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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein rekombinantes Protein mit einer Progesteron-induzierten immun-
modulierenden Protein(PIBF)-Aktivitat, ein Nukleinsaure-Molekiil, das fir ein rekombinantes Protein mit einer
PIBF-Aktivitat codiert, einen Nukleinsaure-Vektor, der diese Nukleinsduresequenz aufweist, eine Zelle, die die-
sen Vektor umfasst, und ein Verfahren zur Diagnostizierung eines Tumors bei einem Patienten.

[0002] Zur Aufrechterhaltung einer normalen Schwangerschaft ist die Produktion von Progesteron — einem
Steroidhormon mit einem breiten immunsuppressiven Wirkungsspektrum — eine absolute Notwendigkeit. Peri-
phere Lymphozyten gesunder schwangerer Frauen exprimieren nukleare Rezeptoren als Sensoren fur dieses
Hormon (Szekeres-Bartho et al., J. Reprod. Immunol. 16, 239 (1989); Szekeres-Bartho et al., Cell. Immunol.
125, 273 (1990)), und produzieren ein Vermittler-Protein mit der Bezeichnung Progesteron-induzierter Blockie-
rungsfaktor (PIBF) (Szekeres-Bartho et al., Am. J. Reprod. Immunol. Microbiol. 9, 15 (1985)). Die Sequenz der
PIBF-cDNA aus der menschlichen Leber zeigte keine wesentliche Homologie mit der von irgend einem der be-
kannten Proteine (HSPIBF, Hinterl. Nr. Y09631). Das codierte Vorlauferprotein ist sehr hydrophil und hat ein
Molekulargewicht von 89 kDa. Nattrlich vorkommender PIBF ist urspriinglich, wie entdeckt, ein 34-36 kDa im-
munmodulierendes Protein mit einer Sequenzlange von 757 Aminosauren.

[0003] Es wurde festgestellt, dass die Konzentration des PIBF in Harnproben gesunder Personen etwa 1-10
ng/ml betragt, wogegen die Konzentration des PIBF bei schwangeren Frauen ab dem 2. Trimester in einem
Bereich von etwa 70-150 ng/ml liegt. Diese hohen Mengen kehren nach einem Abortus oder nach Wehen
rasch wieder auf das normale Niveau zurlck.

[0004] Es zeigte sich, dass PIBF, welcher die Auswirkungen von Progesteron vermittelt, eine sehr starke im-
munmodulierende Funktion sowohl in vitro als auch in vivo aufweist. Tatsachlich erwies sich PIBF als fiir die
Schwangerschaft im Mausemodell essentiell, da aus den Kulturiiberstdnden von Mauslymphozyten isolierter
PIBF Foéten vor der durch Antiprogesteron induzierten Resorption schutzt. AuRerdem bewirken neutralisieren-
de Antikorper gegen den Maus-PIBF die Resorption von Embryonen und folglich einen Abortus. Die wichtige
Rolle des PIBF bei der menschlichen Fortpflanzung wurde auch durch Messen der geringen Mengen in den
Kérperflissigkeiten pathologischer Schwangerschaften bestatigt. PIBF spielt eine wichtige Rolle bei der Auf-
rechterhaltung der Schwangerschaft, héchst wahrscheinlich dadurch, dass er natirliche Killer-Lymphozyten
hemmt. Bedeutsamerweise kann durch experimentelle Manipulation der Menge des PIBF in vitro die Killer-Ak-
tivitat der peripheren Blutlymphozyten, die NK (naturliche Killer)-Zellen enthalten, moduliert werden. Es wurde
festgestellt, dass es mindestens zwei Wirkmechanismen des PIBF auf NK-Zellen gibt: eine ist eine direkte
Hemmung der NK-Zellaktivitat. NK-Zellen toten ihre Ziel-Zellen durch Exocytose von Perforin und Serin-Este-
rase enthaltenden Granula in der Kontaktflache zwischen Effektor- und Ziel-Zellen. Deziduale Lymphozyten —
von welchen 60% NK-Oberflachenmarker tragen — besitzen einen hohen Perforingehalt, sie Giben jedoch nur
eine geringe cytotoxische Aktivitat aus. Obwohl aktivierte NK-Zellen ihre Ziele finden und in Anwesenheit von
PIBF binden, setzen sie jedoch kein Perforin aus den Speichergranula frei, und infolgedessen kommt es zu
keiner Lyse der Ziel-Zellen. Es scheint, dass PIBF die NK-Zellen lahmt und den cytotoxischen Mechanismus
durch Hemmung der Degranulation und dadurch der Freisetzung der Killersubstanzen unter Kontrolle halt.

[0005] Es gibt einen weiteren indirekten Mechanismus, mittels welchem PIBF seine Anti-NK-Wirkung ausubt,
namlich durch eine veranderte Cytokin-Expression. In Anwesenheit von PIBF kommt es zu einer betrachtlichen
Abnahme der TNFa-(Tumor-Nekrose-Faktor a)-Produktion durch NK-Zellen, die auch bei der Niederregulie-
rung der NK-Aktivitat eine Rolle spielen kdnnte. Die Menge an sezerniertem TNFa steht im umgekehrten Ver-
haltnis zur PIBF-Produktion, und zwar sowohl in vitro als auch in vivo.

[0006] Der zweite Hauptwirkungsmechanismus von PIBF ist die Induktion der T,,-Cytokin-Dominanz. Die
T,,-Dominanz tragt zur Verringerung der zellvermittelten Reaktionen und zur Verbesserung der B-Zellen bei,
wogegen die T,,-Dominanz zu verringerten humoralen Reaktionen fiihrt und die zellimmunologischen Mecha-
nismen beglnstigt. Sezernierter PIBF erleichtert die Produktion von T,,-Cytokinen, wie IL-3, IL-4 und IL-10,
wogegen er T,,,-Cytokine, wie IL-12 und IFN-y supprimiert, und zwar sowohl in vitro als auch in vivo. Die Neu-
tralisierung des PIBF durch spezifische Antikdrper fihrt in vivo zu einer T,,,-Verschiebung, die auch ein Cha-
rakteristikum von fehlgeschlagenen Schwangerschaften ist. Die Auswirkung des PIBF auf humorale Immunre-
aktionen ist nicht nur eine einfache Verbesserung, sondern auch die Induktion der Erzeugung asymmetrischer
Antikorper. Dies ist eine Population von Antikérpern (Ak), die auf Grund des Vorhandenseins eines Manno-
se-reichen Oligosaccharid-Restes an einem der Fab-Arme des Molekils eine asymmetrische Struktur hat, und
die keine oder nur geringe Effektorfunktionen hat; diese Ak kdnnten jedoch als blockierende Antikérper wirken.
Das Verhéltnis von asymmetrischem IgG war in Uberstanden von Hybridom-Zellen, die in Gegenwart von PIBF
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gezlichtet worden waren, wesentlich héher als in jenen, die in Abwesenheit von PIBF gezlichtet worden waren.
Weitere Untersuchungen zeigten ein positives Verhaltnis zwischen asymmetrischem Antikorpergehalt der Se-
ren und der PIBF-Expression auf Lymphozyten. Weiters verringerte die Blockierung der Progesteron-Rezep-
toren durch RU 486 oder die Neutralisierung endogener PIBF-Aktivitat durch spezifische anti-PIBF-Antikdrper,
die Produktion asymmetrischer Antikdrper bei trachtigen Mausen ganz wesentlich.

[0007] Maligne Tumoren, d.h. Krebsarten, sind in allen entwickelten Landern nach Herzerkrankungen die
zweite Haupttodesursache und treten bei einer von drei Personen auf. Eine von je vier Personen stirbt an
Krebs. Krebs ist vor allem durch eine Zunahme der Anzahl der abnormalen oder neoplastischen Zellen ge-
kennzeichnet, die von einem normalen Gewebe stammen, welches sich zur Bildung einer Tumormasse ver-
mehrt, durch die Invasion benachbarter Gewebe durch diese neoplastischen Tumorzellen, und durch die Er-
zeugung maligner Zellen, welche Gber das Blut oder das Lymphsystem zu regionalen Lymphknoten und zu ent-
fernten Stellen gelangen. Letzteres Fortschreiten zur Malignitat wird als Metastase bezeichnet.

[0008] Krebs kann aus dem Zusammenbrechen der Kommunikation zwischen neoplastischen Zellen und ih-
rer Umgebung, einschliel3lich ihrer normalen Nachbarzellen, entstehen. Sowohl wachstumsstimulierende als
auch als wachstumshemmende Signale werden routinemafig zwischen Zellen innerhalb eines Gewebes aus-
getauscht.

