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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf Nukleinsduremolekile, durch solche Nukleinsduremolekiile codierte
Proteine und die Verwendung der Proteine und Nukleinsauremolekiile.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Kallikreine sind eine Gruppe von Serinproteasen, welche in verschiedenen Geweben und biologischen
Flussigkeiten gefunden werden. Der Begriff ,Kallikrein" wurde als erstes durch Werle und Kollegen eingefuhrt,
die hohe Mengen ihrer urspriinglichen Isolate im Pankreas (auf griechisch der ,Kallikreas") fanden (1, 2). Kal-
likreine werden in zwei Hauptgruppen unterteilt, das Plasmakallikrein, welches ein einzelnes Gen ist (3), und
die Gewebekallikreine, welche in Nagern durch eine grofl’e Multigenfamilie codiert werden (4, 5). Bis vor kur-
zem dachte man, dal} die humane Kallikrein-Genfamilie aus nur drei Mitgliedern besteht (6). Es wurden jedoch
11 neue Mitglieder der Kallikrein-Genfamilie identifiziert (7—18). Der Fortschritt in diesem Untersuchungsgebiet
wurde kurzlich besprochen (7).

[0003] Prostataspezifisches Antigen (PSA), derzeit der geeignetste Tumormarker fiir die Diagnose und Uber-
wachung von Prostatakrebs, ist ein Mitglied der humanen Kallikrein-Genfamilie von Serinproteasen (19, 20).
Zusatzlich zu PSA wurde humanes glandulares Kallikrein 2 (hK2, codiert durch das KLK2-Gen) als ein zusatz-
licher diagnostischer Marker fiir Prostatakrebs vorgeschlagen (21, 22). Uberdies sich ansammelnde Hinweise,
dal andere Mitglieder der ausgedehnten Kallikrein-Genfamilie mit Malignitdt zusammenhangen kénnen (7).
Das normale epitheliale zellspezifische Gen 1 (NES1) (KLK10 gemaR der anerkannten Gen-Nomenklatur fur
Kallikrein in humanem Gewebe) wurde als neuer Tumorsuppressor erkannt, welcher wahrend des Voran-
schreitens von Brustkrebs herunterreguliert ist (23). Es wurde entdeckt, dal® andere Genfamilienmitglieder ein-
schliellich Zyme (KLK6), Neuropsin (KLK8) und humanes Stratum corneum chymotryptisches Enzym (HSC-
CE; KLK7) auch bei bestimmten Arten von Malignitaten differenziell exprimiert werden (24-26).

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0004] Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben ein Nukleinsauremolekil identifiziert, das ein neues
Kallikrein codiert. Das Nukleinsduremolekdl befindet sich auf Chromosom 19913.3-q13.4 und ist zwischen den
klk1- und klk3-Genen lokalisiert. Das neue ,klk15" genannte Nukleinsduremolekil hat drei verschiedene
SpleilRformen und wird hauptséachlich in der Schilddrise und in geringerem Ausmal in der Prostata, Speichel-
driise und Nebenniere, Dickdarm, Hoden und Niere exprimiert. Die Expression der Nukleinsaure ist im Pros-
tatakrebs heraufreguliert und ist in der LNCaP-Prostatakrebs-Zellinie durch Steroidhormone reguliert. Eine ho-
here Expression von klk15 wird mit aggressiveren Prostatatumoren (héheres Stadium und héherer Grad) in
Verbindung gebracht.

[0005] Das neue hierin beschriebene Kallikrein-Protein wird als ,Kallikrein 15", ,KLK15" oder ,KLK15-Protein"
bezeichnet. Das Gen, welches das Protein codiert, wird als ,klk15" bezeichnet.

[0006] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein isoliertes Protein, das aus einer Aminosauresequenz
von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 besteht.

[0007] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein isoliertes Nukleinsauremolekiil, welches ein sol-
ches Protein codiert oder eine dazu komplementare Nukleinsduresequenz oder ein Nukleinsauremolekil mit
wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% Identitat dazu.

[0008] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein isoliertes Nukleinsauremolekiil mit einer Nuklein-
sauresequenz von SEQ. ID. NO. 1, 2, 3, 4 oder 5, wobei T auch U sein kann, oder eine dazu komplementare
Nukleinsauresequenz oder ein Nukleinsauremolekul mit wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% Identitat
dazu.

[0009] Die Nukleinsduremolekiile nach der Erfindung kénnen in einen geeigneten Expressionsvektor einge-
fugt werden, d.h. ein Vektor, der die notwendigen Bestandteile fir die Transkription und Translation der einge-
brachten codierenden Sequenz verfligt. Dementsprechend kdnnen rekombinante Expressionsvektoren, die fur
die Transformation einer Wirtszelle angepal3t sind, konstruiert werden, welche ein Nukleinsauremolekil nach
der Erfindung und ein oder mehrere mit dem Nukleinsduremolekil verbundene Transkriptions- und Translati-
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onselemente enthalt.

[0010] Der rekombinante Expressionsvektor kann zur Herstellung transformierter Wirtszellen, die das
KLK15-Protein exprimieren, verwendet werden. Daher stellt die Erfindung weiter Wirtszellen zur Verfliigung, die
ein rekombinantes Molekil gemaR der Erfindung enthalten. Die Erfindung zieht auch transgene, nicht humane
Saugetiere in Erwagung, deren Keimzellen und Kérperzellen ein rekombinantes Molekil enthalten, das ein Nu-
kleinsduremolekil nach der Erfindung, insbesondere ein solches, das ein Analoges des KLK15-Proteins oder
eine verkurzte Form des KLK15-Proteins codiert, umfafdt.

[0011] Die Erfindung stellt weiter ein Verfahren zur Herstellung von KLK15-Proteinen zur Verfugung, wobei
die gereinigten und isolierten Nukleinsauremolekile nach der Erfindung verwendet werden. In einer Ausfiih-
rungsform wird ein Verfahren zur Herstellung eines KLK15-Proteins zur Verfiigung gestellt, welches folgendes
umfaRt: (a) Uberfiihren eines rekombinanten Expressionsvektors nach der Erfindung in eine Wirtszelle, (b) Se-
lektieren transformierter Wirtszellen gegenuber nicht transformierten Wirtszellen, (c) Kultivieren einer selektier-
ten transformierten Wirtszellen unter Bedingungen, die eine Expression des KLK15-Proteins gestatten und (d)
Isolieren des KLK15-Proteins.

[0012] Die KLK15-Proteine nach der Erfindung kénnen zur Herstellung von Fusionsproteinen mit anderen
Molekulen, wie Proteinen, konjugiert werden. Dies kann z. B. durch die Synthese von N-terminalen oder C-ter-
minalen Fusionsproteinen erreicht werden.

[0013] Weiter zieht die Erfindung spezifisch an ein KLK15-Protein nach der Erfindung bindende Antikérper in
Erwagung. Antikdrper kénnen mit detektierbaren Substanzen markiert werden und zum Detektieren von Pro-
teinen nach der Erfindung in Geweben und Zellen verwendet werden. Antikérper kénnen eine besondere Ver-
wendung insbesondere bei therapeutischen Anwendungen haben, z. B. zur Reaktion mit Tumorzellen und in
Konjugaten und Immunotoxinen als zielselektiver Trager von zahlreichen Mitteln mit Antitumoreffekten, ein-
schliellich chemotherapeutischen Arzneimitteln, Toxinen, die Immunantwort modifizierenden Mitteln, Enzy-
men und Radioisotopen.

[0014] Die Erfindung gestattet auch die Konstruktion von Nukleotidsonden, die fiir die Nukleinsauremolekile
nach der Erfindung und/oder Proteine nach der Erfindung einzigartig sind. Daher bezieht sich die Erfindung
auch auf eine Sonde, die eine Nukleinsduresequenz der Erfindung umfaf3t oder eine Nukleinsduresequenz,
die ein Protein nach der Erfindung oder einen Teil davon codiert. Die Sonde kann z. B. mit detektierbaren Sub-
stanzen markiert werden und zur Selektion eines Nukleinsduremolekuls nach der Erfindung aus einer Mi-
schung von Nukleotidsequenzen verwendet werden, einschlieRlich Nukleinsduremolekdlen, die fir ein Protein
codieren, das ein oder mehrere Eigenschaften der Proteine nach der Erfindung aufweist. Eine Sonde kann zum
Markieren von Tumoren verwendet werden.

[0015] Die Erfindung stellt auch ein Antisense-Nukleinsduremolekul zur Verfligung, z. B. durch Herstellung
eines MRNA- oder DNA-Strangs in umgekehrter Orientierung zu einem Sense-Molekil. Ein Antisense-Nukle-
insauremolekil kann zur Unterdriickung des Wachstums von KLK15-exprimierenden (z. B. kanzerogenen)
Zellen verwendet werden.

[0016] Die Erfindung stellt weiter noch ein Verfahren zum ldentifizieren einer Substanz, die an ein Protein
nach der Erfindung bindet, zur Verfugung, welches folgendes umfallt: Umsetzen des Proteins mit wenigstens
einer Substanz, die mdglicherweise an das Protein bindet, unter Bedingungen, die die Bildung eines Komple-
xes zwischen der Substanz und dem Protein gestatten, und Detektieren der Bindung. Die Bindung kann durch
Untersuchen auf Komplexe, freie Substanz oder nicht komplexiertes Protein detektiert werden. Die Erfindung
zieht auch ein Verfahren zum Identifizieren von Substanzen in Erwagung, die an andere intrazellulare Proteine
binden, die mit einem KLK15-Protein wechselwirken. Es kénnen auch Verfahren verwendet werden, die Ver-
bindungen identifizieren, die an regulatorische Sequenzen der KLK15-Gene binden (z. B. Promotorsequen-
zen).

[0017] Die Erfindung stellt weiter noch ein Verfahren zur Bewertung einer Verbindung nach ihrer Fahigkeit,
die biologische Aktivitat eines KLK15-Proteins nach der Erfindung zu modulieren. Z. B. kann eine Substanz
bewertet werden, die die Interaktion des Proteins und einer Substanz, die an das Protein bindet, hemmt oder
verstarkt. In einer Ausfihrungsform umfallt das Verfahren: Bereitstellen einer bekannten Konzentration eines
KLK15-Proteins mit einer Substanz, welche an das Protein bindet, und einer Testverbindung, unter Bedingun-
gen, die die Bildung von Komplexen zwischen der Substanz und dem Protein gestatten, und Entfernen
und/oder Detektierten von Komplexen.
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[0018] Verbindungen, die die biologische Aktivitat eines Proteins nach der Erfindung modulieren, kénnen
auch unter Verwendung von Verfahren nach der Erfindung durch Vergleichen von Expressionsmustern und -ni-
veaus des Proteins nach der Erfindung in Geweben und Zellen in der Gegenwart und der Abwesenheit der
Verbindungen identifiziert werden.

[0019] Die Proteine nach der Erfindung, Antikérper, Antisense-Nukleinsauremolekiile und Substanzen und
Verbindungen, die unter Verwendung von Verfahren nach der Erfindung identifiziert werden, und Peptide nach
der Erfindung kdnnen zum Modulieren der biologischen Aktivitat eines KLK15-Proteins nach der Erfindung ver-
wendet werden und sie kdnnen bei der Behandlung von Zustanden, wie Krebs (insbesondere Prostata-, Dick-
darm-, Nieren- und Hodenkrebs) und Schilddrisenerkrankungen, in einem Subjekt verwendet werden. Dem-
entsprechend kénnen die Substanzen und Verbindungen in Zusammensetzungen zur Verabreichung an Indi-
viduen, die an Krankheiten wie Krebs (insbesondere Prostata-, Dickdarm-, Nieren- und Hodenkrebs) und
Schilddrisenerkrankungen leiden, formuliert werden. Insbesondere kénnen die Antikdrper, Antisense-Nukle-
insauremolekiile, Substanzen und Verbindungen zum Behandeln von Patienten, die ein KLK15-Protein in oder
auf ihren Krebszellen haben, verwendet werden.

[0020] Daher bezieht sich die vorliegende Erfindung auch auf eine Zusammensetzung, die ein oder mehrere
Nukleinsauremolekiile oder ein Protein nach der Erfindung und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager,
Hilfsstoff oder Streckmittel umfafdt. Es wird auch die Verwendung eines Nukleinsauremolekiils oder Proteins
nach der Erfindung in der Herstellung eines Medikaments zur Verwendung in einem Verfahren zur Behandlung
oder Vorbeugung einer Erkrankung, wie Krebs (insbesondere Prostata-, Schilddriisen-, Dickdarm-, Nieren-
und Hodenkrebs) und Schilddriisenerkrankungen, in einem Subjekt zur Verfigung gestellt.

[0021] Ein weiterer Gesichtspunkt der Erfindung ist die Verwendung eines KLK15-Proteins oder seines co-
dierenden Nukleinsduremolekiils bei der Herstellung von Impfstoffen zur Vorbeugung und/oder Behandlung
von Krebs, insbesondere zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krebs in Patienten, auf deren Zellen ein
KLK15-Protein detektiert wird. Diese Impfstoffpraparate kbnnen auch verwendet werden, um Patienten vor Tu-
moren vor deren Erscheinen zu bewahren.

[0022] Die Erfindung zieht allgemein Impfstoffe zur Stimulation und Verstarkung der Produktion von Antikor-
pern gegen ein KLK15-Protein in einem Subjekt, dem der Impfstoff verabreicht wird, in Erwagung.

[0023] Die Erfindung stellt auch die Verwendung eines Proteins nach der Erfindung fiir die Herstellung eines
Impfstoffs zum Stimulieren und Verstarken der Produktion von Antikdrper gegen ein KLK15-Protein in einem
Subjekt zur Verfigung. Das Verfahren umfalit: Verabreichen eines Impfstoffs nach der Erfindung an das Sub-
jekt, in einer Menge, die zum Stimulieren und Verstarken der Produktion von Antikdrpern wirksam ist.

[0024] Der Impfstoff kann in Verfahren zur Behandlung, Vorbeugung oder Verlangsamung des Wiederauftre-
tens von Krebs verwendet werden. Das Verfahren umfaldt: Verabreichen eines Impfstoffs nach der Erfindung
an das Subjekt, in einer Menge, die fur die Behandlung, Vorbeugung oder Verlangsamung des Wiederauftre-
tens von Krebs wirksam ist.

[0025] In anderen Ausfiihrungsformen stellt die Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung von Inhibitoren ei-
ner KLK15-Proteinwechselwirkung zur Verfugung, welches folgendes umfal3t:
(a) Bereitstellen einer Reaktionsgemisches, welches das KLK15-Protein und eine Substanz, die an das
KLK15-Protein bindet, oder wenigstens ein Teil von beiden, die miteinander wechselwirken, enthalt,
(b) Inkontaktbringen des Reaktionsgemischs mit einer oder mehreren Testverbindungen,
(c) Identifizieren von Verbindungen, welche die Wechselwirkung des KLK15-Proteins und der Substanz
hemmen.

[0026] In bestimmten bevorzugten Ausfihrungsformen ist die Reaktionsmischung eine ganze Zelle. In ande-
ren Ausfuhrungsformen ist die Reaktionsmischung ein Zellysat oder eine Zusammenstellung von aufgereinig-
tem Protein. Das betreffende Verfahren kann unter Verwendung von Bibliotheken von Testverbindungen durch-
geflhrt werden. Solche Mittel kdnnen Proteine, Peptide, Nukleinsauren, Kohlenhydrate, kleine organische Mo-
lekile und Bibliotheken von Naturproduktextrakten, wie die aus Tieren, Pflanzen, Pilzen und/oder Mikroben
isolierten, sein. Ein weiterer Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zum Durchfiihren
von Arzneimittelentdeckungen zur Verfliigung, welches folgendes umfalt:

(a) Bereitstellen von einem oder mehreren Versuchssystemen zum Identifizieren von Mitteln nach ihrer Fa-

higkeit, die Wechselwirkung eines KLK15-Proteins und einer Substanz, die an das Protein bindet, zu hem-

men oder zu verstarken,
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(b) Durchflihren von therapeutischem Profiling an Wirkstoffen, die in Stufe (a) identifiziert wurden, oder an
weiteren Analogen davon, auf ihre Wirksamkeit und Toxizitat in Tieren, und

(c) Bestimmen einer Formulierung fiir eine pharmazeutische Praparation, die ein oder mehrere Mittel ent-
halt, die in Stufe (b) mit einem annehmbaren therapeutischen Profil identifiziert wurden.

[0027] Weitere Ziele, Eigenschaften und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden aus der folgenden de-
taillierten Beschreibung ersichtlich werden. Es sollte jedoch klar sein, daf} die detaillierte Beschreibung und die
spezifischen Beispiele, die bevorzugte Ausfliihrungsformen der Erfindung angeben, lediglich zur Veranschau-
lichung aufgefiihrt werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN
[0028] Die Erfindung wird nun in Bezug auf die Figuren beschrieben, in welchen:

[0029] Fig. 1 die genomische Organisation und partielle genomische Sequenz des KLK15-Gens zeigt. Intron-
sequenzen sind mit Ausnahme der Spleildverbindungsbereiche nicht gezeigt. Introns sind in Kleinbuchstaben
und Exons in GroRRbuchstaben gezeigt. Die codierenden Nukleotide sind in Fettdruck gezeigt und der 3' nicht
translatierte Bereich folgt dem TGA-Stopcodon (eingekreist). Die translatierten Aminosauren des codierenden
Bereichs sind darunter in Einbuchstabenabkiirzungen gezeigt. Die Start- und Stopcodons sind eingekreist und
die Exon-Intron-Verbindungen sind unterstrichen. Die katalytischen Reste sind eingerahmt. Das putative Poly-
adenylierungssignal ist unterstrichen. Der genaue Start des ersten codierenden Exons wurde nicht bestimmt.

[0030] Fig. 2 zeigt eine Angleichung der hergeleiteten Aminosauresequenz von KLK15 mit Mitgliedern der
Kallikrein-Multigenfamilie (SEQ. ID. NOs. 25-38). Striche stellen Licken dar, um die Sequenzen besser mit-
einander anzugleichen. Die Reste der katalytischen Triade (H, D, S) sind in kursiv dargestellt. Identische Ami-
nosauren sind in schwarz und ahnliche Reste in grau hervorgehoben. Die 29 unveranderbaren Serinprotease-
reste sind durch einen (¢) unten und die Cysteinreste durch (+) oben in jedem Block gekennzeichnet. Die vor-
hergesagten Spaltstellen der Signal- und Aktivierungspeptide sind durch Pfeile angezeigt. Der gepunktete Be-
reich stellt die Sequenz der Schleife des Kallikreins dar. Das Trypsin-ahnliche Spaltmuster, das durch die An-
wesenheit des ,D"-Restes vorhergesagt wird, ist durch (*) gekennzeichnet. KLK15 hat ein ,E" in dieser Positi-
on. Eine einzigartige Sequenz aus acht Aminosauren, HNEPGTAG (SEQ. ID. NO. 10) befindet sich an den Po-
sitionen 148-155 des KLK15-Gens.

[0031] Fig. 3 ist eine Hydrophobizitats- und Hydrophilizitatsdarstellung des KLK15-Proteins im Vergleich zu
dem prostataspezifischen Antigen (PSA). Beachten Sie den hydrophoben Bereich am Aminoende, der die An-
wesenheit eines Signalpeptids nahelegt.

[0032] Fig. 4 ist ein Dendrogramm des vorhergesagten phylogenetischen Baums fiir 15 Kallikreine und einige
andere Serinproteasen. Das Neighbor-Joining-Verfahren wurde verwendet, um KLK15 mit anderen Serinpro-
teasen und Mitgliedern der Kallikrein-Genfamilie anzugleichen. Der Baum ordnete die klassischen Kallikreine
(hK1, hK2 und PSA) zusammen an und ordnete KLK15 in einer Gruppe mit TLSP und KLK-L3-Genen an. An-
dere Serinproteasen wurden wie gezeigt in anderen Gruppen angeordnet. KLK stellt Kallikrein dar, KLK-L stellt
Kallikrein-ahnlich dar, TLSP stellt Trypsin-ahnliche Serinprotease dar, NES1 stellt normales Epithelienzel-
len-spezifisches Gen dar, PSA stellt Prostata-spezifisches Antigen dar, hK1 und hK2 stellen jeweils humanes
glandulares Kallikrein 1 und 2 dar und HSCCE stellt humanes Stratum corneum chymotryptisches Enzym dar.

[0033] Fig.5 ist eine schematisch Darstellung der unterschiedlichen Spleivarianten des KLK15-Gens.
Exons sind durch Einrahmungen dargestellt und Introns durch Verbindungslinien. Die Zahlenangaben inner-
halb der Einrahmung stellen die Exonlangen in Basenpaaren dar. Die Pfeilspitze deutet auf das gemeinsame
Startcodon und Sterne auf die Stopcodonpositionen. Die Lange des vorhergesagten Polypeptidprodukts ist ne-
ben jeder Variante in Aminosauren (AA) angegeben. Das alternative SpleiRen und/oder Auslassen von Exons
erzeugt eine Rasterverschiebung, welche zu vorzeitigem Abbruch fiihrt.

[0034] Fig.6 zeigt die relativen Anordnungen der KLK1-, KLK15- und KLK3-Gene auf Chromosom
19g13.3-g13.4. Die Uberlappenden BAC-Klone sind identifiziert und der tUiberlappende Bereich ist schraffiert.
Die Gene sind durch horizontale Pfeile angegeben, die die Richtung der codierenden Sequenz angeben. Die
Abstande zwischen den Genen sind in Basenpaaren angegeben. Die Figur ist nicht maRstabsgetreu.

[0035] Fig. 7 zeigt die durch RT-PCR bestimmte Gewebeexpression des KLK15-Gens. KLK15 wird haupt-
sachlich in der Schilddriise exprimiert und zu einem geringeren Ausmal in der Prostata, Speicheldriise und
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Nebenniere, Dickdarm, Hoden und Niere. M = molekularer Gewichtsmarker. Zur Erklarung der mehrfachen
PCR-Banden (alternative Spleil3formen) siehe das Beispiel. Die PCR wurde mit den Primern KLK15-F2 und
KLK15-R1 durchgefihrt.

[0036] Fig. 8 zeigt die hormonelle Regulation des KLK15-Gens in der LNCaP-Prostatakrebszellinie. DHT =
Dihydrotestosteron. Steoride wurden mit einer Endkonzentration von 10 M zugegeben. (-ve) = Negativkont-
rolle. Aktin wurde als Kontrollgen verwendet.

[0037] Fig.9 ist ein schematisches Diagramm, das den Vergleich der codierenden Bereiche der 15 Kalli-
krein-Gene zeigt. Exons sind durch Balken und Introns durch Verbindungslinien dargestellt. Die Buchstaben
Uber den Boxen zeigen die relativen Positionen der katalytischen Triade an, von der herausgefunden wurde,
daR sie in allen Genen konserviert ist; H bezeichnet Histidin, D Asparaginsaure und S Serin. Die rédmischen
Zahlen geben Intronphasen an. Die Intronphase bezieht sich auf die Anordnung des Introns innerhalb des Co-
dons; | kennzeichnet, dal das Intron nach dem ersten Nukleotid des Codons erscheint, Il das Intron erscheint
nach dem zweiten Nukleotid, 0 das Intron erscheint zwischen Codons. Die Intronphasen sind in allen Genen
konserviert. Die Zahlen innerhalb der Einrahmungen geben Exonléangen in Basenpaaren an. Namen innerhalb
der Klammern stellen die offizielle Nomenklatur dar, die vom Nomenklatur-Komitee fir humane Gene aner-
kannt ist. Nicht translatierte 3'- und 5'-Bereiche und 5' nicht translatierte Exons sind nicht gezeigt.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0038] Erfindungsgemall kénnen gewdhnliche molekularbiologische, mikrobiologische und rekombinante
DNA-Techniken nach dem Stand der Technik angewendet werden. Solche Techniken sind ausflhrlich in der
Literatur beschrieben. Siehe z. B. Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
zweite Ausgabe (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., DNA Cloning: A
Practical Approach, Bande | und Il (D. N. Glover Hrsg. 1985), Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait Hrsg.
1984), Nucleic Acid Hybridization B. D. Hames & S. J. Higgins Hrsg. (1985), Transcription and Translation B.
D. Hames & S. J. Higgins Hrsg. (1984), Animal Cell Culture R. I. Freshney Hrsg. (1986), Immobilized Cells and
enzymes IRL Press, (1986), und B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984).

1. Nukleinsduremolekile nach der Erfindung

[0039] Wie oben erwahnt, stellt die Erfindung ein isoliertes Nukleinsauremolekil mit einer Sequenz, die ein
KLK15-Protein codiert, zur Verfigung. Der Begriff ,isoliert" bezieht sich auf eine Nukleinsaure, die im wesent-
lichen frei von zellularem Material oder Kulturmedium ist, wenn sie durch rekombinante DNA-Techniken her-
gestellt ist, oder von chemischen Ausgangsverbindungen oder anderen Chemikalien, wenn sie chemisch syn-
thetisiert ist. Eine ,isolierte" Nukleinsaure kann auch frei von Sequenzen sein, die die Nukleinsaure naturge-
maR flankieren (d.h. Sequenzen, die sich an den 5'- und 3'-Enden des Nukleinsduremolekiils befinden), von
welcher die Nukleinsaure erhalten wurde. Der Begriff ,Nukleinsdure" soll DNA und RNA einschlieen und kann
entweder doppelstrangig oder einzelstrangig sein. Die Nukleinsduremolekile nach der Erfindung codieren ein
Protein, das aus einer Aminosauresequenz von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 besteht. Bevorzugt umfassen die
Nukleinsduremolekile nach der Erfindung eine Nukleinsduresequenz einer oder mehrerer von SEQ. ID. NO.
1 bis 5.

[0040] Die Erfindung schlie3t Nukleinsduresequenzen ein, die komplementar zu einer Nukleinsaure sind, die
ein Protein codieren, welches aus einer Aminosauresequenz von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 besteht, bevor-
zugt die Nukleinsduresequenzen, die komplementar zu einer gesamten Nukleinsduresequenz einer oder meh-
rerer von SEQ. ID. NO. 1 bis 5 sind.

[0041] Die Erfindung schlieRt Nukleinsduremolekile ein, die wesentliche Sequenzidentitat oder Homologie zu
Nukleinsduresequenzen nach der Erfindung haben oder Proteine codieren, die wesentliche Identitat oder Ahn-
lichkeit zu der Aminosauresequenz von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 haben. Bevorzugt haben die Nukleinsaduren
wesentliche Sequenzidentitat, z. B. wenigstens 80% oder 85% Nukleinsaureidentitat, mehr bevorzugt 90% Nu-
kleinsaureidentitat und am meisten bevorzugt wenigstens 95%, 96%, 97%, 98% oder 99% Sequenzidentitat.
L dentitat", wie im Fachgebiet bekannt und hierin benutzt, ist ein Verhaltnis zwischen zwei oder mehreren Ami-
nosauresequenzen oder zwei oder mehreren Nukleinsduresequenzen, das durch Vergleichen der Sequenzen
bestimmt wird. Sie bezieht sich auch auf den Grad der Sequenzverwandtschaft zwischen Aminosaure- und Nu-
kleinsduresequenzen, je nachdem, der durch Ubereinstimmen kurzer Folgen solcher Sequenzen bestimmt
wird. Identitat und Ahnlichkeit sind gut bekannte Begriffe fiir den Fachmann und kénnen durch herkémmliche
Verfahren berechnet werden (z. B. siehe Computational Molecular Biology, Lesk, A. M. Hrsg., Oxford University
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Press, New York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W. Hrsg., Academic Press,
New York, 1993, Computer Analysis of Sequence Data, Teil I, Griffin A. M. und Giriffin, H. G. Hrsg., Humana
Press, New Jersey, 1994, Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987 und
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. und Devereux, J. Hrsg. M. Stockton Press, New York, 1991, Carillo,
H. und Lipman, D., SIAM J. Applied Math. 48: 1073, 1988). Verfahren, die so entworfen wurden, dal sie die
gréRte Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen angeben, sind allgemein bevorzugt. Verfahren zur Bestim-
mung von ldentitdt und Ahnlichkeit, sind in éffentlich zuganglichen Computerprogrammen codifiziert, ein-
schliellich des GCG-Programmpakets (Devereux, J. et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387, 1984),
BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul, S. F. et al. J. Molec. Biol. 215: 403-410, 1990). Das BLAST X-Pro-
gramm ist 6ffentlich erhaltlich vom NCBI und anderen Quellen (BLAST Manual, Altschul, S. et al. NCBI NLM
NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul S. et al. J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990).

[0042] Isolierte Nukleinsauremolekiile, die ein KLK15-Protein codieren und eine Sequenz aufweisen, welche
von der Nukleinsauresequenz nach der Erfindung aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes ab-
weicht, sind auch im Rahmen der Erfindung. Solche Nukleinsduren codieren funktionell gleichwertige Proteine
(z. B. ein KLK15-Protein), aber weichen in der Sequenz aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes
von der Sequenz eines KLK15-Proteins ab. Als ein Beispiel kbnnen DNA-Sequenzpolymorphismen innerhalb
der Nukleotidsequenz eines KLK15-Proteins zu stillen Mutationen fiihren, welche die Aminosauresequenz
nicht beeinflussen. Abweichungen in einem oder mehreren Nukleotiden kdnnen unter Individuen innerhalb ei-
ner Population aufgrund naturlicher allelischer Abweichungen vorliegen. Jede und alle dieser Nukleinsaureab-
weichungen sind im Rahmen der Erfindung. Es kbnnen auch DNA-Sequenzpolymorphismen auftreten, die zu
Veranderungen in der Aminosauresequenz eines KLK15-Proteins fiihren. Diese Aminosaurepolymorphismen
sind auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung.

[0043] Ein isoliertes Nukleinsauremolekul nach der Erfindung, welches DNA umfal3t, kann durch Herstellen
einer auf der gesamten oder Teilen einer Nukleinsduresequenz nach der Erfindung basierenden markierten
Nukleinsauresonde, isoliert werden. Die markierte Nukleinsduresonde wird zum Durchmustern einer geeigne-
ten DNA-Bibliothek verwendet (z. B. eine cDNA oder eine genomische DNA-Bibliothek). Z. B. kann eine ¢cD-
NA-Bibliothek verwendet werden, um durch Durchmustern der Bibliothek mit der markierten Sonde eine ein
KLK15-Protein codierende cDNA unter Verwendung von Standardtechniken zu isolieren. Alternativ kann eine
genomische DNA-Bibliothek in gleicher Weise zum Isolieren eines genomischen Klons, der ein ein KLK15-Pro-
tein codierendes Gen umfaldt, durchmustert werden. Nukleinsduren, die durch Durchmustern einer cDNA oder
genomischen DNA-Bibliothek isoliert werden, kénnen durch Standardtechniken sequenziert werden.

[0044] Ein isoliertes Nukleinsauremolekil nach der Erfindung, welches DNA ist, kann auch durch selektives
Vervielfaltigen einer ein KLK15-Protein codierenden Nukleinsdure unter Verwendung des Polymeraseketten-
reaktionsverfahrens (PCR) und cDNA oder genomischer DNA isoliert werden. Es ist mdglich, synthetische Oli-
gonukleotidprimer aus der Nukleotidsequenz nach der Erfindung zur Verwendung in der PCR zu entwerfen.
Eine Nukleinsaure kann aus cDNA oder genomischer DNA unter Verwendung dieser Oligonukleotidprimer und
Standard-PCR-Vervielfaltigungstechniken vervielfaltigt werden. Die so verviefaltigte Nukleinsaure kann in ei-
nen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. cDNA kann
durch Isolieren der gesamten zelluldaren mRNA mit einer Vielzahl von Techniken, z. B. durch Verwendung des
Guanidiniumthiocyanat-Extraktionsverfahrens von Chirgwin et al., Biochemistry, 18, 5294-5299 (1979) aus
mRNA hergestellt werden. cDNA wird dann aus der mRNA unter Verwendung von reverser Transkriptase syn-
thetisiert (z. B. Moloney MLV reverse Transkriptase, erhaltlich von Gibco/BRL, Bethesda, MD oder AMV re-
verse Transkriptase, erhaltlich von Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL).

[0045] Ein isoliertes Nukleinsauremolekil nach der Erfindung, welches RNA ist, kann durch Klonieren einer
ein KLK15-Protein codierenden cDNA in einen geeigneten Vektor, der die Transkription der cDNA zur Herstel-
lung eines ein KLK15-Protein codierenden RNA-Molekils ermdglicht, isoliert werden. Z. B. kann eine cDNA
stromabwarts eines Bakteriophagenpromotors (z. B. ein T7-Promotor) in einen Vektor kloniert werden, cDNA
in vitro mit T7-Polymerase transkribiert werden und die sich ergebende RNA durch herkdmmliche Techniken
isoliert werden.

[0046] Nukleinsauremolekile nach der Erfindung kénnen unter Verwendung von Standardtechniken che-
misch synthetisiert werden. Verfahren zum chemischen Synthetisieren von Polydeoxynukleotiden, einschlief3-
lich aber nicht begrenzt auf Festphasensynthese, welche wie die Peptidsynthese in handelsiiblichen DNA-Syn-
thesegeraten voll automatisiert wurde, sind bekannt (siehe z. B. Itakura et al. U.S. Patent Nr. 4,598,049, Ca-
ruthers et al. U.S. Patent Nr. 4,458,066 und Itakura U.S. Patent Nr. 4,401,796 und 4,373,071).
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[0047] Feststellen, ob ein bestimmtes Nukleinsduremolekiil ein KLK15-Protein codiert, kann durch Expressi-
on der cDNA in einer geeigneten Wirtszelle mit Standardtechniken und Uberprifen des exprimierten Proteins
mit den hierin beschriebenen Verfahren erreicht werden. Eine ein KLK15-Protein codierende cDNA kann durch
Standardtechniken, wie Dideoxynukleotid-Kettenabbruch oder chemisches Sequenzieren nach Maxam-Gil-
bert, zur Bestimmung der Nukleinsduresequenz und der vorhergesagten Aminosauresequenz des codierten
Proteins sequenziert werden.

[0048] Das Initiationscodon und nicht translatierte Sequenzen eines KLK15-Proteins kénnen durch Verwen-
den von Computerprogrammen, die fir diesen Zweck entwickelt wurden, wie PC/Gene (IntelliGenetics Inc.,
Calif.), bestimmt werden. Die Intron-Exon-Struktur und die Transkriptionsregulationssequenzen eines ein
KLK15-Protein codierenden Gens kénnen durch die Verwendung eines ein KLK15-Protein codierenden Nuk-
leinsauremolekiils nach der Erfindung zum Sondieren einer genomischen DNA-Klon-Bibliothek bestatigt wer-
den. Regulatorische Elemente kdnnen durch die Verwendung von Standardtechniken identifiziert werden. Die
Funktion der Elemente kann durch die Verwendung dieser Elemente zur Expression eines Reportergens, wie
das lacZ-Gen, das funktionsfahig mit den Elementen verbunden wird, bestéatigt werden. Diese Konstrukte kon-
nen unter Verwendung herkdmmlicher Verfahren in Kulturzellen oder in nicht humane, transgene Tiermodelle
eingebracht werden. Zusatzlich zur Identifizierung regulatorischer Elemente in DNA kénnen solche Konstrukte
auch zum Identifizieren von Kernproteinen, die mit den Elementen wechselwirken, unter Verwendung im Fach-
gebiet bekannter Techniken verwendet werden.

