(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 691 29 990 T3 2006.07.13

12 Ubersetzung der gednderten europaischen Patentschrift

(97) EP 0 556 207 B2
(21) Deutsches Aktenzeichen: 691 29 990.0
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/GB91/01826
(96) Europaisches Aktenzeichen: 91 918 343.4
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 1992/007076
(86) PCT-Anmeldetag: 18.10.1991
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 30.04.1992
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 25.08.1993
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 12.08.1998
(97) Veroffentlichungstag
des geanderten Patents beim EPA: 16.11.2005
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 13.07.2006

shymtce: C12N 15/12(2006.01)
CO7K 14/00 (2006.01)
AG1K 38/00(2006.01)

(30) Unionsprioritat:
9022648 18.10.1990 GB

(73) Patentinhaber:
Synovis Ltd., London, GB

(74) Vertreter:

Rechts- und Patentanwaélte Lorenz Seidler Gossel,

80538 Miinchen

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

(72) Erfinder:
FELDMANN, Marc The Charing Cross Sunley,
Hammersmith London W6 8LW, GB; GRAY,
Patrick, William Icos Corporation, Bothell, WA
98021, US; TURNER, Martin, J. C. H. Hughes Med.
Inst. Univer, Ann Arbor, Ml 48109, US; BRENNAN,
Fionula, Mary The Charing Cross, Hammersmith
London W6 8LW, GB

(54) Bezeichnung: MODIFIZIERTER MENSCHLICHER TUMORNEKROSISFAKTOR-ALPHA-REZEPTOR

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




DE 69129990 T3 2006.07.13

Beschreibung
[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinante Proteine und ihre Verwendung.

[0002] Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa) ist ein wirkungsvolles Cytokin, welches ein breites Spektrum an bio-
logischen Antworten hervorruft. TNFa verursacht die Cytolyse oder Cytostase von vielen Tumorzelllinien in vi-
tro, induziert die hamorrhagische Nekrose von transplantierten Tumoren in Mausen, steigert die Phagozytose
und Cytotoxizitat von polymorphkernigen Neutrophilen und moduliert die Expression von vielen Proteinen, ein-
schliellich Lipoproteinlipase, Klasse-I-Antigenen des Haupt-Histokompatibilitatskomplexes und Cytokinen,
wie Interleukin 1 und Interleukin 6. TNFa scheint flir eine normale Immunantwort notwendig zu sein, jedoch
erzeugen grol’e Mengen dramatische pathogene Wirkungen. TNFa wurde als "Cachectin" bezeichnet, da es
der vorherrschende Faktor ist, der fiir das Auszehrungs-Syndrom (Kachexie), das mit neoplastischer Erkran-
kung und Parasitdmie in Verbindung steht, verantwortlich ist. TNF tragt ebenfalls hauptsachlich zur Toxizitat
bei gramnegativer Sepsis bei, da Antikérper gegen TNF infizierte Tiere schiitzen kénnen.

[0003] Die vielen Aktivitaten von TNFa werden durch das Binden an einen Zelloberflachenrezeptor vermittelt.
Radioliganden-Bindungsstudien haben die Anwesenheit von TNF-Rezeptoren auf einer grof3en Vielzahl von
Zelltypen bestatigt. Obgleich diese Rezeptoren in einer begrenzten Anzahl (1000-10 000 Rezeptoren/Zelle)
exprimiert werden, binden sie TNFa mit hoher Affinitat (Ka = 10° M~ bei 4°C). Lymphotoxin (LT, ebenfalls als
TNFB bezeichnet) besitzt ahnliche, wenn nicht identische biologische Aktivitdten zu TNFa, wahrscheinlich, da
sie beide von dem gleichen Rezeptor erkannt werden.

[0004] Kirzlich haben mehrere Laboratorien Heterogenitat in TNF-Rezeptorpraparationen nachgewiesen.
Zwei unterschiedliche Zelloberflachenrezeptoren, welche TNFa und TNF binden, sind kirzlich auf molekula-
rem Niveau charakterisiert worden. cDNA flir eine Form des Rezeptors mit einem Mr von 55 kD wurde isoliert,
und zwar unter Anwendung von Sonden, die aus der Peptidsequenz einer I6slichen Form des Rezeptors (1,
2) entworfen wurden. Ein zweiter Rezeptor mit einem Mr von 75 kD wurde mittels eines COS-Zell-Expressi-
onsvorgehens kloniert (3). Beide Rezeptoren sind Vertreter einer groReren Familie von Zytokin-Rezeptoren,
welche den Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor, das B-Zell-Antigen CD40 sowie das Ratten-T-Zell-Antigen
MRC OX40 einschlieRen. Darliber hinaus sind diese Rezeptoren zu dem vorhergesagten Produkt eines tran-
skriptionell aktiven offenen Leserasters aus dem Shope-Fibroma-Virus homolog, welcher zu einem sezernier-
ten Protein zu fiihren scheint.

[0005] Das am starksten konservierte Merkmal unter dieser Gruppe von Zelloberflachenrezeptoren ist die cy-
steinreiche extrazellulare Liganden-Bindungsdoméane, welche in vier sich wiederholende Motive von etwa vier-
zig Aminosauren eingeteilt werden kann. Wir haben nun vier |6sliche Rezeptorderivate des 55kD-TNFa-Re-
zeptors (TNFR) erzeugt. Jedes Derivat besteht aus der extrazellularen Bindungsdomane, jedoch ohne eine der
cysteinreichen Subdomanen. Wir haben festgestellt, dass das Derivat, welchem die zur Membran proximale
vierte Subdomane fehlt, die Fahigkeit beibehalt, TNFa mit hoher Affinitdt zu binden. Diese Feststellung findet
allgemeine Anwendbarkeit.

[0006] Demzufolge stellt die folgende Erfindung ein Polypeptid bereit, welches in der Lage ist, humanen TNFa
zu binden, und welches aus folgendem besteht:
(a) der Aminosauresequenz der drei ersten cysteinreichen Subdomanen der extrazellularen Bindungsdo-
mane des 55kD-Rezeptors fir humanen TNFa; oder
(b) einer Aminosauresequenz mit einer Homologie von 90% oder mehr zur Sequenz (a);

wobei dem Polypeptid die vierte cysteinreiche Subdomane des Rezeptors fehlt.

[0007] Die Erfindung sieht ebenfalls folgendes vor:
— eine DNA-Sequenz, welche ein solches Polypeptid codiert;
— einen Vektor, welcher eine DNA-Sequenz der Erfindung beinhaltet und welcher in der Lage ist, das Poly-
peptid der Erfindung, das von der DNA-Sequenz codiert wird, zu exprimieren, wenn er in einem transfor-
mierten Wirt vorgesehen wird; und ein Wirt, der mit einem solchen Vektor transformiert ist.

[0008] In den begleitenden Zeichnungen:

zeigt die Eig. 1 die Nucleotidsequenz der humanen TNFa-cDNA (SEQ ID Nr.: 24) und die codierte Aminosau-
resequenz (SEQ ID Nr.: 25). Die vorhergesagten Signalsequenzreste sind mit —40 bis —1 numeriert. Die Trans-
membrandomane ist eingerahmt und moégliche N-verknupfte Glycosylierungsstellen sind oberhalb mit einem
Strich versehen. Die mit der entworfenen Oligonucleotidsonde homologe Sequenz findet sich an den Nucleo-
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tidpositionen 477-533.

[0009] Fig. 2 ist ein Northern-Blot (Spuren 1-3) von 10 pg Oligo-dT-selektierter RNA aus humanen 293-Zellen
(Fibroblastenzelllinie) (Spur 1), Placenta (Spur 2) und Milz (Spur 3), hybridisiert mit der TNF-Rezeptor-cDNA
(Sma1-EcoRI-Fragment). Der Southern-Blot (Spuren 4-6) wurde mit der gleichen Sonde hybridisiert. Humane
genomische DNA (5 ug pro Spur) wurde mit Pst1 (Spur 4), Hind Il (Spur 5) und EcoRI (Spur 6) verdaut.

[0010] Fig. 3 zeigt die Bindungscharakteristika von rekombinantem humanem TNF-Rezeptor, welcher in
COS-7-Zellen exprimiert wurde. Die direkte Bindung von rekombinantem '?|-TNFa an COS-7-Zellen, welche
mit prTNFR transfiziert sind, ist in Diagramm A dargestellt. Das eingebundene Diagramm enthalt eine
Scatchard-Analyse, die sich aus diesen Daten ableitet. Wie in Diagramm B gezeigt, wurden Monoschichten
von Cos-7-Zellen, die mit TNFR-cDNA transfiziert waren, mit 1 nM '?°|I-TNF in Gegenwart von verschiedenen
Konzentrationen an nicht markiertem TNFa oder TNF inkubiert.

[0011] Fig. 4 zeigt die Effekte von l6slichem TNFR auf die TNFa-Bindung und biologische Aktivitat. Das Dia-
gramm A zeigt die Effekte von Uberstanden von Cos-7-Zellen, die mit einer cDNA transfiziert waren, welche
fur eine 16sliche Form des TNF-Rezeptors (pTNFRecd, gefiillte Kreise) codierte, oder pseudo-transfiziert (of-
fene Kreise) waren, auf die '?I-TNF-Bindung an U937-Zellen. Das Diagramm B zeigt die Effekte dieser Uber-
stande auf die TNF-vermittelte Abtotung der WEHI 164(Klon 13)-Linie. Assays wurden wie in Materialien und
Methoden beschrieben durchgefihrt.

[0012] Fig. 5 ist ein Diagramm der DNA-Sequenz von pTNFRecd und stellt ebenfalls einen Strategieplan fur
die auf Polymerasekettenreaktion (PCR) basierende Domanendeletion dar, wobei 5'UTR die 5'-untranslatierte
Region ist und | bis IV die vier cysteinreichen Subdoméanen sind. Die in der PCR in dem Beispiel verwendeten
Oligonucleotide und relevante Restriktionsstellen sind ebenfalls gezeigt.

[0013] Fig. 6 zeigt aufgereiht die Aminosauresequenzen der vier cysteinreichen Subdoméanen der
55kD(TNFR-55)- und 75kD(TNFR-75)-Rezeptoren und von Ratten-Nervenwachstumsfaktorrezeptor (NGFR),
humanem CD40 und Ratten-OX40. Homologie wird durch Einrahmungen gezeigt.

[0014] Die Fig. 7 bis Fig. 11 zeigen die Nucleotidsequenz und die vorausgesagte Aminosauresequenz des
codierten Polypeptids von pTNFRecd, pAl, pAll, pAlll und pAIV.

[0015] Fig. 12 zeigt die Ergebnisse der in Beispiel 1 beschriebenen Assays.

[0016] Ein Polypeptid gemaR der Erfindung ist in der Lage, humanen TNFa zu binden. Typischerweise besitzt
das Polypeptid eine Bindungsaffinitat fiir humanen TNFa von 10" M~ oder mehr, zum Beispiel 108 M~ oder
mehr. Die Affinitat kann zwischen 10" und 10'° M~', zum Beispiel von 108 bis 10° M liegen.