[0009] Normalerweise teilen sich Zellen bei Fehlen stimulierender Signale nicht, und in gleicher Weise héren
sie bei Vorliegen von Hemmesignalen auf, sich zu teilen. Im Krebs- oder neoplastischen Zustand erwirbt eine
Zelle die Fahigkeit, sich Gber diese Signale hinwegzusetzen und sich unter Bedingungen, unter welchen nor-
male Zellen nicht wachsen wirden, zu vermehren.

[0010] Tumorzellen missen eine Reihe verschiedener fehlerhafter Merkmale erwerben, um sich zu vermeh-
ren. Diese Anforderung wird durch die Tatsache belegt, dass die Genome bestimmter gut untersuchter Tumo-
ren mehrere verschiedene, unabhangig voneinander veranderte Gene aufweisen, einschlief3lich aktivierter On-
kogene und inaktivierter Tumor-Suppressor-Gene. Jede dieser genetischen Veranderungen scheint dafiir ver-
antwortlich zu sein, einige dieser Merkmale, die insgesamt den kompletten neoplastischen Phanotyp reprasen-
tieren, zu verleihen.

[0011] Tumorzellen tragen Antigene, die als fur den Kérper fremd erkannt werden kdnnen, und es ist eine der
Hauptfunktionen des Immunsystems, solche Zellen zu eliminieren, bevor sie grof’e Tumoren bilden kénnen.
Diese Immuniberwachung ist bei Patienten mit fortschreitend malignen Erkrankungen deutlich wirkungslos.
Eine Reihe von SchutzmaRnahmen wurde identifiziert, die eine Eigenreaktivitat supprimiert, und die eine
Hauptbarriere in der Fahigkeit des Immunsystems, Tumorzellen auszuldschen, darstellen kann. Es gibt eine
Reihe von Mechanismen, die von Tumorzellen ausgeulbt werden, wie 1. die Nichtexpression klassischer und
die Expression nicht-klassischer, selbstidentifizierender Klasse I-MHC-Molekiile (wie HLA-G), welche die T6-
tungswirkung der (Tumor)Antigen-spezifischen Klasse I-MHC-eingeschrankten CTLs unterminiert; 2. eine Ten-
denz zu T,-Reaktionen, wobei die T,,,-Helferfunktion und folglich wirksame cytotoxische Antitumorreaktionen
supprimiert werden; und 3. die Produktion immunsuppressiver Faktoren, die lokale und systemische Immun-
reaktionen niederregulieren (beispielsweise verringert die Sekretion von TGF-$ die T-Zellen-Proliferation und
die Cytotoxizitat die Expression von fas-Ligand, die eine Apoptose von CTLs induziert). Als Resultat dieser ku-
mulativen Wirkungen haben die Tumoren einen immunologisch privilegierten Zustand und wachsen ohne oder
mit einer eingeschrankten Kontrolle durch das Immunsystem.

[0012] Es ist ziemlich genau erwiesen, dass viele pathologische Zustande, wie Infektionen, Krebs, Autoim-
munerkrankungen, usw. durch die unginstige Expression bestimmter Molekile gekennzeichnet sind. Diese
Molekile dienen somit als "Marker" fiir einen bestimmten pathologischen oder abnormalen Zustand. Abgese-
hen von ihrer Verwendung als diagnostische "Ziele", d.h. Materialien, die zur Diagnose dieser abnormalen Zu-
stande zu identifizieren sind, dienen die Molekiile als Reagentien, die verwendet werden kénnen, um diagnos-
tische und/oder therapeutische Mittel zu erzeugen.

[0013] Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist ein neues Verfahren zur Diagnostizierung eines Tumors bei ei-
nem Patienten, das leicht und sicher durchfihrbar ist, welches Verfahren keine High-Tech-Gerate erfordert,
dem Patienten keine besonderen Unannehmlichkeiten verursacht, das rasch durchfihrbar ist und Ergebnisse
bringt, die eine Unterscheidung zwischen einem Patienten mit einem Tumor und einem gesunden Patienten
erlauben.

[0014] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines Sets zur Durchflihrung des
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Verfahrens zur Diagnostizierung eines Tumors bei einem Patienten.

[0015] Noch ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines wirksamen Anti-Tu-
mor-Medikaments.

[0016] Das Verfahren gemaf der vorliegenden Erfindung zur Diagnostizierung eines Tumors bei einem Pati-
enten, mit welchem das obige Ziel erreicht wird, umfasst das Entnehmen einer Probe vom Patienten, das Mes-
sen der Konzentration des PIBF (Progesteroninduzierten Blockierungs-Faktors) oder eines Derivats davon
oder eines Fragments davon in der Probe und das Bestimmen, ob die Konzentration des PIBF in der Probe
Uber oder unter einem vorbestimmten Schwellenwert liegt, wobei die Konzentration Uber dem Schwellenwert
einen Patienten mit einem Tumor identifiziert.

[0017] Wahrend der Charakterisierung von PIBF als wichtiges immunmodulierendes Molekl fir die Aufrecht-
erhaltung der Schwangerschaft zeigte es sich liberraschenderweise, dass Tumorzellen PIBF oder PIBF-ver-
wandte Substanzen exprimieren, wogegen bei angrenzenden normalen Geweben keine oder nur eine geringe
PIBF-Reaktivitat feststellbar ist. Dies deutet darauf hin, dass PIBF bei der Entwicklung oder Aufrechterhaltung
der immunologischen Toleranz gegeniiber bésartig transformierten Zellen eine Rolle spielt und daher einen
natzlichen Marker fir Tumorzellen bildet.

[0018] Daher macht sich das Verfahren gemaR der vorliegenden Erfindung die Tatsache zu Nutze, dass die
Konzentration von PIBF in einer Probe, die vom zu testenden Patienten genommen worden ist, hdher ist als
die Konzentration von PIBF in einer Probe, die von einer gesunden Person genommen wurde.

[0019] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann die vom Patienten genommene Probe jede Art von Pro-
be, die flissig oder auch nicht ist, sein und kann von praktisch jedem Teil des Kérpers stammen. Die Konzen-
tration des PIBF kann gemaf jedem auf diesem Gebiet bekannten Verfahren, das die Quantifizierung der Kon-
zentration von PIBF in einer Probe ermoglicht, gemessen werden. Diese kann chemische, mikrobiologische,
physikalische Techniken, Farbung etc. auf Flissigkeiten, Gewebsproben usw. umfassen. Zu den mdglichen
Methoden zahlen in vivo-Bildgebung mittels Computer-Tomograph (CT) und Magnetresonanz-Bild (Magnetic
Resonance Image, MRI) nach Markierung mit Radionuklein- bzw. paramagnetischen (z.B. Gadolinium-)Mar-
kierungen usw..

[0020] Da der PIBF Stoffwechsel- oder anderen Veranderungen im Koérper des Patienten unterworfen sein
kann, kann der PIBF Modifikationen aufweisen, je nach dem, welche Probe vom Patienten genommen wurde.
Der PIBF kann beispielsweise gespalten worden sein, so dass nur ein Fragment des PIBF in der vorhandenden
Probe vorliegt. Der PIBF kann weiters so modifiziert worden sein, dass ein Derivat des PIBF in dieser Probe
vorliegt oder auch ein Fragment dieses Derivats. Es zeigte sich auch, dass alternativ prozessierte PIBF-mRNA
in Tumorzellen in einer im Vergleich zu normalen Zellen anderen Konzentration vorliegen, und deshalb sind
aus diesen anderen Formen der mRNA-Molekule oder deren Fragmenten translatierte Proteine oder Fragmen-
te ebenfalls vom Ausdruck ,Fragmente" mit umfasst. Daher kann auch das PIBF-Derivat oder ein Fragment
des PIBF oder des PIBF-Derivats oder PIBF-verwandte Substanzen (wie beispielsweise ein gespaltenes Pro-
dukt von 34 kDa oder ein alternativ gesplei3tes 14 kDa-Produkt) als Indikation der Konzentration des PIBF im
Patienten verwendet werden, und daher kann die jeweilige Konzentration fir das Verfahren zur Diagnostizie-
rung eines Tumors bei einem Patienten gemal der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0021] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Ausdruck ,PIBF oder Fragmente davon" —
ohne darauf eingeschrankt zu sein — auf Sequenzen gemafl SEQ.ID.NO.: 1, 3, 4, 6, 8, 10, 14, 15, 17, 19, 20,
23, 25, 27, 29, 31, 32, 34 und 36 oder Fragmente oder Derivate davon. Daher sind Beispiele flr PIBF oder
Fragmente davon, die gemaR der vorliegenden Erfindung detektiert oder quantifiziert werden kénnen, diese
oben erwahnten Sequenzen. Da es sich gezeigt hat, dass die Exons 17 und 18 in fast allen mRNA-Formen
inkludiert sind, die identifiziert wurden, werden PIBF-Fragmente, welche die Exons 17 und 18 (vgl. die Figuren)
umfassen, vorzugsweise fur die Detektion oder Quantifizierung von PIBF in einer Probe verwendet.