[0049] In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung sind die unter Verwendung der hierin beschriebe-
nen Verfahren isolierten Nukleinsduremolekile mutante KLK15-Genallele. Die mutanten Allele kénnen aus In-
dividuen isoliert werden, von denen bekannt ist oder vermutet wird, dal} sie einen Genotyp haben, der zu den
Symptomen einer Erkrankung beitragt, an der ein KLK15-Protein beteiligt ist. Mutante Allele und Produkte aus
mutanten Allelen kénnen in den hierin beschriebenen therapeutischen und diagnostischen Verfahren ange-
wendet werden. Z. B. kann eine cDNA eines mutanten KLK15-Gens unter Verwendung von PCR, wie hierin
beschrieben, isoliert werden und die DNA-Sequenz des mutanten Allels mit dem normalen Allel zur Bestati-
gung der fir den Verlust oder die Veranderung der Funktion des mutanten Genprodukts verantwortlichen Mu-
tationen) verglichen werden. Eine genomische Bibliothek kann auch unter Verwendung von DNA eines Indivi-
duums, von dem angenommen wird oder bekannt ist, daf’ es ein mutantes Allel tragt, hergestellt werden oder
eine cDNA-Bibliothek kann aus RNA aus Gewebe, von dem bekannt ist oder angenommen wird, ein mutantes
Allel zu exprimieren, hergestellt werden. Eine ein normales KLK15-Gen codierende Nukleinsdure oder ir-
gendein geeignetes Fragment davon kann dann markiert und als Sonde zum Identifizieren der korrespondie-
renden mutanten Allele in solchen Bibliotheken verwendet werden. Klone, die mutante Sequenzen enthalten,
kdnnen aufgereinigt und einer Sequenzanalyse unterzogen werden. Zusatzlich kann eine Expressionsbiblio-
thek unter Verwendung von cDNA aus RNA, die aus einem Gewebe eines Individuums isoliert wurde, von dem
die Expression eines mutanten KLK15-Allels bekannt ist oder angenommen wird, hergestellt werden. Durch
das mutmafRlich mutante Gewebe hergestellte Genprodukte, kénnen, z. B. unter Verwendung von KLK15-pro-
teinspezifischen Antikdrpern wie hierin beschrieben, exprimiert und durchmustert werden. Unter Verwendung
der Antikdrper identifizierte Klone der Bibliothek kdnnen aufgereinigt und einer Sequenzanalyse unterzogen
werden.

[0050] Die Sequenz eines Nukleinsauremolekils nach der Erfindung oder eines Fragments des Molekiils
kann relativ zu ihrer normalen Anordnung bei der Transkription zur Herstellung von Antisense-Nukleinsaure-
molekilen umgedreht werden. Ein Antisense-Nukleinsauremolekul kann unter Verwendung chemischer Syn-
these und enzymatischer Ligationsreaktionen unter Verwendung von im Fachgebiet bekannter Vorgehenswei-
sen erstellt werden.

2. Proteine nach der Erfindung
[0051] Eine Aminosauresequenz eines KLK15-Proteins besteht aus einer Sequenz wie in SEQ. ID. NO. 6, 7,
8 oder 9 gezeigt. Das Protein wird hauptsachlich in der Schilddrise exprimiert und geringerem Ausmalf in der
Prostata, Speicheldriise und Nebenniere, Dickdarm, Hoden und Niere.
[0052] Die Erfindung zieht auch Isoformen der Proteine nach der Erfindung in Erwagung. Eine Isoform enthalt
die gleiche Anzahl und Arten an Aminosauren wie ein Protein nach der Erfindung, aber die Isoform hat eine
andere molekulare Struktur. Isoformen, die von der vorliegenden Erfindung in Erwagung gezogen werden, ha-
ben bevorzugt die gleichen Eigenschaften wie ein Protein nach der Erfindung, wie hierin beschrieben.

[0053] Die vorliegende Erfindung schliel3t auch KLK15-Proteine ein, die mit einem ausgewahlten Protein oder
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Markerprotein (siehe unten) zur Herstellung von Fusionsproteinen konjugiert sind.

[0054] Ein KLK15-Protein nach der Erfindung kann durch Verwendung rekombinanter DNA-Verfahren herge-
stellt werden. Dementsprechend kdnnen die Nukleinsauremolekule nach der vorliegenden Erfindung mit einer
ein KLK15-Protein nach der Erfindung codierenden Sequenz in bekannter Art in einen geeigneten Expressi-
onsvektor eingefligt werden, der eine gute Expression des Proteins gewahrleistet. Mogliche Expressionsvek-
toren enthalten aber sind nicht beschrankt auf Cosmide, Plasmide oder modifizierte Viren (z. B. replikations-
deffiziente Retroviren, Adenoviren und adenoassoziierte Viren), soweit der Vektor mit der verwendeten Wirts-
zelle kompatibel ist.

[0055] Die Erfindung zieht daher einen rekombinanten Expressionsvektor nach der Erfindung in Erwagung,
welcher ein Nukleinsauremolekiil nach der Erfindung und die notwendigen regulatorischen Sequenzen fir die
Transkription und Translation der eingefiigten Proteinsequenz enthalt. Geeignete regulatorische Sequenzen
kénnen von einer Vielzahl von Quellen, einschliellich bakterieller, Pilz-, viraler, Sduger- oder Insektengenen
erhalten werden [siehe z. B. die regulatorischen Sequenzen, die in Goeddel, Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)] beschrieben sind. Die Wahl geeigneter
regulatorischer Sequenzen hangt von der gewahlten Wirtszelle, wie unten diskutiert, ab und kann von einem
Fachmann leicht bewaltigt werden. Die notwendigen regulatorischen Sequenzen kénnen durch das native
KLK15-Protein und/oder dessen flankierende Bereiche bereitgestellt werden.

[0056] Die Erfindung stellt weiter einen rekombinanten Expressionsvektor zur Verfligung, der ein DNA-Nuk-
leinsauremolekiil nach der Erfindung, das in Antisense-Richtung in den Expressionsvektor kloniert ist, umfal3t.
D. h., das DNA-Molekiil ist derart an eine regulatorische Sequenz gebunden, da® durch Transkription des
DNA-Molekiils eine Expression eines RNA-Molekiils ermdglicht wird, das gegensinnig zu der Nukleinsaurese-
quenz eines Proteins nach der Erfindung oder eines Fragments davon ist. Es kdnnen mit der Antisense-Nuk-
leinsaure verbundene regulatorische Sequenzen gewahlt werden, die zu einer kontinuierlichen Expression des
Antisense-RNA-Molekiils in einer Vielzahl von Zellarten fihren, beispielsweise ein viraler Promotor und/oder
Verstarker, oder es kdnnen regulatorische Sequenz gewahlt werden, die zu einer Zellart-spezifischen Expres-
sion von Antisense-RNA fiihren.

[0057] Die rekombinanten Expressionsvektoren nach der Erfindung kénnen auch ein Markergen enthalten,
das die Selektion von mit einem rekombinanten Molekdl nach der Erfindung transformierten oder transfizierten
Wirtszellen vereinfacht. Beispiele fur Markergene sind Gene, die ein Protein wie G418 und Hygromyzin codie-
ren, die eine Resistenz gegen bestimmte Arzneimittel verleihen, B-Galaktosidase, Chloramphenikolacetyl-
transferase, Leuchtkaferluziferase oder ein Immunglobulin oder ein Teil davon, wie der Fc-Teil eines Immun-
globulins, bevorzugt 1IgG. Die Marker kdnnen auf einem von der interessierenden Nukleinsaure getrennten
Vektor eingebracht werden.

[0058] Die rekombinanten Expressionsvektoren kdnnen auch Gene enthalten, die einen Fusionsanteil codie-
ren, der eine verstarkte Expression des rekombinanten Proteins, bessere Ldslichkeit des rekombinanten Pro-
teins und Hilfe bei der Aufreinigung des rekombinanten Zielproteins durch Fungieren als ein Ligand bei der Af-
finitdtsaufreinigung zur Verfigung stellt. Z. B. kann eine proteolytische Spaltstelle zum Ermoglichen der Ab-
trennung des rekombinanten Proteins von dem Fusionsanteil im Anschluf an die Aufreinigung des Fusions-
proteins an das rekombinante Zielprotein angefligt werden. Typische Fusionsexpressionsvektoren enthalten
pGEX (Amrad Corp., Melbourne, Australien), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT5 (Pharma-
cia, Piscataway, NJ), die jeweils Glutathion-S-transferase (GST), Maltose E-bindendes Protein oder Protein A
mit dem rekombinanten Protein fusionieren.

[0059] Die rekombinanten Expressionsvektoren kbnnen zum Herstellen einer transformierten Wirtszelle in
Wirtszellen eingebracht werden. ,Transformierte Wirtszellen" umfassen Wirtszellen, die mit einem rekombi-
nanten Expressionsvektor nach der Erfindung transformiert oder transfiziert wurden. Die Begriffe ,transformiert
mit", transfiziert mit", ,Transformation" und ,Transfektion" umfassen das Einbringen einer Nukleinsaure (z. B.
eines Vektors) in eine Zelle durch eine von vielen Standardtechniken. Prokaryotische Zellen kénnen beispiels-
weise durch Elektroporation oder Calciumchlorid vermittelte Transformation mit einer Nukleinsaure transfor-
miert werden. Eine Nukleinsdure kann in Saugerzellen mittels herkdmmlicher Techniken, wie Calciumphos-
phat- oder Calciumchlorid-Mitfallung, DEAE-Dextran-vermittelte Transfektion, Lipofektion, Elektroporation
oder Mikroinjektion eingebracht werden. Geeignete Methoden zur Transformation und Transfektion von Wirts-
zellen kdnnen in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor
LaboratoryPress (1989)) und anderen Laborleitfaden gefunden werden.
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[0060] Geeignete Wirtszellen schlielen eine grofRe Vielfalt an prokaryotischen und eukaryotischen Wirtszel-
len ein. Z. B. kénnen die Proteine nach der Erfindung in Bakterienzellen wie E. coli, Insektenzellen (unter Ver-
wendung von Baculovirus), Hefezellen oder Saugerzellen exprimiert werden. Andere geeignete Wirtszellen
kénnen in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego,
CA (1991) gefunden werden.

[0061] Es kann auch eine Wirtszelle gewahlt werden, die die Expression einer eingefiigten Nukleinsdurese-
quenz moduliert oder das Protein in gewunschter Art modifiziert (z. B. Glykosylierung oder Phosphorylierung)
und prozessiert (z. B. Spaltungen). Es kénnen Wirtssysteme oder -zellinien gewahlt werden, die spezifische
und charakteristische Mechanismen zur posttranslationalen Prozessierung und Modifizierung von Proteinen
haben. Z. B. kdnnen eukaryotische Wirtszellen einschlieRlich CHO, VERO, BHK, HeLA, COS, MDCK, 293, 3T3
und WI38 verwendet werden. Fur eine langfristige stabile Expression des Proteins mit hoher Ausbeute kdnnen
Zellinien und Wirtssysteme, die das Genprodukt stabil exprimieren, konstruiert werden.

[0062] Wirtszellen und insbesondere Zellinien, die unter Verwendung der hierin beschriebenen Verfahren her-
gestellt wurden, kdnnen bei der Durchmusterung und Auswertung von Verbindungen, die die Aktivitat eines
KLK15-Proteins modulieren, besonders geeignet sein.

[0063] Die Proteine nach der Erfindung kdnnen auch in nicht humanen, transgenen Tieren exprimiert werden,
einschlieBlich, aber nicht begrenzt auf Mause, Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, Minischweine, Ziegen,
Schafe, Schweine, nicht humane Primaten (z. B. Paviane, Affen und Schimpansen) [sieche Hammer et al. (Na-
ture 315: 680-683, 1985), Palmiter et al. (Science 222: 809-814, 1983), Brinster et al. (Proc Natl. Acad. Sci.
USA 82: 44384442, 1985), Palmiter und Brinster (Cell. 41: 343-345, 1985) und U.S. Patent Nr. 4,736,866)]. Im
Fachgebiet bekannte Verfahren kbnnen zum Einbringen eines ein KLK15-Protein codierenden Nukleinsaure-
molekdls nach der Erfindung zur Herstellung von Grinderlinien von transgenen Tieren verwendet werden. Sol-
che Verfahren schlieRen Mikroinjektion in den Vorkern, durch Retroviren vermittelter Gentransfer in Keimlinien,
Gen-Targeting in embryonischen Stammzellen, Elektroporation von Embryonen und Sperma-vermittelten Gen-
transfer ein.

[0064] Die vorliegende Erfindung zieht ein transgenes Tiere in Erwagung, das in all seinen Zellen das
KLK15-Gen tragt, und Tiere, die das Transgen in einigen, aber nicht allen ihren Zellen tragen. Das Transgen
kann als einzelnes Transgen oder in Konkatemeren integriert werden. Das Transgen kann selektiv in spezifi-
sche Zellarten eingebracht und aktiviert werden (siehe z. B. Lasko et al., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
6236). Das Transgen kann an der chromosomalen Stelle des endogenen Gens durch Gen-Targeting eingefligt
werden. Das Transgen kann selektiv in eine spezielle Zellarten eingebracht werden, wobei das endogene Gen
in dieser Zellart inaktiviert wird (siehe Gu et al. Science 265: 103—-106).

[0065] Die Expression eines rekombinanten KLK15-Proteins in einem transgenen Tier kann unter Verwen-
dung von Standardtechniken untersucht werden. Eine erste Durchmusterung zur Untersuchung, ob das Trans-
gen eingefugt wurde, kann durch Southern Blot-Untersuchung oder PCR-Verfahren durchgefiihrt werden. Das
Niveau der mMRNA-Expression in Geweben von transgenen Tieren kann auch durch Verwenden von Techniken
einschlieBlich Northern Blot-Untersuchung von Gewebeproben, in situ-Hybridisierung und RT-PCR ermittelt
werden. Gewebe kann auch unter Verwendung von Antikérpern gegen KLK15-Protein immunozytochemisch
ausgewertet werden.

[0066] Proteine nach der Erfindung kénnen auch durch chemische Synthese unter Verwendung von in der
Proteinchemie wohlbekannter Techniken wie Festphasensynthese (Merrifield, 1964, J. Am. Chem. Assoc. 85:
2149-2154) oder Synthese in homogenen Lésungen (Houbenweyl, 1987, Methods of Organic Chemistry,
Hrsg. E. Wansch, Band 15 | und I, Thieme, Stuttgart) hergestellt werden.

[0067] N-terminate oder C-terminale Fusionsproteine, die ein KLK15-Protein nach der Erfindung konjugiert
mit anderen Molekiilen, wie Proteine, umfassen, kénnen durch Fusionieren des N-Terminus oder C-Terminus
eines KLK15-Proteins und der Sequenz eines ausgewahlten Proteins oder Markerproteins mit einer ge-
wuiinschten biologischen Funktion durch rekombinante Techniken hergestellt werden. Die sich ergebenden Fu-
sionsproteine enthalten ein KLK15-Protein, das mit dem ausgewahlten Protein oder Markerprotein, wie hierin
beschrieben, fusioniert ist. Beispiele fir Proteine, die zur Herstellung von Fusionsproteinen verwendet werden
kénnen, umfassen Immunglobuline, Glutathion-S-transferase (GST), Hamagglutinin (HA) und trunkiertes myc.
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3. Antikorper

[0068] KLK15-Proteine nach der Erfindung kénnen zur Herstellung von fir die Proteine spezifischen Antikor-
pern verwendet werden. Es kdnnen Antikdrper hergestellt werden, die an ein spezifisches Epitop in einem
nicht-konservierten Bereich des Proteins binden. Ein nicht-konservierter Bereich eines Proteins ist einer, der
keine wesentliche Sequenzhomologie zu anderen Proteinen hat. Ein Bereich aus einem konservierten Bereich,
wie eine gut charakterisierte Domane, kann auch zur Herstellung eines Antikdrpers gegen einen konservierten
Bereich eines KLK15-Proteins verwendet werden. Antikdrper mit Spezifitat fir ein KLK15-Protein kénnen auch
aus Fusionsproteinen, die durch das Exprimieren von Fusionsproteinen in Bakterien, wie hierin beschrieben,
geschaffen wurden, geziichtet werden.

[0069] Die Erfindung kann ganze monoklonale oder polyklonale Antikdrper und immunologisch aktive Frag-
mente (z. B. ein Fab, (Fab),-Fragment oder Fab-Fragmente aus einer Expressionsbibliothek und Epitop-bin-
dende Fragmente davon), eine schwere Kette eines Antikdrpers und eine leichte Kette eines Antikorpers, ein
genetisch konstruiertes einzelkettiges Fv-Molekiil (Ladner et al., U.S. Pat. Nr. 4,946,778), humanisierten Anti-
korper oder einen chimerischen Antikorper, z. B. ein Antikorper, der die Bindungsspezifitat eines Mausantikor-
pers enthalt, aber bei dem die verbleibenden Teile menschlichen Ursprungs sind, verwenden. Antikérper ein-
schlielRlich monoklonaler und polyklonaler Antikérper, Fragmenten und Chimeren kénnen durch dem Fach-
mann bekannte Verfahren hergestellt werden.

4. Anwendungen der Nukleinsduremolekule, KLK15-Proteine und Antikérper nach der Erfindung

[0070] Die Nukleinsduremolekule, KLK15-Proteine und Antikdrper nach der Erfindung kdnnen bei der prog-
nostischen und diagnostischen Bewertung von Erkrankungen, bei denen ein KLK15-Protein beteiligt ist (z. B.
Krebs oder Schilddrisenerkrankungen), und der Identifizierung von Subjekten mit einer Veranlagung fur sol-
che Erkrankungen (Abschnitt 4.1.1 und 4.1.2) verwendet werden.

[0071] Die vorliegende Erfindung stellt ein Testkit zur Diagnose eines Zustandes, der mit einem Protein nach
der Erfindung in Verbindung steht, durch Bestimmen der Anwesenheit eines Nukleinsauremolekiils oder eines
Proteins nach der Erfindung zur Verfiigung. Das Testkit kann in einem Verfahren zum Detektieren der Expres-
sion des Krebsmarkers KLK15 in einem Patienten verwendet werden, welches folgendes umfalt:

(a) Nehmen einer von einem Patienten stammenden Probe und

(b) Detektieren einer KLK15 codierenden Nukleinsauresequenz oder eines durch eine KLK15-Nukleinsdu-

resequenz codierten Proteinprodukts in der Probe.

[0072] Die Nukleinsduremolekile, KLK15-Proteine und Antikdrper nach der Erfindung kdnnen in der Diagno-
se und Stadieneinteilung von Krebs, insbesondere Prostatakrebs, verwendet werden. Erhéhte Niveaus an
KLK15-Proteinen werden mit aggressiveren Formen von Prostatakrebs in Verbindung gebracht und kénnen
ein Hinweis auf eine schlechte Prognose sein.

[0073] Verfahren zum Detektieren von Nukleinsauremolekiilen und KLK15-Proteinen nach der Erfindung kon-
nen zum Uberwachen von Erkrankungen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, durch Detektieren von
KLK15-Proteinen und KLK15-Proteine codierenden Nukleinsduremolekilen verwendet werden. Die Anwen-
dungen der vorliegenden Erfindung schlieRen auch Verfahren zur Identifizierung von Verbindungen ein, die die
biologische Aktivitat von KLK15-Proteinen modulieren (Abschnitt 4.2). Die Verbindungen, Antikdrper, etc. kon-
nen zur Behandlung von Erkrankungen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, verwendet werden (Abschnitt
4.3). Fur einen Fachmann ware es auch ersichtlich, dal die hierin beschriebenen Verfahren zum Untersuchen
der Expression von KLK15-Proteinen bei der Entwicklung verwendet werden kdnnen und demzufolge weitere
Kenntnisse beziiglich der Rolle von KLK15-Proteinen zur Verfliigung stellen werden.

4.1 Diagnostische Verfahren

[0074] Eine Vielzahl von Verfahren kann zur diagnostischen und prognostischen Bewertung von Erkrankun-
gen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, und zur Identifizierung von Subjekten mit einer Veranlagung fur
solche Erkrankungen verwendet werden. Solche Verfahren kénnen z. B. Nukleinsauremolekiile nach der Er-
findung und Fragmente davon und Antikérper gegen KLK15-Proteine, einschliellich Peptidfragmenten, ver-
wenden. Insbesondere die Nukleinsduren und Antikérper kbnnen verwendet werden, z. B. fur: (1) die Detektion
des Vorhandenseins von KLK15-Mutationen oder die Detektion von entweder einer Uber- oder Unterexpressi-
on von KLK15-mRNA im Vergleich zu einem nicht erkrankten Stadium oder die qualitative oder quantitative
Detektion von alternativen Spleil3formen von KLK15-Transkripten, die mit gewissen Zustanden oder der Emp-
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fanglichkeit gegenuber solchen Zustdnden zusammentreffen kdnnen, und (2) die Detektion von entweder einer
zu grof3en oder einer zu kleinen Menge von KLK15-Proteinen im Vergleich zu einem nicht erkrankten Stadium
oder das Vorhandensein eines modifizierten KLK15-Proteins (z. B. weniger als die gesamte Lange), welches
mit einem Erkrankungsstadium oder einem Voranschreiten in Richtung eines Erkrankungsstadiums zusam-
mentrifft.

[0075] Die hierin beschriebenen Methoden kénnen zum Bewerten der Wahrscheinlichkeit des Vorhan-
denseins von malignen oder pramalignen Zellen, z. B. in einer Gruppe von aus dem Wirt frisch enthommenen
Zellen, verwendet werden. Solche Verfahren kénnen zum Detektieren von Tumoren, Quantifizieren ihres
Wachstums verwendet werden und helfen bei der Diagnose und Prognose von Krankheiten. Die Verfahren
kénnen zum Detektieren des Vorhandenseins von Krebsmetastasen sowie zum Bestatigen der Abwesenheit
oder der Entfernung des gesamten Tumorgewebes infolge einer Operation, Chemotherapie bei Krebs
und/oder Strahlentherapie verwendet werden. Sie kénnen weiter zum Uberwachen einer Chemotherapie bei
Krebs und des Wiedererscheinens eines Tumors verwendet werden.

[0076] Die hierin beschriebenen Verfahren kénnen durch Verwendung von zusammengestellten Diagnosekits
durchgefiihrt werden, die wenigstens eine hierin beschriebene spezifische KLK15-Nukleinsaure oder Antikor-
per enthalten, die herkémmlich eingesetzt werden kdénnen, z. B. in klinischen Einrichtungen zur Durchmuste-
rung und Diagnose von Patienten und zur Durchmusterung und Identifizierung der Individuen, die eine Veran-
lagung zur Entwicklung einer Erkrankung aufweisen.

[0077] Auf Nukleinsaure basierende Techniken sind unten in Abschnitt 4.1.1 beschrieben. Techniken zur De-
tektion von Peptiden sind unten in Abschnitt 4.1.2 beschrieben. Die Proben, die unter Verwendung der Verfah-
ren nach der Erfindung analysiert werden kdnnen, schlieRen solche ein, von denen bekannt ist oder angenom-
men wird, daf} sie KLK15 exprimieren oder KLK15-Proteine enthalten. Die Proben kénnen von einem Patien-
ten oder einer Zellkultur stammen und schlieBen ein aber sind nicht begrenzt auf biologische Flussigkeiten,
Gewebeextrakte, frisch geerntete Zellen und Lysate von Zellen, die in Zellkulturen inkubiert wurden.

[0078] Oligonukleotide oder langere Fragmente, die von irgendeinem der Nukleinsduremolekiile nach der Er-
findung erhalten wurden, kénnen als Ziel in einer Mikroanordnung verwendet werden. Die Mikroanordnung
kann zum gleichzeitigen Uberwachen der Expressionsniveaus einer groRen Anzahl von Genen verwendet wer-
den und zum Identifizieren genetischer Abweichungen, Mutationen und Polymorphismen. Die Information aus
der Mikroanordnung kann zur Bestimmung der Genfunktion, zum Verstandnis der genetischen Grundlage ei-
ner Erkrankung, zur Diagnose einer Erkrankung und zur Entwicklung und Uberwachung der Aktivitat eines the-
rapeutischen Mittels verwendet werden.

[0079] Die Herstellung, Verwendung und Analyse von Mikroanordnungen sind einem Fachmann wohlbekannt
(siehe z. B. Brennan, T. M. et al. (1995) U.S. Pat. Nr. 5,474,796, Schena, et al. 81996) Proc. Natl. Acad. Sci.
93: 10614-10619, Baldeschweiler et al. (1995), PCT Anmeldung WO 95/251116, Shalom, D. et al. (1995) PCT
Anmeldung WO 95/355505, Heller, R. A. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 2150-2155 und Heller, M. J.
et al. (1997) U.S. Pat. Nr. 5,605,662).

4.1.1 Verfahren zum Detektieren von Nukleinsduremolekilen nach der Erfindung

[0080] Die Nukleinsduremolekule nach der Erfindung ermdglichen dem Fachmann, Nukleotidsonden zur Ver-
wendung bei der Detektion von Nukleinsduresequenzen nach der Erfindung in Proben zu erstellen. Geeignete
Sonden schlieen Nukleinsduremolekile ein, die auf Nukleinsduresequenzen basieren, die wenigstens 5 auf-
einanderfolgende Aminosauren aus Bereichen des KLK15-Proteins codieren, bevorzugt umfassen sie 15 bis
30 Nukleotide (siehe SEQ. ID. NOs. 47-50). Eine Nukleotidsonde kann mit einer detektierbaren Substanz, wie
einer radioaktiven Markierung, die ein geeignetes Signal zur Verfligung stellt und eine ausreichende Halb-
wertszeit hat, wie 3P, *H, "*C oder dergleichen, markiert sein. Andere detektierbare Substanzen, welche ver-
wendet werden kdnnen, schlieen Antigene, die durch einen spezifisch markierten Antikdrper erkannt werden,
fluoreszierende Verbindungen, Enzyme, fur ein markiertes Antigen spezifische Antikérper und lumineszieren-
de Verbindungen ein. Eine geeignete Markierung kann unter Berlcksichtigung der Geschwindigkeit der Hyb-
ridisierung und der Bindung der Sonde an das zu detektierende Nukleotid und die fiir die Hybridisierung zur
Verfligung stehende Menge an Nukleotid ausgewahlt werden. Markierte Sonden kdnnen auf festem Unter-
grund, wie Nitrozellulosefilter oder Nylonmembranen, wie allgemein in Sambrook et al. 1989, Molecular Clo-
ning, A Laboratory Manual (2. Aufl.) beschrieben, auf Nukleinsduren hybridisiert werden. Die Nukleinsaureson-
den kdnnen zum Detektieren von KLK15-Proteine codierenden Gene, bevorzugt in humanen Zellen, verwen-
det werden. Die Nukleotidsonden kénnen auch bei der Diagnose von Erkrankungen, an denen ein KLK15-Pro-
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tein beteiligt ist, beim Uberwachen des Voranschreitens solcher Erkrankungen oder Uberwachen einer thera-
peutischen Behandlung geeignet sein.

[0081] Die Sonde kann bei Hybridisierungstechniken zum Detektieren von KLK15-Proteine codierenden Ge-
nen verwendet werden. Die Technik umfalt im allgemeinen das Inkontaktbringen und Inkubieren von Nuklein-
sauren (z. B. rekombinanten DNA-Molekdilen, klonierten Genen), die von einer Probe von einem Patienten
oder einer anderen Zellquelle erhalten wurden, mit einer Sonde nach der vorliegenden Erfindung unter Bedin-
gungen, die fir das spezifische Doppelstrangbilden der Sonden mit komplementaren Sequenzen in den Nuk-
leinsauren glinstigen sind. Nach der Inkubation werden die Nukleinsauren, die keinen Doppelstrang gebildet
haben, entfernt und das Vorhandensein von Nukleinsduren, die an die Sonde hybridisiert wurden, wird sofern
vorhanden detektiert.

[0082] Die Detektion von Nukleinsduremolekilen nach der Erfindung kann die Vervielfaltigung von spezifi-
schen Gensequenzen unter Verwendung eines Vervielfaltigungsverfahrens, wie PCR, gefolgt von der Analyse
der vervielfaltigten Molekile unter Verwendung von dem Fachmann bekannten Techniken, einbeziehen. Ge-
eignete Primer kdnnen durch einen Fachmann routinemafig erstellt werden.

[0083] Genomische DNA kann bei Hybridisierungs- oder Amplifizierungsuntersuchungen von biologischen
Proben zum Detektieren von mit der KLK15-Struktur verbundenen Abnormalitaten, einschlielich Punktmuta-
tionen, Insertionen, Deletionen und chromosomalen Umordnungen, verwendet werden. Z. B. kénnen direktes
Sequenzieren, Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Untersuchungen, Heteroduplexuntersuchungen,
denaturierende Gradientengelelektrophorese, chemische Spaltung von Fehlpaarungen und Oliognukleotidhy-
bridisierung verwendet werden.

[0084] Dem Fachmann bekannte Genotypisierungstechniken kénnen zur Typisierung von Polymorphismen,
die in enger Nachbarschaft zu den Mutationen in einem klk15-Gen sind, verwendet werden. Die Polymorphis-
men kdnnen zur ldentifizierung von Individuen in Familien, die wahrscheinlich eine Mutation tragen, verwendet
werden. Sofern ein Polymorphismus ein Kopplungsungleichgewicht mit Mutationen in einem KLK15-Gen auf-
weist, kann er auch zum Durchmustern von Individuen der allgemeinen Population, die wahrscheinlich Muta-
tionen tragen, verwendet werden. Polymorphismen, die verwendet werden kdnnen, schlieen Restriktionsfrag-
ment-Langenpolymorphismen (RFLPs), Einzelbasenpolymorphismen und einfache Sequenzwiederholungs-
polymorphismen (SSLPs) ein.

[0085] Eine Sonde nach der Erfindung kann zum direkten Identifizieren von RFLPs verwendet werden. Eine
Sonde oder Primer nach der Erfindung kann zuséatzlich zur Isolierung genomischer Klone, wie YACs, BACs,
PACs, Cosmiden, Phagen oder Plasmiden verwendet werden. Die DNA in den Klonen kann unter Verwendung
von Hybridisierungs- oder Sequenzierungsverfahren auf SSLPs durchmustert werden.

[0086] Die hierin beschriebenen Hybridisierungs- und Vervielfaltigungstechniken kénnen zum Untersuchen
qualitativer und quantitativer Gesichtspunkte der klk15-Expression verwendet werden. Z. B. kann RNA aus ei-
ner Zellart oder einem Gewebe, von dem bekannt ist, dal’ es klk15 exprimiert, isoliert werden und unter Ver-
wendung der hierin genannten Hybridisierungs- (z. B. Standard-Northern-Untersuchungen) oder PCR-Techni-
ken untersucht werden. Die Techniken kdnnen zum Detektieren von Unterschieden in der Grofe des Trans-
kripts verwendet werden, die auf normales oder abnormales alternatives Splei3en zurtickzuflihren sein kon-
nen. Die Techniken kénnen zum Detektieren quantitativer Unterschiede zwischen den Niveaus der Transkripte
mit voller Lange und/oder alternativ gesplei3ten Transkripte verwendet werden, die in normalen Individuen im
Vergleich solchen Individuen, die Symptome einer Erkrankung zeigen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt
ist, detektiert werden.

[0087] Die Primer und Sonden kénnen in den oben beschriebenen Verfahren in situ, d.h. direkt auf Gewebe-
schnitten (fixiert und/oder gefroren) von aus Biopsien oder Teilentfernungen erhaltenem Patientengewebe, ver-
wendet werden.

4 1.2 Verfahren zum Detektieren von KLK15-Proteinen

[0088] Spezifisch mit einem KLK15-Protein reaktive Antikérper oder Derivate, wie Enzymkonjugate oder mar-
kierte Derivate, kénnen zum Detektieren von KLK15-Proteinen in zahlreichen Proben (z. B. biologischen Ma-
terialien) verwendet werden. Sie kdnnen als diagnostische oder prognostische Reagenzien verwendet werden
und sie kdnnen zum Detektieren von Abnormitaten im Niveau der KLK15-Proteinexpression oder Abnormitaten
in der Struktur und/oder zeitlichen, Gewebe-, zellularen oder subzellularen Lokalisation eines KLK15-Proteins
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verwendet werden. Antikdrper kdnnen auch zur Durchmusterung maéglicher therapeutischer Verbindungen in
vitro zur Bestimmung lhrer Auswirkungen auf Erkrankungen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, und an-
deren Zustanden verwendet werden. In vitro-lmmununtersuchungen kénnen auch zur Beurteilung und Uber-
wachung der Effizienz bestimmter Therapien verwendet werden. Die Antikdrper nach der Erfindung kénnen
auch in vitro zur Bestimmung der Menge der KLK15-Expression in genetisch zur Herstellung eines KLK15-Pro-
teins konstruierten Zellen verwendet werden.

[0089] Die Antikdrper kénnen in jeder bekannter Immununtersuchung, die auf der Bindungswechselwirkung
zwischen einer Antigendeterminanten eines KLK15-Proteins und den Antikérpern beruht, verwendet werden.
Beispiele fur solche Untersuchungen sind Radioimmununtersuchungen, Enzymimmununtersuchungen (z. B.
ELISA), Immunofluoreszenz, Immunoprazipitation, Latexagglutination, Hamagglutination und histochemische
Tests. Die Antikérper kdnnen zum Detektieren und Quantifizieren von KLK15-Proteinen in einer Probe verwen-
det werden, um dessen Rolle in bestimmten zellularen Vorgangen oder pathologischen Stadien zu bestimmen
und zum Diagnostizieren und Behandeln solcher pathologischer Stadien.

[0090] Insbesondere kénnen die Antikdrper nach der Erfindung in immunohistochemischen Untersuchungen,
z. B. auf zellularer und subzellularer Ebene, zur Detektion eines KLK15-Proteins, zu dessen Lokalisation auf
bestimmte Zellen und Gewebe und auf spezifische subzellulare Orte und zur Quantifizierung der Expressions-
niveaus, verwendet werden.

[0091] Im Fachgebiet bekannte zytochemische Techniken zum Lokalisieren von Antigenen unter Verwendung
von Licht- und Elektronenmikroskopie kdnnen zur Detektion eines KLK15-Proteins verwendet werden. Allge-
mein kann ein Antikdrper nach der Erfindung mit einer detektierbaren Substanz markiert werden und ein mit
KLK15 verwandtes Protein kann in Geweben und Zellen basierend auf der Anwesenheit der detektierbaren
Substanz lokalisiert werden: Beispiele fur detektierbare Substanzen enthalten, aber sind nicht beschrankt auf
die folgenden: Radioisotope (z. B. °H, "C, %S, '®I, '31), fluoreszierende Markierungen (z. B. FITC, Rhodamin,
seltene Erden-Phosphore), lumineszente Markierungen, wie Luminol, enzymatische Markierungen (z. B. Meer-
rettichperoxidase, p-Galaktosidase, Luziferase, alkalische Phosphatase, Acetylcholinesterase), Biotinylgrup-
pen (die durch markiertes Avidin detektiert werden kdnnen, z. B. Streptavidin, das einen fluoreszierenden Mar-
ker oder eine enzymatische Aktivitat aufweist, die durch optische oder kalorimetrische Verfahren detektiert
werden kann), vorherbestimmte Polypeptidepitope, die durch einen sekundaren Reporter erkannt werden (z.
B. Leuzin-ReillverschluBpaarsequenzen, Bindungsstellen fir Sekundarantikérper, metallbindende Bereiche,
Epitoptags). In manchen Ausfuhrungsformen sind die Markierungen mit Abstandshalterarmen mit variablen
Langen zum Reduzieren einer moglichen sterischen Behinderung angebracht. Antikérper kdnnen auch an
Substanzen mit hoher Elektronendichte gekoppelt werden, wie Ferritin oder kolloidales Gold, welche einfach
durch Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden kénnen.