[0017] Ein bevorzugtes Polypeptid besteht aus den ersten drei cysteinreichen Subdomanen der extrazellula-
ren Bindungsdoméane des 55kD-Rezeptors flir humanen TNFa. Die Sequenz (a1) dieser drei Subdomanen ist

folgende:

vV € P Q G
X ¥ I HP QNNS I OCCTU RKTGCHIE KTGT Y
L ¥Y N D CPGPGQDTDCT®RETCTES ¢
§ F T A S E N HLRUEGCIUILS S OC S X C R X
EMM 6 Q V EI § 85 CTVDZRUDTITUVECOGE C
R X N Q ¥ R XK Y WS ENULT FQCTFEFNUEGCS
L € L X G TV HL S C Q E XK Q N TV ¢ (SEQID Nr.: 4)

[0018] Ein brauchbares Polypeptid weist die folgende Aminosauresequenz (c) auf:
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M ¢ L S TV P?PDILILLPIL YV L.LEZILTLV
G I.¥Y P S 6V I GLV P HTILGDTZ RTE K R
D S Vec?PQEGEKYIUEHEP QNN KNSISCGCGCT
K ¢ H X G T Y LYDNUDTG CE®PGPG QD T D
¢Cc RECESGS FTASETNEHTLTR RETC CTL
S ¢S K CCRKEMXGAQVE I S S CT VD
R DT V C G CRZE XKV NGO QY®RUHEYWS E N L
F Q CF NCS L CLXGTJVETLSCQE
XK © N T V C T (SEQIDNr:2). '

[0019] Abgesehen von der Aminosauresequenz (a) kbnnen die Polypeptide alternativ aus einer Aminosaure-
sequenz (b) bestehen, die eine Homologie von 90% oder mehr mit der Sequenz (a) besitzt. Der Grad der Ho-
mologie kann 95% oder mehr oder 98% oder mehr betragen. Die Aminosauresequenz (a) kann deshalb durch
eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen, -insertionen und/oder -deletionen und/oder durch eine Verlan-
gerung an einem der beiden Enden oder an jedem Ende modifiziert werden. Gleichwohl sollte keine Modifizie-
rung der Cysteinreste vorliegen. Ein die Sequenz (b) umfassendes Polypeptid muf’ natirlich noch in der Lage
sein, humanen TNFa zu binden.

[0020] Zum Beispiel kdnnen ein oder mehrere Aminosaurereste der Sequenz (a), die kein Cysteinrest sind,
substituiert oder deletiert werden, oder ein oder mehrere zusatzliche Aminosaurereste kdnnen inseriert wer-
den; vorausgesetzt, dass der physikochemische Charakter der urspriinglichen Sequenz beibehalten bleibt,
d.h. hinsichtlich der Ladungsdichte, Hydrophobizitat/Hydrophilizitdt, Grofle und Konfiguration. Konservative
Substitutionen kdnnen vorgenommen werden. Mdgliche Substitutionen sind, basierend auf dem Ein-Buchsta-
ben-Code (Eur. J. Biochem. 138, 9-37, 1984), die folgenden:

A fir G und umgekehrt;

V durch A, L oder G;

K durch R;

S durch T und umgekehrt;

E fir D und umgekehrt; und

Q durch N und umgekehrt.

[0021] Die Polypeptide der Erfindung bestehen aus der Sequenz (a) oder (b). Sie enthalten keine vierte cy-
steinreiche Subdomane.

[0022] Den Polypeptiden der Erfindung fehlt die vierte cysteinreiche Subdomane des 55kD-Rezeptors. Ins-
besondere fehlen ihnen die Cysteinreste der vierte Subdomane. Deshalb beinhalten sie, direkt nach der dritten
cysteinreichen Subdomane, nichts von der Aminosauresequenz bis zu dem letzten Cysteinrest der vierten cy-
steinreichen Subdoméane des relevanten Rezeptors.

[0023] Die Polypeptide sind typischerweise rekombinante Polypeptide, obgleich sie durch synthetische Ver-
fahren, wie durch Festphasen- oder Losungsphasen-Polypeptidsynthese, hergestellt werden kénnen, wobei in
diesem Falle ein automatischer Peptid-Synthesizer zur Anwendung kommen kann. Sie kénnen deshalb mit ei-
nem N-terminalen Rest M beginnen. Sie werden durch die rekombinante DNA-Technologie hergestellt. Die
Herstellung der Polypeptide hangt deshalb von der Bereitstellung einer das Polypeptid codierenden DNA-Se-
quenz ab. Eine geeignete Sequenz, welche die ersten drei cysteinreichen Subdomanen der exrazellularen Bin-
dungsdomane des 55kD-Rezeptors codiert, umfasst:
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‘ GTG TGT CCC CAA GGA
AAA TAT ATC CAC CCT CAA ART AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC
CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CGG GGG CAG
GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA
GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC ARA TGC CGA AAG
GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC CGG GAC
ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT
GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG
ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG TGC (SEQIDNr.:3).

[0024] Eine DNA-Sequenz kann ferner eine DNA-Sequenz beinhalten, die fir eine Signalsequenz codiert,
welche an das 5'-Ende der codierenden Sequenz angeheftet ist. Jedwede Signalsequenz kann geeignet sein.
Die Signalsequenz sollte in der Lage sein, die Sekretion des Polypeptids der Erfindung aus der Zelle zu lenken,
in welcher das Polypeptid exprimiert wird. Die Signalsequenz kann die naturliche Signalsequenz fur den
55kD-TNFa-Rezeptor sein. Eine geeignete DNA-Sequenz, welche die ersten drei cysteinreichen Subdomanen
der extrazelluldren Bindungsdomane des 55kD-Rezeptors und eine solche Signalsequenz codiert, ist deshalb:

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCG
CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT
ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT
GTG TGT CCC CAR GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT

TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT
CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC
TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC
TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC
ACA GTG GAC CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC
CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC
CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG
AAC ACC GTG TGC ACC (SEQIDNr.:1). ‘

[0025] Eine DNA-Sequenz, die ein Polypeptid der Erfindung codiert, kann synthetisiert werden. Alternativ
kann sie konstruiert werden, indem eine DNA-Sequenz, die den 55kD- oder 75kD-Rezeptor codiert, aus einer
Gen-Bibliothek isoliert wird und DNA stromabwarts der codierenden Sequenz fir die ersten drei cysteinreichen
Subdomanen der extrazelluldren Bindungsdomane des Rezeptors deletiert wird. Dies fiihrt zu DNA, welche die
ersten drei Subdomanen jedes Rezeptors codiert. Als ein Zwischenschritt kann DNA, welche die gesamte oder
fast die gesamte extrazelluldre Bindungsdomane codiert, isoliert werden und verdaut werden, um DNA strom-
abwarts der codierenden Sequenz fir die ersten drei Subdoméanen zu entfernen.

[0026] Eine modifizierte Nucleotidsequenz, die zum Beispiel eine Aminosauresequenz (b) codiert, kann er-
halten werden durch die Verwendung einer geeigneten Technik, einschlieRlich der Restriktion mit einer Endo-
nuclease, der Insertion von Linkem, der Verwendung einer Exonuclease und/oder einer Polymerase und orts-
spezifischer Mutagenese. Ob eine modifizierte DNA-Sequenz ein Polypeptid der Erfindung codiert, kann leicht
festgestellt werden. Das durch die Sequenz codierte Polypeptid kann in einem geeigneten Wirt exprimiert und
auf seine Fahigkeit hin getestet werden, spezifisch an humanen TNFa zu binden.

[0027] Fur die Expression eines Polypeptids der Erfindung wird ein Expressionsvektor konstruiert. Ein Ex-
pressionsvektor wird hergestellt, welcher eine DNA-Sequenz, die ein Polypeptid der Erfindung codiert, um-
fasst, und welcher in der Lager ist, das Polypeptid zu exprimieren, wenn er in einem geeigneten Wirt vorgese-
hen wird. Passende transkriptionelle und translationale Kontrollelemente werden vorgesehen, einschliellich
eines Promotors fiir die DNA-Sequenz, einer transkriptionellen Terminationsstelle und translationalen Start-
und Stopcodons. Die DNA-Sequenz wird in dem korrekten Raster vorgesehen, so dass die Expression des Po-
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lypeptids in einem Wirt, der mit dem Vektor kompatibel ist, stattfinden kann.

[0028] Der Expressionsvektor wird dann in einem passenden Wirt vorgesehen. Zellen, die den Vektor beher-
bergen, werden wachsen gelassen, so dass das Stattfinden der Expression ermdéglicht wird. Der Vektor kann
ein Plasmid oder ein viraler Vektor sein. Jedwedes angemessene Wirt-Vektor-System kann zur Anwendung
kommen.

[0029] Der transformierte Wirt kann ein prokaryotischer oder eukaryotischer Wirt sein. Ein bakterieller oder
Hefewirt kann verwendet werden, zum Beispiel E. coli oder S. cerevisiae. Insektenzellen kdnnen in alternativer
Weise verwendet werden, in welchem Fall ein Baculovirus-Expressions-System angemessen sein kann. Als
eine weitere Alternative kdnnen Zellen einer Saugerzelllinie, wie Eierstockzellen des chinesischen Hamsters
(CHO), transformiert werden. Ein Polypeptid, welches an einer, an zwei oder an drei der in Fig. 1 gezeigten
Stellen glykosyliert ist, kann durch geeignete Wahl der Wirtszellkultur erhalten werden.

[0030] Das Polypeptid der Erfindung kann isoliert und gereinigt werden. Der N-Terminus des Polypeptids
kann, aufgrund der Prozessierung des Translationsproduktes innerhalb einer Zelle oder wahrend das Produkt
aus einer Zelle sezerniert wird, heterogen sein. Deshalb kann eine Mischung von Polypeptiden gemaf der Er-
findung mit unterschiedlichen N-Termini erhalten werden. Das Polypeptid ist I8slich.

[0031] Die Polypeptide der Erfindung besitzen Aktivitat zum Binden von humanem TNFa. Diese Aktivitat weist
auf die mdgliche Verwendung der Polypeptide bei der Regulation von durch TNFa vermittelten Antwortreakti-
onen durch Binden und Sequestrieren von humanem TNFa hin, zum Beispiel auf eine mégliche Verwendung
bei der Behandlung von Lungenerkrankungen, septischem Schock, HIV-Infektion, Malaria, viraler Meningitis,
Transplantat-versus-Wirt-Reaktionen und Autoimmun-Erkrankungen, wie rheumatoider Arhritis.

[0032] Zu diesem Zweck kann ein Polypeptid der vorliegenden Erfindung in einer pharmazeutischen Zusam-
mensetzung formuliert werden. Die pharmazeutische Zusammensetzung umfasst ebenfalls ein(en) pharma-
zeutisch annehmbaren(s) Trager oder Verdinnungsmittel.