[0022] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann das Fragment des PIBF oder des PIBF-Derivats bei-
spielsweise weniger als 715 Aminosauren, vorzugsweise weniger als 500 Aminosauren, noch mehr bevorzugt
weniger als 200 Aminosauren, und am meisten bevorzugt weniger als 50 Aminosauren, umfassen.

[0023] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfasst der Ausdruck "Derivat" beispielsweise alle natirlichen

oder selbst nicht naturlich auftretenden Modifikationen, z.B. Spaltung, Glykosylierungen, Methylierungen, Ace-
tylierungen, Amidierungen, Phosphorylierungen, Sulfatierungen, Deletionen, Substitutionen, etc..
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[0024] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bezieht sich auch "Schwellenwert" auf einen Konzentrations-
wert, der im Allgemeinen die mittlere Probenkonzentration von PIBF bei gesunden Probenspendern sein wird.
Es ist moglich, eine bekannte allgemeine mittlere PIBF-Konzentration bei gesunden Menschen gemaf der Li-
teratur zu nehmen oder auch die Probenkonzentration von PIBF bei gesunden Spendern bei der Durchfihrung
der vorliegenden Erfindung zu bestimmen. Der Schwellenwert kann auch bei gesunden (normalen) Proben be-
stimmt werden, die friiher (im gesunden Zustand) von derselben Person entnommen wurden. Beispiele fir sol-
che Schwellenwerte kdnnen beispielsweise zwischen 1 und 10 ng/ml, vorzugsweise zwischen 1 und 5 ng/ml,
sein, wobei die Konzentration vom Detektionsverfahren sowie vom Typ des Tumors abhangt. Weiters kann der
Schwellenwert Null sein, wenn alternativ prozessierte PIBF-mRNA-Produkte nur in Tumorzellen und nicht in
gesunden Zellen vorhanden sind. Daher hangt der Schwellenwert auch vom PIBF-Molekil ab und muss fur
jedes spezifische PIBF-Molekiil individuell bestimmt werden.

[0025] Beider Bestimmung des Schwellenwertes ist es jedoch wichtig, dass die Probe von der gesunden Per-
son nicht von einer schwangeren Frau genommen wird, da die PIBF-Konzentration bei Proben von schwange-
ren Frauen hoher ist als die PIBF-Konzentration in Proben nicht-schwangerer Frauen.

[0026] Die PIBF-Konzentration, die in der vom Patienten entnommenen Probe gemessen wird, welche Uber
dem vorbestimmten Schwellenwert liegt, identifiziert Individuen mit einem Verdacht auf einen Tumor. Ein "Tu-
mor", wie hierin verwendet, bezeichnet jedes neoplastische Zellwachstum und jede Vermehrung, sei sie bos-
artig oder gutartig, und alle vor-kanzerdsen und kanzerésen Zellen und Gewebe.

[0027] Unter den Ausdruck "Patient" fallen im Rahmen der vorliegenden Erfindung Patienten mit einem Tu-
mor, jedoch auch Patienten, die fiir einem Tumor anfallig sind, sowie gesunde Menschen, die sich einer allge-
meinen Routineuntersuchung unterziehen. Naturlich kann der Ausdruck ,Patient" auch jedes Tier, insbeson-
dere eine Maus, eine Ratte, ein Meerschweinchen, einen Affen mit umfassen, welches Tier vorzugsweise ein
Labortier ist, das fur Analysen verwendet wird, z.B. fur die Detektion spezifischer Tumoren, das Testen von An-
ti-Tumor-Substanzen oder von karzinogenen Substanzen. Weiters kann das Tier ein genetisch modifiziertes
Tier sein, das eine Pradisposition fir Tumoren aufweist.

[0028] Da die Schwangerschaft auch zu erhéhten PIBF-Mengen flihrt, missen sexuell aktive Frauen mittels
herkémmlicher Schwangerschaftstests (z.B. auf Grund von hCG) getestet werden, bevor sie als Patienten mit
einem Tumor angesehen werden. Es bedeutet auch, dass es sehr schwierig ist, diesen Test zur Detektion von
Tumorwachstum zu bentitzen, wenn der Patient eine schwangere Frau ist, die Giber das erste Trimester hinaus
ist. Da jedoch ein betrachtlicher Teil der mit einer Schwangerschaft in Beziehung stehenden Malignitaten mit
dem unkontrollierten Wachstum von Schwangerschafts-bezogenen Geweben zu tun hat (wie Trophoblasten-
zellen bei Mola hydatidosa), kdnnten extrem hohe PIBF-Mengen (> 150-200 ng/ml) ein Tumorwachstum mit
oder ohne Vorhandensein eines lebensfahigen Babys anzeigen.

[0029] Vorzugsweise ist der Tumor, der mit dem Verfahren gemaR der vorliegenden Erfindung diagnostiziert
werden soll, ein epitheliales Carcinom. Da die tGiberwiegende Mehrzahl der Human-Tumoren (bezogen auf die
weltweiten Sterblichkeitsdaten) epitheliale Carcinome sind (Lunge, Brust, Colon, usw.), ist das Verfahren ge-
malf der vorliegenden Erfindung fiir die Diagnose dieser Art von Tumor besonders vorteilhaft.

[0030] Das epitheliale Carcinom ist vorzugsweise ein Lungen-Carcinom, Colon-Carcinom, bzw. ein
Brust-Carcinom. Die PIBF-Konzentration bei Proben, die von Patienten mit den oben erwahnten Tumoren ent-
nommen wurden, ist besonders hoch im Vergleich zu PIBF-Konzentrationen in Proben von gesunden Patien-
ten. Daher identifiziert, wenn das Verfahren gemaf der vorliegenden Erfindung zur Diagnostizierung eines der
oben erwahnten Tumoren verwendet wird, eine Konzentration, die iber dem Schwellenwert liegt, Individuen
mit einem Verdacht auf einen Tumor. Eine Konzentration, die unter dem Schwellenwert liegt, schlie3t in be-
stimmten Fallen jedoch nicht unbedingt das Vorhandensein eines Tumors aus.

[0031] Gemal einer vorteilhaften Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Probe eine Korperfliis-
sigkeit, vorzugsweise Harn bzw. Serum. Dies ermoglicht eine sehr einfache Art der Probennahme vom Patien-
ten, ohne jeglichen chirurgischen Schritt und ohne die Notwendigkeit spezifischer High-Tech-Instrumente. Die
Kérperflissigkeit kann in jedem Labor oder selbst im Heim des Patienten entnommen werden und ist beson-
ders vorteilhaft fir eine Routinediagnose, eine Diagnose bei einem Patienten, der sehr schwach ist, und fur
regelmaRige Uberpriifungen des Fortschreitens des Tumors bei einem Patienten. Die PIBF-Konzentration
kann beispielsweise mittels einer Trockenchemie-Methode, z.B. mit einem Streifen, der seine Farbe je nach
der PIBF-Konzentration in einer Probe, in die er eingetaucht wird, andert, gemessen werden.
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[0032] Alternativ ist die Probe eine Gewebsprobe. Obwohl die Entnahme dieser Art von Probe aus dem Pa-
tienten nicht so einfach ist wie das Nehmen einer Kérperflissigkeit, ermdéglicht ein Verfahren gemaf der vor-
liegenden Erfindung, bei welchem eine Gewebsprobe vom Patienten verwendet wird, die direkte Lokalisierung
des Tumors, insbesondere, wenn verschiedene Gewebsproben entnommen und miteinander verglichen wer-
den. Weiters ist es mdglich, die Progression des Tumors direkt zu verfolgen. AulRerdem kann das Verfahren
gemal der vorliegenden Erfindung durch Detektion der Gewebe mit einem Tumor weiters zumindest als ein
zusatzliches Verfahren zur Entscheidung, ob Gewebe und welche Teile eines Kérpers des Patienten chirur-
gisch entfernt werden mussen; verwendet werden.

[0033] Gemal einer bevorzugten Ausfiuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist der Schwellenwert die
Konzentration des PIBF in einer Probe einer gesunden Person. Naturlich ist der Schwellenwert besonders pra-
zise, wenn er die mittlere Konzentration des PIBF einer Mehrzahl von Proben von gesunden Personen ist.

[0034] Vorzugsweise wird der Schwellenwert durch Messen der Konzentration des PIBF in einer Probe min-
destens einer gesunden Person parallel zur Bestimmung der Konzentration des PIBF in einer Probe des Pati-
enten bestimmt. Da die gemessene Konzentration vom Verfahren der Messung der PIBF-Konzentration ab-
hangt, ist die Diagnose spezifischer und exakter, wenn das Verfahren zur Messung der PIBF-Konzentration in
der Probe des Patienten und in der Probe der gesunden Person identisch ist. Um die Sensitivitat des Verfah-
rens weiters zu erhéhen, werden die Probe des Patienten und die Probe der gesunden Person vorzugsweise
parallel gemessen, z.B. zur selben Zeit, um jegliche stérende Parameter, z.B. Temperatur, Puffer, etc., die ei-
nen Einfluss auf das Ergebnis haben, zu eliminieren. Die Probe der gesunden Person wird vorzugsweise par-
allel als "Negativprobe" gemessen.