[0092] Die Antikdrper oder Proben kénnen auf einem Trager oder festen Untergrund immobilisiert werden, der
zur Immobilisierung von Zellen, Antikdrpern etc. geeignet ist. Z. B. kann der Trager oder Untergrund Nitrozel-
lulose oder Glas, Polyacrylamide, Gabbros und Magnetit sein. Das Tragermaterial kann jede mdgliche Gestal-
tung haben, einschliellich sphéarisch (z. B. Kugelchen), zylindrisch (z. B. die innere Oberflache eines Testge-
faRes oder Vertiefung oder die aullere Oberflache eines Stabs) oder flach (z. B. Blatt, Teststreifen). Indirekte
Verfahren kdnnen auch verwendet werden, bei welchen die erste Antigen-Antikdrper-Reaktion durch Einbrin-
gen eines zweiten Antikdrpers mit Spezifitat fir den gegen KLK15-Protein reaktiven Antikorper vervielfaltigt
wird. Als Beispiel, wenn der Antikdrper mit Spezifitat fur ein KLK15-Protein ein Kaninchen-lgG-Antikérper ist,
kann der zweite Antikdrper ein mit gamma-Globulin markierter Anti-Kaninchen-Ziegenantikérper sein, der mit
einer detektierbaren Substanz wie hierin beschrieben markiert ist.

[0093] Sofern als detektierbare Substanz eine radioaktive Markierung verwendet wird, kann ein KLK15-Pro-
tein durch Autoradiographie lokalisiert werden. Die Ergebnisse der Autoradiographie kdnnen durch Bestimmen
der Dichte der Partikel in den Autoradiogrammen durch verschiedene optische Verfahren oder durch Zahlen
der Kérner quantifiziert werden.

[0094] In einer Ausfiihrungsform zieht die Erfindung ein Testkit zum Uberwachen des Voranschreitens von
Krebs (z. B. Prostatakrebs) in einem Individuum in Erwagung, welches folgendes umfaft:
(a) Inkontaktbringen einer Menge eines Antikérpers, der an ein KLK15-Protein bindet, mit einer Probe von
dem Individuum, um einen bindren Komplex zu bilden, der den Antikérper und das KLK15-Protein in der
Probe umfafdt,
(b) Bestimmen und Detektieren des Vorhandenseins oder der Menge an Komplexbildung in der Probe,
(c) Wiederholen der Stufen (a) und (b) zu einem spateren Zeitpunkt und

14/88



DE 60120712 T2 2007.07.19

(d) Vergleichen der Ergebnisse von Stufe (b) mit dem Ergebnis von Stufe (c), wobei ein Unterschied in der
Menge an Komplexbildung das Voranschreiten des Krebses in dem Individuum anzeigt.

[0095] Die Menge an Komplexen kann auch mit einem reprasentativen Wert der Menge an Komplexen in ei-
nem Individuum, das nicht durch Krebs (z. B. Prostatakrebs) gefahrdet ist oder darunter leidet.

4.2 Verfahren zum ldentifizieren oder Auswerten von Substanzen/Verbindungen

[0096] Die hierin beschriebenen Verfahren sind zum Identifizieren von Substanzen entworfen, die die biolo-
gische Aktivitat eines KLK15-Proteins modulieren, einschliellich Substanzen, die an KLK15-Proteine binden
oder an andere Proteine binden, die mit einem KLK15-Protein interagieren, von Verbindungen, die die Wech-
selwirkung eines KLK15-Proteins stéren oder verstarken, und Substanzen, die an das KLK15-Protein binden
oder andere Proteine, die mit einem KLK15-Protein wechselwirken. Es werden Verfahren verwendet, die Ver-
bindungen identifizieren, die an fir KLK15 regulatorische Sequenzen binden.

[0097] Die Substanzen und Verbindungen, die unter Verwendung der Verfahren nach der Erfindung identifi-
ziert werden, enthalten aber sind nicht beschrankt auf Peptide, wie I6sliche Peptide, einschliel3lich Fusions-
peptide mit einem Ig-Schwanz, Mitglieder von Zufallspeptid-Bibliotheken und durch kombinatorische Chemie
erhaltene molekulare Bibliotheken, die aus Aminosauren mit D- und/oder L-Konfiguration gemacht wurden,
Phosphopeptide (einschlieBlich Mitglieder von Zufalls- oder teilweise degenerierten, gerichteten Phosphopep-
tidbibliotheken), Antikérper [z. B. polyklonale, monoklonale, humanisierte, anti-idiotypische, chimerische, ein-
zelkettige Antikorper, Fragmente (z. B. Fab, F(ab)2 und Fab-Fragmente aus einer Expressionsbibliothek und
Epitop-bindende Fragmente davon)] und kleine organische oder anorganische Molekile. Die Substanz oder
Verbindung kann eine endogene physiologische Verbindung oder eine naturliche oder synthetische Verbin-
dung sein.

[0098] Substanzen, die ein KLK15-Protein modulieren, kdbnnen aufgrund ihrer Fahigkeit, an ein KLK15-Pro-
tein zu binden, identifiziert werden. Daher stellt die Erfindung auch Verfahren zum Identifizieren von Substan-
zen, die an ein KLK15-Protein binden, zur Verfigung. Unter Verwendung von Verfahren nach der Erfindung
identifizierte Substanzen kénnen unter Verwendung herkdmmlicher Techniken isoliert, kloniert und sequenziert
werden. Eine Substanz, die mit einem Polypeptid nach der Erfindung assoziiert, kann ein Agonist oder Anta-
gonist der biologischen oder immunologischen Aktivitat eines Polypeptids nach der Erfindung sein.

[0099] Der Begriff ,Agonist" bezieht sich auf ein Molekiil, das die Menge der Proteinaktivitat steigert oder de-
ren Andauern verlangert. Der Begriff ,Antagonist" bezieht sich auf ein Molekiil, das die biologische oder immu-
nologische Aktivitat des Proteins verringert. Agonisten und Antagonisten kénnen Proteine, Nukleinsauren,
Kohlenhydrate oder jedes andere Molekul einschlieRen, das mit einem Protein nach der Erfindung assoziiert.

[0100] Substanzen, die an ein KLK15-Protein binden kénnen, kénnen durch Umsetzen eines KLK15-Proteins
mit einer Testsubstanz, die méglicherweise an ein KLK15-Protein bindet, unter Bedingungen, die die Bildung
von Substanz-KLK15-Protein-Komplexen gestatten und Entfernen und/oder Detektieren des Komplexes iden-
tifiziert werden. Die Komplexe kdnnen durch Untersuchen auf Substanz-KLK15-Protein-Komplexe, auf freie
Substanz oder auf nicht komplexiertes KLK15-Protein detektiert werden. Bedingungen, die die Bildung von
Substanz-KLK15-Protein-Komplexen gestatten, kdnnen unter Berlicksichtigung von Faktoren, wie die Art und
Menge der Substanz und des Proteins, ausgewahlt werden.

[0101] Der Substanz-Protein-Komplex, freie Substanz oder nicht-komplexierte Proteine kénnen durch her-
kémmliche Isolierungstechniken isoliert werden, z. B. Aussalzen, Chromatographie, Elektrophorese, Gelfiltra-
tion, Fraktionierung, Absorption, Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Agglutination oder Kombinationen davon.
Zur Vereinfachung der Untersuchung der Bestandteile kdnnen Antikorper gegen KLK15-Protein oder gegen
die Substanz, oder markiertes KLK15-Protein oder eine markierte Substanz verwendet werden. Die Antikérper,
Proteine oder Substanzen kénnen mit detektierbaren Substanzen, wie oben beschrieben, markiert werden.

[0102] Ein KLK15-Protein oder die in dem Verfahren nach der Erfindung verwendete Substanz kann unldslich
gemacht werden. Z. B. kann ein KLK15-Protein oder eine Substanz an einen geeigneten Trager gebunden
werden, wie Agarose, Zellulose, Dextran, Sephadex, Sepharose, Carboxymethylzellulose, Polystyrol, Filterpa-
pier, lonenaustauscherharz, Plastikfilm, Plastikrohrchen, Glasperlen, Polyamin-Methylvinylether-Maleinsau-
re-Copolymer, Aminosaure-Copolymer, Ethylen-Maleinsaure-Copolymer, Nylon, Seide etc. Der Trager kann in
der Form von z. B. einem Rdhrchen, Testplatte, Perlen, Scheibe, Kugel etc. sein. Das unléslich gemachte Pro-
tein oder Substanz kann durch Umsetzen des Materials mit einem geeigneten unléslichen Trager unter Ver-
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wendung bekannter chemischer oder physikalischer Verfahren, z. B. Cyanogenbromid-Kopplung, hergestellt
werden.

[0103] Die Erfindung zieht auch ein Verfahren zur Bewertung einer Verbindung auf ihre Fahigkeit zur Modu-
lierung der biologischen Aktivitat eines KLK15-Proteins nach der Erfindung durch Untersuchen auf einen Ago-
nisten oder Antagonisten (d.h. Verstarker oder Inhibitor) der Bindung eines KLK15-Proteins mit einer Substanz,
die an einen KLK15-Protein bindet, in Erwagung. Das Basisverfahren zur Bewertung, ob eine Verbindung ein
Agonist oder Antagonist der Bindung eines KLK15-Proteins und einer Substanz, die an das Protein bindet, ist
eine das KLK15-Protein und die Substanz enthaltende Reaktionsmischung herzustellen, unter Bedingungen,
die die Bildung eines Substanz-KLK15-Protein-Komplexes gestatten, in der Anwesenheit der Testverbindung.
Die Testverbindung kann am Anfang oder im Anschluf® an die Zugabe des KLK15-Proteins und der Substanz
zugegeben werden. Kontrollreaktionsmischungen ohne die Testverbindung oder mit einem Plazebo werden
auch hergestellt. Die Bildung von Komplexen wird detektiert und die Bildung von Komplexen in der Kontrollre-
aktion aber nicht in der Reaktionsmischung zeigt an, da die Testverbindung die Wechselwirkung des
KLK15-Proteins und der Substanz stért. Die Reaktionen kdnnen in fllissiger Phase durchgefiihrt werden oder
das KLK15-Protein, die Substanz oder Testverbindungen kénnen wie hierin beschrieben immobilisiert werden.
Die Fahigkeit einer Verbindung, die biologische Aktivitat eines KLK15-Proteins nach der Erfindung zu modu-
lieren, kann durch Bestimmen des biologischen Effekts auf Zellen untersucht werden.

[0104] Es versteht sich, dal3 die Agonisten und Antagonisten, d.h. Inhibitoren und Verstarker, die unter Ver-
wendung der Verfahren nach der Erfindung untersucht werden kdnnen, an einer oder mehrer der Bindungs-
stellen an dem Protein oder der Substanz wirken kénnen, einschlieRlich Agonistenbindungsstellen, kompetitive
Antagonistenbindungsstellen, nicht kompetitive Antagonistenbindungsstellen oder allosterische Stellen.

[0105] Die Erfindung ermdglicht es auch, nach Antagonisten zu Durchmustern, die den Effekt eines Agonisten
auf die Wechselwirkung eines KLK15-Proteins mit einer Substanz, welche zur Bindung an das KLK15-Protein
fahig ist, hemmen. Somit kann die Erfindung auch zum Untersuchen auf eine Verbindung verwendet werden,
die um die gleiche Bindungsstelle an einem KLK15-Protein konkurriert.

[0106] Die Erfindung zieht auch Verfahren zum Identifizieren von Verbindungen in Erwagung, die an Proteine
binden, die mit einem KLK15-Protein wechselwirken. Protein-Protein-Wechselwirkungen kénnen unter Ver-
wendung herkémmlicher Verfahren, wie Coimmunoprazipitation, Vernetzung und Mitaufreinigung durch Gradi-
enten oder Chromatographiesaulen, identifiziert werden. Es kdnnen auch Verfahren angewendet werden, die
zu einer gleichzeitigen Identifizierung von Genen fuhren, die fir mit einem KLK15-Protein wechselwirkende
Proteine codieren. Diese Verfahren schlielRen das Sondieren von Expressionsbibliotheken mit markiertem
KLK15-Protein ein.

[0107] Zwei-Hybrid-Systeme kdnnen auch zur Detektion von Proteininteraktionen in vivo verwendet werden.
Im allgemeinen werden Plasmide erstellt, die zwei Hybridproteine codieren. Ein erstes Hybridprotein besteht
aus der DNA-bindenden Domane eines Transkriptionsaktivatorproteins, das mit einem KLK15-Protein fusio-
niert ist, und das zweite Hybridprotein besteht aus der Aktivatordomane des Transkriptionsaktivatorproteins,
das mit einem unbekannten Protein fusioniert ist, das durch eine cDNA codiert ist, welche als Teil einer cD-
NA-Bibliothek in das Plasmid rekombiniert wurde. Die Plasmide werden in einen Hefestamm transformiert (z.
B. S. cerevisiae), der ein Reportergen (z. B. lacZ, Luziferase, alkalische Phosphatase, Meerrettichperoxidase)
enthalt, dessen regulatorischer Bereich die Bindestelle des Transkripitonsaktivators enthalt. Die Hybridprotei-
ne alleine kénnen die Transkription des Reportergens nicht aktivieren. Jedoch die Interaktion der zwei Hybrid-
proteine stellt das funktionelle Aktivatorprotein wieder her und fuhrt zur Expression des Reportergens, welche
durch eine Untersuchung auf das Reportergenprodukt detektiert wird.

[0108] Es wird begrufRt werden, dal® Fusionsproteine in den oben beschriebenen Verfahren verwendet wer-
den konnen. Insbesondere KLK15-Proteine, die mit Glutathion-S-transferase fusioniert sind, kbnnen in den
Verfahren verwendet werden.

[0109] Ein Modulator eines KLK15-Proteins nach der Erfindung kann auch aufgrund seiner Fahigkeit, die ka-
talytische Aktivitat des Proteins zu hemmen oder zu verstarken, identifiziert werden.

[0110] Die zur Anwendung der Verfahren nach der Erfindung geeigneten Reagenzien zur Untersuchung von
Verbindungen, die ein KLK15-Protein modulieren, kdnnen in zweckmaRige Kits verpackt werden, die die noti-
gen Materialien in geeignete Behalter verpackt enthalten. Die Kits kbnnen auch geeignete Hilfsmittel enthalten,
die bei der Durchfuhrung der Verfahren nach der Erfindung geeignet sind.
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4.3 Zusammensetzungen und Behandlungen

[0111] Die Proteine nach der Erfindung, durch die hierin beschriebenen Verfahren identifizierte Substanzen
oder Verbindungen und Nukleinsauremolekiile nach der Erfindung kdnnen zur Modulierung der biologischen
Aktivitat eines KLK15-Proteins verwendet werden, und sie kdnnen bei der Behandlung von Zustanden wie
Krebs (insbesondere Schilddriisen-, Prostata-, Dickdarm-, Nieren-, Hodenkrebs) und Schilddrisenerkrankun-
gen in einem Patienten verwendet werden.

[0112] Dementsprechend kénnen die Substanzen, Antikorper, Peptide und Verbindungen in pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen zur Verabreichung an Subjekte in einer biologisch vertraglichen Form, die zur in
vivo-Verabreichung geeignet ist, formuliert werden. Mit ,biologisch vertraglicher Form, die zur in vivo-Verabrei-
chung geeignet ist" ist eine Form der zu verabreichenden aktiven Substanz gemeint, bei welcher jegliche toxi-
sche Effekte durch die therapeutischen Effekte Giberwogen werden. Die aktiven Substanzen kénnen an leben-
de Organismen, einschliel3lich Menschen und Tieren, verabreicht werden. Verabreichung einer therapeutisch
aktiven Menge einer pharmazeutischen Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung ist definiert als eine ef-
fektive Menge in Dosierungen und lber Zeitraume, die zum Erreichen des gewunschten Ergebnisses notwen-
dig sind. Z. B. kann eine therapeutisch aktive Menge einer Substanz gemaf Faktoren, wie das Krankheitssta-
dium, Alter, Geschlecht und Gewicht des Individuums und der Fahigkeit eines Antikorpers, eine gewiinschte
Reaktion in dem Individuum auszulésen, variieren. Die Dosierungsverabreichung kann zum Bereitstellen der
optimalen therapeutischen Antwort angepalf3t werden. Z. B. kdnnen mehrere aufgeteilte Dosen taglich verab-
reicht werden oder die Dosis kann proportional reduziert werden, wie es durch die Notwendigkeit der therapeu-
tischen Situation angezeigt ist.

[0113] Die aktive Substanz kann in einer zweckmaRigen Art verabreicht werden, wie durch Injektion (subku-
tan, intravends etc.), orale Verabreichung, Inhalierung, transdermale Anwendung oder rektale Verabreichung.
Abhangig von dem Weg der Verabreichung kann die aktive Substanz von einem Material umhdillt sein, um die
Substanz vor der Wirkung von Enzymen, Sauren und anderen naturlichen Bedingungen zu schitzen, die die
Substanz inaktivieren kénnen.

[0114] Die hierin beschriebenen Zusammensetzungen kénnen durch an sich bekannte Verfahren zur Herstel-
lung von pharmazeutisch annehmbaren Zusammensetzungen, die an Subjekte verabreicht werden kdnnen,
hergestellt werden, so dal eine effektive Menge der aktiven Substanz in einer Mischung mit einer pharmazeu-
tisch annehmbaren Tragersubstanz kombiniert wird. Geeignete Tragersubstanzen sind z. B. in Remington's
Pharmaceutical Sciences (Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa.,
USA 1985) beschrieben. Auf dieser Grundlange enthalten die Zusammensetzungen, wenngleich nicht aus-
schliellich, Losungen der aktiven Substanzen in Verbindung mit einer oder mehreren pharmazeutisch an-
nehmbaren Tragersubstanzen oder Verdiinnungsmittel und sind in gepufferten Lodsungen mit einem geeigne-
ten pH enthalten und isoosmotisch mit physiologischen Flissigkeiten.

[0115] Die Zusammensetzungen sind als therapeutische Mittel entweder allein oder in Verbindung mit ande-
ren therapeutischen Mitteln oder Behandlungsformen angezeigt (z. B. Chemotherapie oder Bestrahlung). Z. B.
kdnnen die Zusammensetzungen in Verbindung mit antiproliferativen Mitteln, antimikrobiellen Mitteln, immun-
stimulierenden Mitteln oder Entziindungshemmern verwendet werden. Insbesondere kénnen die Zusammen-
setzungen in Verbindung mit antiviralen und/oder antiproliferativen Mitteln verwendet werden. Die Zusammen-
setzungen der Erfindung kénnen zusammen, getrennt oder im Anschlul an andere therapeutische Mittel oder
Therapien verabreicht werden. Vektoren, die von Retroviren, Adenoviren, Herpes oder Vakziniaviren oder von
bakteriellen Plasmiden stammen, kénnen zur Lieferung der Nukleinsauremolekiile in ein Zielorgan, -gewebe
oder -zellpopulation verwendet werden. Dem Fachmann wohlbekannte Verfahren zum Erstellen rekombinanter
Vektoren, die Antisense-Nukleinsduremolekile nach der Erfindung exprimieren werden, kénnen verwendet
werden (siehe z. B. die Techniken, die in Sambrook et al. (oben) und Ausubel et al. (oben) beschrieben sind).

[0116] Die Nukleinsduremolekiile, die cDNA-Sequenzen in voller Lange und/oder deren regulatorische Ele-
mente enthalten, befahigen einen Fachmann, Sequenzen, die ein Protein nach der Erfindung codieren, als Er-
mittlungswerkzeug bei der Sense- (Youssoufian H. und H. F. Lodish 1993 Mol Cell Biol 13: 98-104) oder Anti-
sense- (Eguchi et al. (1991) Annu Rev Biochem 60: 631-652) Regulation der Genfunktion zu verwenden. Die-
se Technologie ist im Stand der Technik wohl bekannt und Sense- oder Antisense-Oligomere oder groflere
Fragmente kdnnen aus zahlreichen Orten entlang der codierenden Bereiche oder Kontrollbereiche entworfen
werden.

[0117] Gene, die ein Protein nach der Erfindung codieren, kdnnen durch Transfektion einer Zelle oder von
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Gewebe mit Vektoren, die grof’e Mengen eines gewlinschten KLK15-codierenden Fragments exprimieren, ab-
gestellt werden. Solche Konstrukte kdnnen Zellen mit nicht translatierbaren Sense- oder Antisense-Sequenzen
Uberschwemmen. Selbst bei Ausbleiben der Eingliederung in die DNA kdnnen solche Vektoren solange
RNA-Molekiile transkribieren, bis alle Kopien durch endogene Nukleasen abgeschaltet wurden.

[0118] Modifikationen der Genexpression kdnnen durch Entwerfen von Antisense-Molekilen, DNA, RNA
oder PNA zu den regulatorischen Bereichen eines Gens, das ein Protein nach der Erfindung codiert, d.h. den
Promotoren, Verstarkern und Introns, erhalten werden. Bevorzugt stammen die Oligonukleotide von der Tran-
skriptionsinitiationsstelle, z. B. zwischen —10 und +10 Bereich der Fihrungssequenz. Die Antisense-Molekile
kdnnen auch so entworfen sein, daf} sie die Translation der mRNA durch Verhindern der Bindung des Trans-
kripts an Ribosomen blockieren. Inhibition kann auch durch Verwendung der Tripelhelix-Basenpaarungsme-
thodik erreicht werden. Tripelhelix-Paarung kompromittiert die Fahigkeit der Doppelhelix, sich fur die Bindung
von Polymerasen, Transkriptionsfaktoren oder regulatorischen Molekulen ausreichend zu 6ffnen. Therapeuti-
sche Vorteile bei der Verwendung von Triplex-DNA wurden durch Gee J. E. et al. besprochen (in: Huber B. E.
und B. I. Carr (1994) Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co, Mt Kisco N. Y.) Ribozyme
sind enzymatische RNA-Molekiile, die die spezifische Spaltung von RNA katalysieren. Ribozyme wirken durch
sequenzspezifische Hybridisierung des Ribozymmolekils an komplementéare Ziel-RNA, gefolgt von endonuk-
leolytischer Spaltung. Die Erfindung zieht daher konstruierte Ribozymmolekiile mit Hammerkopfmotiv in Erwa-
gung, die spezifisch und effizient die endonukleolytische Spaltung von Sequenzen katalysieren, die ein Protein
nach der Erfindung codieren.

[0119] Spezifische Ribozymspaltungsstellen innerhalb eines mdglichen RNA-Ziels kdnnen anfanglich durch
Durchmustern des Zielmolekiils nach Ribozymspaltungsstellen, die die folgenden Sequenzen enthalten, iden-
tifiziert werden: GUA, GUU und GUC. Sind diese Stellen einmal identifiziert, kbnnen kurze RNA-Sequenzen
von zwischen 15 und 20 Ribonukleotiden, die dem die Spaltungsstellen enthaltenden Bereich des Zielgens
entsprechen, auf sekundare strukturelle Eigenheiten, die das Oligonukleotid funktionslos machen kénnen, be-
wertet werden. Die Eignung von Zielkandidaten kann auch durch Testen auf Zuganglichkeit gegeniiber der Hy-
bridisierung mit komplementaren Oligonukleotiden unter Verwendung von Ribonukleaseschutzuntersuchun-
gen bestimmt werden. Verfahren zum Einbringen von Vektoren in Zellen oder Gewebe schlieRen die hierin an-
gesprochenen Methoden ein, die geeignet fiir in vivo-, in vitro- und ex vivo-Therapie sind. Zur ex vivo-Therapie
kdnnen Vektoren in Stammzellen eingebracht werden, die von einem Patienten erhalten und zur autologen
Transplantation in denselben Patienten vermehrt wurden, eingebracht werden (siehe U.S. Pat. Nr. 5,399,493
und 5,437,994). Die Verabfolgung durch Transfektion und durch Liposom ist im Fachgebiet wohlbekannt.

[0120] Ein Antikorper gegen ein KLK15-Protein kann mit chemotherapeutischen Arzneimitteln, Toxinen, Mo-
difikatoren der immunologischen Antwort, hamatogenen Mitteln, Enzymen und Radioisotopen konjugiert wer-
den und bei der Vorbeugung und Behandlung von Krebs (z. B. Schilddriisen-, Prostata-, Dickdarm-, Nieren-,
Hodenkrebs) verwendet werden. Z. B. kann ein Antikérper gegen ein KLK15-Protein mit toxischen Resten, ein-
schliellich aber nicht beschrankt auf Rizin A, Diphterietoxin, Abrin, Modeccin, und bakteriellen Toxinen aus
Pseudomonas oder Shigella, konjugiert werden. Von Toxinen und ihren Derivaten wurde beschrieben, dal sie
Konjugate mit fir bestimmte Zielgewebe, wie Krebs- oder Tumorzellen, spezifischen Antikdrpern bilden, zur
Gewinnung von spezifischer zielgerichteter zellularer Toxizitat (Moolten F. L. et al., Immun. Rev. 62: 47-72,
1982 und Bernhard, M. I. Cancer Res. 43: 4420, 1983).

[0121] Konjugate kdnnen durch im Stand der Technik bekannte Mittel hergestellt werden. Eine Anzahl bifunk-
tional verknipfender Mittel (z. B. heterobifunktionaie Verbindungsstiicke, wie N-Succinimidyl-3-(2-pyridyl-
dithio)-propionat) ist von Pierce Chemically Company, Rockford, Il im Handel erhaltlich.

[0122] Die Antikdrper oder Immunotoxine zur therapeutischen Verwendung kénnen Uber einen intravendsen
Weg verabreicht werden, wobei bei geeigneter Formulierung auch zusatzliche Wege der Verabreichung, wie
intraperitoneale, orale oder transdermale Verabreichung, verwendet werden kann.

[0123] Ein KLK15-Protein kann unter Verwendung von im Fachgebiet bekannter Verfahren mit chemothera-
peutischen Arzneimitteln, Toxinen, Modifikatoren der immunologischen Antwort, Enzymen und Radioisotopen
konjugiert werden.

[0124] Die Erfindung stellt auch immunotherapeutische Ansatze zur Vorbeugung oder Reduzierung der
Schwere von Krebs zur Verfligung. Die klinischen Anzeichen oder Symptome des Krebses in einem Subjekt
zeigen einen vorteilhaften Effekt fiir den Patienten aufgrund der Stimulierung der Immunantwort des Subjektes
gegen Krebs an. Das Stimulieren einer Immunantwort bezieht sich auf das Induzieren einer Immunantwort
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oder Verstarken der Aktivitat der Immuneffektorzellen als Antwort auf die Verabreichung eines Impfstoffprapa-
rates nach der Erfindung. Die Vorbeugung von Krebs kann durch eine verlangerte Zeitspanne vor dem Auftre-
ten von Krebs in einem Patienten, der fiir die Entwicklung von Krebs aufgrund von beispielsweise einer gene-
tischen Veranlagung oder dem Kontakt mit einem karzinogenen Mittel empfanglich ist, angezeigt werden. Die
Reduktion der Schwere eines Krebses kann durch Abnahme an Grof3e oder Wachstumsgeschwindigkeit eines
Tumors angezeigt werden.

[0125] Impfstoffe kdnnen von einem KLK-Protein, davon abgeleiteten Peptiden oder chemisch hergestellten
synthetischen Peptiden oder irgendeiner Kombination dieser Molekiile oder Fusionsproteinen oder Peptiden
davon erhalten werden. Die Proteine, Peptide, etc. kdnnen synthetisiert oder rekombinant oder andernfalls bi-
ologisch hergestellt werden, zur Einbeziehung einer oder mehrerer Aminosauresequenzen, die einem oder
mehreren Epitopen eines Tumor-assoziierten Proteins entsprechen. Epitope eines Tumor-assoziierten Prote-
ins sollen so verstanden werden, dal} die Moglichkeit enthalten ist, dal® in manchen Fallen Aminosaurese-
quenzabweichungen eines naturlich auftretenden Proteins oder Polypeptids antigen sein kénnen und eine
Schutzimmunitat gegen Krebs oder antitumorerzeugende Effekte verleihen. Sequenzabweichungen kénnen
ohne Begrenzung Aminosauresubstitutionen, Extensionen, Deletionen, Trunkierungen, Interpolierungen und
Kombinationen davon einschlie®en. Solche Veranderungen fallen in den Bereich der Erfindung, vorausgesetzt,
daR das sie enthaltende Protein immunogen ist und Antikdrper gegen ein solches Polypeptid mit natrlich auf-
tretendem KLK15-Protein zur Bereitstellung einer Schutzimmunitat und/oder antitumorerzeugenden Aktivitat
in ausreichenden Male kreuzreagieren, wenn es als Impfstoff verabreicht wird.

[0126] Die Proteine, Peptide, etc. kbnnen unter Verwendung von im Fachgebiet bekannter Verfahren in Impf-
stoffe eingefiigt werden, die zur Ausldsung einer Immunantwort geeignet sind. Techniken zur Verstarkung der
Antigenizitat der Proteine, Peptide, etc. sind im Fachgebiet bekannt und schlieen Einbringen in eine multime-
re Struktur, Binden an einen hoch immunogenen Proteintrager, z. B. Schlussellochschnecken-Hamocyanin
(KLH) oder Diphterietoxoid, und Verabreichung in Kombination mit Hilfsstoffen oder jedem anderen Verstarker
der Immunantwort ein.

[0127] Impfstoffe kdnnen mit physiologisch annehmbaren Medien, einschlief3lich immunologisch annehmba-
rer Verdinnungsmittel und Trager, sowie gewdhnlich eingesetzter Hilfsstoffe, wie komplettem Freund'schen
Adjuvans, Saponin, Alaun und ahnlichem, kombiniert werden.

[0128] Es wird weiter begrit werden, dal® anti-idiotypische Antikdrper gegen Antikdrper gegen hierin be-
schriebene KLK15-Proteine auch als Impfstoffe geeignet sind und in gleicher Weise formuliert werden kénnen.

[0129] Die Verabreichung eines Impfstoffs gemal der Erfindung ist generell anwendbar bei der Vorbeugung
oder Behandlung von Krebs, einschlieBlich Schilddriisen-, Prostata-, Dickdarm-, Nieren- und Hodenkrebs.

[0130] Die Verabreichung eines Impfstoffs gemaf der Erfindung an einen Patienten zur Vorbeugung und/oder
Behandlung von Krebs kann vor oder nach einem operativen Eingriff zur Entfernung des Krebses, vor oder
nach einer chemotherapeutischen MaRnahme zur Behandlung von Krebs und vor oder nach einer Bestrah-
lungstherapie zur Behandlung von Krebs und jeder Kombination davon stattfinden. Die Krebsimmuntherapie
gemal der Erfindung wiirde eine bevorzugte Behandlung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krebs
sein, da die damit verbundenen Nebenwirkungen im wesentlichen minimal sind im Vergleich zu den anderen
vorhandenen Therapien, z. B. Operation, Chemotherapie, Bestrahlungstherapie. Die Impfstoffe haben die
Maoglichkeit oder Fahigkeit, Krebs in Subjekten ohne Krebs, die aber Gefahr laufen, einen Krebs zu entwickeln,
vorzubeugen.

[0131] Die Aktivitat der Proteine, Substanzen, Verbindungen, Antikérper, Nukleinsauremolekiile, Mittel und
Zusammensetzungen nach der Erfindung kénnen Tierversuchsmodellsystemen bestatigt werden. Therapeuti-
sche Effizienz und Toxizitat kdnnen durch pharmazeutische Standardverfahren in Zellkulturen oder mit Ver-
suchstieren, wie durch Berechnen der ED,- (die Dosierung, die bei 50% der Population therapeutisch wirksam
ist) oder LD,,- (die Dosierung, die flir 50% der Population tddlich ist) Statistiken, bestimmt werden. Der thera-
peutische Index ist das Dosisverhaltnis von therapeutischen zu toxischen Effekten und kann durch das Ver-
héltnis ED,,/LD,, ausgedriickt werden. Pharmazeutische Zusammensetzungen, die hohe therapeutische Indi-
zes aufweisen, sind bevorzugt.

4.4 Andere Anwendungen

[0132] Die hierin offenbarten Nukleinsduremolekule kdnnen auch in molekularbiologischen Techniken, die
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noch nicht entwickelt wurden, verwendet werden, vorausgesetzt dal} die neuen Techniken auf den derzeit be-
kannten Eigenschaften der Nukleotidsequenzen beruhen, einschlie3lich aber nicht begrenzt auf Eigenschaften
wie dem genetischen Triplettcode und spezifischen Basenpaarwechselwirkungen.

[0133] Um die Funktion eines Polypeptids nach der Erfindung zu untersuchen, kénnen Zellen, Gewebe und
nicht humane Tiere mit einem Mangel an Expression oder teilweisem Mangel an Expression eines Nukleinsau-
remolekils oder -gens nach der Erfindung unter Verwendung von rekombinanten Expressionsvektoren nach
der Erfindung mit spezifischen Deletions- oder Insertionsmutationen in dem Gen entwickelt werden. Ein rekom-
binanter Expressionsvektor kann zur Inaktivierung oder Veranderung des endogenen Gens durch homologe
Rekombination verwendet werden und dadurch eine Zelle, ein Gewebe oder ein Tier mit einem Mangel er-
schaffen.

[0134] Nullallele kbnnen in Zellen, wie embryonischen Stammzellen, durch Deletonsmutation erzeugt wer-
den. Ein rekombinantes Gen kann auch so konstruiert werden, dal} es eine das Gen inaktivierende Insertions-
mutation enthalt. Ein solches Konstrukt kann dann durch Techniken, wie Transfektion, Elektroporation, Injekti-
on, etc., in eine Zelle, wie eine embryonische Stammzelle, eingebracht werden. Zellen, denen ein intaktes Gen
fehlt, kénnen dann durch z. B. Southern Blot, Northern Blot oder durch Untersuchen auf die Expression des
codierten Polypeptids unter Verwendung hierin beschriebener Methoden identifiziert werden. Solche Zellen
kdnnen dann mit embryonischen Stammzellen zum Erzeugen transgener, nicht humaner Tiere mit einem Man-
gel an einem Polypeptid nach der Erfindung fusioniert werden. Keimlinienliibertragung der Mutation kann z. B.
durch Aggregieren der embryonischen Stammzellen mit Embryonen in einem friihen Stadium, wie 8-Zel-
len-Embryonen, in vitro erreicht werden, wobei die entstehenden Plastozysten in weibliche Empfanger Gber-
fuhrt werden und Keimlinientransmission der sich ergebenden Aggregationschimeren erzeugt wird. Ein sol-
ches mutantes Tier kann zum Bestimmen spezifischer Zellpopulationen, Entwicklungsmuster und in vivo-Pro-
zesse, die fir gewodhnlich von der Genexpression abhangen, verwendet werden.

[0135] Ein transgener, nicht humaner Sauger, dessen gesamte Keimzellen und Kérperzellen einen rekombi-
nanten Expressionsvektor enthalten, der ein Gen inaktiviert oder verandert, das ein KLK15-Protein enthalt,
kann entwickelt werden. Der transgene, nicht humane Sauger (dessen gesamte Keimzellen und Korperzellen
einen rekombinanten Expressionsvektor enthalten, der ein Gen inaktiviert oder verandert, das ein KLK15-Pro-
tein enthalt) kann zu mit einem KLK15-Protein assoziierter Pathologie fuhren. Ein transgener, nicht humaner
Sauger, der ein KLK15-Protein nach der Erfindung nicht exprimiert oder eine veranderte (z. B. verringerte) Ex-
pression hat, kann zu mit einem KLK15-Protein assoziierter Pathologie fuhren. Eine KLK15-Protein-Pathologie
bezieht sich auf einen Phanotyp, der bei fir ein KLK15-Protein homozygoten oder heterozygoten Mutanten be-
obachtet wird.

[0136] Ein transgenes, nicht humanes Tier kann zum Beispiel eine Maus, Ratte, Kaninchen, Schaf, Hamster,
Hund, Katze, Ziege oder Affe sein.