[0033] Das Polypeptid der Erfindung kann an einen Patienten mittels jedweder herkémmlichen Route verab-
reicht werden. Die Entscheidung, ob eine orale Route oder eine parenterale Route, wie eine subkutane, intra-
vendse oder intramuskulare Verabreichung, gewahlt wird; Gber die Dosis und die Haufigkeit der Verabreichung
hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab. Diese Faktoren schlieRen den Zweck der Verabreichung, das Alter
und das Gewicht des behandelten Patienten und den Zustand des Patienten ein. Typischerweise wird das Po-
lypeptid jedoch in einer Menge von 1 bis 1000 ug pro Dosis, starker bevorzugt von 10 bis 100 ug pro Dosis fur
jede Verabreichungsroute verabreicht.

[0034] Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung. Es wird ein Referenzbeispiel angegeben.
REFERENZBEISPIEL
1. Materialien und Methoden
Reagenzien

[0035] Rekombinanter humaner TNFa und TNF wurden als aus E. coli abgeleitete hochgereinigte Proteine
vorgesehen. Die spezifischen Aktivitiaten dieser Praparationen lagen bei etwa 107 Einheiten/mg, wie gemessen
in dem Cytotoxizitats-Assay mit L929-Mauszellen (4). Die synthetischen Oligonucleotide wurden durch den
Oswel-DNA-Service (University of Edinburgh) hergestellt.

Isolation von TNFa-55kD-Rezeptor-cDNA-Klonen

[0036] Die Sequenz eines Peptidfragmentes EM GQVEISSTVDRDTV C G (SEQ ID Nr.: 5)) des
TNF-Bindeproteins wurde verwendet, um eine synthetische Oligonucleotidsonde (5' AAG GAG ATG GGC
CAG GTT GAGATC TCT TCT ACT GTT GAC AAT GAC ACT GTG TGT GGC-3' (SEQ ID Nr.: 6)) zu entwerten.
Die 57-mer-DNA-Sonde wurde mit **P und T4-Polylnucleotidkinase (New England Biolab, Beverly, MA) mar-
kiert und verwendet, um eine Plazenta-cDNA-Bibliothek in gt10 zu screenen (5,6). Etwa 800 000 Phagen wur-
den auf Nitrocellulosefilter Gberfuihrt und bei verminderter Stringenz gescreent (7). Filter wurden 2 Stunden bei
42°C in 0,05 M Natriumphosphat, pH 6,5, 20% Formamid, 0,75 M Natriumchlorid, 0,075 M Natriumcitrat, 1%
Polyvinylpyrrolidon (Sigma, St. Louis, MO), 1% Ficoll, 1% Polyvinylpyrrolidon (Sigma, St. Louis, MO), 1% Fi-
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coll, 1% Rinderserumalbumin (Sigma) und 50 ng/ml mit Ultraschall behandelter Lachsspermien-DNA (Sigma)
inkubiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde dann den Filtern (108 cpm/ml Endkonzentration) zugesetzt,
welche 16 Stunden lang hybridisiert wurden. Die Filter wurden griindlich in 0,06 M Natriumchlorid, 0,006 M Na-
triumcitrat, 1% SDS bei 37°C gewaschen, und positive Klone wurden mittels Autoradiographie identifiziert.
Zehn hybridisierende Klone wurden Plaque-gereinigt (5), und die cDNA-InsertionsgréRe wurde mittels Polyac-
rylamidgel-Elektrophorese von EcoRI-verdauter Phagen-DNA bestimmt. Die Inserts von zwei cDNA-Klonen
wurden unter Verwendung der Didesoxy-Kettenabbruch-Technik (8) sequenziert.

Southern- und Northern-Blot-Analyse

[0037] DNA wurde aus menschlichen Lymphozyten mittels des Verfahrens von Blin und Stafford (9) isoliert
und fir die Southern-Blot-Analyse (10) verwendet. DNA wurde mit Restriktionsendonuclease (New England
Biolabs) verdaut, auf einem 1%igen Agarosegel fraktioniert und auf Nitrocellulose transferiert. Die Hybridisie-
rung und das Waschen wurden unter stringenten Bedingungen (6) unter Verwendung einer **P-markierten Pra-
paration eines 600 bp groRen Fragmentes der TNF-Rezeptor-cDNA durchgefiihrt. Eine Northern-Blot-Analyse
wurde (11) auf Oligo-dT-selektierter RNA durchgefiihrt, welche aus menschlicher Placenta, Milz (groRzlgiger-
weise von dem Cooperative Human Tissue Network, Birmingham, AL, zur Verfiigung gestellt) und einer Fibro-
blasten-Zelllinie (293-Zellen) isoliert worden war. Im Anschluss an die Elektrophorese auf einem Formalde-
hyd-1,2%-igem Agarose-Gel wurde die RNA auf Nitrocellulose Uberfihrt und mit der TNFa-Rezep-
tor-DNA-Sonde unter stringenten Bedingungen hybridisiert.

Saugerzellexpression des humanen TNFa-55kD-Rezeptors und von Derivaten

[0038] Die codierende Region des Grofteils des humanen TNFa-55kD-Rezeptors wurde als ein EcoRI-Frag-
ment isoliert und in einen Saugerzell-Expressionsvektor (12) kloniert, was zum Plasmid prTNFR fihrte. Das
EcoRI-Fragment codiert 374 Aminosauren des TNF-Rezeptors; die 81 carboxyterminalen Reste der cytoplas-
matischen Domane fehlen deshalb bei dieser Plasmidkonstruktion. Ein Derivat des TNFa-Rezeptors wurde er-
zeugt, indem ein Terminationscodon direkt vor der Transmembrandomane eingebaut wurde. Die Polymerase-
kettenreaktion(PCR)-Technik (13) wurde angewandt, um ein 300 bp grof3es Restriktionsfragment zu erzeugen,
das eine Bglll-Stelle am 5'-Ende und eine HindllI-Stelle, der ein TAG-Stoppcodon vorgeschaltet war, am 3'-En-
de enthielt. Die PCR-Primer waren 5’GCTGCTCCAAATGCCGAAAG (SEQ ID Nr.: 7) und 5AGTTCAAGCTT-
TTACAGTGCCCTTAACATTCTAA (SEQ ID Nr.: 8).

[0039] Das PCR-Produkt wurde Uber ein Gel gereinigt und in das TNF-Rezeptor-Expressionsplasmid (oben
beschrieben), das mit Bglll und Hindlll verdaut worden war, kloniert. Die DNA-Sequenzierung bestatigte, dass
das resultierende Plasmid (pTNFRecd) die entworfene DNA-Sequenz enthielt. E. coli, welcher pTNFRecd ent-
hielt, wurde bei der National Collection of Industrial and Marine Bacteria, Aberdeen, GB, am 11. September
1990, unter der Zugangs-Nummer NCIMB 40315 hinterlegt.

[0040] Die TNFa-Rezeptor-Expressionsplasmide wurden in Affen-COS-7-Zellen unter Verwendung von Lipo-
fectin (Gibco BRL, Bethesda, MD) gemal den Anweisungen des Herstellers transfiziert. Zellen wurden in Dul-
becco's modifiziertem Eagle-Medium, das 10% fétales Kalberserum enthielt, kultiviert.

Analyse von rekombinanten TNFa-55kD-Rezeptor-Derivaten

[0041] TNFa wurde mittels der lodogen-Methode (Pierce) gemaf den Anleitungen des Herstellers radioaktiv
iodiert. Die spezifische Aktivitat des '?I-TNFa lag bei 10 bis 30 pCi/ug. COS-Zellen, die mit der TNFa-Rezep-
tor-cDNA (prTNFR, 1300-bp-EcoRI-Fragment) transfiziert waren, wurden 24 Stunden lang inkubiert und dann
in Sechs-Loch-Gewebekulturplatten (Nunc) bei 4,5 x 108 Zellen pro Vertiefung eingeimpft. Die Zellen wurden
48 weitere Stunden inkubiert, und dann wurde die Rezeptorexpression durch Radioligandenbindung wahrend
2 Stunden bei 4°C quantifiziert. Die unspezifische Bindung von '®I-TNFa wurde in Gegenwart eines tausend-
fachen molaren Uberschusses von nicht-markiertem TNFa bestimmt. Bindungsdaten wurden mittels der
Scatchard-Methode analysiert (14).

[0042] Das TNFa-Rezeptorderivat wurde bezlglich der Inhibierung der '?*I-TNFa-Bindung an den natrlichen
Rezeptor auf humanen U937-Zellen analysiert. Der Kulturiiberstand wurde 72 Stunden, nachdem COS-Zellen
mit pTNFRecd transfiziert worden waren, geerntet. U937-Zellen (2 x 108 Zellen in 200 pl) wurden mit 1 nM
125l _-TNFa und Verdiinnungen von COS-Zellmedien 2 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden dann durch
20%ige Saccharose zentrifugiert, um ungebundenen TNFa zu entfernen. Eine nicht-spezifische Bindung wur-
de in Gegenwart von 1 uM nicht-markiertem TNFa bestimmt.
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[0043] Das TNFa-Rezeptor-Derivat wurde ebenfalls bezuglich der Inhibierung von zytotoxischen TNFa-Effek-
ten in vitro analysiert. Das Zytotoxizitats-Assay wurde so durchgefiihrt, wie es bei dem TNF-empfindlichen
WEHI-164-Zelllinien-Klon 13 beschrieben wurde (15). Reihenverdiinnungen von Uberstanden von COS-Zel-
len, die mit pTNFRecd transfiziert waren, oder pseudotransfizierten Kontrollen wurden mit einer konstanten
Menge an TNFa (1 ng/ml) 1 Stunde lang bei 27°C vor Zugabe zum Assay inkubiert.