[0035] Vorteilhaft wird als positive Kontrolle die Konzentration des PIBF oder eines Derivats davon oder eines
Fragments davon in einer Probe, die eine bestimmte Konzentration von PIBF oder eines Derivats davon oder
eines Fragments davon aufweist, parallel zur Bestimmung der PIBF-Konzentration in der Probe des Patienten
gemessen. Die Parallel-Messung der positiven Kontrolle ermdéglicht es, die Ergebnisse zu kontrollieren und
jegliche Divergenz im Verfahren festzustellen.

[0036] Vorzugsweise wird die PIBF-Konzentration in der Probe immunologisch, insbesondere durch einen
kompetitiven Test, einen Sandwich-Test, Ummunfarbung oder Kombinationen dieser Methoden gemessen. Je-
des immunologische Verfahren, das dem Fachmann bekannt ist, kann angewendet werden. Immunologische
Verfahren sind sehr sensitive Verfahren zur Detektion von Molekilen und daher zur Messung der PIBF-Kon-
zentration in der Probe besonders vorteilhaft. Um das immunologische Verfahren durchzufiihren, ist es not-
wendig, mindestens einen anti-PIBF-Antikérper zu haben, der spezifisch an PIBF, Derivate davon oder Frag-
mente davon, bindet. Der Antikdrper kann monoklonal oder polyklonal sein und kann weiters rekombinant sein.
Weiters kdbnnen humanisierte monoklonale oder durch Phagen codierte monoklonale Einzelketten-Antikérper
verwendet werden.

[0037] Beispiele fir rekombinante monoklonale anti-human-PIBF-Antikérper, die wie oben beschrieben ver-
wendet werden kénnen, sind in der Hybridom-Zellbank an der Medizinischen Fakultat der Universitat Pécs, Ab-
teilung fur Immunologie und Biotechnologie, Ungarn, unter den Hinterlegungsnummern 11 bis 14/2001, Zellli-
nien-Codes HYB 255-258, hinterlegt.

[0038] "Einzelketten-Antikdrper" sind strukturell so definiert, dass sie den Bindungsteil eines ersten Polypep-
tids aus der variablen Region eines Antikérpers in Verbindung mit dem Bindungsteil eines zweiten Polypeptids
aus der variablen Region eines Antikdrpers umfassen, wobei die beiden Polypeptide durch einen Peptid-Linker
verbunden sind, der das erste und das zweite Polypeptid zu einer einzigen Polypeptidkette verbindet. Die ein-
zige Polypeptidkette umfasst somit ein Paar variabler Regionen, die durch einen Polypeptid-Linker verbunden
sind. Die Regionen kdnnen sich zur Bildung einer funktionalen Antigen-Bindungsstelle verbinden, wie in jenem
Fall, in welchem die Regionen ein variables Regionen-Paar mit einer leichten Kette und einer schweren Kette
mit entsprechend paarweisen komplementaren Bestimmungsregionen (complementary determining regions,
CDRs) umfassen.

[0039] Der Ausdruck "humanisierter Antikdrper”, wie hierin verwendet, bedeutet Antikorper-Molekiile, in wel-
chen Aminoséauren in den bekannten Antigenbindungsreagenzien zwecks gréRerer Ahnlichkeit mit einem hu-
manen Antikorper ersetzt wurden, wobei jedoch die urspringliche Bindungsfahigkeit erhalten bleibt.

[0040] Die Antikérper konnen unter Verwendung von Verfahren, die auf diesem Gebiet wohlbekannt sind, er-
zeugt werden. Zu solchen Antikérpern zéhlen, ohne auf diese eingeschrankt zu sein, polyklonale, monoklona-
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le, rekombinante, chimare, Einzelketten-(single chain)-Antikérper, Fab-Fragmente und Fragmente, die von ei-
ner Fab-Expressionsbibliothek erzeugt wurden. Neutralisierende Antikdrper (d.h. jene, die die Dimer-Bildung
hemmen) sind zur therapeutischen Verwendung besonders bevorzugt.

[0041] Fur die Herstellung von Antikérpern kénnen verschiedene Wirte, einschlieBlich Ziegen, Kaninchen,
Ratten, Mause, Hihner (Yab), Menschen und andere, durch Injektion mit nattrlichem oder rekombinantem
PIBF-Protein oder jedem Fragment oder Oligopeptid desselben, das immunogene Eigenschaften aufweist,
oder einer PIBF-DNA (Fragment) immunisiert werden. Je nach der Wirts-Spezies kénnen verschiedene Adju-
vantien zur Steigerung der immunologischen Reaktion verwendet werden. Zu solchen Adjuvantien zahlen,
ohne auf diese eingeschrankt zu sein, Freund'sches Adjuvans, Mineralgele, wie Aluminiumhydroxid, und
grenzflachenaktive Substanzen, wie Lysolezithin, Pluronic-Polyole, Polyanione, Aluminium, Polykationen (z.B.
polyArg), Peptide, Olemulsionen, Schliisselloch-Napfschnecken-Haemocyanin (keyhole limpet hemocyanin)
und Dinitrophenol. Unter den bei Menschen verwendeten Adjuvantien sind BCG (Bacilli Calmette-Guerin) und
Corynebacterium parvum besonders bevorzugt.

[0042] Es ist bevorzugt, dass die Peptide, Fragmente oder Oligopeptide, die zur Induktion von Antikdrpern
gegen PIBF verwendet werden, eine Aminosauresequenz aufweisen, die aus mindestens finf Aminosauren
und, mehr bevorzugt, mindestens 10 Aminosauren besteht. Es ist auch bevorzugt, dass sie identisch mit einem
Teil der Aminosauresequenz des naturlichen Proteins sind. Kurze Abschnitte von PIBF-Aminosauren kénnen
mit jenen eines anderen Proteins, wie dem Schlisselloch-Napfschnecken-Haemocyanin fusioniert werden,
und Antikérper gegen das chimare Molekul werden erzeugt.

[0043] Monoklonale Antikérper gegen PIBF kénnen unter Verwendung jeder Technik, die eine Erzeugung von
Antikérper-Molekilen durch kontinuierliche Zelllinien in Kultur vorsieht, hergestellt werden. Zu diesen zahlen
die Hybridom-Technik, die Human-B-Zellen-Hybridom-Technik und die EBV-Hybridom-Technik, ohne jedoch
auf diese eingeschrankt zu sein.

[0044] Aulerdem kénnen Techniken, die fur die Herstellung "chimarer Antikdrper" entwickelt wurden, das
Spleilen von Maus-Antikdrper-Genen zu humanen Antikdrper-Genen zum Erhalt eines Molekuls mit entspre-
chender Antigen-Spezifitat und biologischer Aktivitat verwendet werden. Alternativ kbnnen Techniken, die fur
die Erzeugung von Einzelketten-Antikdrpern beschrieben wurden, adaptiert werden, wobei Verfahren des
Standes der Technik verwendet werden, um PIBF-spezifische Einzelketten-Antikorper zu erzeugen. Antikdrper
mit verwandter Spezifitat, jedoch mit einer unterschiedlichen idiotypischen Zusammensetzung, kénnen durch
das Mischen von Ketten ("chain shuffling") aus randomisierten kombinatorischen Immunglobulin-Bibliotheken
erzeugt werden.

[0045] Antikérper kdnnen auch durch Induktion einer in vivo-Produktion in der Lymphozyten-Population oder
durch Screenen rekombinanter Immunglobulin-Bibliotheken oder von Gruppen hochspezifischer Bindungs-Re-
agenzien erzeugt werden.

[0046] Antikdrper-Fragmente, die spezifische Bindungsstellen fir PIBF enthalten, kdbnnen ebenfalls herge-
stellt werden. Beispielsweise zahlen zu diesen Fragmenten, ohne auf diese eingeschrankt zu sein, die
F(ab")2-Fragmente, die durch Pepsin-Verdau des Antikorper-Molekiils erzeugt werden kdénnen, und die
Fab-Fragmente, die durch Reduktion der Disulfid-Briicken der F(ab')2-Fragmente erzeugt werden kénnen. Al-
ternativ kdnnen Fab-Expressions-Bibliotheken konstruiert werden, um eine rasche und einfache Identifizierung
monoklonaler Fab-Fragmente mit der gewlinschten Spezifitat zu ermdglichen.