[0137] Ein transgenes, nicht humanes Tieruntersuchungssystem kann ein Modellsystem zum Testen eines
Mittels zur Verfigung stellen, das eine mit einem KLK15-Protein assoziierte Pathologie reduziert oder hemmt,
wie eine mit einem KLK15-Protein assoziierte Pathologie, welches folgendes umfafdt:

(a) Verabreichen des Mittels an ein transgenes, nicht humanes Tier und

(b) Bestimmen, ab das Mittel die Pathologie (z. B. mit KLK15-Protein assoziierte Pathologie) in dem trans-

genen, nicht humanen Tier im Vergleich zu einem transgenen, nicht humanen Tier in Stufe (a), dem das

Mittel nicht verabreicht wurde, reduziert oder hemmt.
[0138] Das Mittel kann bei der Behandlung und Vorbeugung von Zustanden wie Krebs, wie hierin besprochen,
geeignet sein. Das Mittel kann auch in pharmazeutische Zusammensetzungen, wie hierin beschrieben, einge-
bracht sein.
[0139] Das folgende, nicht begrenzende Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung:

Beispiel
Materialien und Verfahren

Identifizierung des neuen Gens

[0140] Eine zusammenhangende Karte fir den humanen Kallikrein-Genort, die sich vom KLK1-Gen (Zentro-
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mer) bis zum KLK14-Gen (Telomer) (7, 8, 11, 12, 27) erstreckt, wurde erstellt. Diesen Bereich Uberspannende,
sich Uberschneidende kinstliche Bakterienchromosomen (BAC) wurden durch Durchmustern einer humanen
BAC-Bibliothek unter Verwendung unterschiedlicher, radioaktiv markierter, genspezifischer Sonden identifi-
ziert. Ein Bereich von — 300 kb genomische Sequenz wurde, wie vorher beschrieben, (11, 27) unter Verwen-
dung verschiedener Techniken etabliert. Durch Durchfiihren einer EcoR1-Restriktionsuntersuchung wurde der
Kallikrein-Ort entlang der EcoR1-Restriktionskarte von Chromosom 19913, welche vom Lawrence Livermore
National Laboratory (LLNL) erhaltlich ist, angeordnet. Ein BAC-Klon, der sich mehr ndher dem Zentromer er-
streckt (BC 781134), wurde dann identifiziert. Contigs der linearen genomischen Sequenz dieses Klons sind
vom LLNL erhaltlich. Anfanglich wurden diese Contig-Sequenzen zur Vorhersage des Vorhandensein neuer
Gene unter Verwendung bioinformatischer Ansatze, wie vorher beschrieben (8, 12), verwendet, und eine neue
Serienprotease wurde identifiziert. Die Sequenz des mutmallichen Gens wurde dann durch unterschiedliche
Ansatze, einschliellich Sequenzieren, EST-Datenbanksuche, PCR-Durchmusterung von Geweben, wie unten
beschrieben, bestatigt.

Suche nach exprimierten, sequenzmarkierten Stellen (EST)

[0141] Die vorhergesagten Exons des mutmalfilichen neuen Gens wurden einer Homologiesuche unter Ver-
wendung des BLASTN-Algorithmus (28) auf dem Internetrechner des National Center for Biotechnology Infor-
mation (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) gegen die humane EST-Datenbank (dbEST) unterzogen. Klone
mit > 95% Homologie wurden vom |. M. A. G. E.-Konsortium (29) durch Research Genetics Inc, Huntsville, AL,
bezogen. Die Klone wurden vermehrt, wie an anderer Stelle beschrieben aufgereinigt (30) und mit einem au-
tomatischen Sequenzierer aus beiden Richtungen unter Verwendung von das Insert-flankierenden Vektorpri-
mern sequenziert.

Prostatakrebszellinie und hormonelle Stimulationsexperimente

[0142] Die LNCaP-Prostatakrebszellinie wurde von der American Type Culture Collection (ATCC), Rockville,
MD, erworben. Die Zellen wurden in RPMI-Medium (Gibco BRL, Gaithersburg, MD), erganzt mit Glutamin (200
mmol/L), Rinderinsulin (10 mg/L), fetalem Rinderserum (10%), Antibiotika und Antimykotika, in Plastikflaschen
bis zu annahernder Konfluenz gezogen. Die Zellen wurden dann in 24-Lochplatten fir Zellkultur aufgeteilt und
bis 50% Konfluenz gezogen. 24 Stunden vor den Experimenten wurden die Kulturmedien gegen Phenol-
rot-freies Medium, das 10% mit Aktivkohle behandeltes fotales Rinderserum enthalt, ausgetauscht. Fur die Sti-
mulationsexperimente wurden verschiedene Steroidhormone, gelést in 100% Ethanol, bis zu einer Endkon-
zentration von 10 M in die Kulturmedien gegeben. Zellen, die mit 100% Ethanol stimuliert wurden, wurden als
Kontrollen eingeschlossen. Die Zellen wurden fur 24 Stunden kultiviert und dann zur mRNA-Extraktion geern-
tet.

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) fir das KLK15-Gen

[0143] Die gesamte RNA wurde von den LNCaP-Zellinien oder aus Prostatageweben unter Verwendung von
Trizol-Reagenz (Gibco BRL), den Anweisungen des Herstellers folgend, extrahiert. Die Konzentration der RNA
wurde spektrophotometrisch ermittelt. 2 ug der gesamten RNA wurde unter Verwendung des Superscript™
preamplification system (Gibco BRL) zu einem ersten cDNA-Strang revers transkribiert. Das Endvolumen war
20 pl. Basierend auf der kombinierten Information, die aus der vorhergesagten genomischen Struktur des neu-
en Gens und der EST-Sequenz (siehe unten) erhalten wurde, wurden zwei genspezifische Primer (KLK15-F1
—SEQ ID NO. 47 und KLK15-R1 — SEQ ID NO. 48) (Tabelle 1) entworfen und ein PCR wurde in einer Reakti-
onsmischung, die 1 yl cDNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 200 yM dNTPs (Deoxynu-
kleosidtriphosphate), 150 ng der Primer und 2,5 Einheiten HotStar™ DNA-Polymerase (Qiagen Inc., Valencia,
CA) enthielt, in einem Perkin-Eimer 9600 Thermozyklierer durchgefiihrt. Die Zyklusbedingungen waren 95°C
fur 15 Minuten zur Aktivierung der Taq DNA Polymerase, gefolgt von 35 Zyklen von 94°C fur 30 s, 64°C fur 30
s, 72°C fur 1 min und einem Verlangerungsschritt bei 72°C fir 10 min am Ende. Gleiche Mengen an PCR-Pro-
dukten wurden auf 2%-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung sicht-
bar gemacht. Alle Primer fiir die RT-PCR umspannten wenigstens 2 Exons, um eine Kontamination durch ge-
nomische DNA zu vermeiden. Zur Bestatigung der Identitdt der PCR-Produkte wurden diese in den pCR
2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), entsprechend den Anweisungen des Herstellers, kloniert.
Die Inserts wurden aus beiden Richtungen unter Verwendung von vektorspezifischen Primern mit einem auto-
matischen DNA-Sequenzierer sequenziert.
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Gewebeexpression

[0144] Die gesamte RNA, die aus 26 unterschiedlichen humanen Geweben isoliert wurde, wurde von Clon-
tech, Palo Alto, CA, erworben. cDNA wurde, wie oben fir die Zellkulturexperimente beschrieben, hergestellt
und fur PCR-Reaktionen verwendet. Die Gewebe-cDNAs wurden in zahlreichen Verdinnungen unter Verwen-
dung von zwei genspezifischen Primern (KLK15-F2 — SEQ. ID. NO. 49 und KLK15-R1 - SEQ. ID. NO. 48) (Ta-
belle 1) vervielfaltigt. Aufgrund des hohen Maflles an Homologie zwischen den Kallikreinen und um nicht spe-
zifische Vervielfaltigung auszuschlieRen, wurden die PCR-Produkte kloniert und sequenziert.

Prostatkrebsgewebe

[0145] Prostatagewebeproben wurden von 29 Patienten erhalten, die einer radikalen retropubischen Prosta-
tektomie bei einem Adenokarzinom der Prostata im Universitatsklinikum Charite, Berlin, Deutschland unterzo-
gen worden waren. Die Patienten erhielten keine hormonelle Therapie vor der Operation. Die Verwendung die-
ser Gewebe zu Forschungszwecken wurde durch die Ethikkommission des Charite Krankenhauses geneh-
migt. Frische Prostatagewebeproben wurden aus den kanzerésen und nicht kanzerésen Teilen der selben Pro-
stata, die entfernt worden war, erhalten. Kleine Stiicke des Gewebes wurden unmittelbar nach Entfernen der
Prostata zerlegt und bis zur Untersuchung in flissigem Stickstoff gelagert. Eine histologische Untersuchung
aller Gewebestiicke wurde, wie vorher beschrieben (31), durchgefiihrt, zur Sicherstellung, dal? das Gewebe
entweder maligne oder benigne war. Das Gewebe wurde mit einem Hammer unter flissigem Stickstoff pulve-
risiert und die RNA wurde, wie oben beschrieben, unter Verwendung von Trizol-Reagenz extrahiert.

Statistische Untersuchung

[0146] Die statistische Untersuchung wurde mit der SAS-Software (SAS Institute, Cary, NC) durchgefiihrt. Die
Untersuchung der Unterschiede zwischen der KLK15-Expression in nicht kanzerésen gegenuber kanzerésen
Geweben desselben Patienten wurden mit dem nicht parametrischen McNemar-Test durchgefuhrt. Die Bino-
mialverteilung wurde zur Berechnung des Signifikanzniveaus verwendet. Die KLK15-mRNA-Niveaus in den
Prostatatumoren wurden qualitativ in zwei Klassen aufgeteilt (Gruppen mit niedrigem KLK15 und hohem
KLK15), und Zusammenhange zwischen dem KLK15-Status und anderen Variablen wurden unter Verwendung
des exakten Fisher-Tests untersucht.

Strukturuntersuchung

[0147] Eine Mehrfachangleichung wurde unter Verwendung des "Clustal X"-Softwarepakets und dem Mulitple
Alignment Programm, das vom Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA erhaltlich ist, durchgefiihrt. Phy-
logenetische Studien wurden unter Verwendung des "Phylip"-Softwarepakets durchgefiihrt. Eine Abstandsma-
trixuntersuchung wurde unter Verwendung des "Neighbor-Joining/UPGMA"-Programms, und eine Sparsam-
keitsuntersuchung wurde unter Verwendung des "Protpars"-Programms durchgefiihrt. Hydrophobizitatsunter-
suchungen wurden unter Verwendung des Baylor College of Medicine Search Launcher durchgefihrt. Signal-
peptide wurden unter Verwendung des "SignalP"-Rechners vorhergesagt. Proteinstrukturuntersuchungen wur-
den durch das "SAPS"-Programm (structural analysis of proteins sequence) durchgefihrt.

Ergebnisse
Klonieren des KLK15-Gens

[0148] Eine zusammenhangende Karte des humanen Kallikrein-Genorts, der sich vom KLK1-Gen (Zentro-
mer) bis zum KLK14-Gen (Telomer) erstreckt, wurde zuvor festgelegt (7, 8, 11, 12, 27). Um das Vorhandensein
von anderen Kallikrein-ahnlichen Genen, die sich ndher dem Zentromer im Bezug auf KLK1 befinden, zu er-
forschen, wurde wie in Materialien und Verfahren beschrieben ein BAC-Klon (BC 781134) erhalten. Entspre-
chend der veréffentlichten genomischen Sequenz des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) und des huma-
nen renalen Kallikrein (KLK1)-Gens, wurden fur jedes dieser Gene genspezifische Primer entworfen (Tabelle
1, SEQ. ID. NOs. 47-50) und auf der Polymerasekettenreaktion (PCR)-basierende Vervielfaltigungsprotokolle
entwickelt, die das Erzeugen spezifischer PCR-Produkte mit genomischer DNA als Vorlage erlaubten. Eine
PCR-Durchmusterung des BAC-Klons mit diesen genspezifischen Primern zeigte an, dal} dieser Klon fir KLK1
positiv, aber fir PSA negativ ist, wodurch folglich bestatigt wurde, daf} es sich im Bezug auf PSA naher am
Zentromer befindet.

[0149] Eine mutmalliche neue Serienprotease wurde aus der Sequenz dieses Klons durch Computerpro-
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gramme, wie vorher beschrieben (12), vorhergesagt. Dieser Klon wurde verdaut, auf eine Membran Ubertragen
und mit genspezifischen Primern fiur das mutmalBliche KLK15-Gen (entsprechend der vorhergesagten Se-
quenz) hybridisiert und positive Fragmente wurden subkloniert und zum Bestatigen der Struktur des mutmal-
lichen Gens sequenziert. Diese mutmalfiliche Gensequenz wurde dann mit dem Blast-Programm gegen die hu-
mane EST-Datenbank abgeglichen und zwei EST-Klone identifiziert (GenBank-Zugangsnummern: AW274270
und AW205420). Diese beiden Klone waren bis zum letzten Exon zu 99% identisch und der 3' nicht translatierte
Bereich des Gens und der zweite EST endet mit einer Reihe von 17 Adeninnukleotiden (A), die in der genomi-
schen Sequenz nicht gefunden wurden, wodurch das 3'-Ende des Gens und die Position des poly A-Schwan-
zes bestatigt wurde.

[0150] Zum Identifizieren der Struktur der gesamten nRNA des Gens und zum Bestimmen der Exon/In-
tron-Grenzen wurden PCR-Reaktionen mit Primern, die in unterschiedlichen, vom Computer vorhergesagte
Exons lokalisiert sind, unter Verwendung einer Auswahl von 26 cDNAs aus humanem Gewebe als Vorlagen,
durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden sequenziert. Zwei dieser Primer (KLK15-F1 — SEQ. ID. NO. 47 und
KLK15-R1 — SEQ. ID. NO. 48) (Tabelle 1) konnten den gesamten codierenden Bereich des Gens aus unter-
schiedlichen Geweben vervielfaltigen. Ein Vergleich der mRNA mit der genomischen Struktur zeigte das Vor-
handensein eines Gens an, das aus 5 codierenden Exons mit 4 dazwischenliegenden Introns besteht. Die
Translation der mMRNA-Sequenz in allen mdglichen Leserastern offenbarte das Vorhandensein von nur einem
Raster, das zu einer ununterbrochenen Polypeptidkette fiihrt, die auch die hochkonservierten Strukturmotive
der Kallikreine, wie unten besprochen, enthalt.

Strukturelle Charakterisierung des KLK15-Gens

[0151] Wie in Eig. 1 gezeigt, besteht das KLK15-Gen aus 5 codierenden Exons und 4 dazwischenliegenden
Introns, obwohl, wie bei anderen Kallikrein-Genen, das Vorhandensein eines weiteren/weiterer nicht transla-
tierten(r) Exons nicht ausgeschlossen werden konnte (17, 32, 33). Alle Exon/Intron-Splei3stellen entsprechen
der Consensus-Sequenz fir eukaryotische Spleif3stellen (34). Das Gen folgt weiter streng den gemeinsamen
strukturellen Eigenschaften anderer Mitglieder der humanen Kallikrein-Multigenfamilie, wie unten beschrieben.
Der vorhergesagte, ein Protein codierende Bereich des Gens besteht aus 771 bp, die ein davon abgeleitetes
Polypeptid aus 256 Aminosauren mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 28,1 kDa codieren. Das
mogliche Translationsinitiationscodon entspricht der Consensus-Kozak-Sequenz (35), liberdies befindet sich
an Position (=3) ein Purin, das bei 97% aller Wirbeltier-mRNAs erscheint (36). Es sollte auch beachtet werden,
dal KLK15, wie die meisten anderen Kallikrein-ahnlichen Gene, an Position (+4) kein Consensus-G-Nukleotid
hat.

[0152] Die Nukleotide 7764—-7769 (ATTAAA) (SEQ. ID. NO. 40) erinnern stark an ein Consensus-Polyadeny-
lierungssignal (37) und werden nach 17 Nukleotiden von dem poly A-Schwanz gefolgt. In dem 3' nicht transla-
tierten Bereich waren keine weiteres moéglichen Polyadenylierungssignale erkennbar, was nahelegt, daf} die
obige Sequenz das tatsachliche Polyadenylierungssignal ist. Obwohl AATAAA (SEQ. ID. NO. 40) hochkonser-
viert ist, gibt es natiirliche Abweichungen, und es wird berichtet, dall die ATTAAA-Sequenz (SEQ. ID. NO. 40)
als naturliche Polyadenylierungsvariante in 12% der Wirbeltier-rmRNA-Sequenzen (38) auftritt. Das Vorhan-
densein von Glutaminsaure (E) an Position 203 legt nahe, da KLK15 vermutlich eine einzigartige Subst-
ratspezifitat besitzt. PSA hat einen Serinrest (S) an der entsprechenden Stelle und hat eine Chymotrypsin-ahn-
liche Aktivitat. Viele andere Kallikreine haben gewodhnlich Aspartat (D) an dieser Stelle, was eine Trypsin-ahn-
liche Aktivitat anzeigt (Fig. 2) (6).

[0153] Obwohl die Sequenz des KLK15-Proteins einzigartig ist, haben Vergleichsuntersuchungen ergeben,
dal es einen betrachtlichen Grad an Homologie mit anderen Mitgliedern der Kallikrein-Multigenfamilie hat.
KLK15 zeigt 51% Proteinidentitat und 66% Ahnlichkeit mit der Trypsin-dhnlichen Serinprotease (TLSP) und je-
weils 49%, 48% ldentitat mit den Neuropsin- und den KLK-L3-Proteinen. Hydrophobizitatsuntersuchungen ha-
ben ergeben, dal® der aminoterminale Bereich ziemlich hydrophob ist (Fig. 3), was mit der Moglichkeit, dal}
dieser Bereich eine Signalsequenz tragt, entsprechend anderen Serinproteasen konsistent ist. Eine Compu-
teruntersuchung der KLK15-Proteinsequenz sagte eine Spaltungsstelle zwischen den Aminosauren 16 und 17
(TAA-QD) vorher. Eine Sequenzangleichung (Fig. 2) offenbarte eine weitere mégliche Spaltungsstelle (Lys?")
an einer zu der Aktivierungsstelle von anderen Serienproteasen homologen Stelle [Lysin (K) oder Arginin (R)
ist in den meisten Fallen vorhanden] (39). Mehrere gleichmaRig verteilte hydrophobe Bereiche im gesamten
KLK15-Polypeptid stimmen mit einem globuléaren Protein, dhnlich zu anderen Kallikreinen und Serinproteasen,
Uberein. Somit wird KLK15, wie das bei anderen Kallikreinen der Fall ist, vermutlich als ein inaktiver, aus 256
Aminosauren bestehender Praproenzymvorlaufer translatiert. Prapro-KLK15 hat 21 zusétzliche Reste, die den
Prabereich (das Signalpeptid, das aus 16 Resten besteht) und das Propeptid (5 Reste) darstellen.
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[0154] Der gepunktete Bereich in Fig. 2 gibt eine Schlaufe aus 11 Aminosauren an, die fir klassische Kalli-
kreine (PSA, KLK1 und KLK2) charakteristisch ist, aber nicht in KLK15 oder anderen Mitgliedern der Kalli-
krein-Multigenfamilie (10, 11, 13, 14) gefunden wird. KLK15 hat jedoch eine einzigartige Schleife aus 8 Amino-
sauren (HNEPGTAG) (SEQ. ID. NO. 10) an den Positionen 148-155, die in keinem anderen Kallikrein gefun-
den wird (Fig. 2). Neunundzwanzig "unveranderliche" Aminosauren, die die aktive Stelle der Serinproteasen
umgeben, wurden beschrieben (40). Von diesen sind achtundzwanzig in KLK15 konserviert. Eine der nicht
konservierten Aminoséauren (Ser'”® anstelle von Pro) wird auch in Prostase, KLK-L2 und KLK-L5-Proteinen ge-
funden und stellt gemaf Proteinevolutionsstudien (41) eine konservierte evolutionare Veranderung eines Pro-
teins derselben Gruppe dar. In dem mutmalflichen gereiften KLK15-Protein sind zwdlf Cysteinreste vorhanden,
von denen zehn in allen Kallikreinen konserviert sind und von denen die Bildung von Disulfidbriicken erwartet
wirde. Die anderen beiden (C131 und C243) werden nicht in PSA, KLK1, KLK2 oder KLK-L4 gefunden, sie
werden jedoch in ahnlichen Positionen in allen anderen Kallikreingenen gefunden und die Bildung einer zu-
satzlichen Disulfidbindung wird von ihnen erwartet.

[0155] Zur Vorhersage der phylogenetischen Verwandtschaft des KLK15-Proteins mit anderen Serinprotea-
sen wurden die Aminosauresequenzen unter Verwendung der Unweighted-Pair-Group-Method-with-Arithme-
tic-Mean (UPGMA), des Neighbor-Joining-Distanzmatrixverfahrens und des "Protpars"-Sparsamkeitsverfah-
rens miteinander angeglichen. Alle erhaltenen phylogenetischen Baume stimmten darin Gberein, dall andere
Sennproteasen (Nicht-Kallikreine) als eine separate Gruppe zusammengefal’t werden kdnnen, wodurch ange-
zeigt wird, daf’ die Kallikreine einen getrennten Schritt in der Evolution von Serinproteasen darstellen. KLK15
wurde mit dem KLK-L3 und TLSP (Fig. 4) zusammengefal’t und die klassischen Kallikreine (hK1, hK2 und
PSA) sind in allen Bdumen zusammengefal’t, was nahelegt, daf} die Trennung zwischen klassischen Kallikrei-
nen und den Kallikrein-ahnlichen Genen friih in der Evolution stattfand, was mit Vorschlagen friherer Studien
Ubereinstimmt (13).

Spleildvarianten des KLK15-Gens

[0156] Eine PCR-Durchmusterung nach KLK15-Transkripten unter Verwendung genspezifischer Primer
(KLK15-F2-SEQ. ID. NO. 49 und KLK15-R2 - SEQ. ID. NO. 50) (Tabelle 1) ergab in den meisten untersuchten
Gewebe-cDNAs das Vorhandensein von drei Banden (Eig. 6). Diese Banden wurden auf einem Gel aufgerei-
nigt, kloniert und sequenziert. Die obere Bande stellt die klassische Form des Gens dar und die untere Bande
ist Spleivariante 3 (Eig. 7). Die mittlere Bande stellt zwei andere SpleilRvarianten dar. Ein Restriktionsverdau
des PCR-Produkts der mittleren Bande mit Stu | gefolgt von Geltrennung, Aufreinigung und Sequenzieren er-
gab, daf’ diese aus den SpleilRvarianten 1 und 2 besteht, die ungefahr dieselbe Lange haben (SpleilRvariante
1 hat Exon 4 (137 bp), aber es fehlen 118 bp aus Exon 3, wahrend Spleildvariante 2 zusatzlich 118 bp aus Exon
3 hat, aber Exon 4 fehlt). Es wird angenommen, dal alle Spleivarianten fur trunkierte Proteinprodukte codie-

ren (Eig. 5).
Chromosomale Lokalisierung des KLK15-Gens

[0157] Eine Restriktionsanalysenuntersuchung einer Anzahl von uUberlappender BAC-Klone, die den huma-
nen Kallikrein-Ort umspannen, gefolgt von einem Vergleich mit der EcoR I-Restriktionskarte des Gebiets (er-
haltlich auf der LLNL-Internetseite), ermoglichte die Identifikation eines BAC-Klons (BC 25479), der ndher dem
Telomer, benachbart zu BC 781134 (der das KLK15-Gen enthalt) ist. Ein Abgleich der Sequenzen der zwei Klo-
ne mit einem BLAST-Programm zeigte, daf} die Enden dieser Klone tberlappen. Durch Identifizieren der Po-
sitionen der KLK1-, KLK3- und KLK15-Gene entlang dieser Klone wurde die relative Anordnung und die Rich-
tung der Transkription dieser drei Gene prazise definiert. KLK1 liegt dem Zentromer am nachsten und seine
Transkriptionsrichtung ist vom Telomer zum Zentromer, gefolgt durch KLK15, welches naher am Telomer ge-
legen ist und in die gleiche Richtung transkribiert wird. Der Abstand zwischen den beiden Genen betragt eine
Lange von 1.501 bp. Das KLK3-Gen ist naher am Telomer gelegen und befindet sich in einem Abstand von
23.335 von dem KLK15 und wird in die umgekehrte Richtung transkribiert (Fig. 6). Diese Ergebnisse stimmen
mit vorhergehenden Berichten Uberein, bei denen der Abstand zwischen KLK3 und KLK1 grob auf ~31 kbp
geschatzt wurde (6, 27).

Gewebeexpression und hormonelle Regulation des KLK15-Gens
[0158] Wie in Fig. 7 gezeigt, wird das KLK15-Gen in der Schilddriise auf h6chstem Niveau exprimiert. Gerin-
gere Expressionsniveaus werden auch in der Prostata, Speicheldriise und Nebenniere, Dickdarm, Hoden und

Niere gesehen. Um die Spezifitat der RT-PCR zu bestatigen, wurden typische PCR-Produkte kloniert und se-
quenziert. Fig. 8 zeigt, dal das KLK15-Gen durch Steroidhormone in der humanen LNCaP-Prostatakrebszel-
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linie heraufreguliert ist.
KLK15-Expression bei Prostatakrebs

[0159] Die Expression des KLK15-Gens in normalem und kanzerésem Prostatagewebe wurde durch RT-PCR
untersucht. Aktin wurde als Kontrollgen zur Sicherstellung der Qualitat und der verwendeten cDNA-Menge ein-
geschlossen. Zur Untersuchung der relativen Expression des KLK15-Gens in normalem im Vergleich zu mali-
gnem Gewebe, wurden 29 Paare Prostatagewebe untersucht. Jedes Paar stellte normales und kanzerdses
Gewebe, das von demselben Patienten erhalten wurde, dar. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammenge-
falt. 13 von 29 Patienten hatten eine signifikant hohere KLK15-Expression in dem Krebsgewebe und nur 3
hatten eine hohere Expression des KLK15 in Nicht-Krebs- im Vergleich zu Krebsgeweben. Die Auswertung
durch den McNemar-Test zeigte an, daf die Unterschiede zwischen normalem und kanzerésem Gewebe sta-
tistisch signifikant sind (P = 0,021). Aufgrund der geringen Anzahl der Falle wurde die Binomialverteilung zur
Berechnung des Signifikanzniveaus verwendet. Die Prostatakrebspatienten wurden weiter in zwei Gruppen
aufgeteilt: (a) mit positiver KLK15-Expression (N = 21) und (b) mit negativer (oder wenig) KLK15-Expression
(N = 8). Als die Zuordnung der KLK15-Expression mit klinikopathologischen prognostischen Variablen vergli-
chen wurde, wurde herausgefunden, daf} eine hohe KLK15-Expression haufiger in Patienten mit spaten Krank-
heitsstadien und Tumoren mit hdheren Graden ist (Tabelle 3).

Diskussion

[0160] Kallikreine sind eine Untergruppe der Serinproteasen. Der Begriff "Kallikrein" wird gewoéhnlich zur Be-
schreibung eines Enzyms, das auf ein Vorlaufermolekil (Kininogen) zur Freisetzung eines bioaktiven Peptids
(Kinin) wirkt (3, 42). Jedoch ist der Begriff "Gewebekallikrein" nicht auf die funktionelle Definition des Enzyms
beschrankt. Dieser Begriff wird jetzt zur Beschreibung einer Gruppe von Enzymen mit hochkonservierter Gen-
und Proteinstruktur verwendet, die sich auch am selben chromosomalen Ort befinden. Unter den drei klassi-
schen humanen Kallikrein-Genen codiert nur KLK1 flr ein Protein mit starker Kininogenaseaktivitat. Die durch
die KLK2- und KLK3-Gene codierten Enzyme haben eine sehr schwache Kininogenaseaktivitat. Die bereits
klonierten 14 Mitglieder der humanen Kallikrein-Genfamilie haben wie unten gezeigte eine Anzahl an Ahnlich-
keiten (7, 11):

* Alle Gene befinden sich im selben chromosomalen Bereich (19g13.3-g13.4).

+ Alle Gene codieren fiir mogliche Serinproteasen mit einer konservierten katalytischen Triade in den ent-

sprechenden Positionen, d.h. Histidin in der Nahe des Endes der zweiten codierenden Exons, Asparagin-

saure in der Mitte des dritten Exons und Serin am Anfang des flinften (letzten) Exons.

+ Alle Gene haben flinf codierende Exons (einige Mitglieder enthalten ein oder mehrere 5' nicht translatierte

Exons).

* Die GroRen der codierenden Exons sind &hnlich oder identisch.

* Intronphasen sind vollstandig konserviert.

+ Alle Gene haben eine signifikante Sequenzhomologie auf DNA- und Aminosaureebene (30-80%).

* Viele dieser Gene sind durch Steroidhormone reguliert.

[0161] Die Fig. 2 und Fig. 8 zeigen, daR das neu identifizierte KLK15-Gen alle der oben genannten Ahnlich-
keiten teilt und somit ein neues Mitglied der humanen Kallikrein-Multigenfamilie ist. Dieses Gen wurde KLK15
genannt.

[0162] Viele der Kallikrein-Gene stehen in Verbindung mit der Krankheitsentwicklung von humanen Erkran-
kungen, abhangig vom Gewebe ihrer hauptsachlichen Expression. Das KLK1-Gen ist an vielen Krankheitspro-
zessen beteiligt, einschlief3lich Entziindung (3), Bluthochdruck (44), Nierenentziindung und diabetische Nie-
renkrankheit (45, 46). Die Zusammenhange zwischen HSCCE (KLK7) mit Hauterkrankungen, einschlief3lich
krankhafter Hautverhornung und Schuppenflechte, wurden schon berichtet (47, 48). Little et al. haben vorge-
schlagen, dal’ Zyme (KLKG6) starkebildend sein kann und bei der Entwicklung der Alzheimererkrankung eine
Rolle spielen kann (14). Es gibt andere Berichte, die den Zusammenhang von Neuropsin (KLK8)-Expression
mit Erkrankungen des zentralen Nervensystems, einschliellich Epilepsie (49, 50), beschreiben. Da KLK15
hauptsachlich in der Schilddriise exprimiert wird, kann es eine bedeutende Rolle in der normalen Physiologie
und Pathophysiologie dieser Drise spielen. Unter allen anderen entdeckten Kallikreinen werden viele in der
Schilddrise exprimiert, aber in diesem Gewebe keines auf hdchstem Niveau (7, 11).

[0163] Das KLK15-Gen ist auf mMRNA-Ebene in einer Untergruppe von Prostatakrebsen heraufreguliert. Die

Verteilungen des qualitativen KLK15-Expressionsstatus (hoch oder niedrig) zwischen Untergruppen von Pati-
enten, die sich in Krankheitsstadium, Tumorgrad und Gleason-Tumorstadieneinteilung unterscheiden, gaben
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an, dal® eine hohe KLK15-Expression haufiger in Grad 3-Tumoren sowie in Stadium IIl und in Patienten mit
einer Gleason-Tumorstadieneinteilung > 6 gefunden wurde. Diese Funde geben an, daB die Uberexpression
von KLK15 mit aggressiveren Formen der Krankheit assoziiert ist und ein Hinweis auf eine schlechte Prognose
sein kann (Tabelle 3).

[0164] Es gibt zunehmend Hinweise, dal viele Kallikreine und Kallikrein-ahnliche Gene mit Malignitat in Ver-
bindung stehen. PSA ist bisher der beste Marker fur Prostatakrebs (20). Kiirzliche Berichte schlagen vor, daf}
hK2 (codiert durch das KLK2-Gen) ein weiterer geeigneter diagnostischer Marker fiir Prostatakrebs sein kénn-
te (21, 51). NES1 (KLK10) scheint ein neues Tumorsuppressor-Gen (23) zu sein. Von dem Zyme (KLK6)-Gen
wurde gezeigt, daR es differenziell in primaren Brust- und Eierstocktumoren exprimiert wird (24) und von dem
humanen Stratum corneum chymotryptischen Enzym (HSCCE, KLK7) wurde gezeigt, da® es in unnormal ho-
hen Mengen in Eierstockkrebs exprimiert wird (25). Ein weiteres kirzlich identifiziertes Kallikrein-ahnliches
Gen, das vorlaufig Tumor-assoziiertes differenziell exprimiertes Gen-14 (TADG-14/Neuropsin) (KLK8) genannt
wurde, wurde eine Uberexpression in ungefahr 60% der Eierstockkrebsgewebe gefunden (26). Von Prosta-
se/KLK-L1/(KLK4) ein weiteres neu entdecktes Kallikrein-ahnliches Gen, wird spekuliert, da® es mit Prostata-
krebs verknlpft sei (13). Bei zwei neu entdeckten Kallikreinen, KLK-L4 (KLK13) und KLK-L5 (KLK12) wurde
eine Herunterregulation in Brustkrebs gefunden (10). Somit schlagt umfangreiche neue Literatur mehrfache
Verbindungen von zahlreichen Kallikrein-Genen zu vielen Formen des humanen Krebs vor.

[0165] Das Vorhandensein mehrfach alternativ gespleiRter mRNA-Formen ist unter den Kallikreinen haufig.
Getrennte RNA-Arten werden zusatzlich zu dem hauptsachlichen 1,6 kb-Transkript von dem PSA-Gen trans-
kribiert (19, 52, 53). Reigman et al. berichteten auch von der Identifizierung von zwei alternativen Splei3formen
des humanen glandularen Kallikrein 2-Gens (KLK2) (54). Ein neues Transkript des Gewebekallikrein-Gens
(KLK1) wurde auch aus dem Dickdarm isoliert (55). Von Neuropsin, einem kurzlich identifizierten Kalli-
krein-ahnlichen Gen, wurde festgestellt, dal es zwei alternative SpleilRformen zusatzlich zu der Hauptform hat
(25, 26). Auch von KLK-L4 wurde herausgefunden, dal} es unterschiedliche alternative Splei3formen hat (10).
Da die Spleiflvarianten von KLK15 eine identische 5'-Sequenz, die zur Translation, Sekretion und Aktivierung
erforderlich ist, aufweist, ist es mdglich, anzunehmen, dal sie fur ein ausgeschittetes Protein (53) codieren.

[0166] Zusammenfassend wurde ein neues Mitglied der humanen Kallikrein-Genfamilie, KLK15, charakteri-
siert, welches sich am humanen Kallikrein-Ort (Chromosom 19g13.3-g13.4) befindet. Dieses Gen hat zusatz-
lich zu der klassischen Form drei verwandte Splei3formen. KLK15 wird in einer Vielzahl von Geweben expri-
miert, aber hauptsachlich in der Schilddriise, es scheint in aggressiveren Formen von Prostatakrebs heraufre-
guliert zu sein und seine Expression wird durch Steroidhormone beeinfluRt. Da einige andere Kallikreine be-
reits als wertvolle Tumormarker verwendet werden, kénnte KLK15 ahnliche klinische Anwendungen finden.

Tabelle 1 Fir die genomische PCR-Vervielfaltigung verwendete Primer

Gen Name und Sequenz des Primers GenBank-Zugangsnr.
KLK1 |KLK1-A: ATC CCT CCA TTC CCA TCT TT |L10038

KLK1-B: CAC ATA CAA TTC TCT GGT TC
KLK2 |KLK2-A: AGT GAC ACT GTC TCA GAA TT |[M18157
KLK2-B: CCC CAA TCT CAC GAG TGC AC
PSA |E5-A: GTC GGC TCT GGA GAC ATT TC |M27274
E5-B: AAC TGG GGA GGC TTG AGT C
KLK15[KLK15-F1 CTC CTT CCT GCT GGC ATC CA [AF242195
KLK15-R1 ATC ACA CGG GTG GTC ATG TG
KLK15-F2 CAA GTG GCT CTC TAC GAG CG
KLK15-R2 GAC ACC AGG CTT GGT GGT GT

* Alle Primer sind in 5' - 3'-Richtung angegeben.
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Tabelle 2 KLK15-Expression in 29 Paaren kanzerdsem und nicht-kanzerdsem Prostatagewebe

KLK15-Expression Anzahl der | P-Wert
Patienten
Hdoher im Krebs im Vgl. zum Normalen 13
Niedriger im Krebs im Vgl. zum Normalen 3
Hohe Expression, aber ungefahr gleich in beiden Geweben 8
Niedrige (oder keine) Expression, aber ungefahr gleich in beiden Geweben |5 0,021

* Der P-Wert wurde durch den McNemar-Test unter Verwendung der Binomialverteilung kalkuliert.