2. Ergebnisse
Isolierung und Charakterisierung der TNFa-55kD-Rezeptor-cDNA

[0044] Eine partielle Aminosauresequenz des TNF-Bindungsproteins wurde verwendet, um eine synthetische
Oligonucleotidsonde zu entwerfen. Die radioaktiv markierte Sonde wurde verwendet, um eine humane Plazen-
ta-cDNA-Bibliothek in Lambda-gt10 zu screenen, und zehn hybridisierende Phagen wurden isoliert. Die Nuc-
leotid- und abgeleiteten Aminosauresequenzen des langsten cDNA-Klons sind in Fig. 1 dargestellt. Das dritte
potentielle ATG-Initiationscodon tritt bei Position 156 der Nucleotidsequenz auf; auf die ersten zwei ATG-Co-
dons folgen dicht Terminationscodons, und dem dritten ATG gehen die besten Translationsinitiations-Konsen-
sus-Nucleotide voran (16). Die cDNA codiert ein offenes Leseraster von 1365 Basen, welches fiir ein Polypep-
tid mit 455 Resten codiert. Beide der Peptidsequenzen, die durch die Aminosauresequenzierung bestimmt
wurden, wurden in der codierten cDNA identifiziert (17 von 19 und 18 von 19 passende Reste). Das flir das
TNF-Bindungsprotein identifizierte Amino-terminale Ende entspricht der von der cDNA codierten Sequenz, be-
ginnend am Rest 41. Die ersten 35 Aminosauren sind im allgemeinen ziemlich hydrophob und stellen wahr-
scheinlich eine Signalsequenz dar. Die Reste 3540 sind stark geladen (DREKR (SEQ-ID-Nr.: 9)), und eine
solche Sequenz wird typischerweise nicht in sekretorischen Signalsequenzen gefunden (17); vielleicht wird der
naturliche Rezeptor durch Proteolyse nach dem Rest 40 prozessiert, welcher eine dibasische Spaltungsstelle
enthalt (KR). Die Hydropathie-Analyse der Proteinsequenz sagt eine einzelne Transmembrandomaéne von 23
Aminosauren voraus. Diese hydrophobe Sequenz teilt das Protein in eine extrazellulare Domane von 171 Res-
ten und eine zytoplasmatische Doméane von 221 Resten. Die fur das TNF-Bindungsprotein bestimmte Amino-
saurezusammensetzung entspricht gut der vorausgesagten Zusammensetzung der von der cDNA codierten
extrazellularen Domane (Ergebnisse nicht gezeigt). Der Unterschied zwischen der vorausgesagten Rezeptor-
grélRe (40 000 Dalton) und der durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese bestimmten GroRRe (65 000 Dal-
ton, 18-20) ist wahrscheinlich durch Glykosylierung bedingt; es gibt vier potentielle N-verkniipfte Glykosylie-
rungsstellen in der Sequenz, wobei sich drei davon in der extrazellularen Doméane befinden. Die Sequenz ent-
halt eine groRe Anzahl (17) von Cysteinresten, wobei 24 davon in der extrazellularen Domane vorliegen. Die
Anordnung dieser Cysteinreste dhnelt derjenigen von mehreren anderen Zelloberflachen-Proteinen, was
nahelegt, dass der TNF-Rezeptor strukturell zu einer Familie von Rezeptoren verwandt ist.

[0045] Eine Northern-Blot-Analyse ist in Fig. 2 dargestellt. Die **P-markierte cDNA hybridisierte an eine ein-
zelne vorherrschende Bande von Oligo-dT-selektierter RNA aus humaner Plazenta oder Milz. Ein nebenrangi-
ges groReres Transkript wurde ebenfalls in RNA aus einer Fibroblasten-Zelllinie festgestellt. Die GréRe der hy-
bridisierenden Spezies betragt 2400 Basen, was in guter Ubereinstimmung mit der GréRe von isolierter cDNA
steht. Des weiteren wird in der Eig. 2 ein Southern-Blot von humaner genomischer DNA gezeigt, die mit einer
600 bp grofien Sonde aus der cDNA hybridisiert wurde. In jedem der drei unterschiedlichen Restriktionsver-
daus wurde nur ein einzelnes Hybridisierungssignal beobachtet. Somit scheint der TNF-Rezeptor, den wir iso-
liert haben, durch ein einzelnes Gen codiert zu sein.

Expression von rekombinanten TNF-Rezeptorsequenzen in Saugerzellen

[0046] Um zu bestatigen, dass die in Fig. 1 gezeigte cDNA tatsachlich den TNF-Rezeptor codiert, wurde die
cDNA fiir die Expression in Sdugerzellen manipuliert. Die cDNA enthalt eine EcoRI-Stelle an der Position 1270
von Fig. 1. Die fir den Rezeptor codierende Sequenz wurde als ein 1300 bp groRes EcoRI-Fragment (das alle
bis auf die letzten 81 Codons der zytoplasmatischen Domane enthielt) isoliert und in einen Sdugerzell-Expres-
sionsvektor, der einen Cytomegalovirus-Promotor und SV40-Transkriptionsterminationssequenzen enthielt, in-
seriert (12). Das resultierende Plasmid wurde in COS-Zellen transfiziert, welche nach drei Tagen hinsichtlich
der Expression des TNF-Rezeptors analysiert wurden. Wie in Fig. 3 gezeigt, hatten die transfizierten Zellen
spezifisch radioaktiv iodiertes TNFa in einer gesattigten und dosisabhangigen Weise gebunden. Die Populati-
on von COS-Zellen exprimierte etwa 1 x 10® Rezeptoren pro Zelle. Die gemessene Bindungsaktivitat der re-
kombinanten Rezeptoren betrug 2,5 x 10° M~ bei 4°C, was in enger Ubereinstimmung zum naturlichen Re-
zeptor auf menschlichen Zellen ist (19, 20). Die Bindung von '®I-TNFa (1 nM) an diese Zellen konnte durch
die Zugabe von nicht-markiertem TNFa oder Lymphotoxin inhibiert werden (Fig. 3b). COS-Zellen, die lediglich
mit dem Expressionsvektor transfiziert waren, banden nicht signifikant '®I-TNFa (weniger als 2% der Bindung,
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welche bei der cDNA-Transfektion zu sehen war).

[0047] Die extrazellulare Doméane des TNF-Rezeptors wird natirlicherweise von den Zellen abgeworfen. Um
ein ahnliches rekombinantes Derivat herzustellen, wurde ein Stoppcodon, das der Transmembrandomane vo-
rausgeht, mittels PCR-Mutagenese in die cDNA eingebaut. Die modifizierte DNA wurde in das Expressions-
plasmid inseriert und anschlielRend in COS-Zellen transfiziert. Nach drei Tagen wurden die COS-Zellmedien
bezuglich der Inhibition der TNFa-Bindung an humane U937-Zellen getestet. Wie in Fig. 4a gezeigt, inhibierten
die Medien der transfizierten Zellen bis zu 70% der Bindung von TNFa. Das rekombinante TNF-Rezeptor-De-
rivat wurde als nachstes bezliglich der Inhibierung der biologischen TNFa-Aktivitat getestet. Ein empfindlicher
Bioassay fur TNFa ist die Messung der Zytolyse von Maus-WEHI-164-Zellen (Klon 13). Die Medien der trans-
fizierten Zellen inhibierten 60% der TNFa-Zytotoxizitat bei dieser Zelllinie (Fig. 4b). Medien von pseudotrans-
fizierten COS-Zellen inhibierten nicht die durch TNFa induzierte Zytotoxizitat oder Bindung. Diese Experimente
zeigen, dass die rekombinante extrazellulare Domane des TNF-Rezeptors in der Lage ist, TNF zu binden und
seine biologische Aktivitat zu inhibieren.

BEISPIEL 1: Expression von Polypeptid, das im wesentlichen aus den ersten drei cysteinreichen Subdomanen
der extrazellularen Bindungsdomane des 55kD-Rezeptors besteht

1. MATERIALIEN UND METHODEN
Reagenzien

[0048] Von E. coli abgeleiteter rekombinanter humaner TNFa besalk eine spezifische Aktivitat von 2 x 107
U/mg in einem L929-Zytotoxizitdtsassay. Oligonucleotide wurden von Oswel DNA Service (Universitat Edin-
burgh) erworben.

Erzeugung der rekombinanten I6slichen TNFR-Derivate

[0049] Die Deletion jeder der Subdomanen in dem rekombinanten I6slichen TNFR wurde mittels PCR-Frag-
ment-Verknipfung und PCR-Mutagenese erreicht. Die Sequenz der in diesen Experimenten verwendeten Oli-
gonucleotide ist in Tabelle 1 angefiihrt, und ihre Lokalisierungen in bezug auf die vier cysteinreichen Subdo-
manen ist in Eig. 5 gezeigt. Die vier Subdomanen sind in bezug aufeinander in Eig. 6 aufgereiht.

[0050] Das Plasmid pTNFRecd (Referenzbeispiel) ist in der Fig. 7 gezeigt. pTNFRecd wurde ferner modifi-
ziert, um untranslatierte 5'-Sequenzen durch Klonierung des Clal/Bglll-verdauten Produktes einer PCR unter
Verwendung der Oligos 5'Cla und IlIA in Clal/Bglll-verdauten pTNFRecd zu entfernen, wodurch man 5'-ACla
erhielt. Der Verdau von 5'-ACla mit Pst-1 und erneute Ligation fuhrten zu der Erzeugung von pAll, welchem
die zweite cysteinreiche Subdomane fehlte (Fig. 9). Die vierte cysteinreiche Subdomane wurde entfernt durch
Klonierung des Bglll/Hindlll-verdauten Produktes einer PCR unter Verwendung der Oligonucleotide 5A und 4D
in Bglll/HindllI-5'-ACla; dies fuhrte ein Terminationscodon nach Aminosaure 167 ein (gezahlt von dem An-
fangs-Methionin), wodurch man pAlV erhielt (Eig. 11). Die Konstrukte pl (Eig. 8) und pAlll (Eig. 10), welchen
die erste bzw. dritte cysteinreiche Subdomane fehlte, wurden erzeugt durch Verknipfen von PCR-Fragmenten
mit Hilfe von in die fiir die PCR verwendeten Primer eingefiihrten Uberhangen. Die (iber ein Gel gereinigten
Produkte von PCRs unter Verwendung von &' Cla und IA und IB und 5D wurden gemischt und einer weiteren
Amplifizierung unter Verwendung von 5' Cla und 5D als Primer unterzogen. Das resultierende Fragment wurde
mit Clal und Bglll verdaut und in Clal/Bglll-verdauten pTNFRecd kloniert, wodurch pAl erhalten wurde.

[0051] In &hnlicher Weise wurden die gelgereinigten Produkte von PCRs unter Verwendung von 5' Cla und
[lIA und 11IB und 5D gemischt und einer weiteren Amplifizierung unter Verwendung von 5' Cla und 5D als Primer
unterzogen. Dieses Produkt wurde mit Bglll und Hindlll verdaut und in Bglll/Hindlll-geschnittenen 5'-ACla klo-
niert, um pAlll zu erhalten. In allen Fallen wurden die klonierten Derivate durch Restriktionsenzym-Analyse und
DNA-Sequenzierung unter Verwendung von Sequenase (United States Biochemical Corporation) analysiert.
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Tabelle 1: Struktur der mutagenen Oligonucleotide

Oligo- Sequenz

Name

s'cla 51 ~GTTCTATCGATAAGAGGCCATAGCTGTCTGGC~3 ' (SEQID Nr.: 10)
IA 5! —GCTCTCACACTCTCTCTICTCCCIGTCCCCTAG=3"  (SEQ ID Nr.: 11)
IB 5 ' ~AGGGAGAAGAGAGAGTCTGAGAGCCGCTCCTTC-3"  (SEQID Nr.: 12)
IIIA 5 ' ~TGCATGGCAGGTACACACGGTGTCCCGGTCCAC-3" (SEQIDNr: 13)
IIIB 5t —GACACCGTGTGTACCTGCCATGCAGGTTTCTTT-3 1 (SEQID Nr.: 14)
4D 5 ' “GGCCARGCTTCAGGTGCACACGETGTTCTG-3 ! (SEQ ID Nr.: 15)
SA 5'~GCTGCTCCAARTGCCGAAAG-3"  (SEQID Nr.: 16)

5D 5'~AGTTCAAGCTTTACAGTGCCCTTAACATTCTAA-3" (SEQIDNr.: 17)

Analyse von rekombinanten I8slichen TNFR-Derivaten

[0052] COS-Zellen wurden in Dulbecco's modifiziertem Eagles-Medium, das 5% fotales Kélberserum enthielt,
gehalten. Die l6slichen TNFa-Rezeptor-Derivate wurden in Affen-COS-Zellen mit Hilfe von Lipofectin (GIB-
CO-BRL, Bethesda MD) gemaR dem Protokoll des Herstellers transfiziert, und zellfreie Uberstande wurden 72
Stunden nach der Transfektion abgeerntet.