[0047] Verschiedene Immunoassays kdnnen zum Screenen verwendet werden, um Antikdrper mit der ge-
wulnschten Spezifitdt zu identifizieren. Zahlreiche Protokolle fiir kompetitive Bindungs- oder immunradiometri-
sche Tests unter Verwendung entweder polyklonaler oder monoklonaler Antikérper mit etablierten Spezifitaten
sind auf dem Gebiet wohlbekannt. Zu solchen Immunoassays gehort typischerweise die Messung der Kom-
plex-Bildung zwischen PIBF und seinem spezifischen Antikdrper. Ein Zwei-Stellen-Immunoassay auf monok-
lonaler Basis unter Verwendung monoklonaler Antikoérper, die gegenuber zwei voneinander unabhangigen
PIBF-Epitopen reaktiv sind, ist bevorzugt, doch kann ein kompetitiver Bindungs-Test ebenso verwendet wer-
den.

[0048] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Konzentration des PIBF in der Probe durch einen
kompetitiven Test gemessen. Gemal diesem Verfahren wird eine feste Phase mit vorzugsweise rekombinan-
tem Human-PIBF (oder seinen Varianten) mit einer spezifischen Konzentration bedeckt. Markierte an-
ti-PIBF-Antikdrper werden zusammen mit den zu messenden Beispielen zugegeben. Je hdher die PIBF-Kon-
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zentration in der Probe ist, desto niedriger ist der entsprechende detektierte Wert. Auf Grund dieser Ablesun-
gen kann die absolute Konzentration des PIBF bestimmt werden. Dies ist ein besonders prazises Verfahren,
insbesondere, wenn die Probe eine Kérperflussigkeit ist, und kann beispielsweise mittels ELISA durchgefiihrt
werden.

[0049] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die Konzentration des PIBF
in einer Probe mittels eines Sandwich-Tests gemessen. Fir diesen Test muss man zwei anti-PIBF-Antikdrper
haben, die jeder an ein anderes Epitop des PIBF-Molekdls binden. Der erste anti-PIBF-Antikdrper ist vorzugs-
weise an einem festen Trager immobilisiert, wonach die zu messende Probe zugegeben wird, so dass der in
der Probe vorhandene PIBF an den ersten anti-PIBF-Antikorper bindet. Ein zweiter anti-PIBF-Antikorper, der
vorzugsweise markiert ist, wird zugegeben, so dass er an den gebundenen PIBF bindet. Die Menge des ge-
bundenen zweiten anti-PIBF-Antikdrpers wird gemessen und als Angabe fir die absolute Konzentration des
PIBF in der Probe verwendet. Auch dieses Verfahren wird vorzugsweise verwendet, wenn die zu messende
Probe eine Korperflissigkeit des Patienten ist, und kann mittels ELISA durchgefihrt werden.

[0050] Gemal einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Konzentra-
tion des PIBF in einer Probe mittels Immunfarbung ("immunostaining") gemessen. Dieses Verfahren wird vor-
zugsweise dann verwendet, wenn die zu messende Probe eine Gewebsprobe des Patienten ist. GemaR die-
sem Verfahren wird der anti-PIBF-Antikdrper direkt zur Gewebsprobe des Patienten zugegeben, wo er an den
in der Gewebsprobe vorhandenen PIBF bindet. Der gebundene Antikérper wird dort durch direkte Anzeige der
Konzentration des PIBF in der Gewebsprobe quantifiziert. Dieses Verfahren ermoglicht die Lokalisierung von
PIBF in einer Probe.

[0051] Vorzugsweise wird die PIBF-Konzentration indirekt gemessen, durch Messung der Konzentration von
PIBF-mRNA in der Probe. Dazu kénnen Polynukleotide, einschlie3lich Oligonukleotid-Sequenzen, antisen-
se-RNA- und -DNA-Molekule und PNAs verwendet werden. Die Polynukleotide kénnen zur Detektion und
Quantifizierung der Gen-Expression in Proben verwendet werden, in welchen die Expression von PIBF mit ei-
nem Tumor korreliert. Demgemal kann ein Set bereitgestellt werden, welches ein Reagens umfasst, das die
oben erwahnten (markierten) Polynukleotide aufweist, um eine PIBF-mRNA-Messung in der bestimmten Pro-
be durchzufihren. Hier ist es wiederum weiters bevorzugt, die Konzentration alternativ prozessierter mMRNA zu
messen. Auch das Vorhandensein oder Fehlen eines spezifischen mRNA-Molekuls kann Informationen dahin-
gehend liefern, ob die Zellen Tumorzellen sind oder nicht.

[0052] Gemall einem Aspekt kann die Hybridisierung mit Nukleotid-Sonden zur Identifizierung von
PIBF-mRNA-Sequenzen verwendet werden. Nukleotid-Sequenzen, die zur PIBF-mRNA komplementar sind,
kdnnen mittels Standardmethoden markiert werden und unter Bedingungen, die fur die Bildung von Hybridisie-
rungskomplexen geeignet sind, zu einer Flissigkeits- oder Gewebsprobe eines Patienten zugegeben werden.
Nach einer geeigneten Inkubationsdauer wird die Probe gewaschen, und das Signal wird quantifiziert und mit
dem Schwellenwert verglichen.

[0053] Die Spezifitat der Sonde, ob sie aus einer hochspezifischen Region oder aus einer weniger spezifi-
schen Region hergestellt ist und die Stringenz der Hybridisierung (maximal, hoch, mittel oder niedrig) bestim-
men, ob die Sonde nur natirlich vorkommende Sequenzen, die fur PIBF codieren, Allele, oder verwandte Se-
quenzen identifiziert.

[0054] Sonden, die fur die Hybridisierung von PIBF-mRNA (verwandten) Sequenzen verwendet werden, soll-
ten vorzugsweise eine mindestens 50%, vorzugsweise 70%, noch mehr bevorzugt 90%, Homologie mit der
PIBF-codierenden Sequenz oder Fragmenten davon aufweisen. Die Hybridisierungssonden der vorliegenden
Erfindung kénnen DNA oder RNR sein und von der Nukleotid-Sequenz der SEQ. ID.NO.3 oder 5 (PIBF-cDNA)
stammen.

[0055] Beispiele fir solche nachzuweisende und/oder zu quantifizierende PIBF-mRNA-Molekiile sind z.B. je-
ne, die durch DNA oder RNA nachgewiesen werden, welche von der Nukleotid-Sequenz der SEQ. ID.NO. 5,
7,9,11,12,13, 16, 18, 21, 22, 24, 26, 28, 30, 33, 35 und 37 stammt. Da es sich gezeigt hat, dass die Exons
17 und 18 in fast allen mRNA-Formen, die identifiziert wurden, inkludiert sind, wird DNA oder RNA, die von
einer fur die Exons 17 und 18 codierenden Sequenz stammt (vgl. die Figuren), vorzugsweise fur die Detektion
oder Quantifizierung von PIBF-mRNA in einer Probe verwendet.

[0056] Hybridisierungssonden kénnen mittels verschiedenster Marker-Gruppen markiert werden, beispiels-
weise Radionukliden, wie 32P oder 355, oder enzymatischen Markierungen, wie alkalische Phosphatase, die
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Uber Avidin/Biotin-Kopplungssysteme mit der Sonde gekoppelt ist, u.dgl..

[0057] Die fir PIBF codierenden Polynukleotid-Sequenzen kénnen weiters bei der Northern Blot-Analyse,
Dot-Blot oder anderen Techniken auf Membran-Basis verwendet werden; bei Dip-Stick-, Pin, ELISA oder (Mik-
ro)-Chip-Tests unter Verwendung von Flussigkeiten oder Geweben aus Patienten-Biopsien zur Detektion von
PIBF-mRNAs. Solche Methoden sind auf dem Gebiet wohl bekannt.

[0058] Zusatzlich kann PIBF-mRNA mittels RT-PCR detektiert und gemessen werden: In einem ersten Schritt
wird die mMRNA durch Revers-Transcriptase in cDNA transkribiert, wonach die cDNA detektiert und mittels PCR
quantifiziert wird. Die Oligomeren fir die PCR kdnnen chemisch synthetisiert, enzymatisch erzeugt, oder aus
einer rekombinanten Quelle produziert sein. Oligomere bestehen vorzugsweise aus zwei Nukleotid-Sequen-
zen, einer mit sense- und einer anderen mit antisense-Orientierung, die unter optimierten Bedingungen zur
Identifizierung der spezifischen Sequenz verwendet werden. Dieselben beiden Oligomeren, "nested" Sets von
Oligomeren oder selbst ein degenerierter Pool von Oligomeren kdnnen unter weniger stringenten Bedingun-
gen zur Detektion und/oder Quantifizierung nah verwandter Sequenzen verwendet werden.