Tabelle 3 Verhaltnis zwischen KLK15-Expression und anderen klinikopathologischen Variablen in 29 Patienten
mit primarem Prostatakrebs

Anzahl der Patienten (%)

Variable Patienten | KLK15 negativ | KLK15 positiv | P-Wert*
Stadium

i/ 20 8 (40) 12 (60)

il 9 0(0) 9(100) 0,033
Grad

G1/2 23 8(34,8) 15 (65,2)

G3 6 0(0) 6 (100) 0,15
Gleason-Tumorstadieneinteilung

<6 22 7(31,8) 15 (62,2)

>6 6 0(0) 6 (100) 0,14

unbekannt 1

* Exakter Fisher-Test
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SEQ. ID. NO. 1
KLK15 vollstandige genomische Struktur

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

agaatgggtyg
ggtgggggea
caattcacce
ccagagtgga
cactgagggt
ggcgttggat
agcactggct
gaagccactt
gcactttggg
ccaacatggt
acacctgtaa
cagaggttac
ctecgtetca
tggactttat
gccagctcca
ggactggact
gtggctcatg
agagattgag
tttccaaaaa
tgaggcggga
actgcactce
gacagggggt
ggctgacagg
ttccagagat
tggtcagaag
ggaggcagaa
accctggtcee
caggtgaggt
atgtctgggce
cttcaccctce
ctctggagtc
gggttacaca
ggaactgctt
acaataacag
agtgctgaga
tgtctettac
cctggececag
acaacgtcta
cagagggacyg
cagctgccac
gggtggactt
ccccacgect
tgcctgetge
ctcggtgece
tttgttaage
cagttcctga
ctgtgtgggt
ggagaggggt
cattctgtgt
gccctgtatg
tcagtgactc
ctggctgect
gtgctgeccec
ctctaactct
ttgtttggtt
caacctcagce
gagtagctag
tttatttatt
actcctgace
aggcgtgage
tgtctgactt
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SEQUENZPROTOKOLL

ctgtgggatt
gagtgtcaga
tcaaagcttc
gtcagaccag
caggggaggt
atgcggtggg
gcgtctagga
ttgteccttga
aggctgagge
gaaactccgt
tceccaattge
agtgagcgga
aaaaaaaaaa
ccetggtggty
gatgtagaaa
ggagggggac
cctgtaatcc
gccatcetgg
attagccggg
gaatggtgtg
agcctgagtg
ccttgegtga
tggaggaggt
gggggaccca
aaatttatta
gggtecctgee
ctecctecaca
ggccccagga
ccagtgatct
cacctgtgcece
gctatgttge
aacctgaget
cacctctctg
tgaggtctca
ggccaacagce
agggtctttg
gtagtgccec
tgtgtggtag
gccacaacat
acaccaagaa
tcattaacgt
ccageccteee
gecccagetgg
agctgttcag
cccttgtceea
ctgtgatggg
gggagtgtge
cectggtectyg
gtgtgtgtgt
ttcacatccet
cacagatctg
ctggettcag
agacagcaag
acaaaatgte
ttttttgaga
tcactgcaac
aattacaggce
tattttttag
tcaggtgatce
caccacacct
atgttggcca

caggggagac
ggacaaagat
ctgaggcecte
ctcctecgggg
cagagaaggc
aggaatagcc
caaggtcatg
aagtgaggct
gggtggatca
ctctactaaa
ttgggagget
gatcacgcca
aaaaaaagaa
ccaaggatce
gaccctttgg
ccaaaaggcec
cagcactttg
ctaacacggt
cacggtggtg
aacctgggag
acagagtgag
tgatggagag
ggggcagggt
gaaggaagcg
acagtggatg
tcacctggat
atgtggcttce
gggggccagg
gccageccct
aatgtcccta
ctggggcctce
gagtcctggg
ggcttcgaat
atagcataac
acagacagac
aggggattaa
ttcaggtgtg
gcaccaccga
caaggtcacc
attaattgta
tctgccacaa
ctceggetcet
ggcctceace
ccecgtacecet
ccacatcege
gagagtgtgg
atggcttcaa
tgaccttgaa
gtgtgtgtgt
ctceacatgce
gcttggggge
ctgcatgtcet
tccacatctg
ttgtgggtga
cggagtctcg
ctecgectcee
acgcaccacc
tagagacggg
cacccacctce
ggccaacctt
tctecaggat

acctgttagg
gaatttggaa
ccgtgggteg
agctgccagt
ctcaaggagg
taagcatgaa
ggagacccag
ggagccagge
ctagaggtca
attacaaaaa
gaggcaggag
ctccactcca
aaaaaaagaa
atggagggtg
ggtcatggct
agataagagg
ggaggccgag
gaaaccctgt
ggcgcctgta
gtggagcttg
acteccgtcte
agatccaccce
ctgtecgagt
cagagtgggd
ggataagtct
tctcteacte
tcectcactet
tctgtgggag
acctcaccca
agcccttace
tcgetgecca
gcaaccgett
gccttecteta
agaggtaata
tccagecttga
atgtggttgt
caagccaggc
cctcatttga
ttgggtgtca
acctgatgec
atgaccctceca
ctctgtgecac
ttcctetgge
ccgecectteg
attcccctagg
gcatttggtc
ccttcagggg
tgtctctaat
gtacatgcac
atgagccaga
tgatctagag
ttgaccttga
agtgttggcc
atcacggttt
ctctgeccgcee
caggttcaag
acgcccagcet
atttcacgat
ggccttggcce
gactatttat
ggacctgaac
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tgttggggece
gatatgggga
ggccctgeag
ctcgtagggg
aagcggggct
atggcaggag
ggagaggggc
aactcatgce
ggagttcaag
ttagctgggce
aatctcttga
acctgggcta
agaaagtgaa
gtgagcaggg
ggagggcaag
gttgagatag
gtgggtggat
ctctacttaa
gtececcageta
cagtgagcecg
aaaaaaataa
gctggtagea
gectagagga
ttgggggaag
gtgtctggag
cctccecaga
ctecttectg
caggtgcece
gagaccacta
gtcaggtgcet
cgacaaggaa
ccttgetgtg
taagacagca
tacatagcaa
gtcecacace
gtgtgaggca
acggtgctta
caagggaagg
ggcaaactce
tctettetgg
ctcetggagg
tcacctacct
ttggactggce
gaggacgacc
tctcacgggg
tggctgtgea
atgecatccac
catgtectta
gtgtgcagtg
tceccatatg
atggataaat
atgcceagee
ttctgggttg
taaccttgac
caagctggag
caattctgtce
gatttttgta
gttggccagg
tcccaaagtg
tataggtaat
tttcacacgt

tcccagaaga
agaaggattt
tactggagac
aggcagacac
ggaagggaat
ggaaaatggce
tggaagggaa
tgtaatccca
accagcectgg
gtggtggcac
acccagaagg
cagagccaga
tttgaagagce
gaggggcaca
ctggtggagg
accaggcgceg
catgaagtca
aaaaaaaaaa
ctecgggagge
acattgtgcee
aaaaagttgg
tggtgctgga
agagtaaacc
gggataccgg
ggatcctggt
ctgcagccga
ctggcatcca
cttceecaage
aagatcctte
ggtgctgctg
cacggtecctg
tgtcecttgag
ccecacttgag
gcattagaca
tgccactccee
gaagcataag
gagcttacat
ggctgtgget
agattgaact
agaaattggg
ccectgagac
gcectecgegee
caggtgcage
tcacccttee
gecetttggee
aatcctgecee
attgeccagt
agcataatge
ggtatacaag
tgaaacccaa
atgtecctgee
cegtgtetygg
gtgtetgeag
ttttttttgt
ttcagtggtg
tctgecteee
tttttattta
ctggtetcaa
ctgggattac
tetgtgeaga
atgtccctgt



3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
63901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621

gactaaatcc
aggtatcact
cttacaacaa
actcaaagtt
ccectgtatge
aggtctgaac
tattcatgtce
ttttttettt
caatggagca
ctcagcectcee
tatttttgtt
caggtgatce
ceccageetgt
tccagtectg
atgaccttgt
agactctggg
gacaatttgg
gtgcccetgt
ctctctetcee
cagecggttgt
gecactttggg
taacatggtg
cacctcagcet
gcagtgagcet
caaaaacaac
aaggcatagg
cgtcectgte
getggaaggt
tggacgcttt
ctgccaaagce
agagctecta
cgaggaggcc
tctctgaagg
agaatcctgg
tctaggagtg
ggcttcaggg
tcgggttgce
tccactggeg
aacctgcegca
ccgegetacyg
gcacgectga
gaggcctgty
agcccccggt
atgctccagg
ccactgtectt
tcggacacat
ggcgcggagg
gaagaagagg
ggccagagaa
ggtgaggttg
tagttagttt
ggtgggaaat
catgaagatt
ggatgtggge
attggatata
tgggttgget
tgggatgggg
atccaggagg
acccetggte
caacaccace
aaccatgaag
ccccacagcet
cctgtccaag
caaggtcace
ttctgtgact
cacccaccac
aacacacatg

aggtgtcatt
caccatacat
tcttcatttt
tcacagctag
aagtgtetgt
aatatccaat
ttaaccatce
tttttttttt
accteegete
agagtagctg
agagacaggg
acccgecteg
gctgtgatte
tccatagctg
atagccacat
gccaaggcetg
tgaccgtgaa
ctccaccece
cagagtctta
aaataaacaa
aggctgaggc
agacctcgte
actcgggagg
gagatcatgce
aacaacaaca
catatagtag
ctcaggcate
gacgagtgtg
aactgtggceg
cggtatgaag
gatttggygg
ggatgtcaag
aggaaggaga
attcggggac
tgcctgactt
tcttgggaaa
cactctttga
ggaaaaccac
agegcgatgg
aagcgcgeag
acccccaggt
tggtgtctgg
cacaaggtgc
gectcttggge
ccccagtgag
cttgtgacaa
gcagaggcgce
gatggggaca
gatgctaggg
gagttggggt
gagatggcat
acgtcagggt
gagattggat
tgagttggat
ggttgggtga
ctgtttggga
atggattggg
tttcactcaa
tgtgggggea
aagcctggtyg
aggaactgac
ggccagcage
gcccagatgt
tgtttaatgc
tttttetggg
ccegatecct
accaccegtg
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tgcaaaaaac
acacacatgce
acagatgagyg
tacattcgaa
gacactggat
tctgtgtgtg
atattcatat
tttgagatgg
actgcaatct
ggattacagg
tttcececata
gectecccaaa
ttgaagctge
tacctaagtg
ctgggactca
ggtcacacat
tgactggttt
aaccacagag
tagcaaatgg
cagggcaggc
gggcagagca
tctactaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc
aaacaaaaaa
ttagggcagg
ctctaccect
cacccecactce
cttecectcat
gcaggggctc
aagacggagyg
ccectgggtt
agactagttc
agaccaggag
cagactegtt
aggtaatggg
tcttictgte
tcgececgeac
cccagagcaa
ccaccgeaac
gegeccegeg
ctggggectg
gtgaaaggat
ggaggggaca
tctecccagat
gagctaccca
agaatcctgt
ggtgtgggag
ttaggcttgg
tataggtggg
gggttggggt
tgaattggga
tttgagatgg
ttaacttagt
gttgtattga
taaactgggce
tttggggtga
cetgagacee
tcctgcaggg
tectataccaa
tattctagee
cccgectgac
tagccaagga
caagataaca
gtcaaagaga
aggtgaggag
tgatcttgaa

aactaatatt
acacacacac
aaacagaggc
cccaggctta
gccaagactc
tgtttgtgty
acacatatga
agtttcactc
ccgecteceg
caccegecac
ttggccaggce
gtgctgggat
aacccatgtg
tggaagctgg
tactgcacac
actgagtggce
caagtgacca
gacttcttge
ggtgggggct
ggagcatggt
tttgaagtca
atacaaaaat
aggatcactt
cagcctggge
cagggcaggg
gtgcaaggaa
tctecttageca
ccageccatgg
ctecececacac
agggtcctga
cagacgccag
aggaaggagt
cagcttttga
ggggctggga
ggtccttgag
atgtcgagat
ctetacttge
agcttcatga
ctacggacca
gacatcatgt
gtgctaccca
gtgtcccaca
ggagctggat
agggecggaa
acgttgeatt
gggcgectga
gaggtcagag
tecggatggg
agatggagta
gattgecgttg
tgagaatggg
tgaggtagat
gcatgggttt
acagttgcac
gctgtattga
tgtattgagt
gattgcaaat
cetettttec
cattgtgtec
agtctgceceac
tatctcetgt
atggaacaga
cttgtcecac
aagcgctgat
aaccccgaga
aagcggcttyg
caagaggcce

attaagtagce
atacacattc
acagacaggt
aggacccate
acactagaga
tgcatgtgtg
acatctgtge
ttgtcacceca
ggttcaageg
catgceccage
tggtctcgaa
tacaggcatg
catgcaagtg
atgtgcatgt
tgaatttggce
cacatgcgtt
cctgtcetgaa
cctctggtct
agagttctgg
ggctcacace
gaagtttgag
tagccaggtg
gaacccagga
aaaagagtga
tgtcttgaga
ggtgtaggag
gcccaggatg
caagtggctc
tgggtgctgt
gggagcctgg
aactecctggg
gtgtgtttca
gcctcagtte
gtagttggag
gagcaggggc
ttctaaaggg
gggtaaccac
gagtgcgect
cgtctegggt
tgctgcgeet
cgegttgece
acgagcctgg
gcgaggecte
tttatggate
gtgccaacat
caaacaccat
cctagagggg
gttggatttt
ggaagagaag
tttgaggtgg
aatggtttgg
tttgtttgga
gatttgattt
tggagttgca
attggggtty
tgagttgggt
ggtgattagg
ccacagggtg
tggggtgacg
tacttggagt
geeccctgact
acggagccat
ctgaggacaa
ccaagttget
cactgtacac
aagcagggcet
aatctcactt
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taccagggct
ctacctcate
cgaataactt
tttgtecaga
tgttgaattt
tgtgtgtatg
tgtgattett
ggectggagtyg
attttectge
taattttttg
ctectgacct
agecaccgtg
aatttcagcet
atgcatgtcc
tgacatgtcc
tgacgtctgt
cctgtatcca
gttcececectte
agaaaacagg
tgtaatccca
actacctgge
tggtggcggg
ggcggaagtt
gactccgtet
agttagggga
gcaatgtaaa
gtgacaagtt
tctacgagceg
ctgecggececa
ttcgggggga
ttctgaaaga
aagccttega
tagggatgtg
gggatcgagt
tggaaccatt
tcgggagace
tggcecegeac
gggagagcac
cattccacac
agtccagcce
ccaccegggg
gaccgetggg
aaggaatcct
tgctccaagt
cagcattatc
ggtgtgtgea
ccatcaggeg
ctttgctttyg
ttagaatagg
ataactgtga
tttgattctg
atgcagaaga
tgaatggtga
tgggggtgag
gggttggggt
tggggttcce
atgaggatga
actctggggy
tcecttgtga
ggatcaggga
gagcagaagc
cccccaagac
agctggeget
ctgtaggaat
tgtteectttt
ccattcatte
cgectigget



7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
§221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701

tccttatctg
aatgagatga
tctetggate
taaggtttag
gccaaggegg
aaccccatct
aatcctaget
gcagtgagce
agaaaaaaaa
ggcaaatact
gctgetttga
gaggctgcag
tcgctgaatg
ggggggaagg
ccagatctcect
gtctttgaga
accctgaata
catttgggca
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taaaatgaga
ttcgtetgaa
ccagttaaag
ttctgggecy
gcggcteact
ctactaaaaa
acttgggagg
gagatcgege
aaaaaaaaaa
gtcettteet
ttttaccaaa
gaatctagtt
ttgaagtaca
gtcattggaa
ggactttgga
ccecegettgt
catctgggtt
acccggtggg

ccatcttatt
ctgattaaaa
gacctaacag
ggcatggtgyg
tgaggtcagg
tactaaaaaa
gtgatgtggy
cactgcactc
aaagatttag
tagccaggtce
aagccaagac
cctaattatce
tgaacctgge
tctgtggtta
ggaccgacgt
tggggcggeg
gggcgcacaa
agtgaacgge

gctgacttca
tegtgtetag
acactagatt
ctcacacctg
agtgcaagac
atttagecegg
aggatcgett
cagcetggtg
ttetgggett
cctgatatac
aacctgttgg
ttcagagacc
tegtgagace
gcectgatett
tgagcaccat
ccggatttgg
tgtgtggcte
ctgge

aagggectgtt
cactgagtaa
accaagaatg
taatecccage
cagcctggece
gegtggtage
gaacttagga
acagagcaag
cctggtagee
agcagaggct
aagcctatgg
acaaaatgtg
taaatattgt
gacctgcgag
aatgggagca
atgctaaaaa
cccacacatce

gtgaggatta
ataccctcta
getttttett
actttgggag
aacatggtga
acacgactgt
ggcaggagtt
actccatete
atggcaaaaa
ggaactctga
gtttaccatt
atgttcaagg
actggtggtg
ggaaggttgt
gaagtgcgag
ttacctggga
tttaggaaca

Klassische mRNA {1581..1623, 5259..5412, 5913.

SEQ ID NO 2
.6196, 6317..6453)

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGARGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGGTGCGCCCCGCGGTGCT
ACCCACGCGTTGCCCCCACCCGGGGGAGGCCTGTGTECTETCTGGCTGGGECCTGGTGTCCCACAACGAGCCTGGRE
ACCGCTGGGAGCCCCCGGTCACAAGTGAGTCTCCCAGATACGTTGCATTGTGCCAACATCAGCATTATCTCGGACA
CATCTTGTGACAAGAGCTACCCAGGGCGCCTGACAAACACCATGGTGTGTGCAGGCGCGGAGGGCAGAGGCGCAGA
ATCCTGTGAGGGTGACTCTGGGGGACCCCTGRTCTETEGEEECATCCTGCAGCGCATTGTGTCCTGGGGTCACGTC
CCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGARACCATGA
AGAGCGAACTGACTATTCTAGCCTATCTCCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCG
CCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCARGGACTTGTCCCAC
CTGAGGACARAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAG
GAATTTCTGTGACTTTITTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCC
CGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTG
AACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTGGTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGG
GCTGTTGTGAGGATTAAATGAGATGATTCGTCTGAACTGATTAAAATCGTGTCTGGCACTGA

SEQ ID NO 3

Struktur der KLK15 mRNA-Spleillvariante 1
6317..6453)

(1581..1623, 5259..5412, 5913..6078,

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGTGAGTCTCCCAGATACG
TTGCATTGTESCCAACATCAGCATTATCTCGGACACATCTTGTGACAAGAGCTACCCAGGGCGCCTGACAAACACCA
TGGTGTGTGCAGGCGCGGAGGGCAGAGGCGCAGAATCCTGTGAGGGTGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGEE
CATCCTGCAGGGCATTGTGTCCTGGGETGACGTCCCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTC
TGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTGACTATTCTAGCCTATCTCCTGTGCCCCTGACT
GAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTATC
CAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCACCTGAGGACARAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCA
AGATAACARAGCGCTGATCCAAGTIGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACT T T T T TC TGGGGTCAAAGAGAAACCCCGA
GACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAARGCGGCTTGAACCAGGGCTCCAT
TCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTGGTTTCCTTATCTS
TAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGGATTAAATGAGATGA

SEQ ID MO 4
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Struktur der KLK15 mRNA-Spleilvariante 2 (1581..1623, 5259..5412, 5913..6196,
7127..7786)

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCARAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGEGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGGTGCGCCCCGCGGTGET
ACCCACGCGTTGCCCCCACCCGGGEGAGGCCTGTGTGETGTCTEGGCTGGGGCCTGGTGTCCCACAACGAGCCTGGG
ACCGCTGGGAGCCCCCGGTCACAAGGETGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCATTGTG
TCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGA
TCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTGACTATTCTAGCCTATC TCCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGC
TGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCC
AAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATC
CAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACTTTTTTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCT
TTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACC
ACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTGETTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTAT

TGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGCGATTAAATGAGATGA

SEQ ID NO 5

Struktur der KLK15 mRNA-Spleilvariante 3 (1581..1623, 5259..5412, 5913..6078,
7127..7786)

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGGGTGACTCTGGGGGACC
CCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCATTGTGTCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGT
GTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTGACTATTCTAGCCTATCT
CCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATC
CCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTC
ACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACTTTTTTCTGGGGTC
AAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTT
GAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCT
TGGTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGGATTAAATGAGATGA

SEQ ID NO 6

KLK15-Protein

MWLLLTLSFLLASTAAQDGDKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGEHN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPQVRPAVLPTRCPHPGEACVVSGWGLVSHNEPG
TAGSPRSQVSLPDTLHCANISIISDTSCDKSYPGRLTNTMVCAGAEGRGAESCEGDSGGPLVCGGILQGIVSWGDV
PCDNTTKPGVYTKVCHYLEWIRETMKRN

SEQ ID NO 7

KLK15-Spleivariante 1

MWLLLTLSFLLASTAAQDGDKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGEHN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPQ

SEQ ID NO 8

KLK15-Spleivariante 2

MWLLLTLSFLLASTAAQDGDKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGENN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPGVR PAVLPTRC PHPGEACVVSGWGLVSHNERG
TAGSPRSQG
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SEQ ID NO 9

KLK 15-Spleilvariante 3

MWLLLTLSFLLASTAAQDGDKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGEHN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPQGDSGGPLVCGGILQGIVSWGDVPCDNTTKPG

VYTKVCHYLEWIRETMKRN

SEQ ID NO 10
HNEPGTAG

SEQ ID NO 11

5' nicht-transiatiert
1-1580

AGAATGGGTGCTGTGCGATTCAGGGGAGACACCTGTTAGGTGTTGGGGCC
TCCCAGAAGAGGTGGGGGCAGAGTGTCAGAGGACAAAGATGAATTTGGAA
GATATGGGGAAGAAGGATTTCAATTCACCCTCAAAGCTTCCTGAGGCCTC
CCGTGGGTCGGGCCCTGCAGTACTGGAGACCCAGAGTGGAGTCAGACCAG
CTCCTCGGGGAGCTGCCAGTCTCGTAGGGGAGGCAGACACCACTGAGGGT
CAGGGGAGGTCAGAGAAGGCCTCAAGGAGGAAGCGGGGCTGGAAGGGAAT
GGCGTTGGATATGCGGTGGGAGGAATAGCCTAAGCATGAAATGGCAGGAG
GGAARATGGCAGCACTGGCTGCGTCTAGGACAAGGTCATGGGAGACCCAG
GGAGAGGGGCTGGAAGGGAAGAAGCCACTTTTGTCCTTGAAAGTGAGGCT
GGAGCCAGGCAACTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGC
GGGTGGATCACTAGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGT
GAAACTCCGTCTCTACTAAAATTACAAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCAC
ACACCTGTAATCCCAATTGCTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCTCTTGA
ACCCAGAAGGCAGAGGTTACAGTGAGCGGAGATCACGCCACTCCACTCCA
ACCTGGGCTACAGAGCCAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAA
AAAADPAAGAAAGAAAGTGAATTTGAAGAGCTGGACTTTATCCTGGTGGTG
CCAAGGATCCATGGAGCGTGGTGAGCAGGGGAGGGGCACAGCCAGCTCCA
GATGTAGAAAGACCCTTTGGGGTCATGGCTGGAGGGCAAGCTGGTGGAGG
GGACTGGACTGGAGCGGGACCCAAAAGGCCAGATAAGAGGGTTGAGATAG
ACCAGGCGCCETGCCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAG
GTGGGTGGATCATGAAGTCAAGAGATTGAGGCCATCCTGGCTAACACGGT
GAAACCCTGTCTCTACTTAAAAAAAAAAAATTTCCAAARAATTAGCCGGG
CACGGTGGTGCGCCCCTCTAGTCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCGGGA
GAATGGTGTGAACCTGGGAGGTGGAGCTTGCAGTGAGCCGACATTGTGCC
ACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACTCCGTCTCAAARAAATAA
AAAAAGTTGCGGACAGGGGGTCCTTGCGTGATGATGGAGAGAGATCCACCC
GCTGGTAGCATGGTGCTGGAGGCTGACAGGTGGAGGAGGTGGGGCAGGET
CTGTCCGAGTGCCTAGAGGAAGAGTAAACCTTCCAGAGATGGGGGACCCA
GAAGGAAGCGCAGAGTCGGGTTGCGGGAAGGGGATACCGGTGGCTCAGAAG
AAATTTATTAACAGTGGATGGGATAAGTCTGTGTCTGGAGGGATCCTGGT
GGAGGCAGAAGGGTCCTGCCTCACCTGGATTCTCTCACTCCCTCCCCAGA
CTGCAGCCGAACCCTGGTCCCTCCTCCACA

SEQ ID NO 12
Exon 1

1581-1623

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAG
SEQ ID NO 13

Intron 1
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1624-5258

GTGAGGTGGCCCCAGGAGGGGGCCAGGTCTGTGGGAGCAGGTGCCCCCTTCCCAAGCATGTCTGGGCCCAGTGATC
TGCCAGCCCCTACCTCACCCAGAGACCACTAAAGATCCTTCCTTCACCCTCCACCTGTGCCAATGTCCCTAAGCCC
TTACCGTCAGGTGCTGGTGCTGCTGCTCTGGAGTCGCTATGTTGCCTGGGGCCTCTCGCTGCCCACGACAAGGAAC
ACGGTCCTGGGGTTACACAAACCTGAGCTGAGTCCTGGGGCAACCGCTTCCTTGCTGTGTGTCCTTGAGGGAACTG
CTTCACCTCTCTGGGCTTCGAATGCCTTCTCTATAAGACAGCACCCACTTGAGACAATAACAGTGAGGTCTCAATA
GCATAACAGAGGTAATATACATAGCAAGCATTAGACAAGTGCTGAGAGGCCAACAGCACAGACAGACTCCAGCTTG
AGTCCCACACCTGCCACTCCCTGTCTCTTACAGGGTCTTTGAGGGGATTARATGTGGTTGTGTGTGAGGCAGAAGC
ATAAGCCTGGCCCAGGTAGTGCCCCTTCAGGTGTGCAAGCCAGGCACGGTGCTTAGAGCTTACATACAACGTCTAT
GTGTGGTGCGCACCACCGACCTCATTTGACAAGGGAAGGGGCTGTGGCTCAGAGGGACGGCCACAACATCAAGGTC
ACCTTGGGTGTCAGGCAAACTCCAGATTGAACTCAGCTGCCACACACCAAGAAATTAATTGTAACCTGATGCCTCT
CTTCTGGAGAAATTGGGGGGTGGACTTTCATTAACGTTCTGCCACAAATGACCCTCACTCCTGGGGGCCCCTGAGA
CCCCCACGCCTCCAGCCTCCCCTCCGGCTCTCTCTGTGCACTCACCTACCTGCCTCGCGCCTGCCTGCTGCGCCCA
GCTGGGGCCTCCACCTTCCTCTGGCTTGGACTGGCCAGGTGCAGCCTCGGTGCCCAGCTGTTCAGCCCGTACCCTC
CGCCCTTCGGAGGACGACCTCACCCTTCCTTTGTTAAGCCCCTTGTCCACCACATCCGCATTCCCCTGGTCTCACG
GGGGCCTTTGGCCCAGTTCCTGACTGTGATGGGGAGAGTGTGCGCATTTGGTCTGCCTGTGCAAATCCTGCCCCTG
TGTGCGTGGGAGTCTGCATGGCTTCAACCTTCAGGGGATGCATCCACATTGCCCAGTGCAGAGGGETCCTGGTCCT
GTGACCTTGAATGTCTCTAATCATGTCCTTAAGCATAATGCCATTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGCTCTCTGTGTACA
TGCACGTGTGCAGTGGGTATACAAGGCCCTGTATGTTCACATCCTCTCCACATGCATGAGCCAGATCCCCATATGT
GAAACCCAATCAGTGACTCCACAGATCTGGCTTGGGGGCTGATCTAGAGATGGATAAATATGTCCTGCCCTGGCTG
CCTCTGGCTTCAGCTGCATGTCTTTGACCTTGAATGCCCAGCCCCGTGTCTGGGTGCTGCCCCAGACAGCAAGTCC
ACATCTGAGTGTTGGCCTTCTGGGTTGGTGTCTGCAGCTCTAACTCTACAAAATGTCTTGTGGGTGAATCACGGTT
TTAACCTTGACTTTTTTTTGTTTGTTTGGTTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGCCGCCCAAGCTGGAGTTCAG
TGGTGCAACCTCAGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGCAATTCTGTCTCTGCCTCCCGAGTAGCTAGA
ATTACAGGCACGCACCACCACGCCCAGCTGATTTTTGTATTTTTATTTAT T TATTTATTTAT T TTTTAGTAGAGAC
GGGATTTCACGATGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCACCTCGGCCTTGGCCTCC
CAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCACACCTGGCCAACCTTGACTATTTATTATAGGTAATTCTGTGCAG
ATGTCTGACTTATGTTGGCCATCTCCAGGATGGACCTGAACTTTCACACGTATGTCCCTGTGACTAAATCCAGGTG
TCATTTGCAAAAAACAACTAATATTATTAAGTAGCTACCAGGGCTAGGTATCACTCACCATACATACACACATGCA
CACACACACATACACATTCCTACCTCATCCTTACAACAATCTTCATTTTACAGATGAGGAAACAGAGGCACAGACA
GGTCGAATAACTTACTCAAAGTTTCACAGCTAGTACATTCGAACCCAGGCTTAAGGACCCATCTTTGTCCAGACCC
TGTATGCAAGTGTCTGTGACACTGGATGCCAAGACTCACACTAGAGATGTTGAATTTAGGTC TGAACAATATCCAA
TTCTGTGTGTGTGTTTGTGTGTGCATGTGTGTGTGTGTATGTATTCATGTCTTAACCATCCATATTCATATACACA
TATGAACATCTGTGCTGTGATTCTTTTT T T T T T TT T TT TTTT T TT T T TGAGATGGAGTTTCACTCTTGTCACCCAG
GCTGGAGTGCAATGGAGCAACCTCCGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCCGGGTTCAAGCGATTTTCCTGCCTCAGCE
TCCAGAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCGCCACCATGCCCAGCTAATTTT TTGTAT TTTTGT TAGAGACAGGGTTT
CCCCATATTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGA
TTACAGGCATGAGCCACCGTGCCCAGCCTGTGCTGTGATTCTTGAAGCTGCARCCCATGTGCATGCAAGTGAATTT
CAGCTTCCAGTCCTGTCCATAGCTGTACCTAAGTGTGGAAGCTGGATGTGCATGTATGCATGTCCATGACCTTGTA
TAGCCACATCTGGGACTCATACTGCACACTGAATTTGGCTGACATGTCCAGACTCTGGGGCCAAGGCTGGGTCACA
CATACTGAGTGGCCACATGCGTTTGACGTCTGTGACAATTTGGTGACCGTGAATGACTGGTTTCAAGTGACCACCT
GTCTGAACCTGTATCCAGTGCCCCTGTCTCCACCCCCAACCACAGAGGACTTCTTGCCCTCTGGTCTGTTCCCCTT
CCTCTCTCTCCCAGAGTCTTATAGCARATGGGGTGGGGGCTAGAGTTCTGGAGAAAACAGGCAGCGGTTGTAAATA
ARCAACAGGGCAGGCGGAGCATGGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGGCAGAGCAT
TTGAAGTCAGAAGTTTGAGACTACCTGGCTAACATGGTGAGACCTCGTCTCTACTAAARATACAAAAATTAGCCAG
GTGTGGTGGCCGGCACCTCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCACTTGAACCCAGGAGGCGGAAGTTGCA
GTGAGCTGAGATCATGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCAAAAGAGTGAGACTCCGTCTCAAAAACAACAACAACAAC
AAAACAAAAAACAGGGCAGGGTGTCTTGAGAAGTTAGGGGAAAGGCATAGGCATATAGTAGTTAGGGCAGGGTGCA
AGGAAGGTGTAGGAGGCAATGTAAACGTCCCTGTCCTCAGGCATCCTCTACCCCTTCTCTTAG

SEQ ID NO 14

Exon 2

5259-5412
CAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTGACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTA
ggAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCTCATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGC
SEQ ID NO 15

Intron 2

5413-5912
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GTATGAAGGCAGGGGCTCAGGGTCCTGAGGGAGCCTGGTTCGGGGGGAAGAGCTCCTAGATTTGGGGGAAGACGGA
GGCAGACGCCAGAACTCCTGGGTTCTGAAAGACGAGGAGGCCGGATGTCAAGCCCCTGGGTTAGGAAGGAGTGTGT
GTTTCAAAGCCTTCGATCTCTGAAGGAGGAAGGAGAAGACTAGTTCCAGCTTTTGAGCCTCAGTTCTAGGGATGTG
AGAATCCTGGATTCGGGGACAGACCAGGAGGGGGCTGGGAGTAGTTGGAGGGGATCGAGTTCTAGGAGTGTGCCTG
ACTTCAGACTCGTTGGTCCTTGAGGAGCAGGGGCTGGAACCATTGGCTTCAGGGTCTTGGGAAAAGGTAATGGGAT
GTCGAGATTTCTAAAGGGTCGGGAGACCTCGGGTTGCCCACTCTTTGATCTTTCTGTCCTCTACTTGCGGGTAACC
ACTGGCCCGCACTCCACTGGCGGGAAAACCACTCGCCCGCACAG

SEQ ID NO 16

Exon 3 (Klassische und Spleilvariante 2)

5913-6196

cttcatga gagtgcgcct gggagageac aacctgegeca agcgcgatgg cccagagcaa ctacggaccea
cgtctegggt cattccacac ccgegctacg aagecgcgcag ccaccgcaac gacatcatgt tgetgegect
agtccagece geacgectga acccccaggt gegecccgeg gtgetaccca cgecgttgecce ccacccgggg
gaggcetgtg tggtgtctgg ctggggectg gtgtcccaca acgagectgg gaccgctggg

agccccecggt cacaag

SEQ ID NO 17
Intron 3 - Klassische und Spleillvariante 2
6197-6316

tgc gtgaaaggat ggagctggat gcgaggcctc aaggaatccta tgectccaggg ctettgggcg
gaggggaca agggccggaa tttatggatce, tgctccaagtccactgtett ccccag

SEQ ID NO 18

Exon 3 - (Spleilvarianten 1 und 3)

5913-6078
CTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAACCTGCGCARGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGG
GTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCAGCCACCGCAACGACATCATGT TGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCAC

GCCTGAACCCCCAGGTGCGCCCCGCGGTGCTACCCACGCGTTGCCCCCACCCGGGGGAGCCCTGTGTGGTGTCTGG
CTGGGGCCTGGTGTCCCACAACGAGCCTGGGACCGCTGGGAGCCCCCGGTCACAAG

SEQ ID NO 19
Intron 3 - (Spleillvarianten 1 und 3)

6079-6316

GTGCGTGAAAGGATGGAGCTGGATGCGAGGCCTCAAGGAATCCTATGCTCCAGGGCTCTTGGGCGGAGGGGACAAG
GGCCGGAATTTATGGATCTGCTCCAAGTCCACTGTCTTCCCCAG

SEQ ID NO 20

Exon 4

6317-6453 (Klassische und Spleif3variante 1)

TGAGTCTCCCAGATACGTTGCATTGTGCCAACATCAGCATTATCTCGGACACATCTTGTGACAAGAGCTACCCAGG
GCGCCTGACAAACACCATGGTGTGTGCAGGCGCGGAGGGCAGAGGCGCAGAATCCTGTGAG

SEQ ID NO 21

Intron 4 (Klassische und Spleivariante 1)
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6454-7126