Inhibition der TNFa-Aktivitat

[0053] Die Islichen TNFa-Rezeptor-Derivate wurden bezuglich der Inhibition der zytotoxischen TNFa-Aktivi-
tat in vitro analysiert. Der Zytotoxizitatsassay wurde durchgefuhrt, wie es bezuglich der TNFa-empfindlichen
Zelllinie WEHI 164, Klon 13, beschrieben wurde. Reihenverdiinnungen von Uberstanden von COS-Zellen, die
mit mutanten Rezeptoren transfiziert waren, oder pseudotransfizierten Kontrollen wurden mit einer konstanten
Menge an TNF (1 ng/ml) 1 Stunde lang bei 37°C vor Zugabe zu dem Assay inkubiert.

2. ERGEBNISSE

[0054] Um mehr Uber den Beitrag der einzelnen cysteinreichen Subdomanen zu der Bindung von TNFa durch
die I6sliche Form des 55kD-TNF-Rezeptors zu verstehen, entfernten wir jede Subdomane mittels PCR-Muta-
genese (Fig. 5). COS-Zellen wurden mit jedem dieser Konstrukte transfiziert, und die Uberstande wurden hin-
sichtlich ihres Vermdgens getestet, die zytotoxische Aktivitdt von TNFa zu inhibieren. Die Tafel A von Fig. 12
zeigt, dass konditioniertes Medium von COS-Zellen, die mit pTNFRecd transfiziert waren, TNFa, wie vorste-
hend beschrieben, inhibiert. Die Entfernung der vierten cysteinreichen Subdoméane fihrte zu einem Protein,
welches, ahnlich zu TNFRecd, ein potenter Inhibitor von TNFa war (Eig. 12, Tafel B). Die Mutanten, welchen
die erste, zweite und dritte Subdomane fehlte, zeigten keinerlei inhibitorische Aktivitat in dem TNFa-Zytotoxi-
zitatsassay.
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SEQUENZAUFLISTUNG

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(i) ANMELDER
(A) NAME: The Mathilda and Terence Kennedy Institute of Rheuma-
tology
(B) STRASSE: 6 Bute Gardens, Hammersmith
(C) STADT: London
(D) BUNDESSTAAT: GroRlondon
(E) LAND: Grof3britannien
(F) POSTLEITZAHL (ZIP):. W6 7TDW

(i) TITEL DER ERFINDUNG: Modifizierter humaner TNF-alpha (Tumornekrosefak-
tor alpha)-Rezeptor

(iity ANZAHL VON SEQUENZEN: 57

(iv) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) MEDIUMTYP: Diskette
(B) COMPUTER: IBM-PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPO)

(v) DATEN DER GEGENWARTIGEN ANMELDUNG:
ANMELDUNGS-NUMMER: EP 91918343.4

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 1:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 501 Basenpaare

(B) TYP: Nukleinsdure
(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISIERUNG: 1..501

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 1:
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68 BE 35 35 84% B B &Y E& 849
687 B 85 g4 84 4% 3§48 85 B 44

B BI® 83 By §E 2§ 3% 85 84 BS

61 8¢ BE ¢ 4% 85 33 8§ BS5 ER B

gE  Ha BS g4 83 B4 33 EY GEIT &3

4 EZ &Y Be BER Bd 325 Y4 3§ 844
837 83 44 Be 85 Hd® §F 8% §& BE
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BE a& 45 288 g% $5 BY B HER HE 44
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167 Aminoséauren
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Aminosaure
linear

LANGE:
TYP:
TOPOLOGIE:

(A)
(B)
(D)

(i) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 2:

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 2:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
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HetGlyleer'era.lProAspIequIeuProleuValIaxleu
10 15

GluI.axlaJVal Gly Iie Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly leu Val Pro
25 . 30

HLsLeuGlyAspArgGluLysAngspSerValestGlnGlylys
35 40 45

'IyrIleH.stmGJJxAsnAsnSernequysmwscysmslys
: 50 55

Gly'mr'IeraJTyrAsnAsprsProGlmeGlyGlnAsp'mrAsp
80

Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn His leu
85 80 o5

ArgmsquanSerquerzyscysArglysslunetslyclnm
105

GluIleSerSerCys'eralpspAzgksperalQrsGlyc}'sArg
115

Lys Asn Gln Tyr Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Fhe
130 135 140

AsncysSerla:cysmA\snGly‘lhrValm.stSerCYSGlnGlu
145 155 160

Iys Gln Asn Thr Val Cys Thr
165

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 3:
(i SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 372 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISIERUNG: 1..372

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 3:
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GIG TGT OCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA 2AT AAT TCOG ATT TGC 48
Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
1 5 10 15
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TIG TAC AAT GAC TGT CCA GGC 96
Cys Thr Lys Cys His Iys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly
20 25 30
@@mGATACBGAC'IGCPGGGPGTGTGMSAGCCSCTOCTICAm 144
Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Pne Thr
35 40 45
"GCT TCA GAR AAC CAC CTC AGA CAC TGC CIC AGC TGC TCC AAA TGC &3 192
Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg
50 55 6
AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GIG GAC OGG GAC 240

Lys Glu Met Gly Gln Val Glu Ile Ser Ser Cys Thr Val Asp Arg Asp
65 70 75 . 80

A&:GIG'IGTGGC‘IGCA@APGAACQG'IAC(IGCAT'H\TT@AGI‘GAA 288

TTC ART TGC AGC CTC TGC CIC AAT GGG ALC GIG 336
Asn Gly Thr Val
1

372

I

g 7
58 5
58
g

HE B
83 ¢
94 ¥

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 4:

(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 124 Aminos&uren
(B) TYP: Aminoséaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 4:
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Valr_ystGMGlyI.ys'IyrIleHJ.sProGlnAsnAsnSerIleCys
10 15

cys'lhrlysCysHis"lysGlthrTeraJIyrAsnAspcystGly
20 25 30
Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr
35 40 45
AlaSe.rGluAmmsIeuArgHJ.SCystSercysSerIysCysArg

50 55

Iys Glu Met Gly Gln val Glu IleSe.rSerC}’s'eralAspArgAsp
€5 70 80

'eraleSGlyCysArgLyslsnGlnTyrArgms'IerrpSerclu
95

Asn Ieu Phe Gln Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu Asn Gly Thr Val
100 105 110

His Ieu Ser Cys Gln Glu Lys Gln Asn Thr vVal Cys
115 120

(2) INFORMATION FUR SEQID Nr. 5:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 18 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 5:

Glu Met Gly Gln Val GluIleSerSer'era.lAspArgAsp'IhrVal
1 5 10

Cys Gly

(2) INFORMATION FUR SEQ D Nr. 6:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 57 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 6:
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AAGGAGATGG GOCAGGTTGA GATCTCTTCT ACTGTTGACA ATGACACIGT GIGIGGC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 7:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE:

(B) TYP:

(C) STRANGART:
(D) TOPOLOGIE:

20 Basenpaare
Nukleinsaure
einzelstrangig
linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 7:

GCTGCTCCAA ATGOOGAAMG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 8:

(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 34 Basenpaare

(B) TYP:
(C) STRANGART:
(D) TOPOLOGIE:

Nukleinsaure
einzelstrangig
linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 8;
ACTTCAAGCT TTTACAGTGC CCTTAACATT CTAA

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 9:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE:

(B) TYP:

(C) STRANGART:
(D) TOPOLOGIE:

5 Aminosauren
Aminosaure
einzelstrangig
linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 9:

?SPAIgGl\IIb'Sérg

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 10:

(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE:
(B) TYP:

32 Basenpaare
Nukleinsaure
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(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 10:
GTTCTATCGA TAAGAGGCCA TAGCIGICTG GC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 11:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 11:
GCTCTCACAC TCTCTCTICT CCCTGTOOCC TAG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 12:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 12:
AGCGGAGAAGA GAGAGTGTGA GAGOGGCTCC TTC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 13:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE:; 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 13:
TGCATGGCAG GIACACACGG TGTCCOGGTC CAC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 14:
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(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 14:
GACACOGIGT GTACCTGCCA TGCAGGTTIC TTT

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 15:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A)  LANGE: 30 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 15:
GGOCAAGCTT CAGGTGCACA CGGTGTTCTG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 16:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 16:
GCTGCTCCAA ATGCCGAAAG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 17:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 17:
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AGTTCAAGCT TTACAGIGOC CTTAACATIC TRA

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 18:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 31 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinséure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 18:

CGCAGAATTC COCGCAGCOCA TGGOGOCOGT OGCC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 19:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear -

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 19:

GIAAGGATCC TATOGCCAGT GCTCCCTTCA GCT

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 20:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 21 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 20:
ACACGACTTC ATCCACGGAT A

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 21:

() SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 36 Basenpaare
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(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 21:
ACGTTCTAGA CTAGTOGCCA GIGCTCCCTT CAGCIG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 22:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 21 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 22:
CAGAACOGCA TCTGCACCTG C©

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 23:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 34 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 23:
ACGTTCTAGA CTIGCACACC ACGTCTGATG TTTC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 24:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 2062 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure

(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: cDNA zu mRNA

(ix) MERKMAL:
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(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISIERUNG: 155..1519

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 24:

-
ol
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316
364
412
460
508
556
604
652
700
748
796

844

2§ 8% §) B& g4 84 BI8 B Es 88 EI EAR
dd d& 88% 8% B& BE B& §9¥% Hy HE BY BE
BE B3 B& BIS By &% BI Y& §¥E B §Z &1
84 d& 34 B& BRI 83 48 2§ EB& Hoh 94 B
HA® Y& 8F 84 E& 283 Bs dd ds EI Q&R HY
g §8% B& 4F 88 25 248 3% 30 45 g9 EER
£% 35 488 Bi BF 4% BE 388 88 Y& By EE
5 84 44 84% 83 8& B& 34 QEE B &k B¢
g8 B& 8% 2§ B3 84§ 84 BE B do6d 85 B
HEs 2% 85 34 4§ BESY BR HBY HEE B3 HaR Ed
E& §4% 85 By 83 B¢ BHIT B E& 84 B BER
Be B& BE® B3 4% H& 2§ 848 §§ 3Fs 457 ER
5y 8% §5 44% 8% 3% 83 B¢ 928 4% EE 44
5% B4 §F B B%8 BE Hy H& B4 BHo® Hi &d
ggs By B& B3 35 383 BE 88 B 2% 8GR &3
15 48® 3% §5 By BY EEH 8§ Ha H4 A4 mms

