 15
<211> 360
<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

Val Leu Ala Ala Leu

Tyr Arg Cys
30

Val Lys His

45

15

Leu Lys

Val Ala Arg Leu Lys

60

Leu Lys Trp

Axg Glu Glu

Gln Lys Lys
110

ccgegetetg
tettegaaag
actgtgecet
cgaagctaaa
aaaaagtggy
cccagaaaag

Ile Gln

Lys Val
95

Arg

ccteagegac
ccatgttgece
tcagattgta
gtggaticag
gaaaaaagaa
gaaaaactag

60

120
180
240
300
360
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<400> 15

atggacgcca
ggtaagccag
agagccaacy
gcaaggctga
gagtacctgg
aagataggaa

<210> 16
<211> 2819
<212> DN

aggtcgtege
tcagcctgag
tcaaacatct
aaagcaacaa
acaaagcctt
aaaagaagcy

cgtgetggec
ctacagatge
gaaaatccte
cagacaagtg
aaacaaggyg
acagaagaag

<213> Rattus norvegicus

<400> 16

tgtectettyg
ccaaggtegt
cagtcagect
acgtcaaaca
‘tgaaaagcaa

- tggacaaage

acttacagaa
ctgctectga
tcaccatttg
ctccaatgte
teccatgaag
ggaggctcac

ttccccaage

gctetectet
actgtcteca
acagcaagaa
cttgtttgga
cgtctgtgca
tccaggbttt
agagcccaaa
ttttegtact
ctattgagna
gcatcagecat
tecttaggac
acaagctece
agacaaagat
cctcaaaage
tgagggattt
gcaagatttt
ataaggggca
ctetettgac
gcecatctaate
atccttttaa
tgaatttgtyg
gagcaaatgt
cccatgetet
sacacctaac
cctgeccagge
ttggagacat
gctgectget
teattsctgg
acttgeetga
cteggeggcy
ctacgcagcg
ctcccagata
tottattete
tatcaatgaa

ctgtccaget
cgccgtgetg
gagctacaga
tetgaaaate
caacagacaa
cttaaacaag
ggagectagg
gcagggetga
attatatagce
attggtgaca
gaccttttet
ctttttetga
tgaggcagga
teatcecace
tgacccggaa
ggaaaaggaa
atattgtcte
ctgtctctaa
catggaaaca
gaaaggtggt
gttassttta
ctagcaggtc
tgggcccact
agccgaccag
ctgccacctt
ggagggagta
nggtgtttga
ctataaatag
gatcaaattt
tatggtttge
atcecggggec
caagctttga
agtctcctte
tatcaattcc
gcanttwaat
tretttcaaa
tgtccctgat
agcenagtcce
acagtctget
ctegggnaca
tcggctttga
gectttagsy
tcaccagggg
atggttteay
atgtgaaaat
gtttttaata
aatgatgtat

ctgcagcote
gcecctggtge
tgcccetgee
ctecaacactce
gtgtgcatty
aggctcaaga
tcotgaagtea
agccatttec
aagatacatg
ggccaaggeco
gaatagtggc
ttagaaactg
gtgtgaggte
atgctecatct
aaaggactct
gtgtctgttg
ttcaacccce
cccaaatgca
gcgeactgte
ttgcaacaga
aattgtgggt
teagttottt
gggegggeat
cacggnccea
tgacaaacge
agaaggggaa
gagtgaacga
tcattcaagt
ggacaacagc
tgcagactgg
cccacaagag
aggaaacaaa
acagggagga
getgetgaca
aggrcattia
atnacaagnc
gatcctggtg
ctytgtecacc
ttgtgttgaa
gtgggaagga
gggagggttt
ctectecateg
ctteetcaca
tgttgcatgt
ggtecaggag
tatgacagtt
cttcacctac

ctggtgctygg
cectgecgat
aacactccaa
tgcattgace
cgcagagaag
agaaaggcgg

cggegegeee
tggececgeget
gattctttga
caaactgtge
acccgaaatt
tgtgagaggt
gtgttaggga
aagggacttg
gtaattattt
actatgteat
tecccaaggtt
ggtgttecta
agggaagage
ctgtecteate
ctcaagagga
ttecgeoccaa
tgcttetgtt
aaggctgtgt
tecectgttca
gctcagetct
tcttasstte
ccaattattt
ttctctagaa
ggaagtgnnn
acagttaaga
gggaaacgga
gctgtagaat
tgatttcaca
aacaaawcta
gtccecatgt
aaatctggat
tacagoctty
taaagagact
gtcattttct
catanggrarm
acagcagtcc
cwgccengaa
agcctttgea
nccnagattn
agtgcagceg
ggagagcaaa
agttctgttt
gaagtcatnc
ggtgaatact
aaggcagctt
atttgagagg
aattttteect

cogegetetg
tctttgagag
actgtgecct
cgaaattaaa
aaaaagtggg
cccagaaaaa

teccgeccac
ctgcatcagt
gagceatgte
ccttcagatt
aaagtggate
gtgagtcaga
agggcccata
ctttgcagtt
tattttcatt
ctecttigtt
tgtctotttg
cccccaagga
gagatccacce
catcacegtg
actcctttac
acccttcgeg
gacctccatg
atgaggtaat
caggctcatt
aagactgtag
ctggaaccga
ttaaaagcca
aggggagaac
nnntcttctg
gtcagtatct
gaaagctacc
tgttagtgat
gcagatgaaa
aaaatgtgaa
ggattcagaa
tgctgtgcaa
caccttenct
gggtagaaac
agawggagac
gccteteece
ttgaatggtt
tteccttggn
tctggatagg
gtacsctgtg
aggtggcaga
aggctgcatt
atcttctcat
ctengcagag
gtattttgtt
cctatacgeca
ccatttctac
aataaagttc
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catcagtgac
ccatgtegee
tcagattgtt
gtggatccaa
gaaaaaagaa
gaaaaactag