[0059] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der positiven
oder negativen Progression eines Tumors in einem Patienten, umfassend das Diagnostizieren eines Tumors
bei einem Patienten gemaR einer der oben erwahnten Verfahren gemaf der vorliegenden Erfindung, und das
Bestimmen, ob die gemessene Konzentration des PIBF oder eines Derivats davon oder Fragments davon in
der Probe Uber oder unter mindestens einer zuvor gemessenen Konzentration des PIBF oder eines Derivats
davon oder Fragments davon in mindestens einer zuvor vom selben Patienten entnommenen Probe ist, wobei
eine Konzentration Uber der zuvor gemessenen Konzentration eine positive Progression identifiziert. Da die
Konzentration des PIBF in einer Probe direkt proportional zur Progression des Tumors, z.B. GréRe, Entwick-
lung etc. ist, ermdglicht das Verfahren gemaf der vorliegenden Erfindung eine direkte Analyse des Krankheits-
verlaufs. Fur eine vollstandige Charakterisierung der Progression des Tumors ist es natlrlich vorteilhaft, Gber
einen Zeitraum viele Proben zu nehmen, insbesondere vor und nach einer spezifischen Behandlung, beispiels-
weise mit einer Substanz oder durch vollstdndiges oder teilweises Entfernen von Tumorgewebe, in welchem
Fall die Wirksamkeit der spezifischen Behandlung analysiert werden kann. Der hierin verwendete Ausdruck
"positive Progression" bedeutet, dass sich der Tumor weiterentwickelt.

[0060] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung eines anti-PIBF-Antikdrpers
oder eines Fragments desselben bei einem oben beschriebenen Verfahren gemal der vorliegenden Erfin-
dung. Wie voranstehend erwahnt, kann der anti-PIBF-Antikérper monoklonal, polyklonal, er kann weiters re-
kombinant, humanisiert oder ein durch Phagen codierter Einzelketten-Antikorper sein. Wenn nur ein Fragment
des Antikorpers verwendet wird, umfasst dieses Fragment das Epitop des anti-PIBF-Antikorpers, welches den
PIBF erkennt.

[0061] Es ist bevorzugt, einen monoklonalen Antikdrper zu verwenden, um ein héchst spezifisches und pra-
zises Ergebnis zu erreichen. Der monoklonale Antikérper kann, wie oben erwahnt, hergestellt werden, und die
oben angeflihrten Beispiele gelten auch hier.

[0062] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung von PIBF oder eines Derivats
davon oder eines Fragments davon bei einem der oben erwahnten Verfahren gemaf der vorliegenden Erfin-
dung. Wie bereits voranstehend erwahnt, kann das Fragment ein Fragment des PIBF oder ein Fragment des
PIBF-Derivats sein. Hier gelten dieselben Definitionen und bevorzugten Ausfiihrungsformen oder Beispiele,
wie oben erwahnt.

[0063] Vorzugsweise ist der PIBF rekombinant, was bedeutet, dass auch das Derivat oder das Fragment re-
kombinant sein kann.

[0064] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Set, welches ein erstes Reagens, das min-
destens einen anti-PIBF-Antikérper oder ein Fragment davon aufweist, und ein zweites Reagens, das PIBF
oder ein Derivat davon oder ein Fragment davon in einer bestimmten Konzentration aufweist, umfasst. Natir-
lich sind der anti-PIBF-Antikdrper und der PIBF in einer Form vorhanden, die deren Lagerung ermdglicht, z.B.
in trockener, lyophilisierter, gefrorener oder geléster Form. Weiters kann das Set jedwede weitere Puffer, En-
zyme, Salze etc. aufweisen, die fir die Durchflihrung des oben erwahnten Verfahrens notwendig sind.

[0065] Vorzugsweise umfasst das Set eine feste Phase, an welche der mindestens eine anti-PIBF-Antikdrper
oder das Fragment davon oder der PIBF oder das Derivat davon oder das Fragment davon gebunden ist. Die
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feste Phase kann jede dem Fachmann auf diesem Gebiet bekannte feste Phase sein, z.B. jedes unldsliche
Material, das ein Substrat darstellen kann, auf welchem man die Proteine oder Peptide immobilisieren kann,
beispielsweise in Form eines trockenen Streifens. Zu solchen Substraten kénnen Nylon, Aminosauren, Glas,
Cellulose u.dgl. zahlen. Das Set kann vorzugsweise fir einen kompetitiven oder fir einen Sandwich-Test ver-
wendet werden, wobei das weitere Reagens, das entweder den Antikorper oder den PIBF aufweist, je nach-
dem, welcher an der festen Phase immobilisiert ist, und die Probe zur festen Phase zugegeben werden.

[0066] Vorzugsweise ist der im oben erwahnten Set vorhandene PIBF rekombinant, was nattrlich bedeutet,
dass auch das Derivat davon bzw. das Fragment davon rekombinant sind.

[0067] Ein bevorzugtes Set umfasst ein weiteres Reagens mit einem zweiten anti-PIBF-Antikérper oder ei-
nem Fragment davon, welches an ein Epitop des PIBF bindet, das von dem vom ersten anti-PIBF-Antikorper
oder dessen Fragment erkannten Epitop verschieden ist. Dieses Set ist besonders vorteilhaft, um einen Sand-
wich-Test durchzufiihren.

[0068] Das oben erwahnte Set gemal der vorliegenden Erfindung dient vorzugsweise zur Diagnostizierung
eines Tumors bei einem Patienten bzw. zur Feststellung der Progression eines Tumors bei einem Patienten.
Die Verfahren sind dieselben, wie oben beschrieben, wobei das Reagens, das den PIBF oder ein Derivat da-
von oder ein Fragment davon in der bestimmten Konzentration aufweist, entweder als positive Kontrolle, wie
oben beschrieben, oder zur Durchfiihrung eines kompetitiven Tests, wie oben beschrieben, (wobei es in Kon-
kurrenz zum in der Probe des Patienten vorhandenen PIBF verwendet wird) oder fiir beides verwendet wird.

[0069] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung eines anti-PIBF-Antikdrpers
oder eines Fragments davon zur Herstellung eines anti-Tumor-Medikaments. Der anti-PIBF-Antikorper oder
das Fragment davon bewirkt eine spezifische Blockierung oder Neutralisierung von PIBF, wodurch die
PIBF-Aktivitat in Tumoren spezifisch eliminiert wird und die Tumoren somit flir NK (und potentiell fir CD8+ und
andere T-Zellen-vermittelte Lyse) empfanglich gemacht werden. Weiters kbnnen mono- und bispezifische An-
tikdrper PIBF an der Oberflache von Tumorzellen spezifisch erkennen und kénnen verwendet werden, um to-
xische Substanzen an das tumorése Kompartiment des Kérpers des Patienten abzugeben. Die Hauptstrategie
des anti-Tumor-Medikaments ist die Verwendung des Wissens, dass Tumorzellen héhere PIBF-Konzentratio-
nen erzeugen. Mit dieser Information, die die Grundlage der vorliegenden Erfindung bildet, kbnnen verschie-
dene Strategien zur Bekdmpfung eines Tumors bei einem Patienten entwickelt werden.

[0070] Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform ist der Antikérper ein monoklonaler, humanisierter, bzw.
Einzelketten-Antikdrper. Die oben erwahnten hinterlegten Antikdrper kénnen auch fir diesen Aspekt der vor-
liegenden Erfindung verwendet werden.

[0071] Vorzugsweise hat der Antikdrper ein an ihm haftendes Molekdl. In diesem Fall wird der anti-PIBF-An-
tikrper als Ziel- oder Abgabe-Mechanismus verwendet, um ein Moleklil, z.B. ein pharmazeutisches Mittel, zu
Zellen oder Geweben zu bringen, die PIBF exprimieren. Der Antikérper, der dem Patienten verabreicht wird,
bindet an den PIBF exprimierenden Tumor und bringt dadurch das Molekil, das fir den Tumor toxisch ist, in
direkten Kontakt mit dem Tumor. Es gibt verschiedene Verfahren und Molekile, die verwendet werden, die
dem Fachmann auf diesem Gebiet bekannt sind. Beispielsweise kann ein toxisches Molekil verwendet wer-
den, das in die Tumorzellen eindringt und beispielsweise in essentielle Stoffwechselschritte eingreift, wodurch
es die Zellen tétet. Das toxische Molekil kann auch eine Zell-Lyse induzieren oder als Rezeptor fur andere
toxische Substanzen oder Enzyme dienen, die die tumordsen Zellen téten. Das Wichtigste ist jedoch, unab-
hangig von der Art, in welcher das toxische Molekul wirkt, dass das Molekul durch den anti-PIBF-Antikérper
spezifisch zu den tumordsen Zellen geleitet wird und in gesunde Zellen nicht eingreift.