GTCAGAGCCTAGAGGGGCCATCAGGCGGAAGAAGAGGGATGGGGACAGGTGTGGCAGTCCGGATGGGGTTGGATTT
TCTTTGCTTTGGGCCAGAGAAGATGCTAGGGTTAGGCTTGGAGATGCAGTAGGAAGAGAAGTTAGAATAGGGGTGA
GGTTGGAGTTGGGGTTATAGGTGGGGATTGCGTTGTTTGAGGTGGATAACTGTGATAGTTAGTTTGAGATGGCATG
GGTTGGGGTTGAGAATGGGAATGGTTTGGTTTGATTCTGGGTGGGAAATACGTCAGGGTTGAATTGGGATGAGGTA
GATTTTGTTTGGAATGCAGAAGACATGAAGATTGAGATTGGATTTTGAGATGGGCATGGGTTTGATTTGATTTTGA
ATGGTGAGGATGTGGGCTGAGTTGGATTTAACT TAGTACAGTTGCACTGGAGTTGCATGGGGGTGAGATTGGATAT
AGGTTGGGTGAGT TGTATTGAGCTGTGTTGAATTCGGGTTGGGGTTGGGGTTCGGTTGGCTCTGTTTGGGATAAAC
TGGGCTGTATTGAGTTGAGTTGGETTCGGETTCCCTGGGATGCEGATGGATTCCETTTCGGCTGAGATTGCARATG
GTGATTAGGATGAGGATGAATCCAGGAGGTTTCACTCAACCTGAGACCCCCTCTTTTCCCCACAG

SEQ ID NO 22

Intron 4 (Spleilvarianten 2 und 3)

6079-7126

T GCGCCCCGCG GTGCTACCCA CGCGTTGCCC CCACCCGGGG GAGGCCTGTG TGGTGTCTGG
CTGGGGCCTG GTGTCCCACA ACGAGCCTGG GACCGCTGGG AGCCCCCGGT CACAAGGTGC GTGAAAGGAT
GGAGCTGGAT GCGAGGCCTC AAGGAATCCTATGCTCCAGG GCTCTTGGGC GGAGGGGACA AGGGCCGGAA
TTTATGGATC TGCTCCAAGT CCACTGTCTT CCCCAGTGAG TCTCCCAGAT ACGTTGCATT GTGCCAACAT
CAGCATTATC TCGGACACAT CTTGTGACAA GAGCTACCCA GGGCGCCTGA CAAACACCAT GGTGTGTGCA
GGCGCGGAGG GCAGAGGCGC AGAATCCTGT GAGGTCAGAG CCTAGAGGGG CCATCAGGCG GAAGAAGAGG
ATGGGGACA GGTGTGGGAG TCCGGATGGG GTTGGATTTT CTTTGCTTTG GGCCAGAGAA GATGCTAGGG
TTAGGCTTGG AGATGGAGTA GGAAGAGAAG TTAGAATAGG GGTGAGGTTG GAGTTGGGGT TATAGGTGGG
GATTGCGTTG TTTGAGGTGG ATAACTGTGA TAGTTAGTTT GAGATGGCAT GGGTTGGGGT TGAGAATGGG
AATGGTTTGG TTTGATTCTG GGTGGGAAAT ACGTCAGGGT TGAATTGGGA TGAGGTAGAT TTTGTTTGGA
ATGCAGAAGA CATGAAGATT GAGATTGGAT TTTGAGATGG GCATGGGTTT GATTTGATTT TGAATGGTGA
GGATGTGGGC TGAGTTGGAT TTAACTTAGT ACAGTTGCAC TGGAGTTGCA TGGGGGTGAG ATTGGATATA
GGTTGGGTGA GTTGTATTGA GCTGTGTTGA ATTGGGGTTG GGGTTGGGGT TGGGTTGGCT CTGTTTGGGA
TAARCTGGGC TGTATTGAGT TGAGTTGGGT TGGGGTTCCC TGGGATGGGG ATGGATTGGG TTTGGGGTGA
GATTGCAAAT GGTGATTAGG ATGAGGATGA ATCCAGGAGG TTTCACTCAA CCTGAGACCC CCTCTTTITCC

CCACAG

SEQ ID NO 23
Exon 5
7127-7786

GGTGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCAT TGTGTCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACA
ACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTG
ACTATTCTAGCCTATCTCCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGG
AACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAA
AGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGT
GACTTTTTTCTGGGGTCARAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAG
GTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGC
CCAATCTCACTTCGCCTTGGTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGA
GGATTAAATGAGATGATTCGTCTGAACTGATTAAAATCCTGTCTGGCACTGA

SEQ ID NO 24
7127-7279
GGTGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGEGCATCCTGCAGGGCATTGTGTCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACA

ACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTG
A

SEQ ID NO. 25
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Zyme

MKKLMVVLSLIAAAWAEEQNKLVHGGPCDKTSHPYQAALYTSGHLLCGGVLIHPLWVLTAAHCKKPNLQVFLGKHN
LRQRESSQEQSSVVRAVIHPDYDAASHDQDIMLLRLARPAKLSELIQPLPLERDCSANTTSCHILGWGKTADGDFP
DTIQCAYIHLVSREECEHAYPGQITQNMLCAGDEKYGKDSCQGDSGGPLVCGDHLRGLVSWGNIPCGSKEKPGVYT

NVCRYTNWIQKTIQAK

SEQ ID NO. 26

KLK-L4

MWPLALVIASLTLALSGGVSQESSKVLNTNGTSGFLPGGYTCFPHSQPWQAALLVQGRLLCGGVLVHPKWVL TAAH
CLKEGLKVYLGKHALGRVEAGEQVREVVHS I PHPEYRRSPTHLNHDHDIMLLELQSPVQLTGYIQTLPLSHNNRLT
PGTTCRVSGWGTTTS PQUNYPKTLQCANIQLRSDEECRQVY PGKITDNMLCAGTKEGGKDSCEGDSGGPLVCNRTL
YGIVSWGDFPCGQPDRPGVYTRVSRYVLWIRETIRKYETQQQKWLKGPQ

SEQ ID NO. 27

KLK-L6

MFLLLTALQVLAIAMTQSQEDENKIIGGHTCTRSSQPWQAALLA
GPRRRFLCGGALLSGQWVITAAHCGRPILQVALGKHNLRRWEATQQVLRVVRQVTHPNYNSRTHDNDLMLLOLQQP

ARIGRAVRPIEVTQACASPGTSCRVSGWGTISSPIARYPASLQCVNINISPDEVCQKAYPRTITPGMVCAGVPQGG
KDSCQGDSGGPLVCRGQLOGLVSWGMERCALPGYPGVYTNLCKYRSWIEETMRDK

SEQ ID NO. 28

TLSP

MORLRWLRDWKSSGRGLTAAKEPGARSSPLQAMRILQLILLALATGLVGGETRIIKGFECKPHSQPWQAALFEKTR
LLCGATLIAPRWLLTAAHCLKPRY IVHLGOHNLQKEEGCEQTRTATESFPHPGFNNSLPNKDHRNDIMLVKMASPV
SITWAVRPLTLSSRCVTAGTSCLISGWGSTSSPQLRLPHTLRCANITIIEHQKCENAYPGNITDTMVCASVQEGGK
DSCQGDSGGPLVCNQSLQGIISWCQDPCAITRKPGVYTKVCKYVDWIQE

SEQ ID NO. 29
KLK-L3

MKLGLLCALLSLLAGHGWADTRAIGAEECRPNSQPWQAGLFHLTRLFCGATLISDRWLLTAAHCRKPYLWVRLGEH
HLWKWEGPEQLFRVTDFFPHPGFNKDLSANDHNDDIMLIRLPRQARLS PAVQPLNLSQTCVSPGMQCLISGWGAVS
SPKALFPVTLQCANISILENKLCHWAYPGHISDSMLCAGLWEGGRGSCQGDSGGPLVCNGTLAGVVSGGAEPCSRP
RRPAVYTSVCHYLDWIQEIMEN

SEQ ID NO. 30
NES1

MRAPHLHLSAASGARALAKLLPLLMAQLWAAEAALLPONDTRLDPEAYGAPCARG SQPWQVSLFNGLSFH
CAGVLVDQSWVLTAAHCGNKPLWARVGDDH LL-LLQG-EQLRRTT RSVVHPKYHQGSGPI LPRRTDEHDLML
LKLARPVV-PGPRVR ALQLPYR-CAQPGDQ CQVAGWGTTAARRVK YNKGLTCSSITILSP
KECEVFYPGVVTNNM ICAGLDR~GQDPCQS DSGGPLVCDETLQGI LSWG-
VYPCGSAQHPAVYTQICKYMSWINK VIRSN

SEQ ID NO.31

KLK-L5

MGLSIFLLLCVLGLSQAATPRIFNGTECGRNSQPWQVGLFEGTSLRCGGVLIDHRWVLTAAHC SGSRYWVRLGEHS
LSQLEWTEQIRHSGFSVTHPGYLGASTSHEHDLRLLRLRLPVRVTSSVQPLPLPNDCATAGTECHVSGWGITNHPR
NPFPDLLQCLNLSIVSHATCHGVYPGRITSNMVCAGGVPGQDACQGDSGGPLVCGGVLQGLVSWGSVGPCGQDGIP
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GVYTYICKYVDWIRMIMRNN

SEQ ID NO.32

Neuropsin

MGRPRPRAAKTWMFLLLLGGAWAGHSRAQEDKVLGGHECQPHSQPWQAALFQGQQLLCGGVLVGGNWVLTAAHCKK
PKYTVRLGDHSLQONKDGPEQEIPVVQSIPHPCYNSSDVEDHNHDLMLLQLRDQASLGSKVRPISLADHCTQPGQKC
TVSGWGTVTS PRENFPDTLNCAEVKIFPQKKCEDAYPGQITDGMVCAGSSKGADTCQGDSGGPLVCDGALQGITSW
GSDPCGRSDKPGVYTNICRYLDWIKKIIGSKG

SEQ ID NO. 33

PSA

MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLG
RHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTC
YASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITS
WGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP

SEQ ID NO. 34

HK2

MWDLVLSIALSVGCTGAVPLIQSRIVGGWECEKHSQPWQVAVY SHGWAHCGGVLVHPQWVLTAAHCLKKNSQVWLG
RHNLFEPEDTGQRVPVSHSFPHPLYNMSLLKHQSLRPDEDSSHDLMLLRLSEPAKITDVVKVLGLPTQEPALGTTC
YASGWGSIEPEEFLRPRSLQCVSLHLLSNDMCARAY SEKVTEFMLCAGLWTGGKDTCGGDSGGPLVCNGVLQGITS

WGPEPCALPEKPAVYTKVVHYRKWIKDTIAANP

SEQ ID NO. 35

HK1

MWFLVLCLALSLGGTGAAPPIQSRIVGGWECEQHSQPWQAALYHFSTFQCGGILVHRQWVLTAAHCISDNYQLWLG
RHNLFDDENTAQFVHVSESFPHPGFNMSLLENHTRQADEDYSHDLMLLRLTEPADTITDAVKVVELPTEEPEVGST
CLASGWGSIEPENFSFPDDLQCVDLKILPNDECKKAHVOKVIDFMLCVGHLEGGKDTCVGDSGGPLMCDGVLOGVT
SWGYVPCGTPNKPSVAVRVLSYVKWIEDTIAENS

SEQ ID NO. 36

KLK-L2
MATARPPWMWVLCALITALLLGVTEHVLANNDVSCDHPSNTVPSGSNQDLGAGAGEDARSDDSSSRIINGSDCDMH
TQPWQAALLLRPNQLYCGAVLVHPQWLLTAAHCRKKVFRVRLGHYSLSPVYESGQQMFQGVKSIPHPGYSHPGHSN

DLMLIKLNRRIRPTKDVRPINVSSHCPSAGTKCLVSGWGTTKSPQVHF PKVLQCLNISVLSQKRCEDAYPRQIDDT
MFCAGDKAGRDSCQGDSGGPVVCNGSLQGLVSWGDY PCARPNRPGVYTNLCKFTKWIQETIQANS

SEQ ID NO. 37

Prostase

MATAGNPWGWFLGYLILGVAGSLVSGSCSQIINGEDCSPHSQPWQAALVMENELFCSGVLVHPQWVL SAAHCFQNS
YTIGLGLHSLEADQEPGSQMVEASLSVRHPEYNRPLLANDLMLIKLDESVSSDTIRSISIASQCPTAGNSCLVSGW
GLLANGRMPTVLQCVNVSVVSEEVCSKLYDPLYHPSMFCAGGGHDQKDSCNGDSGGPLICNGYLQGLVSFGKAPCG
QVGVPGVYTNLCKFTEWIEKTVQAS

SEQ ID NO. 38

HSCCE
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MARSLLLPLQILLLSLALETAGEEAQGDKIIDGAPCARGSHPWQVALLSGNQLHCHSCCEGGVLVNERWVLTAAHC
KMNEYTVHLGSDTLGDRRAQRIKASKSFRHPGYSTQTHVNDLMLVKLNSQARLSSMVKKVRLPSRCEPPGTTCTVS
GWGTTTSPDVTFPDLMCVDVKLISPQDCTKVYKDLLENSMLCAGI PDSKKNACNGDSGGPLVCRGTLQGLVS
WGTFPCGQPNDPGVYTQVCKFTKWINDTMKKHR

SEQ ID NO 39

CACAACGAGCCTGGGACCGCTGGG

SEQ ID NO 40

ATTAAA

SEQ ID NO 41
Tabelle 1 KLK1-A

ATCCCTCCATTCCCATCTTT

SEQ ID NO 42
Tabelle 1 KLK1-B

CACATACAATTCTCTGGTTC

SEQ ID NO 43
Tabelle 1 KLK2-A

AGTGACACTGTCTCAGAATT

SEQ ID NO 44
Tabelle 1 KLK2-B

CCCCAATCTCACGAGTGCAC

SEQ ID NO 45
Tabelle 1 E5-A

GTCGGCTCTGGAGACATTTC

SEQ ID NO 46
Tabelle 1 E5-B

ARCTGGGGAGGCTTGAGTC

SEQ ID NO 47
Tabelle 1 KLK15-F1

CTCCTTCCTGCTGGCATCCA

SEQ ID NO 48
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Tabelle 1 KLK15-R1
ATCACACGGGTGGTCATGTG
SEQ ID NO 49

Tabelle 1 KLK15-F2
CAAGTGGCTCTCTACGAGCG
SEQ ID NO 50

Tabelle 1 KLK15-R2

GACACCAGGCTTGGTGGTGT

40/88

2007.07.19



DE 60120712 T2 2007.07.19

SEQUENZPROTOKOLL
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Yousef, George, M.

piamandis, Eleftherios, P.
<120> Kallikrein-Gen
<130> 3153-256
<140> PCT/CA01/01141
<141> 10.08.2001
<150> US 60/224,853
<151> 11.08.2000
<160> SO
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 8735
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
agaatgggty ctgtgggatt caggggagac
ggtgggggca gagtgtcaga ggacaaagat
caattcaccc tcaaagcttc ctgaggectce
ccagagtgga gtcagaccag ctcctcgggyg
cactgagggt caggggaggt cagagaaggc
ggcgttggat atgcggtggg aggaatagcce
agcactggct gcgtctagga caaggtcatg
gaagccactt ttgtecttga aagtgagget
gcactttggg aggctgaggc gggtggatca
ccaacatggt gaaactccgt ctctactaaa
acacctgtaa tcccaattgc ttgggaggct
cagaggttac agtgagcgga gatcacgcca

acctgttagg
gaatttggaa
ccgtgggtcy
agctgccagt
ctcaaggagg
taagcatgaa
ggagacccag
ggagecagge
ctagaggtca
attacaaaaa
gaggcaggag

ctccactcca

tgttggggcce
gatatgggga
ggccctgeag
ctcgtagggyg
aagcggggcet
atggcaggag
ggagaggggc
aactcatgcc
ggagttcaag
ttagctgggce
aatctcttga

acctgggcta

41/88

tccecagaaga
agaaggattt
tactggagac
aggcagacac
ggaagggaat
ggaaaatggc
tggaagggaa
tgtaatccca
accagcctgg
gtggtggcac
acccagaagg

cagagccaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ctcecgtcectea
tggactttat
gccagctcca
ggactggact
gtggctcatg
agagattgag
tttccaaaaa
tgaggcggga
actgcactcc
gacagggggt
ggctgacagg
ttccagagat
tggtcagaag
ggaggcagaa
accctggtetcec
caggtgaggt
atgtctgggce
cttcaccctce
ctctggagtce
gggttacaca
ggaactgctt
acaataacag
agtgctgaga
tgtctcttac
cctggeccay
acaacgtcta
cagagggacg
cagctgceccac
gggtggactt
ceccacgeect
tgcctgetge
ctcggtgecce
ttrgttaagc
cagttcctga
ctgtgtgggt
ggagaggggt
cattctgtgt

gccctgtatg

aaaaaaaaaa
cctggtggtg
gatgtagaaa
ggagggggac
cctgtaatce
gccatectgg
attagccggg
gaatggtgtg
agcctgggtyg
ccttgcgtga
tggaggaggt
gggggaccca
aaatttatta
gggtcctgec
ctcctccaca
ggccccagga
ccagtgatct
cacctgtgcece
gctatgttge
aacctgagct
cacctctctg
tgaggtctca
ggccaacagce
agggtctttg
gtagtgeccec
tgtgtggtgg
gccacaacat
acaccaagaa
tcattaacgt
ccagcctccce
gcccagcetgg
agctgttcag
cecettgtcca
ctgtgatagg
gggagtgtge
cctggtectg
gtgtgtgtgt

ttcacatcct
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aaaaaaagaa
ccaaggatce
gaccctttgg
ccaaaaggcc
cagcactttg
ctaacacggt
cacggtggtg
aacctgggag
acagagtgag
tgatggagag
ggggcagggt
gaaggaagcg
acagtggatg
tcacctggat
atgtggcttce
gggggccagyg
gccagececct
aatgtcccta
ctggggecte
gagtcctygg
ggcttcgaat
atagcataac
acagacagac
aggggattaa
ttcaggtgtg
gcaccaccga
caaggtcacc
attaattgta
tctgccacaa
ctccggetet
ggcctceacc
cccgtaccet
ccacatccge
gagagtgtgg
atggcttcaa
tgaccttgaa
gtgtgtgtgt

cteccacatge

aaaaaaagaa
atggagggtg
ggtcatggct
agataagagg
ggaggccgag
gaaaccctgt
ggecgcectgta
gtggagcttg
actccgtctc
agatccaccc
ctgtccgagt
cagagtgggg
ggataagtct
tctctcacte
tcctcactct
tctgtgggag
écctcaccca
agcccttacce
tcgctgecca
gcaaccgctt
gcctretcta
agaggtaata
tccagcttga
atgtggttgt
caagccaggc
cctcatttga
ttgggtgtca
acctgatgce
atgaccctca
ctctgtgcac
ttcctectgge
ccgecctteg
attcccctgg
gcatttggte
ccttcagggg
tgtctctaat
gtacatgcac

atgagccaga

agaaagtgaa
gtgagcaggg
ggagggcaag
gttgagatag
gtgggtggat
ctctacttaa
gtcccageta
cagtgagccg
aaaaaaataa
gctggtagca
gcctagagga
ttgggggaag
gtgtctggag
cctcceccaga
ctccttectg
caggtgcccc
gagaccacta
gtcaggtgct
cgacaaggaa
ccttgctgtg
taagacagca
tacatagcaa
gtcccacacce
gtgtgaggca
acggtgctta
caagggaagg
ggcaaactcc
tctettetgy
ctcectggggy
tcacctacct
ttggactggce
gaggacgacc
tctcacggag
tggctgtgea
atgcatccac
catgtcctta
gtgtgcagtg

tccecatatg

42/88

tttgaagagce
gaggggcaca
ctggtggagg
accaggcgcg
catgaagtca
aaaaaaaaaa
ctcgggaggce
acattgtgcece
aaaaagttgg
tggtgctgga
agagtaaacc
gggataccgg
ggatcctggt
ctgcagccga
ctggcatcca
cttecccaage
aagatcctte
ggtgctgctyg
cacggtcctg
tgtccttgag
cccacttgag
gcattagaca
tgccactcee
gaagcataag
gagcttacat
ggctgtggct
agattgaact
agaaattggg
ccectgagac
gcectcgegece
caggtgcagc

tcacccttee

gcctttggcee
aatcctgece

attgcccagt

agcataatgce

ggtatacaag

tgaaacccaa

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
2820
2880
2940
3000



tcagtgactc
ctggetgcect
gtgctgcccee
ctctaactct
ttgtttggtt
caacctcagc
gagtagctag
tttatttatt
actcctgacce
aggcgtgagce
tgtctgactt
gactaaatcc
aggtatcact
cttacaacaa
actcaaagtt
ccctgtatgce
aggtctgaac
tattcatgtc
ttteteceete
caatggagca
ctcagcctcc
tattcttgtt
caggtgatcc
cccagcctgt
tccagtcetg
atgaccttgt
agactctggg
gacaatttgg
gtgcecctgt
ctcteotctec
cagcggttegt
gcactttggg
taacatggtg
cacctcagcet
cagtgagct
Caaaaacaac

aaggcatagg

cacagatctg
ctggcttcag
agacagcaag
acaaaatgtc
ttttttgaga
tcactgcaac
aattacagge
tattttttag
tcaggtgatc
caccacacct
atgttggcca
aggtgtcatt
caccatacat
tcttcatttt
tcacagctag
aagtgtctgt
aatatccaat
ttaaccatcce
tttttretett
acctccgctce
agagtagctg
agagacaggg
acccgectceg
gctgtgattc
tccatagcectg
atagccacat
gccaaggcetg
tgaccgtgaa
ctcecacccec
cagagtctta
aaataaacaa
aggctgaggc
agacctcgtce
actcgggagg
gagatcatgce
aacaacaaca

catatagtag
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gcttgggggc
ctgcatgtct
tccacatctg
tcgtgggtga
cggagtctceg
ctcecgeetee
acgcaccacce
tagagacgggd
cacccacctce
ggccaacctt
tctccaggat
tgcaaaaaac
acacacatgc
acagatgagg
tacattcgaa
gacactggat
tctgtgtgtg
atattcatat
tttgagatgg
actgcaatct
ggattacagg
tttcececcata
gcctecccaaa
ttgaagctgce
tacctaagtg
ctgggactca
ggtcacacat
tgactggttt
aaccacagag
tagcaaatgg
cagggcaggce
gggcagagca
tctactaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc

aaacaaaaaa

ttagggcagg

tgatctagag
ttgaccttga
agtgttggcece
atcacggttt
ctctgeegee
caggttcaag
acgcccaget
atttcacgat
ggecttggec
gactatttat
ggacctgaac
aactaatatt
acacacacac
aaacagaggc
cccaggctta
gccaagacte
tgtttgtgtg
acacatatga
agtttcactc
ccgecteccyg
cacccgceac
ttggccagge
gtgctgggat
aacccatgtg
tggaagctgg
tactgcacac
actgagtggce
caagtgacca
gacttettge
ggtgggggcet
ggagcatggt
tttgaagtca
atacaaaaat
aggatcactt
cagectggge
cagggcaggg

gtgcaaggaa

atggataaat
atgcccagcce
ttetgggttyg
taaccttgac
caagetggag
caattctgte
gatttttgta
gttggccagg
tcccaaagtg
tataggtaat
tttcacacgt
attaagtagc
atacacattc
acagacaggt
aggacccatc
acactagaga
tgcatgtgtg
acatctgtgc
ttgtcaccca
ggttcaagcg
catgcccagce
tggtctcgaa
tacaggcatg
catgcaagtg
atgtgcatgt
tgaatttggce
cacatgegtt
cctgtctgaa
cctctggtet
agagttctgg
ggctcacacc
gaagtttgag
tagccaggtg
gaacccagga
aaaagagtga
tgtcttgaga

ggtataggag

43/88

atgtcctgece
ccgtgtctgg
gtgtctgcag
ttctetttgt
ttcagtggtyg
tctgectece
tttttattta
ctggtctcaa
ctgggattac
tctgtgcaga
atgtccctgt
taccagggct
ctacctcatce
cgaataactt
tttgtccaga
tgttgaattt
tgtgtgtatg
tgtgattctt
ggctggagtyg
attttcctge
taattttttg
ctectgacct
agccaccgtyg
aatttcagct
atgcatgtcc
tgacatgtcc
tgacgtctgt
cctgtatcca
gttcccette
agaaaacagg
tgtaatccca
actacctggce
tggtggcggg
ggcggaagtt
gactccgtct
agttagggga

gcaatgtaaa

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



cgtececergtc
gctggaaggt
tggacgcttt
~tgccaaagc
agagctccta
cgaggaggcc
tctctgaagg
agaatcctgg
tctaggagtg
ggcttcaggg
tcgggttgcce
Tccactggcyg
aacctgcgca
ccgegcetacg
gcacgcectga
gaggcctgtg
agcccccggt
atgctccagg
ccactgtett
tcggacacat
ggcgcggagyg
gaagaagagg
ggccagagaa
ggtgaggttg
tagttagtert
ggtgggaaat
catgaagatt
ggatgtgggce
attggatata
tgggttggct
tgggatgggg
atccaggagg
acccctggte
caacaccacc
aaccatgaag
ccccacaget
cctgtccaag

caaggtcacc

ctcaggcatc
gacgagtgtg
aactgtggcg
cggtatgaag
gatttggggg
ggatgtcaag
aggaaggaga
attcggggac
tgcectgactt
ccttgggaaa
cactctttga
ggaaaaccac
agcgcegatgg
aagcgcgcag
accceccaggt
tggtgtctgg
cacaaggtgce
gctettggge
ccccagtgag
cttgtgacaa
gcagaggegce
gatggggaca
gatgctaggg
gagttggggt
gagatggcat
acgtcagggt
gagattggat
tgagttggat
ggttgggtga
ctgtttggga
atggattggg
tttcactcaa
tgtgggggca
aagcctggtg
aggaactgac
ggccagcagc
gcccagatgt

tgtttaatgc
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ctctaccccet
caccccacte
cttceetcat
gcaggggcetc
aagacggagg
cecectgggtt
agactagttc
agaccaggag
cagactcgtt
aggtaatggg
tctttetgte
tcgecegeac
cccagagcaa
ccaccgcaac
gcgeccegeyg
ctggggcectg
gtgaaaggat
ggaggggaca
tctcccagat
gagctacceca
agaatcctgt
ggtgtgggag
ttaggcttgg
tataggrtggg
gggttggggt
tgaattggga
tttgagatgg
ttaacttagt
gttgtattga
taaactgggc
tttggggtga
cctgagaccc
tcctgcaggg
tctataccaa
tattctagcee
ccecgectgac
tagccaagga

caagataaca

tctcttagca
ccagccatgg
ctcececacac
agggtcctga
cagacgccag
aggaaggagt
cagcttttga
ggggctggga
ggtccttgag
atgtcgagat
ctctacttgc
agcttcatga
ctacggacca
gacatcatgt
gtgctacecca
gtgtcccaca
ggagctggat
agggccggaa
acgttgcatt
gggcgcectga
gaggtcagag
tcecggatggg
agatggagta
gattgcgttg
tgagaatggg
tgaggtagat
gcatgggttt
acagttgcac
gctgtgttga
tgtattgagt
gattgcaaat
cctettttec
cattgtgtcc
agtctgccac
tatctectgt
atggaacaga
cttgtcccac

aagcgctgat

gcccaggatg
caagtggctce
tgggtgctgt
gggagcctgg
aactectggg
gtgtgtttca
gcectcagttce
gtagttggag
gagcaggggc
ttctaaaggg
gggtaaccac
gagtgcgect
cgtctcgggt
tgctgegecet
cgcgttgccee
acgagcectgg
gcgaggecte
tttatggate
gtgccaacat
caaacaccat
cctagagggyg
gttggatttt
ggaagagaag
tttgaggtgg
aatggtttgg
tttgtttgga
gatttgattt
tggagttgca
attggggttg
tgagttgggt
ggtgattagg
ccacagggtg
tggggtgacyg
tacttggagt
gccectgact
acggagccat
ctgaggacaa

ccaagttget

44/88

gtgacaagtt
tctacgagcg
ctgeggecca
ttcggggagga
ttctgaaaga
aageccttcga
tagggatgtg
gggatcgagt
tggaaccatt
tcgggagacc
tggccegeac
gggagagcac
cattccacac
agtccagece
ccacccgggayg
gaccgctggg
aaggaatcct
tgctccaagt
cagcattate
ggtgtgtgca
ccatcaggceg
ctttgctttg
ttagaatagg
ataactgtga
tttgattctg
atgcagaaga
tgaatggtga
tgggggtgag
gggttggggt
tggggttccc
atgaggatga
actctggggg
tcecttgtga
ggatcaggga
gagcagaagc
cccccaagac
agctggcgcet

ctgtaggaat

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260

‘7320

7380

7440

7500



ttctgtgact
cacccaccac
aacacacatg
tccttatctg
aatgagatga
tctctggatc
taaggtttag
gccaaggcegg
aaccccatct
aatcctagct
gcagtgagcc
agaaaaaaaa
ggcaaatact
gctgctttga
gaggctgcag
tcgctgaatg
ggggggaagg
ccagatctct
gtctttgaga
accctgaata

catttgggca

<210> 2
<211>
<212> DNA

<213>

<400> 2
atgtggcttc

aagttgctgg
gagcgtggac
gcccactgee
gatggcccag
cgcagccacc
caggtgcgcc
tctggctggg
gtgagtctcc

gacaagagct

tttttctggg
cccgatccct
accacccgtg
taaaatgaga
ttcgtctgaa
ccagttaaag
ttctgggecyg
gcggctcact
ctactaaaaa
acttgggagg
gagatcgcgc
aaaaaaaaaa
gtcctttcct
ttttaccaaa
gaatctagtt
ttgaagtaca
gtcattggaa
ggactttgga
ccececgettgt
catctgggtt

acccggtggyg

1278

Homo sapiens

tcectcactcet
aaggtgacga
gctttaactg
aaagccgett
agcaactacg
gcaacgacat
ccgeggtget
gcctggtgte
cagatacgtt

acccagggcg
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gtcaaagaga
aggtgaggag
tgatcttgaa
ccatcttatt
ctgattaaaa
gacctaacag
ggcatggtgg
tgaggtcagg
tactaaaaaa
gtgatgtggg
cactgcactc
aaagatttag
tagccaggtc
aagccaagac
cctaattatc
tgaacctggce
tctgtggtta
ggaccgacgt
tggggcggcyg
gggcgcacaa

agtgaacggce

ctcctteoctg
gtgtgcaccc
tggcgecttce
catgagagtg
gaccacgtcet
catgttgctg
acccacgcegt
ccacaacgag
gcattgtgce

cctgacaaac

aaccccgaga
aagcggcttg
caagaggcece
gctgacttca
tcgtgtctag
acactagatt
ctcacacctg
agtgcaagac
atttagccgg
aggatcgctt
cagcctggtg
ttctgggett
cctgatatac
aacctgttgyg
ttcagagacc
tcgtgagacc
gcctgatett
tgagcaccat
cecggatttgg
tgtgtggcte
ctggce

ctggcatcca
cactcccagce
ctcatctcce
cgcctgggag
cgggtcattc
cgcctagtece
tgccecceccacc
cctgggaccg
aacatcagca

accatggtgt

cactgtacac
aagcagggct
aatctcactt
aagggctgtt
cactgagtaa
accaagaatg
taatcccage
cagcctggee
gecgtggtgge
gaacttagga
acagagcaag
cctggtagee
agcagaggct
aagcctatgg
acaaaatgtg
taaatattgt
gacctgcgag
aatgggagca
atgctaaaaa

cccacacatc

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgcg
agcccgcacg
cgggggaggce
ctgggagcce
ttatctcgga

gtgcaggcge

45/88

tgttecttte
ccattcattce
cgecttggtt
gtgaggatta
ataccctcta
gettetectt
actttgggag
aacatggtga
acacgactgt
ggcaggagtt
actccatcte
atggcaaaaa
ggaactctga
gtttaccatt
atgttcaagg
actggtggtg
ggaaggttgt
gaagtgcgag
ttacctggga

tttaggaaca

ggatggtgac
ggctctctac
gctgtctgcg
gcgcaagege
ctacgaagcyg
cctgaaccce
ctgtgtggtg
ccggtcacaa
cacatcttgt

ggagggcaga

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8735

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



ggcgcagaat
ggcattgegt
aaagtctgcc
cctatctect
acatggaaca
gacttgtcee
caaagcgctg
gaaaccccga
agaagcggct
aacaagaggc
ttgctgactt

aatcgtgtct

<210> 3
«<211>
<212> DNA

«<213>

<400> 3
atgtggcttc

aagttgcetgg
gagcgtggac
gcccactgece
gatggcccag
cgcagccacc
cagtgagtct
gtgacaagag
gaggcgcaga
agggcattgt
ccaaagtctg
agcctatctc
tgacatggaa
aggacttgtc
aacaaagcgc
gagaaacccc
ggagaagcgg
tgaacaagag

tattgctgac

cctgtgaggg
cctggggtga
actacttgga
gtgccectga
gaacggagcce
acctgaggac
atccaagttg
gacactgtac
tgaagcaggg
ccaatctcac
caaagggctg

ggcactga

1124

Homo sapiens

tcctecactcet
aaggtgacga
gctttaactg
aaagccgcett
agcaactacg
gcaacgacat
cccagatacg
ctacccaggg
atcctgtgag
gtcctggggt
ccactacttg
ctgtgccect
cagaacggag
ccacctgagg
tgatccaagt
gagacactgt
cttgaagcag
gcccaatcte

ttcaaagggc
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tgactctggyg
cgtcecettgt
gtggatcagg
ctgagcagaa
atcccccaag
aaagctggcyg
ctctgtagga
actgttcctt
ctccattcat
ttegecttgg

ttgtgaggat

ctcctteceg
gtgtgcacce
tggcgcttce
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg
ttgcattgtg
cgcctgacaa
ggtgactctg
gacgtcectt
gagtggatca
gactgagcag
ccatccceca
acaaagctgg
tgctctgtag
acactgttee
ggctccatte
acttcgectt

tgttgtgagg

ggacccctgg
gacaacacca
gaaaccatga
gcccccacag
accctgtcea
ctcaaggtca
atttctgtga
ttcacccacce
tcaacacaca
tttcettate

taaatgagat

ctggcatcca
cactcccage
ctcatctecee
cgecctgggag
cgggtcattc
cgcctagtcee
ccaacatcag
acaccatggt
ggggacccct
gtgacaacac
gggaaaccat
aagcceccac
agaccctgtce
cgctcaaggt
gaatttctgt
ttttcaccca
attcaacaca
ggtttcctta

attaaatgag

tctgtggggg
ccaagectgy
agaggaactg
ctggccagca
aggcccagat
cctgtttaat
cttttttctg
accccgatce
tgaccacceg
tgtaaaatga

gattcgtctg

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgeg
agcccgcacy
cattatctcg
gtgtgcaggc
ggtctgtggg
caccaagcect
gaagaggaac
agctggcecag
caaggcccag
cacctgttta
gacttttete

ccaccccgat

catgaccacc

tctgtaaaat

atga

46/88

catcctgcag
tgtctatacc
actattctag
geecccgeety
gttagccaag
gccaagataa
gggtcaaaga
ctaggtgagyg
tgtgatcttyg
gaccatctta

aactgattaa

ggatggtgac
ggctctctac
gctgtctgeg
gcgcaagcgc
ctacgaagcg
cctgaacccec
gacacatctt
gcggagggea
ggcatcctge
ggtgtctata
tgactattct
cagccccgcec
atgttagcca
atgccaagat
tggggtcaaa
ccctaggtga
cgtgtgatct

gagaccatct

660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1278

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1124



<210> 4

<21l1> 1105

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4
atgtggcttc

aagttgctgg
gagegtggac
Jcccactgee
gatggcccag
cgcagcecace
caggtgcgce
ctggetgyg
gggtgactce
rgacgtcect
ggagtggatc
tgactgagca
gccatceccec
gacaaagctg
ttgctctgta