gccatggacg
gacggtaagc
gccagageca
gttgcaaggce
caagagtacc
cgectgagga
gccacttecet
tgctacactt
tagtctgatt
ctagtatctt
agctgaggeca
ttgcaggget
ctcatcccat
tgtctgeaag
tcaaaatggg
cgtytattgt
accaatgtet
ggcoctgagg
ttggacacac
atccttcata
atgcattctt
atgaataaaa
cacctacctt
cagtttttat
agttcttcag
aaaagatcat
gtgtgtotgy
aatccaacca
gecagttggg
ttattttaaa
tggcecactta
ccagttaggg
tggagggaga
agccetgecta
accttnatee
gttgacsccg
cgccaagtaa
gaaaaggggy
tttacactgt
cccotetgat
cetetgtggg
gggtgattat
cttgeagtgt
tcagttctgt
gtgtgtgett
tttgaagteca
tgtattcga

60

120
180
240
300
360

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2819
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9
<210> 17
<211> 93
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 17
Met Asp Ala Lys Val Val Ala Val Leu Ala Leu Val Leu Ala Ala Leu
1 5 10 15

Cys Ile Ser Asp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys
. 20 25 30
Arg Phe Phe Glu Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys
35 40 45

Ile Leu Asn Thr Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys
50 55 60

Ser Asn Asn Arg Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln
65 70 75 80

Glu Tyr Leu Asp Lys Ala Leu Asn Lys Arg Leu Lys Met
85 90

<210> 18

<211> 5

<212> BRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Durch
proteolytische Spaltung von SDF-l-beta
erhzltliches Peptid

<400> 18
Lys Arg Leu DLys Met
1 5

<210> 18

<211> 21

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer MMSEZ

<400> 19
acgccatgga cgccaaggtc g 21

<210> 20

<211> 25

<212> DNA

<213> Kunstliche Segquenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer GAS2

<400> 20
actgtaagga agaccctocte tcacc 25
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10
<210> 21
<211> 25
<212> DNA
<213> Kunstliche Seguenz
<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer GAS3
<400> 21
gttgagacta tgcatcgact ccaac 25
<210> 22
<211»> 101
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:
Aminosiuresequenz des reifen menschlichen
SDF-1-gamma-Proteins mit einem C-terminalen
Metionin (Ronstrukt M-mhSDF-1-gamma)
<400> 22
Met Asp Gly Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe
1 5 10 15
Phe Glu Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Len
20 25 30
Asn Thr Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn
35 40 45
Asn Arg Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr
50 55 60
Leu Glu Lys Ala Leu Asn Lys Gly Arg Arg Glu Glu Lys Val Gly Lys
65 70 75 80
Lys Glu Lys Ile Gly Lys Lys Lys Arg Gln Lys Lys Arg Lys Ala Ala
85 90 95

Gln Lys Arg Lys 2Asn
100

(112)
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June 2000

das ganze Dokument
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TLL"( 0 73‘)’ Ko, T 31 651 apor
el (+31-70) 3402040, Tx. 31 651 epo nl,
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Seq. 1D 7

WO 99 20759 A (GENETICS INST)

29. April 1999 (1999-04-29)

Seq. ID 1: 92% Identitdt mit beanspruchter
Seq. 1D 7

WO 00 06698 A (ENDRESS GREGORY A ;FLORENCE
KIMBERLY A (US); HUMAN GENOME SCIENCES)
10. Februar 2000 (2000-02-10)

Seq. ID 259 (aa 17— aa 23): 85% Identitdt
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KLUGBAUER N ET AL: "STRUCTURE AND
FUNCTIONAL EXPRESSION OF A NEW MEMBER OF
THE TETRODOTOXIN-SENSITIVE
VOLTAGE-~ACTIVATED SODIUM CHANNEL FAMILY
FROMHUMAN NEUROENDOCRINE CELLS"

EMBO JOURNAL,GB,OXFORD UNIVERSITY PRESS,
SURREY,

Bd. 14, Nr. 6, 15. Marz 1995 (1995-03-15),
Seiten 1084-1090, XP002069908

ISSN: 0261-4189

Fig. 1, Polypeptid umfassend Seq. ID 10

WO 97 33004 A (JACKSON LAB ;SEQUANA
THERAPEUTICS INC (US))

16. Oktaber 1997 (1997-10-16)
Polypeptid (Seq. ID 10, Seq. ID 4)
umfassend Seq. ID 8
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KIM S. ET AL.:
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CZARDYBON ET AL.: "Distribution of the
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Receptor Transcripts in the Nervous System
of Rat during Development. Nov. 2000"
XP002173375

Zusammenfassung

WO 01 44266 A (KARN JONATHAN ;RIBOTARGETS
LTD (6B); WALKER STEPHEN {GB))

21. Juni 2001 (2001-06-21)

Seq. ID 15 umfasst bheanspruchte Seq. ID 8
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