892
540

245

260

Ser Lys leu Tyr Ser Ile
240
23/60

Trp

255

OGG TGG ARG TCC AAG CTC TAC TCC AIT

Arg

235

250

ATG TAT OGC TAC CAA
Met Tyr Arg Tyr Gln

Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr

GIT TCGT GGG AAA TOG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CIT GAA GGA ACT

Gly Lemu

GGT TIA
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988
1036
1084
1132
1180
1228
1276
1324
1372
1420
1468

¢ 44 BEZ 82 8§43 84 EE BER Y& 5§ 43
BE E& U3 BER BE BE 4§34 48 H4g BI 49
Ge 84 B3 &3 45% BE 4% BR BY BES 48
HER HBA ER BE 86 888 BE BE 4§ 88 438
g¥ &4 28 8% Ei &% BER 8% 4§y BI 8
Ex BE HER B3 B8R ©A B3 BA% HE 48 BS
49 BF EB& 888 2§ 8% B8R 33 848 H2 4§38
g BE 8% dd HER 63 HE 84 B3 833 B3
288 54 B H& HS 4§48 BY 3% 83 HE 833
Bk k&R BE BE BE 88 458 4% BE 8F 8%
8d 8¢ 488 BF 3% €& 43 EBiZ B BR i
83 B1 && 038 88 2% B¢ 8§ B&R 44 4%
gk 44 H& B¢ 845 84 B3 6§ HE #ES BY
358 BE B4 48 bHY H3% 84 8F 88 HF B3®
4o HaR By &F 3 Gy #5% BE 32§ 8% &9
Ge E& BHE BE dH 3% B3 BdR 45 BE HE

1516
1569
1628
1683

AGA TGAGGCTGCE OCCTGOEGGC AGCICTAAGG ACOGTOCTOG CAGATOGOCT

TCCAACCCCA CTITITICIG GAAAGGAGGG GTCCTGCAGG GGCAAGCALG AGCTAGCAGC

OGCCTACTTG GTGCTAACCC CTCGATGTAC ATAGCITITC TCAGCTGOCT GOGOGONGS
24/60
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GACAGTCAGC GCTGTGOGNS COGAGAGAGG TGCGOOGTGG GCTCAAGAGC CTGAGIGGGT 1749
GGTTIGOGAG GATGAGGGAC GCTATGOCTC ATGCOCGTTT TGGGIGTCCT CACCAGCAAG 1809
GCTGCTOGGG GGOOCCTGOT TCGTCCCTGA GOCTTTTICA CAGTGCATAA GCAGTTTTIT — 1B6S
TIGITITIGT TTTCTTTIGT TTTGTTTTTA AATCAATCAT GTTACACTAA TAGARACTTG 1329
GCACTOCTGT GOOCTCTGCC TGGACAAGCA CATAGCAMGC TGAACTGICC TAAGGCAGGG 1989
GOGAGCACGG AACAATGGGG CCTTCAGCTG GAGCTGTGGA CTTTTGTACA TACACTARRA 2049

TICTGAAGIT AAG 2062

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 25:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 455 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 25:

Met Gly leu Ser Thr Val Pro Asp leu Leu leu Pro lLeu Val Ieu Ieu
1 5 10 15

GluI.euI.euVal Gly Ile’IermSe.rGlyVal Ile Gly leu Val Pro
30

Hlsl_euGlyAspArgGIuI_ysArgAspSerValCysProGlnGlyLys
45

'IyrIleHlsProGlnAsxAmSerIleCysqrs'mrLyscysHJsLys
50 55

Glymr'IeraJ'mrAmAspcystGlyProGlyGlnAspMAsp
65 70 80

CysArgGluCysGluSerGlySe.rPhemrAlaSerGluAc.:nHlsleu
90 95

A:gﬂisC}*slmSercysSerLysCysAzglysGlurthlyGanal
100 105 110

GluIleSerSerCyseralPsPAngsoeralesGl}’CysArg
115 )

LyspsnGlnIyrArgHJs'Iyr’IrpSerGluAsnLeuRnGlnCysme
130 135 140

Asn Cys Ser Leu Cys Leu Asn Gly Thr Val His Len Ser Cys Gln Glu
145 150 A 155 160
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IysGInAsn'erales'mrq;sHlsAlaGlyPhenmelmA:gGlu
165 170 175

Asn Glu Cys Val Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Lea Glu Cys Thr
180 185 190

1ys Leu Cys Leu Pro Gln Ile Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser
195 | 200 205

Gly Thr Thr Val Leu Leu Pro leu Val Ile Phe Fhe Gly Leu Cys Leu
210 215 220

leu Ser Ieu leu Phe Ile Gly leu Met Tyr Arg Tyr Gln Arg Trp Lys
225 230 235 240

Se.rlys-I.aA'IyrSerIleValCysGlyLySSer'BerroGlulysGlu
245 250 255

Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Iys Pro leu Ala Pro Asn Pro Ser
260 265 270

Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr leu Gly Phe Ser Pro Val
- 275 280 285

Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr Pro Gly Asp Cys
290 - 295 300 ‘

Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala Pro Pro Tyr Gln Gly
305 310 315 320

Ala Asp Pro Ile leu Ala Tnr Ala leu Ala Ser Asp Pro Ile Pro Asn
325 330 335

Pro leu Gln Lys Trp Glu Asp Ser Ala His lys Pro Gln Ser Ieu Asp
340 345 350

Thr Asp Asp Pro Arg Thr Leu Tyr Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro
355 360 365

IeuArg'I‘rplysGluPheValArgArgLaJGlyI.aJSerAsp}hsGlu
370 375 380

Ile Asp Arg Ieu Glu Leu Gln Asn Gly Arg Cys Leu Arg Glu Ala Gln
385 350 395 400

Tyr Ser Met Leu Ala Thr Trp Arg Arg Arg Thr Pro Arg Arg Glu Ala
405 410 415

Thr Leu Glu Ieu leu Gly Arg Val leu Arg Asp Met Asp Leu Ieu Gly
420 ' 425 430

Cys leu Glu Asp Ile Glu Glu Ala Ieu Cys Gly Pro Ala Ala Ieu Pro
435 440 445

Pro Ala Pro Ser Leu leu Arg
450 455
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 26:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 40 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 26:

Val Cys Pro Gln Gly Lys Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys
-1 5 10 15

q'smrlysqsﬁislyscly'nxrlyrlaxmm}sp%smcly
20 25 )
Pro Gly Gln Asp Thr Asp Cys Arg

35 ) 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 27:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 38 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 27:
Thr Cys Arg leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys Cys
1 5 10 15

Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His Ala Lys Val Phe Cys Thr Lys Thr
20 25 30
Ser Asp Thr Val Cys Asp
35

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 28:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 35 Aminosauren
(B) TYP: Aminoséaure
(C) STRANGART: einzelstrangig

(D) TOPOLOGIE: linear
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(ii) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 28:

‘mrq'sSererlyLax'IyrmrIﬁsSerGlyGlucyscysIgsAla
1 5 10

Cys Asn Leu Gly Glu Gly Val Ala Gln Pro Cys Gly Ala Asn Gln Thr
20 ' . 25 30

Val Cys Glu
35

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 29:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 36 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 29:

Ala Cys Arg Glu Lys Gln Tyr Ieu Ile Asn Ser Gln Cys Cys Ser Ieu
1 5 . 10 15

Cys Gln Pro Gly Gln Lys Leu Val Ser Asp Cys Thr Glu Phe Thr Glu
20 25 30

Thr Glu Cys len
35

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 30:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 36 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 30:
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Asn Cys Val Lys Asp Thr Tyr Pro Ser Gly His Lys Cys Cys Arg Glu
1 5 10 15

Cys Gln Pro Gly His Gly Met Val Ser Arg Cys .Asp His Thr Arg Asp
20 25 30

Thr Val Cys His
35

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 31:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 43 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 31:

Glu Cys Glu Ser Gly Ser FPhe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His
1 5 10 15

Cys Leu Ser Cys Ser ILys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln val Glu Ile
. 20 25 30

Ser Ser Cys Thr Val Asp Arg Asp Thr Val Cys
35 40 ’

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 32:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 42 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 32:

Ser Cys Glu Asp Ser Thr Tyr Thr Gln leu Trp Asn Trp Val Pro Glu
1 -5 10 15

Cys Leu Ser Cys Gly Ser Arg Cys Ser Ser Asp Gln Val Glu Thr Gln
20 _ 25 30

Ala Cys Thr Arg Glu Gln Asn Ary Ile Cys
35 40

29/60



DE 69129990 T3 2006.07.13

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 33:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 42 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 33:

Pro Cys leu Asp Asn Val Thr Phe Ser Asp Val Val Ser Ala Thr Glu
1 5 10 15

Pro Cys lys Pro Cys Thr Glu Cys Ieu Gly leu Gln Ser Met Ser Ala
20 25 30

Pro Cys Val Glu Ala Asp Asp Ala Val Cys
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 34:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 43 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 34:

Pro Cys Gly Glu Ser Glu Phe leu Asp Thr Trp Asn Arg Glu Thr His
1 5 10 15

Cys His Gln His Lys Tyr Cys Asp Pro Asn leu Gly Ieu Arg Val Gln
20 25 30

Gln Lys Gly Thr Ser Glu Thr Asp Thr Ile Cys
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 35:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 42 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 35:

Pro Cys Glu Pro Gly Phe Tyr Asn Glu Ala Val Asn Tyr Asp Thr Cys
1 5 ' 10 15

Lys Gln Cys Thr Gln Cys Asn His Arg Ser Gly Ser Glu Leu Lys Gln
20 25 30

Asn Cys Thr Pro Thr Glu Asp Thr Val Cys
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 36:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 41 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 36:

GlyCysAregsAsnGln’IyrArgHis'Iyr'npSerGluAsniguPhe
1 5 10

GlnCysPheAsncysSerI.eu'cysLeuAsnGlymValHisIeUSer
20 25 30

Cvs Gln Glu Lys Gln Asn Thr Val Cys
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 37:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 44 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 37:
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Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cys Ala leu Ser Lys Gln Glu Gly Cys
1 5 10 15

Arg ILeu Cys Ala Pro Leu Arg Lys Cys Arg Pro Gly Phe Gly Val Ala
20 25 ‘ 30

Arg Pro Gly Thr Glu Thr Ser Asp Val Val Cys Iys
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 38:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 40 Aminosauren
(B) TYP: Aminoséaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 38:

Arg Cys Ala Tyr Gly Tyr Tyr Gln Asp Glu Glu Thr Gly His Cys Glu

1 5 10 15

Ala Cys Ser Val Cys Glu Val Gly Ser Gly Leu Val Phe Ser Cys Gln
20 25 30

Asp Lys Gln Asn Thr Val Cys Glu
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 39:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 41 Aminoséuren
(B) TYP: Aminoséaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 39:

Thr Cys Glu Glu Gly Trp His Cys Thr Ser Glu Ala Cys Glu Ser Cys
1 5 10 15

Val lLeu His Arg Ser Cys Ser Pro Gly Phe Gly Val Lys Gln Ile Ala
20 25 30

Thr Gly Val Ser Asp Thr Ile Cys Glu
35 40
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 40:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 39 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 40:

Thr Cys His Ala Gly Phe Phe len Arg Glu Asn Glu Cys Val Ser Cys
1l 5 10 : - 15

Ser Asn Cys Iys Lys Ser leu Glu Cys Thr Iys Leu Cys Leu Pro Gln
20 25 30

IJle Glu Asn Val lys Gly Thr
35

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 41:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 39 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 41:

Pro Cys Ala Pro Gly Thr Fhe Ser Asn Thr Thr Ser Ser Thr Asp Ile
1 5 10 15

Cys Arg Pro His Gln Ile Cys Asn Val Val Ala Ile Pro Gly Asn Ala
20 25 30

" Ser Met Asp Ala Val Cys Thr
35

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 42:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 42 Aminosauren
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(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 42:

Glu Cys Pro Glu Gly Thr Tyr Ser Asp Glu Ala Asn His Val Asp Pro
1 S 10 15

Cys leu Pro Cys Thr Val Cys Glu Asp Thr Glu Arg Gln leu Arg Glu
20 25 30

Cys Thr Pro Trp Ala Asp Ala Glu Cys Glu
35 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 43:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 43 Aminoséuren
(B) TYP: : Aminosaure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 43:

~ Pro Cys Pro Val Gly Phe Phe Ser Asn Val Ser Ser Ala FPhe Glu lys
1 5 10 15

Cys His Pro Trp Thr Ser Cys Glu Thr Iys Asp Leu Val Val Gln Gln
20 : 25 30 -

Ala Gly Thr Asn Lys Thr Asp Val Val Cys Gly
35 : 40

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 44:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 41 Aminosauren
(B) TYP: Aminoséure

(C) STRANGART: einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 44:
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Pro Cys Pro Pro Gly His Phe Ser Pro
1l 5

Gly Ser Asn Gln Ala Cys Lys
15

10

Pro'lrp'mr}anys'IhrleuSerGlyLyscln-IleAxgHistAla

20

SerAmSerIisperalesclu'

35

30 .

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 45:

(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE:

(B) TYP:

(C) STRANGART:
(D) TOPOLOGIE:

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

12 Basenpaare
Nukleinsaure
doppelstrangig
linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 45:

TGTCTGGCAT GG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 46:

- (i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE:

(B) TYP:

(C) STRANGART:
(D) TOPOLOGIE:

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

12 Basenpaare
Nukleinsaure
doppelstrangig
linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 46:

OOCCAGATTIT AG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 47:

(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE:

(B) TYP:

(C) STRANGART:
(D) TOPOLOGIE:

(i) MOLEKULTYP: cDNA zu mRNA

(ix) MERKMAL:

600 Basenpaare
Nukleinsaure
doppelstrangig
linear
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(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISIERUNG: 1..597

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 47:

ATG GGC CIC TCC ACC GTG COCT GAC CIG CIC CTG 06 CIG
Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp leu leu leu Pro Leu
1 5 10 15

£

GAG CTG TIG GIG GGA ATA TAC OCC TCA GGG GIT ATT GGA CIG

Glu leu leu Val Gly Ile Tyr Ser Gly val Ile Gly Leu Val

: 20 S 30
ACA

AAT AAT TOG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC ADA
Gln Asn Asn Ser Ile Cys Cys Thr lys Cys His Lys
50 55 60

GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT AQG GAC

Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp- Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp
65 70 75 8O

AGA CAC TGC CIC AGC TGC TCC AAA TGC OGA AAG GAA ATG GGT CAG GIG

ArgH:.sQrsLazSerCysSerIysCysArglysGlunetGlyGanal
100 , 105 110
GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC OGG GAC ALC GIG TGT GGC TGC AGG
Glu Ile Ser Ser Cys Thr Val Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg
115 120 125
AAG AAC CAG TAC OGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CIT TIC CAG TGC TIC
IysAmGln'IYrArgHis'IerrpSerGluAsnleuPheGInCysme
130 135 140 :
AAT TGC AGC CIC TGC CTC AAT GGG ACC GIG CAC CIC TCC TGC CAG GAG
Asn Cys Ser leu Cys leu Asn Gly Thr Val His Ieu Ser Cys Gln Glu
145 150 155 160
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TIC TIT CTA AGA GAA
ILys Gln Asn Thr Val Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Ieu Arg Glu
165 170 : 175
AAC GAG TGT GIC TCC TGT AGT AAC TGT AAG ARA AGC CIG GAG TGC ACG
Asn Glu Cys Val Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr
180 . 185 190
ARG TTG TGC CTA CCC CAG ATT TAG
Lys leu Cys leu Pro Gln Ile
195 200

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 48:
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(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 199 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 48:

MetGlyLeuSer'eralProAspImlmlaJProleuValIeuIaz
10 15

Glu Leu Leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly val Ile Gly Leu Val Pro
30

H;.sLeuGlyAspArgGluLysArgAspSerValesPro'erlyLys
45

'IYrIleI-hsProGlnAsnAsnSerIle@sCysmrIysCYS}hsLys
50 55

Gly'IhrTyrleu'IyrAsnAspcystGlyProGlyGlnASp'mrAsp
65 70 75 80

CysArgGlucysGluSerGlySe.rPhe'mrAlaSe.rGluAanislaJ
85 90 95

A:gmsCysIaJSerCySSerIySCysArglysGlumclyGJnVal
105 110

GluIleSe.rSerQrsteralPspArgAsp'eralcysGlyqurg
115

lysAsnGm'IyrArgHis'IerrpSe.rGIupsnleumeclncysme
130 135 140

AmCySoer;euCYSIwAsnGlyanValmsIauSerq’sGlnGlu
145 160

Lys Gln Asn Thr Val Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Fhe Leu Arg Glu
165 . 170 175

Asn Glu Cys Val Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr
180 185 190

Lys 1eu Cys 1en Pro Gln Ile
1985

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 49:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 474 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: doppelstrangig
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1

TOPOLOGIE:

NAME/SCHLUSSEL: CDS

LOKALISIERUNG: 1..471
5

(D)
(i) MOLEKULTYP: cDNA zu mRNA

(B)

(A)

1

ATG GGC CTC TOC ACC GIG CCT GAC CIG CIG CTG 006G CIG GG CTC CTG
Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp leu leu lLeu Pro leu Val leu Ieu

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 49:

(ix) MERKMAL:

96
144
192
240
288
336
384

BE 84 €5 3

65 HE B& 8

BI* By 3% 88
B
g

45

AAT GGG ACC GIG
110
ACC TGC CAT GCA

CIC TGC CIC

1eu Cys lLeu Asn Gly Thr val
TGC
Cys

50 B
§ Bas

‘ITERTS
& BE By #ks
5 BE BY 85 4yE 28

TCA GGG GIT ATT GRA

BE dBe 48 83 4§ 8% 883
8¢ 2% 888 g3 425 4§ 1%
B8 85 Bi BER 8% BE 33
85 8% d4 35 8BS BL #5

BER 8% 4§ B 85 843 Bs
E3 §3® 55 B8 BS B4
mm By 849 63
g d4 B2 8

AANG GAA
u
GIG
Val

AAC CIT TIC

Asn 1eu Phe

432
474

Gln Ile
55
38/60

1
157 Aminoséauren

Leu

ARG TTG TGC CTA CCC CAG AIT TAG
Cys

LANGE:

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 50:
(A)

(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:



DE 69129990 T3 2006.07.13

(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 50:

MetGlyLaISereralProAsplaJLallanProIAJValI;llal
1 5 10

Glu leu leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly leu Val Pro
20 25 30

msla:GlyAspArgGlulysArgGluqsGluSerGlySermem
35 45

AlaSerGluAmHJsLaJArgHJsCyslazSerCysSerlysq'sArg
50 55

J.ysGluthlyGanalGluIleSerSe.rCys'era.lAspAn;Asp
€5 . 80

eralq'sGlyCysAregsAsnGln’IYrArgHJs!yrIrpSerGIu~
95

Asn Ieu Phe Gln Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys leu Asn Gly Thr Val
100 105 110

His Leu Ser Cys Gln Glu lys Gln Asn Thr Val Cys Thr Cys His Ala
115 120 125

GlyPhePheLeuArgGluAmGlucysVaISercysSerAanysts
130 135 140

Iys Ser Ieu Glu Cys Thr Lys leu Cys Leu Pro Gln Ile
145 150 155

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 51:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 462 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsdure
(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: cDNA zu mRNA
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISIERUNG: 1..459

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 51:
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96

al

Vi

30

Ieu Pro leu Val Leu Ien
15

10

25

GAC CTG CTG CIG OG CIG GIG CTIC CIG
I=zu
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cCT
Pro Asp

al

GIG

ATG GGC CTC TCC ACC
Met Gly leu Ser Thr V
5
GAG CTG TIG GIG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GIT ATT GGA CIG GTC OCT
Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly
20

Glu Iau Iau V

288
336
384
432

Pro
AAA 144
Lys

5 4gs 8d B& B3 83
= 43 as EA® BY EE BF
3s T TEEL £33 BE 44
HE® 92 935 28 84 &Y g%
BE  YE8 82 5 B 84 458
gd Be gpe 24 B& BE BS
G BA 83 BE? B8 B& 4§
9% B3 6g g 248 44 &4
dgs By pe&  6d B¥ BES BS
g8 ggr g B8& H& HEY By
45 g5 gi: d& BI 44 BE
4F g5 45  83% §§ 4§ ES
4% ER Bi 15 B%8 84 83
g8 g8 gy 45 28 353 4%
68 548 g 98 EE 38 3383
g9 gk gze B85 B%F 8§ 4%

462

153 Aminoséuren
40/60

Aminosaure
linear

TOPOLOGIE:

LANGE:
(if) MOLEKULTYP: Protein

TYP:

(B)
(D)

(A)
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 52:

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 52
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
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MetGlyLeuSer'IhrValPro‘AspLeuLeuleuPnaleuValleuIan
1 5 . 10 - 15

Glu Ieu Leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly Leu Val Pro
20 25 30