[0072] Das Molekil kann vorzugsweise eine toxische Substanz bzw. ein Prodrug sein, insbesondere ein Ra-
dionuklid, ein Toxin bzw. ein chemotherapeutisches Medikament. Durch Abgabe der Substanz an das tumoré-
se Ziel wird ein wirksames Anti-Tumor-Medikament erreicht.

[0073] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung des PIBF oder eines Derivats
davon oder Fragments davon fur die Herstellung eines Anti-Tumor-Medikaments. Gemaf der vorliegenden Er-
findung gibt es zwei Strategien fir diese Anti-Tumor-Medikamente:
— Ein PIBF-Derivat oder ein Fragment desselben wird als Hemm-Protein oder -Peptid verwendet, welches
in die PIBF-Wirkung eingreift, indem es putative Rezeptoren fir PIBF, die an Zellen, z.B. NK-Zellen, vorhan-
den sind, bindet und dadurch blockiert oder inaktiviert, oder Signal-gebende Komponenten stromabwarts
der Rezeptor-Bindung inhibiert.

10/99



DE 601 27 442 T2 2007.11.29

[0074] Gemal einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Medikament ein Vak-
zin. Das PIBF-Derivat oder Fragment davon weist das immunogene Peptid von PIBF auf und kann zur Impfung
verwendet werden, entweder um Antigen-spezifische cytotoxische Anti-Tumor-T-Zellen-Reaktionen zu indu-
zieren und/oder um die Produktion neutralisierender Antikérper durch das Immunsystem des Krebspatienten
selbst zu stimulieren, was die NK-Zellen von der Suppression durch PIBF befreien wiirde.

[0075] Vorzugsweise weist das Vakzin ein Adjuvans auf. Ein solches Adjuvans kénnen beispielsweise, doch
nicht ausschlieRlich, Freund'sche Mineral-Gele, wie Aluminiumhydroxid und grenzflachenaktive Substanzen,
wie Lysolecithin, Pluronic-Polyole, Polyanione, Polykatione (z.B. polyArg), Peptide, Olemulsionen, Schliissel-
loch-Napfschnecken-Haemocyanin und Dinitrophenol sein. Zu den bei Menschen vorzugsweise verwendeten
Adjuvantien gehéren BCG (Bacilli Calmette-Guerin) und Corynebacterium parvum. Vorzugsweise ist der PIBF
oder das Derivat davon oder das Fragment davon rekombinant bzw. ein chemisch synthetisiertes Molekadil.

[0076] Ein vorteilhafter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung eines Polynukleotids, das
fur PIBF oder ein Derivat davon oder ein Fragment davon codiert, oder eines PIBF-antisense-Molekiils zur Her-
stellung eines Anti-Tumor-Medikaments. Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung bezieht sich der Ausdruck
Lfur PIBF codierendes Polynukleotid" oder ,zur PIBF-mRNA komplementare Nukleotid-Sequenzen" auf eine
Sequenz, die von einer Sequenz abstammt, welche vorzugsweise ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus SEQ.ID.NO. 3,5,7,9, 11, 12,13, 16, 18, 21, 22, 24, 26, 28, 30, 33, 35, 37 oder Fragmenten oder Derivaten
davon.

[0077] Gene, die fur PIBF codieren, kénnen durch Transformation einer Zelle oder eines Gewebes mit Ex-
pressionsvektoren, die grof’e Mengen eines Polynukleotids oder eines Derivats davon oder eines Fragments
davon, das fur PIBF codiert, abgeschaltet werden. Solche Konstrukte kénnen verwendet werden, um untrans-
latierbare sense- oder antisense-Sequenzen in eine Zelle einzufiihren. Selbst wenn keine Integration in die
DNA vorliegt, kdnnen solche Vektoren weiterhin RNA-Molekule transkribieren, bis sie durch endogene Nukle-
asen abgeschaltet werden. Eine vortibergehende Expression kann bei einem nicht-replizierenden Vektor einen
Monat oder langer dauern und noch langer, wenn geeignete Replikationselemente Teil des Vektor-Systems
sind.

[0078] Modifikationen der Gen-Expression sind durch Entwerfen von antisense-Molekiilen, DNA, RNA oder
PNA, zu den Steuerregionen des fir PIBF codierenden Gens, d.h. der Promotoren, Enhancer und Introne, er-
haltlich. Oligonukleotide, die aus der Transkriptionsinitierungsstelle stammen, z.B. zwischen den Positionen
—10 und +10 ab der Start-Stelle, sind bevorzugt. In ahnlicher Weise kann eine Hemmung unter Verwendung
der "Dreifach-Helix"-Basenpaarungs-Methodik erreicht werden. Dreifach-Helix-Paarung ist nltzlich, weil es die
Hemmung der Fahigkeit der Doppelhelix, sich fiir die Bindung von Polymerasen, Transkriptionsfaktoren oder
regulierenden Molekiilen geniigend zu 6ffnen, bewirkt. Die antisense-Molekiile kdnnen auch so gestaltet wer-
den, dass sie die Translation der mMRNA blockieren, indem sie das Transkript hindern, an Ribosome zu binden.

[0079] Der Ausdruck "antisense", wie hierin verwendet, bezieht sich auf Nukleotid-Sequenzen, die zu einer
spezifischen DNA- oder RNA-Sequenz komplementar sind. Antisense-Molekiile kénnen mit jedem Verfahren
hergestellt werden, einschlieBlich einer Synthese durch Ligieren des (der) Gens (Gene), an welchem (wel-
chen) ein Interesse besteht, in umgekehrter Orientierung an einen Virus-Promotor, der die Synthese eines
komplementéren Stranges ermdglicht. Sobald er in eine Zelle eingefihrt ist, vereinigt sich dieser transkribierte
Strang mit den naturlichen, von der Zelle produzierten Sequenzen, um Duplexe zu bilden. Diese Duplexe blo-
ckieren dann entweder die weitere Transkription oder die Translation.

[0080] Gemal einem Aspekt kdnnen antisense-Molekiile zu dem fiir PIBF codierenden Polynukleotid in Situ-
ationen verwendet werden, in welchen es wiinschenswert ware, die Transkription der mRNA zu blockieren.
Insbesondere kdnnen Zellen mit Sequenzen transformiert werden, die zu fir PIBF codierenden Polynukleoti-
den komplementar sind. So kénnen antisense-Molekiile verwendet werden, um die PIBF-Aktivitat zu modulie-
ren, oder um eine Regulierung der Gen-Funktion zu erreichen. Eine derartige Technik ist auf dem Gebiet wohl-
bekannt, und sense- oder antisense-Oligomere oder grofere Fragmente kdnnen von verschiedenen Orten ent-
lang der Codier- oder Steuerregionen von Sequenzen, die fir PIBF codieren, entworfen werden.

[0081] Expressionsvektoren, die von Retroviren, Adenovirus, Herpes- oder Vaccinia-Viren oder von verschie-
denen Bakterien-Plasmiden stammen, kdnnen zur Abgabe von Nukleotid-Sequenzen an das angepeilte tumo-
rése Organ, Gewebe, oder die Zellpopulation verwendet werden. Verfahren, die dem Fachmann auf diesem
Gebiet gut bekannt sind, kdbnnen zur Konstruktion rekombinanter Vektoren verwendet werden, die antisen-
se-Molekiile exprimieren, welche zu den Polynukleotiden des fiir den PIBF codierenden Gens komplementar
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sind.

[0082] Ribozyme, enzymatische RNA-Molekiile, kénnen ebenfalls zur Katalyse der spezifischen Spaltung
von RNA verwendet werden. Zum Mechanismus der Ribozym-Wirkung gehort die Sequenz-spezifische Hyb-
ridisierung des Ribozym-Molekiils an eine komplementare Ziel-RNA, gefolgt von endonukleolytischer Spal-
tung. Beispiele, die verwendet werden kénnen, umfassen hergestellte Hammerkopf-Motiv-Ribozym-Molekdle
die die endonukleolytische Spaltung von Sequenzen, die fur PIBF codieren, spezifisch und effizient katalysie-
ren kdnnen.

[0083] Spezifische Ribozym-Spaltungsstellen innerhalb jedes potentiellen RNA-Zieles werden anfangs durch
Scannen des Ziel-Molekiils auf Ribozym-Spaltungsstellen, die die folgenden Sequenzen inkludieren, identifi-
ziert: GUA, GUU und GUC. Sobald sie identifiziert sind, kdbnnen kurze RNA-Sequenzen von zwischen 15 und
20 Ribonukleotiden, entsprechend der Region des Ziel-Gens, das die Spaltstelle enthalt, im Hinblick auf se-
kundare Strukturmerkmale, die das Oligonukleotid inoperabel machen kdnnten, bewertet werden. Die Eignung
der Anwarter-Ziele kann auch durch Testen der Zuganglichkeit zu einer Hybridisierung mit komplementaren
Oligonukleotiden unter Verwendung von Ribonuklease-Schutz-Tests evaluiert werden.