tacactgttce

gggctccatt
cacttcgcecet
ctgttgtgag
<21C0> 5
<211> 987
<212> DNA
<213>

<400> 5
atgtggectte

aagttgctgg
gagcgtggac
gZccactgec
gatggcccag
cgcagccacce

cagggtgact

tcctcactct
aaggtgacga
gctttaactg
aaagccgctt
agcaactacg
gcaacgacat
ccgcggtgct
gcctggtgtce
gggggacccce
tgtgacaaca
agggaaacca
gaagccccca
aagaccctgt
gcgctcaagg
ggaatttctg
cttttcacce
cattcaacac
tggtttcctt

gattaaatga

Homo sapiens

tcctcactet
aaggtgacga
gctttaactg
aaagccgett
agcaactacg

gcaacgacat

ctgggggace
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ctccttectg
gtgtgcacce
tggcgcttee
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg
acccacgegt
ccacaacgag
tggtctgtgg
ccaccaagcc
tgaagaggaa
cagctggcca
ccaaggccca
tcacctgttt
tgactttttt
accaccccga
acatgaccac
atctgtaaaa

gatga

ctccttectg
gtgtgcaccc
tggcgecttce
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg

cctggtetgt

ctggcatcca
cactcccage
ctcatctcce
cgcctgggag
cgggtcatte
cgcctagtcee
tgcccccace
cctgggaccg
gggcatcctg
tggtgtctat
ctgactattc
gcagccccge
gatgttagce
aatgccaaga
ctggggtcaa
tcectaggty
ccgtgtgate

tgagaccatc

ctggcatcca
cactcccage
ctcatctecec
cgcctgggag
cgggtcattc
cgcctagtcee

gggggcatce

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgeg
agccegcacg
cgggggaggc
ctgggagccc
cagggcattg
accaaagtct
tagcctatct
ctgacatgga
aaggacttgt
taacaaagcg
agagaaaccc
aggagaagcg
ttgaacaaga

ttattgctga

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgeyg
agcccgcacyg

tgcagggcat

47/88

ggatggtgac
ggctctctac
gctgtctgeg
gcgcaagcege
ctacgaagcg
cctgaaccce
ctgtgtagtg
ccggtcacaa
tgtcctgggg
gccactactt
cctgtgecce
acagaacgga
cccacctgag
ctgatccaag
cgagacactg
gcttgaagca
ggcccaatct

cttcaaaggg

gga;ggtgac
ggctctctac
gctgtctgeg
gcgcaagcge
ctacgaagcg
cctgaacecce

tgtgtcctgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1105

60
120
180
240
300
360
420



ggtgacgtcc
ttggagtgga
cctgactgag
gagccatccc
aggacaaagc
agttgctctg
tgtacactgt
cagggctcca
ctcactrege

ggctgttgtg

«210> 6
<211> 256
«<212> PRT

«<213>

<400> 6

Met Trp Leu
1

Gln Asp

Gln Pro

35

Ser
S0

Ala

Ser Arg

65

Asp Gly

Arg

Tyr

Val Gln

Homo

Gly

Trp

Leu

Phe

Pro

Glu

Pro

cttgtgacaa
tcagggaaac
cagaagcccc
ccaagaccct
tggcgcetcaa
taggaatttc
tccttttcac
ttcattcaac
cttggtttce

aggattaaat

sapiens

Leu Leu

Asp Lys

20

Gln val

Ser

Ile

Met Arg

Thr
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caccaccaag
catgaagagg
cacagctggce
gtccaaggcec
ggtcacctgt
tgtgactttt
ccaccaccce
acacatgacc
ttatctgtaa

gagatga

Leu Ser

Phe

cctggtgtcet
aactgactat
cagcagccee
cagatgttag
ttaatgccaa
ttectggggte
gatccctagg
acccgtgtga

aatgagacca

Leu Leu

10

ataccaaagt
tctagcctat
gcctgacatg
ccaaggactt
gataacaaag
aaagagaaac
tgaggagaag
tcttgaacaa

tcttattget

Ala Ser

Thr

Pro

ctgccactac
ctecectgtgee
gaacagaacg
gtcccacctg
cgctgatcca
cccgagacac
cggcttgaag
gaggcccaat

gacttcaaag

Ala Ala

15

Ser

Leu

Ala

Pro

val

Leu

Leu

His

55

Arg

70

Gln
85

Glu

Ala
100

Axrg

Ala Arg

115

Thr Arg

130

Leu Val

145

val Ser

Cys

Ser

Leu

Pro His

His Asn

Leu

Ser

Leu

Pro

Glu

Arg

His

Asn

Gly

135

Pro

150

Asp
165

Pro

Thr

Leu

Glu

Tyx

40

Trp

Leu

Thr

Arg

Pro

120

Glu

Gly

His

Gly

25

Glu

val

Gly

Thx

Asn

105

Gln

Ala

Thr

Cys

Asp

Arg

Leu

Glu

Ser

90

Asp

val

Cys

Ala

Ala
170

Glu

Gly

Ser

His

75

Arg

Ile

Arg

Val

Gly

155

Asn

Cys

Arg

Ala

60

Asn

Val

Met

Pro

vVal
140

Ser

Ile

Ala
30

Phe Asn
45

Ala His

Leu Arg
Pro

Ile

Leu
110

Leu

Ala Val

125

Ser Gly

Arg

Pro

Ser Ile

48/88

Cys

Cys

Lys

His

95

Arg

Leu

Trp

Ser

Ile
175

Gly

Gln

Arg

80

Pro

Leu

Pro

Gly

Gln

160

Ser

480
540
600
660
720
780
840
900
960
987



Asp Thr Ser

val Cys Ala
195

Ser Gly Gly
210

Trp Gly Asp
225

Lys Val Cys

<210> 7
<211> 121
<212> PRT
<213>

<400> 7

Met Trp Leu
1
Gin Asp Gly

Gln Pro Trp
35

Ala Ser Leu
50

Ser Arg Phe
65

Asp Gly Pro
Arg Tyr Glu

vVal Gln Pro
115
<210> 8
<211> 181
<212> PRT

<213> Homo

Cys

180

Gly

Pro

val

His

Leu

Asp

20

Gln

Ile

Met

Glu

Ala

100

Ala

Asp

Ala

Leu

Pro

Tyr
245

Homo sapiens

Leu

Lys

val

Ser

Aryg

Gln

85

Arg

Arg

sapiens

Lys

val

Cys

230

Leu

Thr

Leu

Ala

Pro

Val

70

Leu

Ser

Leu
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Ser Tyr Pro Gly Arg Leu

Gly

Cys
215

Asp

Glu

Leu

Leu

Leu

His

55

Arg

Arg

His

Asn

Arg
200
Gly

Asn

Trp

Ser

Glu

Tyx

40

Trp

Leu

Thr

Pro
120

185

Gly
Gly
Thr

Ile

Phe
Gly
25

Glu
Val
Gly
Thr
Asn

105

Gln

Ala

Ile

Thr

Arg
250

Leu

10

Asp

Arg

Leu

Glu

Ser
90

Asp

Glu Ser

Leu Gln
220

Lys Pro
235

Glu Thr

Leu Ala

Glu Cys

Gly Axg

Ser Ala

60

His Asn
75

Axrg Val

Ile Met

Thr

Cys

205

Gly

Gly

Met

Ser

Ala

Phe

45

Ala

Leu

Ile

Leu

49/88

Asn

190

Glu

Ile

val

Lys

Thr

Pro

30

Asn

His

Arg

Pro

Leu
110

Thr

Gly

Val

Tyx

Arg
255

Ala

15

His

Cys

Cys

Lys

His

95

Arg

Met

Asp

Ser

Thr

240

Asn

Ala

Ser

Gly

Gln

Arg

80

Pro

Leu



<400> 8

Met Trp Leu
1

Gln Asp Gly

Gln Pro Trp

Ala Ser Leu

50

Ser Arg Phe

65

Asp Gly Pro

Arg Tyr Glu

Gln Pro

115

val

Thr Arg

130

Cys

Val Ser

171
PRT

Homo

<400> 9

Met Trp Leu
1

Gln Asp Gly

Gln Pro Trp
35

Ala Ser Leu
50

DE 60120712 T2 2007.07.19

Leu Leu

Asp
20

Lys

Gln Val

Ile Ser

55

Met Arg

70

Glu
8BS

Ala
100

Arg

Ala

Pro His

135

His Asn
150

sapiens

Leu Leu
5

Asp Lys
20

Gln Val Ala Leu Tyr Glu Arg Gly Ar

40

120

40

25

Gln Leu Arg Thr Thr

Ser His Arg Asn

105

Arg Leu Asn Pro Gln

Pro Gly Glu Ala

Glu Pro Gly Thr

Thr Leu Ser Phe

Leu Leu Glu Gly

25

Thr Leu Ser Phe Leu Leu Ala

10

Leu Leu Glu Gly Asp Glu Cys

Ala Leu Tyr Glu Arg Gly Arg

Pro His Trp Val Leu Ser Ala

60

Val Arg Leu Gly Glu His Asn
75

Ser aArg Val
90

Asp Ile Met

Val Axg Pro

Cys Val val
140

Ala Gly Ser
155

Ser Thr Ala
15

Ala Pro His
30

Phe Asn Cys
45
Ala His Cys

Leu Arg Lys

I1le Pro His
a5

Leu Leu Arg
110

Ala Val Leu
125

Ser Gly Trp

Pro Arg Ser

Ala

Ser

Gly

Gln

Arg

80

Pro

Leu

Pxo

Gly

Gln
160

Leu Leu Ala Ser Thr Ala Ala

10

15

Asp Glu Cys Ala Pro His Ser
30

g ihe Asn Cys Gly
5

Ile Ser Pro His Trp Val Leu Ser Ala Ala His Cys Gln

55

60

50/88
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Ser Arg Phe Met Arg Val Arg Léu Gly Glu His Asn Leu Arg Lys Arg
€5 70 75 80
Asp Gly Pro Glu Gln Leu Arg Thr Thr Ser Arg Val Ile Pro His Pro
85 90 95
Arg Tyr Glu Ala Arg Ser His Arg Asn Asp 1le Met Leu Leu Arg Leu
100 105 110
vVal Gln Pro Ala Arg Leu Asn Pro Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu
115 120 125
Val Cys Gly Gly Ile Leu Gln Gly Ile Val Ser Trp Gly Asp val Pro
130 135 140
Cys Asp Asn Thr Thr Lys Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Cys His Tyr
145 150 155 160
Leu Glu Trp Ile Arg Glu Thr Met Lys Arg Asn
165 170
<210> 10
<211> 8
<212> PRT
<«213> kinstliche Sequenz
220>
©223>  Peptid/Aminosdureabschnitt abgeleitet aus humaner Sequenz
<400> 10
His Asn Glu Pro Gly Thr Ala Gly
: 5
<230> 11
«211> 1580
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 11
agaatgggtg ctgtgggatt caggggagac acctgttagg tgttggggcc tcccagaaga
ggtgggggca gagtgtcaga ggacaaagat gaatttggaa gatatgggga agaaggattt
caattcaccc tcaaagcettc ctgaggcctc cegtgggteg ggeccctgcag tactggagac
ccagagtgga dgtcagaccag ctccectcgggg agctgccagt ctcgtagggg aggcagacac
cactgagggt caggggaggt cagagaaggc ctcaaggagg aagcggggct ggaagggaat
ggcgttggat atgcggtggg aggaatagcc taagcatgaa atggcaggag ggaaaatggc
agcactggct gegtctagga caaggtcatg ggagacccag ggagaggggc tggaagggaa
gaagccactt ttgtccttga aagtgaggct ggagccaggce aactcatgcc tgtaatccca

51/88

60
120
130
240
300
360
420
480



gcacttrggg
ccaacatggt
acacctgtaa
cagaggttac
¢teccgtcteca
tggactttat
gccagctecca
ggactggact
gtggctcatg
agagattgag
tttccaaaaa
tgaggcggga
actgcactcc
gacagggggt
ggctgacagg

ttccagagat

tggtcagaag
ggaggcagaa
accctggtcc
<210> 12
<211> 43
<212> DNA
<213>

<400> 12

aggctgaggce
gaaactcegt
tcccaattge
agtgagcgga
aaaaaaaaaa
cctggtggtg
gatgtagaaa
ggagggggac
cctgtaatcce
gccatectgg
attageccggg
gaatggtgtyg
agcctgggtyg
ccttgegtga
tggaggaggt
gggggaccca
aaatttatta
gggtcctgce

ctcctceccaca

Homo sapiens

DE 60120712 T2 2007.07.19

gggtggatca
ctctactaaa
ttgggaggct
gatcacgcca
aaaaaaagaa
ccaaggatcc
gaccctttgg
ccaaaaggcce
cagcactttg
ctaacacggt
cacggtggtg
aacctgggag
acagagtgag
tgatggagag
ggggcagggt
gaaggaagcg
acagtggatg

tcacctggat

ctagaggtca
attacaaaaa
gaggcaggag
ctccactcca
aaaaaaagaa
atggagggtg
ggtcatggcet
agataagagg
ggaggccgag
gaaaccctgt
ggcgcctgta
gtggagcttg
actccgtctce
agatccaccc
ctgtccgagt
cagagtggagg
ggataagtct

tctctcacte

ggagttcaag
ttagctgggc
aatctcttga
acctgggcta
agaaagtgaa
gtgagcaggg
ggagggcaag
gttgagatag
gtgggtggat
ctctacttaa
gtcccageta
cagtgagccg
aaaaaaataa
gctggtagcea
gcctagagga
ttgggggaag
gtgtctggag

cctececccaga

atgtggcttc tcctcactct ctccttectg ctggeatcca cag

<210> 13
<2il>
<212> DNA

<213>

<400> 13
gtgaggtggce

tctgggeccca
cacectcecac
tggagtcgct
ttacacaaac

actgcttcac

3635

Homo sapiens

cccaggaggg
gtgatctgce
ctgtgeccaat
atgttgectg
ctgagctgag

ctctctggge

ggccaggect
agcccctacce
gtcectaage
dgggcctceeg
tcetggggea

ttcgaatgee

gtgggagcag
tcacccagag
ccttaccegte
ctgcccacga

accgettect

gtgcccectt
accactaaag
aggtgctggt
caaggaacac

tgectgtgtgt

ttctctataa gacagcaccc

52/88

accagcectgg
gtggtggcac
acccagaagg
cagagccaga
tttgaagagc
gaggggcaca
ctggtggagyg
accaggcgcg
catgaagtca
aaaaaaaaaa
ctcgggagge
acattgtgcce
aaaaagttgg
tggtgctgga
agagtaaacc
gggataccgg
ggatcctggt

ctgcagccga

cccaagcatg
atccttectte
gctgctgctc
ggtcctgggg
ccttgaggga

acttgagaca

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1580

43

60
120
180
240
300
360



ataacagtga
gctgagagygc
ctcttacagg
aggcccaggta
acgtctatgt
agggacggcee
ctgccacaca
tggactttca
cacgcctceca
ctgctgcgcece
cgtgcccagc
gttaagccec
ttcctgactg
tgtgggtggyg
gaggggtcct
tetgtgtgtg
ctgtatgttc
gtgactccac
gectgcctctg
ctgcccecaga
taactctaca
tttggttttt
cctcagctca
tagctagaat
attcatttac
cctgacctea
cgtgagccac
ctgacttatg
taaatccagg
tatcactcac
acaacaatct
caaagtttca
tgtatgcaag
tctgaacaat
tcatgtctta
tretrertett

tggagcaacc

ggtctcaata
caacagcaca
gtctttgagg
gtgccecctte
gtggtgggca
acaacatcaa
ccaagaaatt
ttaacgttct
gcctccecte
cagctggggc
tgttcagecc
ttgtccacca
tgatggggag
agtgtgcatg
ggtcctgtga
tgtgtgtgtg
acatcctcte
agatctggct
gcttcagetg
cagcaagtcc
aaatgtcttg
tttgagacgg
ctgcaaccte
tacaggcacg
tttttagtag
ggtgatccac
cacacctggce
ttggccatct
tgtcatttgc
catacataca
tcattttaca
cagctagtac
tgtctgtgac
atccaattct
accatccata
(Aol A 4 o ol o

tccgectcact
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gcataacaga
gacagactcc
ggattaaatg
aggtgtgcaa
ccaccgacct
ggtcaccttg
aattgtaacc
gccacaaatg
cggctctcte
ctccacctte
gtacecctccg
catccgecatt
agtgtgggca
gcttcaacct
ccttgaatgt
tgtgtgtgta
cacatgcatg
tgggggctga
catgtctttg
acatctgagt
tgggtgaatce
agtetegetce
cgcecteccag
caccaccacg
agacgggatt
ccacctcggce
caaccttgac
ccaggatgga
aaaaaacaac
cacatgcaca
gatgaggaaa
attcgaaccce
actggatgcc
gtgtgtgtgt
ttcatataca
gagatggagt

gcaatctccg

ggtaatatac
agcttgagtc
tggttgtgtg
gccaggcacg
catttgacaa
ggtgtcaggce
tgatgcctct
accctcacte
tgtgcactca
ctctggettg
cccttcggag
cccctggtcet
tttggtetgg
tcaggggatg
ctctaatcat
catgcacgtg
agccagatce
tctagagatg
accttgaatg
gttggccttc
acggttttaa
tgccgeccaa
gttcaagcaa
cccagctgat
tcacgatgtt
cttggcctee
tatttattat
cctgaacttt
taatattatt
cacacacata
cagaggcaca
aggcttaagyg
aagactcaca
ttgtgtgtgce
catatgaaca
ttcactcttg

cctececcgggt

atagcaagca
ccacacctgce
tgaggcagaa
gtgcttagag
gggaaggggce
aaactccaga
cttctggaga
ctgggggecc
cctacctgee
gactggccag
gacgacctca
cacgggggcc
ctgtgcaaat
catccacatt
gtccttaage
tgcagtgggt
ccatatgtga
gataaatatg
cccagccccg
tgggttggtg
cctqgacttt
getggagttce
ttctgtetet
ttttgtattt
ggccaggctg
caaagtgctg
aggtaattet
cacacgtatg
aagtagctac

cacattccta
gacaggtcga

acccatcttt

Cctagagatgt

atgtgtgtgt

tctgtgctgt

tcacccaggce

tcaagcgatt

53/88

ttagacaagt
cactccetgt
gcataagcct
cttacataca
tgtggctcag
ttgaactcag
aattgggggg
ctgagacccece
tcgecgectge
gtgcagcecte
cccttecttt
tttggoccag
cectgeecectyg
gcccagtgga
ataatgccat
atacaaggcc
aacccaatca
tcetgecctg
tgtctgggtg
tctgecagcte
ttttegtttg
agtggtgcaa
gcctceccegag
ttatttattt
gtctcaaact
ggattacagg
gtgcagatgt
tcecctgtgac

cagggctagg
cctcatectt

ataacttact

gtccagaccce

tgaatttagg

gtgtatgtat

gattcttttt

tggagtgcaa

ttcctgecte

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



agcctccaga
ttttgttaga
gtgatccace
agcectgtget
agtcctgtec
accttgtata
ctetggggee
aatttggtga
cceectgtete
tctcteeccag
cggttgtaaa
ctttgggagyg
catggtgaga
ctcagctact
gtgagctgag
aaacaacaac
gcataggcat

ccctgtectce

<210> 14

<211> 154
<212> DNA
<213>

<400> 14

gtagctggga
gacagggttt
cgectcggee
gtgattcttyg
atagctgtac
gccacatctyg
aaggctgggt
ccgtgaatga
cacccceaac
agtcttatag
taaacaacag
ctgaggcggg
cctegtetet
cgggaggctg
atcatgccac
aacaacaaaa
atagtagtta

aggcatccte

Homo sapiens

DE 60120712 T2 2007.07.19

ttacaggcac
ccccatattg
tcccaaagtg
aagctgcaac
ctaagtgtgg
ggactcatac
cacacatact
ctggtttcaa
cacagaggac
caaatggggt
ggcaggegga
cagagcattt
actaaaaata
aggcaggagyg
tgcactccag
caaaaaacag
gggcagggtg

taccccttet

ccgeccaccat
gccaggetgg
ctgggattac
ccatgtgcat
aagctggatg
tgcacactga
gagtggccac
gtgaccacct
ttcttgeccet
gggggctaga
gcatggtgge
gaagtcagaa
caaaaattag
atcacttgaa
cctgggcaaa
ggcagggtgt
caaggaaggt

cttag

gcccagctaa
tctcegaactce
aggcatgagce
gcaagtgaat
tgcatgtatg
atttggctga
atgcgtttga
gtctgaacct
ctggtctgtt
gttctggaga
tcacacctgt
gtttgagact
ccaggtgtgg
cccaggaggc
agagtgagac
cttgagaagt

gtaggaggca

ttttttgtat
ctgacctcag
cacegtgcce
ttcagcttce
catgtccatg
catgtccaga
cgtctgtgac
gtatccagtg
cccctcccéc
aaacaggcag
aatcccagca
acctggctaa
tggcgggeac
ggaagttgca
tccgtctcaa
taggggaaag

atgtaaacgt

cagcccagga tggtgacaag ttgctggaag gtgacgagtg tgcaccccac tcecagecat

ggcaagtggc tctctacgag cgtggacgct ttaactgtgg cgcttcecte atctececac

actgggtgct gtctgcggce cactgccaaa geoccg

<210> 15
<211> 500
<212> DNA
<213>
<400> 15
gtatgaaggc
tttgggggaa
atgtcaagcc
Jaaggagaag

ccggggacag

Homo sapiens

aggggctcag ggtcctgagg

gacggaggca gacgccagaa

cctgggttag gaaggagtgt

actagttcca gcttttgage

accaggaggg ggctgggagt

gagcetggtt cggggggaag

ctcctgggtt ctgaaagacg

gtgtttcaaa gccttcgatce

ctcagttcta gggatgtgag

agttggaggg gatcgagttc

54/88

agctcctaga
aggaggccgg
tctgaaggag
aatcctggat

taggagtgty

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3635

60
120
154

60
1z0
180
240
300



cctgacttca gactcgttgg
ttgggaaaag gtaatgggat
ctctttgatc tttctgtect

aaaaccactc gceccgcecacag

<210> 16

<2.1> 2B4

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 18§

cttcatgaga gtgcgcctgg
acggaccacg tctcgggtca
catcatgttg ctgcgcctag

gctacccacg cgttgeccceoe

gtcccacaac gagcctggga
<210> 17

<211> 119

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 17

DE 60120712 T2 2007.07.19

tccttgagga gcaggggcectg gaaccattgg cttcagggte

gtcgagattt ctaaagggtc gggagacctc gggttgccca

ctacttgcgg gtaaccactg goccgcacte cactggcggg

gagagcacaa
tteccacacee
tccagceeege
accceggggga

ccgctgggag

cctgcgcaag
gcgctacgaa
acgcctgaac
ggcctgtgtg

cccecggtca

cgcgatggec cagagcaact
gcgecgcagee accgcaacga
cgecaggtge geeccgeggt
gtgtctggct ggggectggt

caag

tgcgtgaaag gatggagctg gatgcgagge ctcaaggaat cctatgctce agggetottg

ggcggagggyg acaagggccg gaatttatgg atctgcectcca agtccactgt cttccccag

<210> 18

<211> 284

«<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 18

cttcatgaga gtgegectgg

acggaccacg tctcgggtca

catcatgctyg
gctacccacg

gtcccacaac

<210> 19

<211 120

<212> DNA

ctgcgaectag
cgttgccecce

gagcctggga

gagagcacaa cctgcgcaag cgcgatggcce cagagcaact

ttcecacacee

tccagecege

gcgctacgaa gcgcegcagce accgcaacga

acgcctgaac ccccaggtge geccccgeggt

acccggggga ggcctgtgtg gtgtctgget ggggectggt

ccgctgggag

ccccecggtea caag

55/88

360
420
480
500

60
120
180
240
284

60

119

&0
120
180
240
284



<213>

<400> 19

Homo sapiens

DE 60120712 T2 2007.07.19

gtgcgtgaaa ggatggagct ggatgcgagg cctcaaggaa tcctatgetce cagggctctt

gggcggaggg gacaagggcce ggaatttatg gatctgctcc aagtccactg tcttccccag

<210> 20
<211> 137
<212> DNA
<213>
<400> 20
tgagtctcce
acaagagcta
gcgcagaatc
<210> 21
«<211> 673
<212> DNA
<213>
<400> 21
gtcagagect
ggatggggtt
tggagtagga

tgecgttgttet
gaatgggaat
ggtagatttt
tgggtttgat
agttgcactgg
gtgttgaatt
atctgagttga
tgcaaatggt

cttttcccca

<210> 22
«211> 1046
<212> DNA
<213>

Homo sapiens

agatacgttg cattgtgcca acatcagcat tatctcggac acatcttgtg

cccagggcge ctgacaaaca ccatggtgtg tgcaggegcg gagggcagag

ctgtgag

Homo sapiens

agaggggcca
ggattttctt
agagaagtta
gaggtggata
ggtttggrtt
gtttggaatg
ttgattttga
agttgcatgg
ggggttgoggg
gttgggttgg
gattaggatg

cag

Homo sapiens

tcaggcggaa
tgcttctggge
gaataggggt
actgtgatag
gattctgggt
cagaagacat
atggtgagga
gggtgagatt
ttggggttgg
ggttcecetgg

aggatgaatc

gaagagggat
cagagaagat
gaggttggag
ttagtttgag
gggaaatacg
gaagattgag
tgtgggctga
ggatataggt
gttggectctg
gatggggatg

caggaggttt

ggggacaggt

gctagggtta

‘ttggggttat

atggcatggg
tcagggttga
attggattet
gttggattta
tgggtgagtt
tttgggataa
gattgggttt

cactcaacct

56/88

gtgggagtcce
ggcttggaga
aggtggggat
ttggggttga
attgggatga
gagatgggca
acttagtaca
gtattgagct
actgggctgt
ggggtgagat

gagaccccct

60
120

60
120
137

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
673



<400> 22
tgcgeccege

gectggggect
cgtgaaagga
¢ggaggggac
gtcteccaga
agagctacce
cagaatcctg
ggtgtgggag
ttaggcttgg
tataggtggg
gggttggggt
tgaattggga
tttgagatgg
ttaacttagt
gttgtattga
taaactgggc
tttggggtga

cstgagaccce

<210> 23

<211> 660
<212> DNA

<213>

<400> 23
ggtgactctg

gacgtcecett
gagtggatca
gactgagcag
ccateceeca
acaaagctgyg
t3yctctgtag
acactgttcc
ggctccattc

acttcgeccecet

tyttgtgagqg
<210> 24
<211> 153

ggtgctaccc
ggtgtccecac
tggagctgga
aagggccgga
tacgttgcat
agggcgecetg
tgaggtcaga
tccggatggg
agatggagta
gattgcgttg
tgagaatggg
tgaggtagat
gcatgggttt
acagttgcac
gctgtgttga
tgtattgagt
gattgcaaat

cctcttttee

Homo sapiens

ggggacccct
gtgacaacac
gggaaaccat
aagcccccac
agacccectgtce
cgctcaaggt
gaatttctgt
ttttcaccca
attcaacaca
ggtttccrta

attaaatgag
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acgecgttgcec
aacgagcctg
tgcgaggect
atttatggat
tgtgccaaca
acaaacacca
gcctagaggg
gttggatttt
ggaagagaag
tttgaggtgg
aatggtttgg
tttgtttgga
gatttgattt
tggagttgca
attggggtty
tgagttgggt
ggtgattagg

ccacag

ggtctgtggg
caccaagcct
gaagaggaac
agctggccag
caaggecccag
cacctgttta
gacttttttce
ccaccecgat
catgaccacc
tctgtaaaat

atgattcgte

cccaccceggg
ggaccgctgg
caaggaatcc
ctgctccaag
tcagcattat
tggtgtgtgce
gccatcaggce
ctttgctttg
ttagaatagg
ataactgtga
tttgattctg
atgcagaaga
tgaatggtga
tgggggtgag
gggttggggt
tggggttcce

atgaggatga

ggcatcctge
ggtgtctata
tgactattct
cagecccegec
atgttagecca
atgccaagat
tggggtcaaa
ccctaggtga
cgtgtgatct
gagaccatct

tgaactgatt

ggaggccegt
gagceceegy
tatgctccag
tccactgtcet
ctcggacaca
aggcgcggag
ggaagaagag
ggccagagaa
ggtgaggttg
tagttagttt
ggtgggaaat
catgaagatt
ggatgtggge
attggatata
tgggttggct
tgggatgggg
atccaggagg

agggcattgt
ccaaagtctg
agectatcte
tgacatggaa
aggacctgtc
aacaaagcgc
gagaaacccce
ggagaagcgg
tgaacaagag
tattgctgac

aaaatcgtgt

57/88

gtggtgtctg
tcacaaggtg
ggctertggg
tccccagtga
tcttgtgaca
ggcagaggcg
gatggggaca
gatgctaggg
gagttggggt
gagatggcat
acgtcagggt
gagattggat
tgagttggat
ggttgggtga
ctgtttggga
atggattggg

tttcactcaa

gtcctggggt
ccactacttg
ctgtgccect
cagaacggag
ccacctgagg
tgatccaagt
gagacactgt
cttgaagcag
gcccaatcete
ttcaaagggce

ctggcactga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1046

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



<212>
<213>

<400>
ggtgactctg ggggacccct ggtctgtggg ggcatcctge agggcattgt gtcctggggt

gacgtccctt gtgacaacac caccaagcct ggtgtctata ccaaagtctg ccactacttg

gagtggatca gggaaaccat gaagaggaac tga

DNA

24

<210> 25
<211> 244
<212> PRT
<213> Homo
<400> 25

Met Lys Lys
1

Glu

His

Gly

Lys

65

Glu

Asp

Ala

Arg

Lys

145

His

Thr

Glu

Pro

val

50

Pro

Ser

Tyx

Arg

Asp

130

Thr

Leu

Gln

Gln

TYr

35

Leu

Asn

Ser

Asp

Pro

115

Cys

Ala

Val

Asn

Homo sapiens

sapiens

Leu

Asn

20

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

100

Ala

Ser

Asp

Ser

Met
180

Met

Lys

Ala

His

Gln

Glu

85

Ala

Lys

Ala

Gly

Arg

165

Leu

val

Leu

Ala

Pro

val

70

Gln

Ser

Leu

Asn

Asp
15Q

Glu

Cys
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val

val

Leu

Leu

55

Phe

Ser

His

Ser

Thr
135

Phe

Glu

Ala

Leu

His

Tyr

40

Trp

Leu

Ser

Asp

Glu

120

Thr

Pro

Cys

Gly

Ser

Gly

25

Thr

val

Gly

Val

Gln

105

Leu

Ser

Asp

Glu

Asp
185

Leu

10

Gly

Ser

Leu

Lys

val

90

Asp

Ile

Cys

Thr

His

170

Glu

Ile

Pro

Gly

Thr

His

75

Arg

XIle

Gln

His

Ile

155

Ala

Lys

Ala

Cys

Ala

60

Asn

Ala

Met

Pro

Ile
140

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Leu

45

Ala

Leu

Val

Leu

Leu

125

Leu

Cys

Pro

Gly

58/88

Ala

Lys

30

Leu

His

Axg

Ile

Leu

110

Pro

Gly

Ala

Gly

Lys
190

Trp

15

Thr

Cys

Cys

Gln

His

95

Arg

Leu

Trp

Gln
175

Asp

Ala

Ser

Gly

Lys

Axrg

80

Pro

Leu

Glu

Gly

Ile

160

Ile

Ser

60
120
153



Zys Gln

Gly Leu
210

Gly val
225

Ile Gln

Gly

195

vVal

Tyr

Ala

«210=> 26

<2i1> 277

<212> PRT

«<213> Homo

<400>

Met Trp
Gly Gly
Ser Gly

Trp Gln
50

Leu Val
65

Gly Leu
Gly Glu
Arg Arg
Glu Leu

130

Leu Ser
145

Gly Trp

Gin Cys

26

Pro

val

Phe

35

Ala

His

Lys

Gln

Ser

115

Gln

His

Gly

Ala
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Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys

200

Ser Trp Gly Asn Ile Pro Cys Gly

215

Thr Asn Val Cys Arg Tyr Thr Asn

Lys

sapiens

Leu

Ser

20

Leu

Ala

Pro

val

val

100

Pro

Ser

Asn

Thr

Asn
180

Ala

Gln

Pro

Leu

Lys

Axg

Thr

Pro

Asn

Thr

165

Ile

230 235

Leu Val Ile Ala Ser Leu
10

Glu Ser Ser Lys Val Leu
25

Gly Gly Tyr Thr Cys Phe
40

Leu Val Gln Gly Arg Leu
55

Trp Val Leu Thr Ala Ala
70 75

Leu Gly Lys His Ala Leu
90

Glu Val Val His Ser Ile
105

His Leu Asn His Asp His
120

Val Gln Leu Thr Gly Tyr
135

Arg Leu Thr Pro Gly Thr
150 155

Thr Ser Pro Gln Val Asn
170

Gln Leu Arg Ser Asp Glu
185

Gly

Ser
220

Trp

Thr

Asn

Pro

Leu

60

His

Gly

Pro

Asp

Ile

140

Thr

Tyr

Glu

Asp His Leu Arg

205

Lys Glu Lys Pro

Ile Gln Lys Thr

Leu

Thr

His

45

Cys

Cys

Arg

His

Ile

125

Gln

Cys

Pro

Cys

59/88

Ala

Asn

30

Ser

Gly

Leu

Val

Pro

110

Met

Thr

Arg

Lys

Arg
190

Leu

15

Gly

Gln

Gly

Lys

Glu

95

Glu

Leu

val

Thr

175

Gln

240

Ser

Thr

Pro

val

Glu

80

Ala

Tyr

Leu

Pro

Ser

160

Leu

Vval



Tyr Pro Gly
195

53ly Gly Lys
210

Asn Arg Thr
225
sln Pro Asp

Trp Ile Arg

iueu Lys Gly

275
<210> 27
<211> 251
<212> PRT
<213> Homo
<400> 27

Met Phe Leu
1

Gln Ser Gln

Ser
35

Ser

Phe
50

Leu

Ala Ala His

£5

Asn Leu Arg

Gln val Thr

Leu
115

Met Leu

Ile Glu

130

Pro

Val
145

Ser Gly

Lys Ile Thr

Asp Ser Cys

Leu Tyr Gly
230

Arg Pro Gly
245

Glu Thr TIle
260

Pro Gln

sapiens

Leu Thr
S

Leu

Glu
20

Asp Glu

Gln Pro Trp

Cys Gly Gly

Cys Gly Arg
70

Arg Trp Glu

85

His Pro Asn

100

Gln Leu Gin

Val Thr Gln

Gly Thr
150

Trp
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Asp Asn

Glu

215

Ile

Val

Arg

Ala

Asn

Gln

Ala

55

Pro

Ala

Tyr

Gln

Ala
135

Ile

200

Gly

vVal

Tyx

Lys

Leu

Lys

Ala

40

Leu

Ile

Thr

Asn

Pro

120

Cys

Ser

Met Leu

Asp

Ser

Thr

Tyr
265

Gln

Ile

25

Ala

Leu

Leu

Gln

Sexr

105

Ala

Ala

Ser

Ser

Trp
Arg

250

Glu

Val

10

Ile

Leu

Ser

Gln

Gln

90

Arg

Arg

Ser

Pro

Cys

Gly

Gly

235

val

Thr

Leu

Gly

Leu

Gly

Val

75

Val

Thr

Ile

Pro

Ile
155

Ala
205

Gly Pro

220

Asp Phe

Ser Arxg

Gln Gln

Ala Ile

Gly His

Ala Gly

45

Gln
60

Trp

Ala Leu

Leu Arg

His Asp

Gly Arg

125

Gly Thr

140

Ala Arg

60/88

Gly Thr

Leu

Pro

Tyr

Gln
270

Ala

Thr

30

Pro

Val

Gly

Val

Asn

110

Ala

Ser

Tyr

Lys

val

Cys

val

255

Lys

Met

15

Cys

Arg

Ile

Lys

val

95

Asp

val

Cys

Pro

Glu

Cys

Gly

240

Leu

Trp

Thr

Thr

Arg

Thr

His

80

Arg

Leu

Arg

Arg

Ala
160



Ser Leu Gln

Lys Ala Tyr

Gln Gly

195

Pro

val Cys Arg

Cys Ala Leu

225

Arg Ser Trp

<210> 28

«<211> 277

«<212> PRT

<213> Homo

<4C0> 28
Met Gln Arg
1

Leu Thr Ala

Arg Ile
35

Met

Gly Gly Glu

50

Gln Pro

65

Trp

Ala Thr Leu

Lys Pro Arg

Glu Gly Cys

115

Phe
130

Gly Asn

Li2u Val Lys

Cys Val Asn
165

Pro Arg Thr
180

Gly Lys Asp
Gly Gln Leu

Pro Gly Tyr
230

Ile Glu Glu
245

sapiens

Leu Arg Trp
5

Ala Lys Glu

20

Leu Gln Leu

Thr Arxg Ile

Ala Ala
70

Gln

Ala Pro
85

Ile

Ile val

Gln Thr

Ser Leu

Asn

Met Ala Ser
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Ile Asn

Ile

Ser

Gln

215

Pro

Thr

Leu

Pxo

Ile

Ile

55

Leu

Arg

His

Arg

Pro

135

Pro

Thx

Cys

200

Gly

Gly

Met

Axrg

Gly

Leu

40

Lys

Phe

Trp

Leu

Thr

120

Asn

val

Ile

Pro

185

Gln

Leu

Val

Arg

Asp

Ala

25

Leu

Gly

Glu

Leu

Gly

105

Ala

Lys

Ser

Sex

17¢0

Gly

Gly

val

Asp
250

Txp

10

Arg

Ala

Phe

Lys

Leu

90

Gln

Thr

Asp

Ile

Pro

Met

Asp

Sex

Thx

235

Lys

Lys

Ser

Leu

Glu

Thr

75

Thr

His

Glu

His

Thr

Asp Glu

val Cys

Gly
205

Ser
Trp Gly

Asn Leu

Ser Ser

Pro

Ser

Thr
45

Ala

Cys Lys

Leu

Arg

Ala Ala

Leu

Asn

Phe
125

Ser

Arg Asn

140

Trp Ala

61/88

val

Ala
190
Gly

Met

Cys

Gly

Leu

30

Gly

Pro

Leu

His

Gln

110

Pro

Asp

Val

Cys Gln

175

Gly Val

Pro Leu

Glu Arg

Lys Tyx

240

Arg Gly
15

Gln Ala

Leu Val
Ser

His

Gly
80

Cys

Cys Leu

95

Lys Glu

His Pro
Ile

Met

Arg Pro



145

Zeu Thr Leu

Ser Gly Trp

_eu Arg Cys
195

Ala Tyr Pro
210

Glu Gly Gly
225

Cys Asn Gln

Ala Ile Thr
Asp Trp Ile
275
<21.0> 29
<211> 250
<212> PRT
«<213> Homo
<400> 29

Met Lys Leu

1

CGly Trp Ala

Ser Gln Pro
35

Gly Ala Thr
50

Arg Lys Pro
65
Trp Glu Gly

Pro Gly Phe

Ser Ser
165

Gly Ser

180

Ala Asn

Gly Asn

Lys Asp

Ser Leu

245

Axg Lys
260

Gln Glu

sapiens

Gly Leu

Asp Thr

Trp Gln

Leu Ile

Tyr Leu

Pro Glu
85

Asn Lys
100

15¢C

Arg

Thr

Ile

Ile

Ser

230

Gln

Pro

Leu

Arg

Ala

Ser

Trp
70

Gln

Asp
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Cys

Ser

Thr

Thx

215

Cys

Gly

Gly

Cys

Ala

Gly

Asp

55

Val

Leu

Leu

Val

Ser

Ile

200

Asp

Gln

Ile

val Tyr

Ala

Ile

Leu

40

Arg

Arg

Phe

Ser

Thr

Pro

185

Ile

Thr

Gly

Ile

Leu

Gly

25

Phe

Trp

Leu

Axrg

Ala
108

Ala

170

Gln

Glu

Met

Asp

155

Gly

Leu

His

Val

Ser
235

160

Thr Ser Cys Leu Ile

175

Arg Leu Pro His Thr

190

Gln Lys Cys Glu Asn

205

Cys Ala Ser Val Gln

220

Gly Gly Pro Leu Val

240

Ser Trp Gly Gln Asp Pro Cys

250

Thr

Leu

10

Ala

His

Leu

Gly

Val

90

Asn

255

Lys Val Cys Lys Tyr Val

Ser

Glu

Leu

Leu

Glu

75

Thr

Asp

270

Leu Leu Ala Gly His
15

Glu Cys Arg Pro Asn

30

Thr Arg Leu Phe Cys
45

Thr Ala Ala His Cys

60

His His Leu Trp Lys

80

Asp Phe Phe Pro His

95

His Asn Asp Asp Ile

62/88

110



Ile Arg Leu

115

Met Leu

Leu Asn Leu Ser

130

Pro

Ile Ser Gly Trp Gly

145

Ala
165

Thr Leu Gln Cys

Ala Tyr Pro Gly

Trp
180

Glu Gly Gly Arg

Trp
195

Val Cys Asn Gly Thr

210

Cys Ser Arg Pro Arg

225

Gln

Asp Trp Ile
245

L.eu
210> 30
«<211> 276
«<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 30
Met Arg Ala Pro His
1 5

I.eu Ala Lys Leu Leu
20

2la Ala Leu Leu Pro
35

Gly Ala Pro Cys Ala
50

Asn Gly Leu Ser Phe
€5

Val Leu Thr Ala Ala
85

Gly Asp Asp His Leu
100

Pro

Gln

Ala

150

Asn

His

Gly

Leu

Arg

230

Glu

Leu

Pro

Gln

Arg

His

70

His

Leu

DE 60120712 T2 2007.07.19

Arg Gln Ala Arg

Thr

135

val

Ile

Ile

Sex

Ala

215

Pro

Ile

His

Leu

Asn

Gly

55

Cys

Cys

Leu

120

Cys Val

Ser Serxr

Ser Ile

Ser Asp

185

Cys Gln
200
Gly Val

Ala Val

Met Glu

Leu Ser

Leu Met
25

Asp Thr

40

Ser Gln

Ala Gly

Gly Asn

Leu Gln
105

Leu

Ser Pro

Pro Lys

155

Leu Glu

170

Ser Met

Gly Asp

Val Ser

Tyxr Thr
235

Asn
250

Ala
10

Ala

Ala Gln

Arg Leu

Pro Trp

Val Leu

75

Lys Pro

90

Gly Glu

Ser Pro Ala Val Gln
125

Gly Met Gln Cys Leu
140

Ala Leu Phe Pro Val
160

Asn Lys Leu Cys His
175

Leu Cys Ala Gly Leu
190

Ser Gly Gly Pro Leu
205

Gly Gly Ala Glu Pro
220

Ser Val Cys His Tyr
240

Ser Gly Ala Axg Ala
15
Leu Trp Ala Ala Glu
30

Asp Pro Glu Ala Tyr
45

Gln Vval Ser Leu Phe
60

Val Asp Gln Ser Trp
80

Leu Trp Ala Arg Val
95

Gln Leu Arg Arg Thr
110

63/88
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~hr Arg Ser Val Val His Pro Lys Tyr His Gln Gly Ser Gly Pro Ile
120 125

115

Leu Pro Arg Arg Thr Asp Glu His Asp Leu Met Leu Leu Lys Leu Ala
130 135 140

Gln Leu Pro Tyr

Arg Pro Val Val Pro Gly Pro Arg Val Arg Ala Leu
160

.45 150 155

Pro Gly Asp Gln Cys Gln Val Ala Gly Trp Gly Thr

Arg Cys Ala Gln
165 170 175

Ala Arg Arg Val Lys Tyr Asn Lys Gly Leu Thr Cys Ser Ser

~hr Ala
180 185 190

tle Thr Ile Leu Ser Pro Lys Glu Cys Glu Val Phe Tyr Pro Gly Val

195 200

val Thr Asn Asn Met Ile Cys Ala Gly Leu Asp Arg Gly Gln Asp Pro
210 215 220

Cys Gln Ser Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Asp Glu Thr Leu Gln
225 230 235 240

Gly Ile Leu Ser Trp Gly Val Tyr Pro Cys Gly Ser Ala Gln His Pro
245 250 255

Ala Val Tyr Thr Gln Ile Cys Lys Tyr Met Ser Trp Ile Asn Lys Val
260 265 270

Ile Arg Ser Asn

275
«<210> 31
«<211> 248
«212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3t

Tet Gly Leu Ser gle Phe Leu Leu Leu Cys Val Leu Gly Leu Ser Gln
10 15

2la Ala Thr ggo Lys Ile Phe Asn Gly Thr Glu Cys Gly Arg Asn Ser
25 30

Gla Pro g;p Gln Val Gly Leu Phe Glu Gly Thr Ser Leu Arg Cys Gly
40 45

Gly ggl Leu Ile Asp His Arg Trp Val Leu Thr Ala Ala His Cys Ser
55 60

géy Ser Arg Tyr Trp ggl Axg Leu Gly Glu His Ser Leu Ser Gln Leu
5¢ 75 80

64/88
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asp Trp Thr Glu Gln Ile Axrg His Ser Gly Phe Ser Val Thr His Pro
90

85 95

31y Tyr Leu Gly Ala Ser Thr Ser His Glu His Asp Leu Axg Leu Leu
100 105 110

Arg Leu Arg Leu Pro Val Arg Val Thr Ser Ser Val Glm Pro Leu Pro
120 125

115

Leu Pro Asn Asp Cys Ala Thr Ala Gly Thr Glu Cys His Val Ser Gly
130 135 140

Trp Gly Ile Thr Asn His Pro Arg Asn Pro Phe Pro Asp Leu Leu Gln
150 155 160

Cys Leu Asn Leu Ser Ile Val Ser His Ala Thr Cys His Gly val Tyr
165 170 175

Pro Gly Arg Ile Thr Ser Asn Met Val Cys Ala Gly Gly Val Pro Gly
180 185 190

Gln Asp Ala Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Gly Gly
195 200 205

val Leu Gln Gly Leu Val Ser Trp Gly Ser Val Gly Pro Cys Gly Gln
210 218 220

Asp Gly Ile Pro Gly Val Tyxr Thr Tyr Ile Cys Lys Tyr Val Asp Trp
225 230 235 240

Ile Arg Met Ile Met Arg Asn Asn

245
<210> 32
<211> 260
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400 32

?et Gly Arg Pro grg Pro Arg Ala Ala Lys Thr Trp Met Phe Leu Leu
10 15

Leu Leu Gly géy Ala Trp Ala Gly His Ser Arg Ala Gln Glu Asp Lys
25 30

val Leu g%y Gly His Glu Cys Gln Pro His Ser Gln Pro Trp Gln Ala
40 45

ala ggu Phe Gln Gly Gln Gln Leu Leu Cys Gly Gly Vval Leu Val Gly
5 55 60

Gly Asn Trp Val Leu Thr Ala Ala His Cys Lys Lys Pro Lys Tyr Thr

65/88



55

val

3lu

AsSp

Cys
145

Thr

Thr

Gln

Ile

225

Val

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg

Ile

val

Ala

130

Thr

Ser

Ile

Asp

Gly

210

Thy

Tyr

Ser

Leu Gly

Pro Val
100

Glu Asp
115

Ser Leu

Gln Pro

Pro Arg

Phe Pro

180

Gly Met

195

Asp Ser

Ser Trp

Thr Asn

Lys Gly
260

33
261

PRT

33

Asp

85

val

His

Gly

Gly

Glu

165

Gln

val

Gly

Gly

Ile
245

Homo sapiens

70

His

Gln

Asn

Ser

Gln

150

Asn

Lys

Cys

Gly

Ser

230

Cys

DE 601 20 712 T2

Ser Leu

Ser Ile

His Asp
120

Lys Val
135%

Lys Cys

Phe Pro

Lys Cys

Ala Gly

200

Pro Leu
215

Asp Pro

Axrg Tyr

Met Trp Val Pro Val val Phe Leu
5

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg

20

Gln Asn
90

Pro His

105

Leu Met

Lys Pro

Thr vVal

Asp Thr

170

Glu Asp

i85

Ser Sex

Val Cys

Cys Gly

Leu Asp
250

10

75

Lys

Pro

Leu

Ile

Serxr

155

Leu

Ala

Lys

Asp

Arg

235

Txp

Asp

Cys

Leu

Ser

140

Gly

Asn

Gly
Gly
220

Sexr

Ile

2007.07.19

Gly

Tyr

Gln

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Ala

205

Ala

Asp

Lys

Pro

Asn

110

Leu

Ala

Gly

Ala

Gly

190

Asp

Leu

Lys

Lys

Glu

95

Serx

Arg

Asp

Thr

Glu

175

Gln

Thr

Gln

Pro

Ile
255

80

Gln

Ser

Asp

His

Val

160

val

Ile

Cys

Gly

Gly

240

Ile

Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly
15

Ile Val Gly Gly Trp Glu Cys Glu
25 30

Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val Leu Val Ala Ser Axrg Gly Arg Ala
40

35

45
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Val

His

65

Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

145

Glu

His

Thr

Cys

Gly

225

Ser

Ile

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

<400>

?et Trp Asp Leu Val

Cys

50

Cys

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

Val

Lys

Serxr

210

Ile

Leu

val

Gly Gly

Ile Arg

Pro Glu

Pro Leu
100

Asp Asp
115

Glu Leu

Ala Leu

Glu Glu

Ile Serxr
180

Phe Met
195

Gly Asp

Thr Ser

Tyr Thr

Ala Asn
260

34
261

PRT

34

val

Asn

Asp
85

Tyx

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Ser

Trp

Lys

245

Pro

Homo sapiens

5

Ala vVal Pro Leu Ile

20

Leu

Lys
70

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

Val

Leu Ser Ile Ala Leu Ser val Gly C

Gln Ser Arg Ile Val Gly Gly Trp G
25 3
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Val His
55

Ser Val

Gly Gln

Met Ser

His Asp
120

Ala val
135

Thr Cys

Thr Pro

val Cys

Ala Gly

200

Gly Pro
215

Ser Glu

Val His

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

Lys

Gln Trp Val Leu
60

Leu

Phe

30

Leu

Met

val

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

Tyr Ala Ser

Lys

Ala

185

Arg

Leu

Pro

Lys

170

Gln

Trp

val

Cys

Arg
250

10

155

Leu

val

Thr

Cys

Ala

235

Lys

Gly Arg

val Ser

Asn Arg

Leu Arg

125

Asp Leu
140

Gly Txp

Gln Cys

His Pro

Gly Gly

205

Asn Gly
220

Leu Pro

Trp Ile
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Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

val

Gln

190

Lys

Val

Glu

Lys

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Ser

Thx

Ser

Asp

175

Lys

Ser

Leu

Arg

Asp
255

Ala

Leu

80

Phe

Glu

Gln

Ile

160

Leu

Val

Thx

Gln

Pro

240

Thr

ys Thr Gly
15

lu Cys Glu
0



Lys His Ser
35

His Cys Gly
50

His Cys Leu
55

Phe Glu Pro

Pro His Pro

Pro Asp Glu
115

Pro Ala Lys
130

Glu Pro Ala
.45

Glu Pro Glu

His Leu Leu

Thr Glu Phe
1985

Cys Gly Gly
210

Cly Ile Thr
225

Ala val Tyr

Iile Ala Ala
<210> 3%
<2:1> 262
<222> PRT

<213> Homo

<409> 35

Met Trp Phe
1

Gln

Gly

Lys

Glu

Leu

100

Asp

Ile

Leu

Glu

Ser

180

Met

Asp

Ser

Thr

Asn
260

Pro

Val

Lys

Asp

85

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Ser

Trp

Lys

245

Pro

sapiens

Leu Val Leu Cys Leu Ala Leu Ser Leu Gl
5

Trp

Leu

Asn

70

Thr

Asn

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

val
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Gln Val Ala

val
5%

Ser

Gly

Met

His

val

135

Thr

Arg

Met

Ala

Gly

215

Pro

vVal

40

His

Gln

Gln

Ser

Asp

120

val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Pro

Glu

His

Pro

Val

Arg

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Axg

Ala

185

Leu

Leu

Pro

val Tyr Ser His Gly

Gln

Trp

val

90

Leu

Met

Val

Ala

Ser

170

Arg

Trp

Val

Cys

Arg
250

10

Trp

Leu

75

Pro

Lys

Leu

Leu

Ser

155

Leu

Ala

Thr

Cys

Ala

235

Lys

45

Val Leu Thr
60

Gly Arg His

Val Ser His

His Gln Ser
110

Leu Arg Leu
125

Gly Leu Pro
140

Gly Trp Gly

Gln Cys Vval

Tyr Ser Glu
190

Gly Gly Lys
205

Asn Gly val
220

Leu Pro Glu

Trp Ile Lys
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Trp

Ala

Asn

Ser

95

Leu

Serxr

Thr

Ser

Ser

175

Lys

Asp

Leu

Lys

Asp
255

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

val

Thr

Gln

Pro

240

Thr

Y Gly Thr Gly
15



Ala

Gln

Gln

His

65

Phe

Pro

Ala

Pro

Glu

145

Ile

Leu

Val

Thr

Gln

225

Pro

Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

Ala

His

Cys

50

Cys

Asp

His

Asp

Ala

130

Glu

Glu

Lys

Thx

Cys

210

Gly

Ser

Ile

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Asp

Pro

Glu

115

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

195

Val

Val

Val

Ala

36
293
PRT

Hemo

®ro
20

Gln

Gly

Ser

Glu

Gly

100

Asp

Thr

Glu

Glu

Leu

180

Phe

Gly

Thr

Ala

Glu
260

Ile

Pro

Ile

Asp

Asn

85

phe

Ile

Val

Asn

165

Pro

Met

Asp

Ser

Val

245

Asn

sapiens

Gln

Trp

Leu

Asn

70

Thr

Asn

Ser

Thx

Gly

150

Phe

Asn

Leu

Ser

Arg

Ser

DE 60120712 T2 2007.07.19

Serxr

Gln

val
55

Tyr

Ala

Met

His

Asp

135

Ser

Ser

Asp

Cys

Gly
215

rp Gly

Val

Arg Ile Val

Ala

40

His

Gln

Gln

Ser

Asp

120

Ala

Thr

Phe

Glu

Val

200

Gly

Tyx

Leu

25

Ala

Arg

Leu

Phe

Leu

105

Leu

Val

Cys

Pro

Cys

185

Gly

Pro

Vval

Ser

Leu

Gln

Txp

Val

920

Leu

Met

Lys

Leu

Asp

170

Lys

His

Leu

Pro

Tyr
250

Gly

Tyr

Trp

Leu

75

His

Glu

Leu

Val

Ala

155

Asp

Lys

Leu

Met

Cys
235

val

Gly

His

val

60

Gly

val

Asn

Leu

Val

140

Sexr

Leu

Ala

Glu

Cys

220

Gly

Lys

Trp Glu Cys Glu
30

Phe

45

Leu

Arg

Ser

His

Arg

125

Glu

Gly

Gln

His

Gly

205

Asp

Thr

Trp
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Ser

Thr

His

Glu

Thr

110

Leu

Leu

Txp

Cys

Val

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Thr Phe

Ala Ala

Asn Leu
80

Ser Phe
95

Arg Gln

Thr Glu

Pro Thr

Gly Ser
160

val Asp
175

Gln Lys

Lys Asp

val Leu

Asn Lys

240

Glu Asp
255



<400>

36

Met Ala Thr

1

Thr

Val

Asp

Ser

65

Gln

lieu

Val

Ser

Tyr

145

His

Thr

Ile
2258

Cys

Ala

Ser

Leu

50

Axg

Ala

Val

Phe

Gly

130

Ser

Arg

cys

Lys

Ser

210

Asp

Gln

Leu

Val

Leu

Cys

35

Gly

Ile

Ala

His

Arg

115

Gln

His

Ile

Pro

Ser

195

val

Asp

Gly

Val

Tyr
275

Ala

Leu
20

Asp

Ala

Ile

Leu

Pro

100

Val

Gln

Pro

Arg

Ser

180

Pro

Leu

Thr

Asp

Ser

260

Thr

Arg

Leu

His

Gly

Asn

Leu

85

Gln

Arxg

Met

Gly

Pro

165

Ala

Gln

Ser

Met

Ser
245

Trp

Asn

Pro

Gly

Pro

Ala

Gly

70

Leu

Trp

Leu

Phe

His

150

Thr

Gly

Val

Gln

Phe

230

Gly

Gly

Leu
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Pro

val

Sexr

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Gly

Gln

135

Ser

Lys

Thr

His

Lys

215

Cys

Gly

Asp

Cys

Trp

Thx

Asn

40

Glu

Asp

Pro

Leu

His

120

Gly

Asn

Asp

Lys

Phe

200

Arg

Ala

Pro

Tyr

Lys
280

Met Trp Val

Glu

25

Thr

Asp

Cys

Asn

Thr
105

Tyr

val

Asp

val

Cys

185

Pro

Cys

Gly

Val

Pro

265

Phe

10

His

Val

Ala

Asp

Gln

90

Ala

Ser

Lys

Leu

Arg

170

Leu

Lys

Glu

Asp

Val
250

Cys

Thr

val

Pro

Arg

Met

75

Leu

Ala

Leu

Ser

Met

155

Pro

Val

val

Asp

Lys

235

Cys

Ala

Lys

Leu

Leu

Ser

Sex

60

His

Tyx

His

Ser

Ile

140

Leu

Ile

Ser

Leu

Ala

220

Ala

Asn

Arg

Trp

Cys

Ala

Gly

45

Asp

Thx

Cys

Cys

Pro

125

Pro

Ile

Asn

Gly

Gln

205

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ile
285
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Ala

Asn

30

Ser

Asp

Gln

Gly

Arg

110

Val

His

Lys

Val

Trp

190

Cys

Pro

Arg

Ser

Asn

270

Gln

Leu
15

Asn

Asn

Ser

Pro

Ala

95

Lys

Pro

Leu

Ser

175

Gly

Leu

Arg

Asp

Leu

255

Arg

Glu

Ile

Asp

Gln

Ser

Trp

80

Val

Lys

Glu

Gly

Asn

160

Ser

Thr

Asn

Gln

Ser

240

Gln

Pro

Thr
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Ile Gln Ala Asn Ser

290
<210> 37
<211> 253
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Met Ala Thr Ala CGly Asn Pro Trp Gly Trp Phe Leu Gly Tyr ?gu Ile
1 S 10

Leu Gly val Ala Gly Ser Leu Val Ser Gly Ser Cys Ser Gln Ile Ile

- 20 25 30

Asn Gly Glu Asp Cys Ser Pro His Ser Gln Pro Trp Gln Ala Ala Leu

35 40 45

Gly Val Leu Val His Pro Gln

vVal Met Glu Asn Glu Leu Phe Cys Ser ce

50 55

Trp Val Leu Ser Ala Ala His Cys Phe Gln Asn Ser Tyr Thr Ile Gly
65 70 75 80

Gly Leu His Ser Leu Glu Ala Asp Gln Glu Pro Gly Ser Gln Met

Leu
85 90 95

Val Glu Ala Ser Leu Ser Val Arg His Pro Glu Tyr Asn Arg Pro Leu
100 105 110

Leu Ala Asn Asp Leu Met Leu Ile Lys Leu Asp Glu Ser Val Ser Ser
115 120 125

Asp Thr Ile Arg Ser Ile Ser Ile Ala Ser Gln Cys Pro Thr Ala Gly
130 135 140

Asn Ser Cys Leu Val Ser Gly Trp Gly Leu Leu Ala Asn Gly Arg Met
145 150 155 160

Pro Thr Val Leu Gln Cys Val Asn Val Ser Val Val Ser Glu Glu Val
165 170 175

Cys Ser Lys Leu Tyr Asp Pro Leu Tyr His Pro Ser Met Phe Cys Ala
180 185 190

Gly Gly Gly His Asp Gln Lys Asp Ser Cys Asn Gly Asp Ser Gly Gly
195 200 205

Pro Leu Ile Cys Asn Gly Tyr Leu Gln Gly Leu Val Ser Phe Gly Lys
210 215 220

Ala Pro Cys Gly Gln Val Gly Val Pro Gly Val Tyr Thr Asn Leu Cys
225 230 235 . 240
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Lys Phe Thr Glu Trp

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

<400>

38
257

PRT

38

Met Ala Arg Ser

1

Ala

Gly

Ser

Val

65

Tyr

Arg

Thr

Leu

Pro

145

Pro

Leu

Ser

Trp
225

Leu

Ala

Gly

50

Asn

Thr

Ile

His

Ser

130

Gly

val

Gln

Cys

Cly

210

Gly

Glu Thr
20

Pro Cys
35

Asn Gln

Glu Arg

Val His

Lys Ala
100

vVal Asn
115

Ser Met

Thr Thr

Thr Phe

Asp Cys

180

Ala Gly
135

Gly Pro

Thr Phe

245

Homo sapiens

Leu

Ala

Ala

Leu

Trp

Leu

85

Ser

Asp

val

Cys

Pro

165

Thr

Ile

Leu

Pro
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Ile Glu Lys Thr val Gln Ala Ser

Leu

Gly

Arg

His

val

70

Gly

Lys

Leu

Lys

Thr

150

Asp

Lys

Pro

val

Cys
230

Leu

Glu

Gly

Cys

55

Leu

Ser

Ser

Met

Lys

135

val

Leu

val

Asp

Cys

215

Gly

Pro

Glu

Ser

40

His

Thr

Asp

Phe

Leu

120

Val

Ser

Met

Tyr

Ser
200

Arg

Gln

Leu

Ala

25

His

Ser

Ala

Thr

Arg

105

vVal

Arg

Gly

Cys

Lys

185

Lys

Gly

Pro

250

Gln

10

Gln

Pro

Cys

Ala

Leu

90

His

Lys

Leu

Trp

val

170

Asp

Lys

Thr

Asn

Ile

Gly

TZp

Cys

His

75

Gly

Pro

Leu

Pro

Gly

155

Asp

Leu

Asn

Leu

Asp
235

Leu

Asp

Gln

Glu

60

Cys

Asp

Gly

Asn

Ser

140

Thr

Val

Leu

Ala

Gln

220

Pro

Leu

Lys

val

45

Gly

Lys

Arg

Ser

125

Arg

Thr

Lys

Glu

Cys
205

Gly

Gly
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Leu

Ile

30

Ala

Gly

Met

Arg

Ser

110

Gln

Cys

Thr

Leu

Asn

190

Asn

Leu

Val

Ser

15

Ile

Leu

val

Asn

Ala

95

Thr

Ala

Glu

Ser

Ile

175

Ser

Gly

val

Tyr

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

80

Gln

Gln

Arg

Pro

Pro

160

Serx

Met

Asp

Ser

Thr
240
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Gln val Cys Lys Phe Thr Lys Trp Ile Asn Asp Thr Met Lys ggz His
245 250

Arg

<210> 139

<211> 24

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223>  Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 39 24

cacaacgagce ctgggaccge tggg

<210> 40

<211> 6

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223>  Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 40

attaaa 6

<210> 41

<211> 20

<212> DNA

<213>  kinstliche Sequenz

<220>

<223>  Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 41

atccctccat tcccatctee 20

<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213>

kunstliche Sequenz

<220>
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<223> Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 42
cacatacaat tcC tctggttc

<210> 43
<211> 20
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 43
agtgacactg tctcagaatt

<210> 44
<211> 20
<212> DNA

<213>  kinstliche Sequenz

<220>

<223>  Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz
<400> 44

ccccaatctc acgagtgcac

<212> 45

<211l> 20

<212> DNA

<213>  kinstliche Sequenz

<220>
<223> Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 45
grcggctcetg gagacatttc

<210> 46
<21z> 19
<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>

<223> Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz
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<400> 46
aactggggag gcttgagtc 19

<210> 47
<211> 20
<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

«220>
<223>  Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 47
ctcctrecctg ctggecatcca 20

<220> 48
<211> 20
2212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<223> Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<:400> 48
atcacacggg tggtcatgtg 20

<210> 49
<211> 20
212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

«220>

<223>  Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 49

caagtggctc tctacgagcg 20
<210> 50

<211> 20

<212> DNA

<213>  kinstliche Sequenz

«220>

<223> Abschnitte/Peptide hergeleitet von humaner Sequenz

<400> 50
gacaccaggc ttggtggtgt 20

Patentanspriiche
1. Isoliertes Protein, welches aus einer Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 6, 7, 8 oder 9 besteht.

2. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, welches ein Protein nach Anspruch 1 codiert, oder eine dazu komple-
mentére Nukleinsduresequenz oder ein Nukleinsduremolekul mit wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99%

Identitat dazu.
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3. Isoliertes Nukleinsduremolekul nach Anspruch 2 mit einer Nukleinsduresequenz von SEQ ID NO: 1, 2,
3, 4 oder 5, wobei T auch U sein kann, oder eine dazu komplementéare Nukleinsduresequenz oder ein Nukle-
insauremolekil mit wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% ldentitat dazu.

4. Vektor, welcher ein Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 2 oder 3 umfaft.
5. Wirtszelle, welche ein Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 2 oder 3 umfalt.

6. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach Anspruch 1, welches folgendes umfalt:
(a) Uberfiihren eines Vektors nach Anspruch 4 in eine Wirtszelle,
(b) Selektieren transformierter Wirtszellen gegenuber nicht transformierten Wirtszellen,
(c) Kultivieren einer selektierten transformierten Wirtszelle unter Bedingungen, die eine Expression des Prote-
ins gestatten, und
(d) Isolieren des Proteins.

7. Antikoérper mit Spezifitat gegen ein Epitop eines Proteins nach Anspruch 1.

8. Antikdrper nach Anspruch 7, der mit einer detektierbaren Substanz markiert ist und dazu verwendet
wird, das Polypeptid in biologischen Proben, Geweben und Zellen zu detektieren.

9. Sonde, welche eine Sequenz umfaldt, die ein Protein nach Anspruch 1 codiert.

10. Testkit zum Diagnostizieren eines Zustands, der mit einem Protein nach Anspruch 1 assoziiert ist,
durch Bestimmen des Vorhandenseins eines Nukleinsduremolekils nach einem der vorangegangenen An-
spriche oder eines Proteins nach einem der vorangegangenen Anspriiche.

11. Testkit nach Anspruch 10, wobei der Zustand Krebs ist.
12. Testkit nach Anspruch 11, wobei der Krebs Prostatakrebs ist.

13. Verfahren zum Identifizieren einer Substanz, die sich mit einem Protein nach Anspruch 1 assoziiert,
welches folgendes umfal3t:
(a) Umsetzen des Proteins mit wenigstens einer Substanz, die sich potentiell mit dem Protein assoziieren kann,
unter Bedingungen, die die Assoziierung zwischen der Substanz und dem Protein gestatten, und
(b) Entfernen oder Detektieren des mit der Substanz assoziierten Proteins, wobei die Detektion von assoziier-
tem Protein und Substanz anzeigt, daf die Substanz mit dem Protein assoziiert.

14. Verfahren zum Bewerten einer Verbindung auf ihre Fahigkeit, die biologische Aktivitat eines Proteins
nach Anspruch 1 zu modulieren, welches das Versehen des Proteins mit einer Substanz, die sich mit dem Pro-
tein assoziiert, und mit einer Testverbindung umfaft, unter Bedingungen, die die Bildung von Komplexen zwi-
schen der Substanz und dem Protein und das Entfernen und/oder Detektieren von Komplexen gestatten.

15. Verfahren zum ldentifizieren von Inhibitoren der Wechselwirkung eines Proteins nach Anspruch 1 und
einer Substanz, die mit dem Protein wechselwirkt, welches folgendes umfaft:
(a) Bereitstellen eines Reaktionsgemischs, welches das Protein und eine Substanz, die an das Protein bindet,
oder wenigstens einen Teil von beiden, die miteinander wechselwirken, enthalt,
(b) Inkontaktbringen des Reaktionsgemischs mit einer oder mehreren Testverbindungen,
(c) Identifizieren von Verbindungen, die die Wechselwirkung des Proteins und der Substanz hemmen.

16. Verfahren zum Detektieren eines Nukleinsduremolekiils, welches ein Protein nach Anspruch 1 codiert,
in einer biologischen Probe, welches die folgenden Stufen umfafdt:
(a) Hybridisieren eines Nukleinsauremolekiils nach Anspruch 2 oder 3 an Nukleinsauren der biologischen Pro-
be unter Bildung eines Hybridisierungskomplexes und
(b) Detektieren des Hybridisierungskomplexes, wobei das Vorhandensein des Hybridisierungskomplexes mit
dem Vorhandensein eines Nukleinsauremolekiils, welches das Protein in der biologischen Probe codiert, kor-
reliert ist.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei Nukleinsauren der biologischen Probe vor der Hybridisierungsstu-
fe durch Polymerasekettenreaktion vervielfaltigt werden.
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18. In vitro-Verfahren zum Uberwachen des Voranschreitens von Prostatakrebs in einem Individuum, wel-
ches die folgenden Stufen umfaft:
(a) Inkontaktbringen einer Menge eines Antikorpers, der an ein Protein nach Anspruch 1 bindet, mit einer Probe
von dem Individuum, um einen bindren Komplex zu bilden, der den Antikdrper und das Protein in der Probe
umfaf3t,
(b) Bestimmen oder Detektieren des Vorhandenseins oder der Menge an Komplexbildung in der Probe,
(c) Wiederholen der Stufen (a) und (b) zu einem spateren Zeitpunkt und
(d) Vergleichen des Ergebnisses von Stufe (b) mit dem Ergebnis von Stufe (c), wobei ein Unterschied in der
Menge an Komplexbildung das Voranschreiten des Krebses in dem Individuum anzeigt.

19. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
von Prostatakrebs.

20. Pharmazeutische Zusammensetzung, welche eines oder mehrere von einem Nukleinsauremolekil
oder einem Protein nach einem der vorangegangenen Anspriche und einen pharmazeutisch vertraglichen
Trager, ein Bindemittel oder ein Verdliinnungsmittel umfafit.

21. Verwendung eines oder mehrerer von einem Nukleinsauremolekiil oder einem Protein nach einem der
vorangegangenen Anspriche bei der Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung
von Prostatakrebs.

22. Verfahren zur Durchfihrung von Arzneimittelentdeckung, welches folgendes umfafdt:
(a) Bereitstellen von Mitteln, die anhand ihrer Fahigkeit, die Wechselwirkung eines Proteins nach Anspruch 1
und einer Substanz, die an das Protein bindet, zu hemmen oder zu verstarken, identifiziert werden,
(b) Durchfiihren von therapeutischem Profiling an Mitteln, die in Stufe (a) identifiziert wurden, oder an weiteren
Analogen davon auf ihre Wirksamkeit und Toxizitat in Tieren und
(c) Bestimmen einer Formulierung fir eine pharmazeutische Praparation, die ein oder mehrere Mittel enthalt,
die in Stufe (b) mit einem annehmbaren therapeutischen Profil identifiziert wurden.

23. Impfstoff zum Stimulieren oder Verstarken der Produktion von Antikérpern, die gegen ein Protein nach
Anspruch 1 gerichtet sind, in einem Subjekt, an das der Impfstoff verabreicht wird.

24. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 bei der Herstellung eines Impfstoffs zum Stimulieren oder
Verstarken der Produktion von Antikbrpern gegen das Protein in einem Subjekt.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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Figlll‘ 1 Fortsetzung

CGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAARGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGG
ACTTGTCCCACCTGAGGACAARGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGC
TGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACTTTTTTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGAGACAC
TGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCT
CCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTG
GTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGGATTAAATG
AGATGATTCGTCTGAACTGATTAAAATCGTGTCTGGCACTGA
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Figur 2
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F igur 2 Fortsetzung
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Figur 3
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Figur 4
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Figur 6
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Figur 7
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Figur 8
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