H.isI.aJGlyAspArgGlu'LysArgASpSerValq.rsPrgGlnGlyLys
35 40 . 4

Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys His Lys
50 55 60

Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp
€5 70 75 80

Cys Arg Lys Asn Gln Tyr Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln
. 85 . 90 95

stRmeAanysSerLaJWSLenAsnGly'IhrValHi.éImSerQrs
100 105 110

Gln Glu Lys Gln Asn Thr Val Cys Thr Cys His Ala Gly Fhe Phe leu
115 120 125

Arg Glu Asn Glu Cys Val Ser Cys Ser Asn Cys lys Iys Ser leu Glu
130 135 140

Cys Thr Lys leu Cys Leu Pro Gln Ile
145 150

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 53:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 477 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: cDNA zu mRNA
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISIERUNG: 1..474

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 53:
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48

96
144
192
240
288
336
384

432

8% BB 4% 35 g8° i g¥ g1 BS
BE% B2 85 84 8E 348 g5 e 24
6 BER F5 BL g% 25 §z3 4 43
58 @3 BE® 2% 85 §§ 8y Esn  HE
BF HY B4 YA® 3 By F3 gg a5
B E¥ BF BS BE° By 24 84 £
B35 By G§Y BS 83 4E®  §E g% i
BE B4% 5% &Y dp gé 858 BE dd
8% HBE dES By BL By 34 g8§ 4§
B8 #& 4% g28® §% §3 8y & 84
B 84 43 2§ %§° 9% BS 44 45
B4° 85 8F &5 g5 §3% 8% §s ik
By BER 8% BE BY BS  BIZ BY ¥
Bl BE B3% d4 d#5 §3 8L pys  BE
87 Bi 6§ 832 82 8F g3 &8 3%
287 93 94 By dze psr 8B §3 . 83

477

158 Aminosauren
42/60

Aminosaure
linear

LANGE:

TYP:

TOPOLOGIE:
(i) MOLEKULTYP: Protein

(A)
(B)
(D)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 54:

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 54:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
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MetGlyIa:SereralProAspI.euIa:lmProLwValI?;m
1 10

Glu Ieu leu Val Gly Ile Tyr Pro Se.r Gly Val Ile Gly I.evg val Pro
3

HislaaGlyAspArgGluIysArgPspSerValqrsP:gGlnGlyLys

40

TyrIlemsProGInPsnAsnSarIleCYSCys'mrLyscysHlsLys
50 55

Gly'Ihr'IYrLal'IyrAsnAqu’sProGlyProGlyGlnAsp'IhrAsp
65

cysArgGluCyscluSerGlySe.rPhe'mrAlaSerGIuAmH_;:ssleu
85 90 '

Arg}usmsLaJSerc,'SSerlyszsArglysGluMetleGanal
100 105 110

Glu IleSerSercyseralAspArgAsp'erales'mrcysms
115

Ala Gly Phe Phe leu Arg Glu Asn Glu Cys Val Ser Cys Ser Asn Cys
130 135 140

I.ysl;ysSerLe:GluCys'lhrI.ystCyslequG]nIle
145 150 155

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 55:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 12 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinséure
(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 55:
GTGIGCACCT GA

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 56:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 504 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGART: doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULTYP: cDNA zu mRNA
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S6

15

al Leu leu

Met Gly leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu leu Pro Leu V

30

GIG CIC CIG

10

25

TCA GGG GIT ATT GGA CIG GIC CCT
Ser Gly Val Ile Gly Leu Val Pro

DE 69129990 T3 2006.07.13

TAC OCC
Tyr Pro

s

20

NAME/SCHLUSSEL: CDS
LOKALISIERUNG: 1..501

(A)

(B)

1

ATG GGC CIC TCC ACC GIG CCT GAC CIG CIG CT6 CCG CIG

Glu Lau leu Val Gly Ile

GAG CIG TIG GIG GGA ATA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 56:

(ix) MERKMAL:

144
192
240
288
336
384
432
480
504

2% 25 48% B 98 EE 44%
g 84 Ha 8&° i5 H& 89
88 E6 8% 28 1 88 88 E&
§E® 45 84 383 B8N B4 BY
B& Ha® Had B4 58 B3I B
Bd B& BEF §3 48 481 844
Gy B& 8§ He°® 3% 8§38 &Y
af &a 8& k& & 8% 4y &4

245 BE Hg 2
E¥ Haf 40 s
8 8d 634 B&

ggs By EB& E4
2% 388 3§ &9
8 28 25° 44

CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GCGT CAG GIG
Arg His Cys leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln Val

45 83 d& d&° g6 BE B& BIE
s BE B3 Bs g By d& &I &4
§5% 84 da& 34 eid 8¢ H4 28
63 &d% 48 8% 54 483 8% 84
84 8& 83% B8 4 43 325 243 25

167 Aminosauren
44/60

LANGE:

(A)

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 57:
(i) SEQUENZ-CHARAKTERISTIKA:
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(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 57:

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp lLeu Leu Leu Pro Leu Val Leu leu
1 5 10 15

.Glu I.eu leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly leu Val Pro
20 25 ‘30

HislaxGly}spArgGluIysArgAspSerValestoGlnGlylys

TyrIleHlstGlnAsnAsnSerIleCysCys'mrlysCysmsts
50 55

Gly'mr'Ierw'IYrAmAsprsProGlszoGlyGlnAspmrAsp
65 75 80

Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser FPhe Thr Ala Ser Glu Asn His Ieu
85 S0 95

Arg His Cys leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln Val
100 105 110

GluIleSerSerCyseralAspArgAsperalesGlyCysArq
115 _

lysAsnGJn'I}rrAngjsTyr'rzPSerGluAmLmRueGlncysme
130 135 140

Asn Cys Ser leu Cys Leu Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gln Glu
145 150 155 160

Lys Gin Asn Thr Val Cys Thr
165

Patentanspriiche

1. Polypeptid, welches in der Lage ist, an Human-TNFa zu binden und aus folgendem besteht:
(a) der Aminosauresequenz der ersten drei Cystein-reichen Subdomanen der extrazelluldren Bindungsdoma-
ne des 55 kD-Rezeptors fir Human-TNFa; oder
(b) einer Aminosauresequenz mit einer Homologie von 90% oder mehr mit der Sequenz (a);
wobei es dem Polypeptid an der vierten Cystein-reichen Subdoméne des Rezeptors mangelt.

2. Polypeptid, welches die folgende Aminosauresequenz aufweist:
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t‘l

L2 - 2N

O MM uUu.a v

M G L S TVEDTLTULTLTPPTL ¥
L E L VGIIPEGlV.IGlI.;-V.PHLG
R E K D sV C"PQ'GKYIﬁ,_Pd'iV'N'S
c'c_rxcn'xc'z_"y-x.'y If‘D'C PTG'P'G'_Q
T D'CRECESGSFTASENUHTLZIRESH
L 8¢ 8 K CRKEMG QY E'I 8§55 ¢ 7 ¥
R DT V € 6 CR K NOQ Y % Y.W s’z N 1
S CFNGCSLCLNGTVHLSGC CG QE g
§ T v-c T (SEQIDNR.:2)
3. Polypeptid, welches die folgende Aminosauresequenz aufweist:
V£ PQGEX Y I.HPGQ'N.N 8
- ccTXKCHEEKGTY LY NDGEEPG.P -G Q
D - DcRECE.SGSF ™ ASETENT HTLS R i
'CLS'C'SKéf-B"K-BMG"é.”VEISS.C TV
D R DTV E G CREKXNO Q'Y .R,:H.- Y.W S E-N L
“","QcFNC"s L ¢C L NGT T V H L.S C 0 E K
Q@ N T v C- (SEWID NR.: 4)

4. DNA-Molekiil, welches ein Polypeptid codiert, wie in mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche
definiert.
5. DNA-Molekil, welches ein Polypeptid codiert, wie in Anspruch 3 definiert, und welches die folgende Se-
quenz aufweist:
GGA AA.A TAT ‘ATC GAC CCT GCAA AAT ART TCG ATT
TGC TGT ACC AAG TGC CAC AMA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT
CAG GAT ACG GAC TGC AGG'GBG TGT GAG AGC GGC

CCA GGC CCG GGG
TCC TTC AGC .GCT 'TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC 'TGC CTC AGC TGC

TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC
ACA GTG GAC CGG GAC ACC GIG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC
CGG CAT TAT TGG AGI GAR AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC
CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG cp.c CTC TCEL TGC CAG GAG AAA CAG
RAC ACC 76 TeC (SEQ 1D NR.: 3) S

6. DNA-Molekull gemaf Anspruch 4 oder 5, welches ferner eine 5'-Sequenz aufweist, die eine Signal-Ami-

GTG TGT CCC CAA.

nosauresequenz codiert.

7. DNA-Molekiil, welches ein Polypeptid codiert, wie in Anspruch 2 definiert, und welches die folgende Se-
quenz aufweist:
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ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CIG CTG CCG CTG GTG CTC
CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT ‘GGA.CTG
GTC CCT CAC. CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GIG TGT cce
CAL GCA BAA TAT ATC CAC-CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC-TGT ACC
AAG TGC CAC ARA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA'GGC GCG
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TIC Ace
GCT TCA GAA AAC- CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGO
CGA AAG.GAA ATG: GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC
CGE GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT ‘TAT
TGG. AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGE CIC TGC CTC,
AAT GGG.ACC GTG.CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA .CAG AAC ACC GTG
TGC ACC' (SEQ ID NR.: 1)

8. DNA-Molekiil gemaf mindestens einem der Anspriiche 4 bis 7, welches ein Vektor ist, der das Polypep-
tid exprimiert, wenn er in einem geeigneten Wirt vorgesehen wird.

9. Vektor gemal Anspruch 8, welcher ein Plasmid ist.

10. Wirt, der mit einem Vektor, wie in Anspruch 8 oder 9 beansprucht, transformiert ist.

11. Wirt gemaf Anspruch 10, welcher eine Sauger-Zelllinie ist.

12. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, wie in Anspruch 1 definiert, wobei das Verfahren das Kul-
tivieren eines transformierten Wirts, wie in Anspruch 10 oder 11 beansprucht, unter solchen Bedingungen um-
fasst, dass das Polypeptid exprimiert wird.

13. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein(en) pharmazeutisch annehmbaren(s) Trager
oder Verdiinnungsmittel und, als einen aktiven Hauptwirkstoff, ein Polypeptid, wie in Anspruch 1 beansprucht.

14. Polypeptid, wie in Anspruch 1 definiert, zur Verwendung bei der Behandlung von rheumatoider Arthritis.

(SEQ ID NR.: 1)
(SEQ ID NR.: 2)
(SEQ ID NR.: 3)
(SEQ ID NR.: 4)
(SEQ ID NR.: 5)

(SEQ ID NR.: 1)
(SEQ ID NR.: 2)
(SEQ ID NR.: 3)
(SEQ ID NR.: 4)
(SEQ ID NR.: 5)

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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