[0084] Antisense-Molekile und -Ribozyme der Erfindung kénnen mit jedem Verfahren, das auf dem Gebiet
fur die Synthese von Nukleinsduremolekilen bekannt ist, hergestellt werden. Zu diesen zahlen Techniken zur
chemischen Synthetisierung von Oligonukleotiden, wie die chemische Festphasen-Phosphoramidit-Synthese.
Alternativ kdbnnen RNA-Molekule durch in vitro- und in vivo-Transkription von DNA-Sequenzen, die fir PIBF
codieren, erzeugt werden. Solche DNA-Sequenzen kénnen in vielerlei Vektoren mit geeigneten RNA-Polyme-
rase-Promotoren, wie T7 oder SP6, inkorporiert werden. Alternativ kbnnen diese cDNA-Konstrukte, die anti-
sense-RNA konstitutiv oder induzierbar synthetisieren, in Zelllinien, Zellen oder Gewebe eingebracht werden.

[0085] RNA-Molekiile kbnnen modifiziert werden, um die intrazellulare Stabilitdt und die Halbwertszeit zu er-
héhen. Zu den mdglichen Modifikationen zahlen, ohne jedoch auf diese beschrankt zu sein, die Addition von
flankierenden Sequenzen am 5'- und/oder 3'-Ende des Molekils oder die Verwendung von Phosphorthioat
oder 2'-O-Methyl anstelle von Phosphodiesterase-Bindungen innerhalb des Molekil-Gertistes. Dieses Kon-
zept wohnt der Produktion von PNAs inne und kann in allen diesen Molekilen erweitert werden durch den Ein-
schluss nicht-traditioneller Basen, wie Inosin, Queosin und Wybutosin sowie Acetyl-, Methyl-, Thio- und &hnlich
modifizierter Formen von Adenin, Cytidin, Guanin, Thymin und Uridin, die von endogenen Endonukleasen
nicht so leicht erkannt werden.

[0086] Viele Methoden zur Einfihrung von Vektoren in Zellen oder Gewebe sind verfiigbar und gleicherma-
Ren zur Verwendung in vivo, in vitro und ex vivo geeignet. Fur die ex vivo-Therapie kdnnen Vektoren in Stamm-
zellen eingefligt werden, die dem Patienten entnommen wurden und klonal vermehrt wurden zwecks autologer
Re-Transplantation in denselben Patienten (allogene Stammzellen-Transplantation). Ein Einbringen durch
Transfektion und durch Liposom-Injektionen kann unter Verwendung von Verfahren, die auf diesem Gebiet
wohl bekannt sind, erreicht werden.

[0087] Jedes der oben beschriebenen Anti-Tumor-Medikamente kann an jedem geeigneten Subjekt, ein-
schliellich beispielsweise Sdugern, wie Hunden, Katzen, Kiuhen, Pferden, Kaninchen, Affen und, am meisten
bevorzugt, Menschen, angewendet werden.

[0088] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Behandlung eines Patienten mit
einem Tumor, wobei das Verfahren die Verabreichung einer wirksamen Menge eines anti-PIBF-Antikdrpers
oder eines Fragments davon an den Patienten umfasst.

[0089] In zwei Verdffentlichungen (Szekeres-Bartho et al., Am.J.Reprod. Immuno. 24, 105, 1990; Szeke-
res-Bartho et al., Cell.Immunol.177, 194, 1997) wurde nachgewiesen, dass die Zugabe von neutralisierendem
anti-PIBF-Antikérper bei Mausen ein erfolgreiches Schwangerschaftergebnis stért. Auerdem verhinderte
PIBF, isoliert aus Kulturiberstanden von mit Progesteron behandelten Maus-Lymphozyten bei Injektion in vivo
die abortive Wirkung von Anti-Progesteron-Medikamenten. Diese Daten lassen darauf schlief3en, dass diese
Reagenzien auf ahnliche Weise bei Patienten mit Krebs oder mit Autoimmunerkrankungen wirken kénnten.

[0090] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Behandlung eines Tumors bei

einem Patienten, wobei dieses Verfahren die Verabreichung einer wirksamen Menge von PIBF oder eines De-
rivats davon oder eines Fragments davon umfasst.
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[0091] Ein anderer bevorzugter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Behandlung ei-
nes Tumors bei einem Patienten, wobei das Verfahren die Verabreichung einer wirksamen Menge eines Poly-
nukleotids, das fiir PIBF oder fiir ein Derivat davon oder ein Fragment davon oder fiir PIBF-antisense-Molekiil
codiert, umfasst.

[0092] Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Praparat zur Behandlung
eines Tumors bei einem Patienten, wobei das Praparat einen anti-PIBF-Antikdrper oder ein Fragment davon,
PIBF oder ein Derivat davon oder ein Fragment davon, und von Polynukleotid codierten PIBF oder ein Derivat
davon oder ein Fragment davon bzw. ein PIBF-antisense-Molekil umfasst. Dabei gelten hier naturlich wieder-
um dieselben Definitionen und bevorzugten Ausfiihrungsformen, wie oben erwahnt.

[0093] Das pharmazeutische Praparat kann alleine oder in Kombination mit mindestens einem anderen Mit-
tel, wie einer stabilisierenden Verbindung, verabreicht werden, welche in jedem sterilen, biokompatiblen phar-
mazeutischen Trager verabreicht werden kann, einschliellich — doch nicht ausschlief3lich — Kochsalzlésung,
gepufferte Kochsalzlésung, Dextrose und Wasser. Die pharmazeutischen Praparate konnen alleine oder in
Kombination mit anderen Mitteln, Arzneistoffen oder Hormonen einem Patienten verabreicht werden. Die flr
das Verfahren zur Behandlung eines Tumors bei einem Patienten verwendeten pharmazeutischen Praparate
kdnnen auf zahlreichen Wegen verabreicht werden, einschliel3lich — jedoch nicht ausschlieflich — oral, intrave-
nds, intramuskular, intraarteriell, intramedullar, intrathekal, intraventrikular, transdermal, subkutan, intraperito-
neal, intranasal, enteral, topisch, sublingual oder rektal.

[0094] Zuséatzlich zu den aktiven Ingredienzien kdnnen diese pharmazeutischen Zusammensetzungen geeig-
nete pharmazeutisch akzeptable Trager, einschlieBlich Exzipienten und Hilfsstoffe, aufweisen, die die Verar-
beitung der aktiven Verbindungen zu Praparaten, die pharmazeutisch verwendet werden kénnen, erleichtern.
Die Trager ermoglichen die Formulierung der pharmazeutischen Praparate als Tabletten, Pillen, Dragees, Kap-
seln, Flussigkeiten, Gele, Sirups, Aufschlammungen, Suspensionen u.dgl..

[0095] Gemal einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch ein rekombinantes Protein mit
einer PIBF-Aktivitat gemaR SEQ.ID.NO 1 und Derivate davon. Dieses PIBF-Protein gemal der vorliegenden
Erfindung besitzt die volle PIBF-Aktivitat, vergleichbar natlrlichem PIBF (umfassend die Sequenz gemaf}
SEQ.ID.NO. 2), weist jedoch nicht die exakten Aminosauren 595 bis 614 sowie die Aminosaure Nr. 333 gemaf
der natirlichen PIBF-Sequenz (SEQ.ID.NO. 2) auf. Die Proteinsequenz des rekombinanten PIBF-Proteins ge-
mal der vorliegenden Erfindung (SEQ.ID.NO. 1) umfasst 757 Aminosaurereste. Die vorliegende Erfindung
sieht daher neue rekombinante PIBF-Proteine mit der SEQ.ID.NO. 1 oder Derivate oder Homologe davon vor.
Daher umfasst das rekombinante Protein mit einer PIBF-Aktivitdt gemaf der vorliegenden Erfindung

— die Aminosaure-Sequenz gemaf SEQ.ID.NO. 1, oder

— eine Aminosaure-Sequenz mit einer Aminosaure-ldentitat von mindestens 98% mit der Sequenz gemaf

SEQ.ID.NO. 1, wie mittels FAST/A-Algorithmus bestimmt, oder

— eine Aminosauresequenz mit einer Aminosaure-ldentitat von mindestens 95% mit der Sequenz von Ami-

nosaurerest 580 bis 630 von SEQ.ID.NO.1, wie mittels FAST/A-Algorithmus bestimmt, und

— eine PIBF-Aktivitat von mindestens 50% des natlrlichen humanen PIBF-Molekdils.

[0096] Die PIBF-Aktivitat kann als NK- oder CTL-Hemmung definiert und quantifiziert werden. Eine NK-Hem-
mung wird angenommen, wenn in Gegenwart von PIBF die ansonsten effizienten Effektor-Zellen (in Abwesen-
heit von PIBF getestet) paralysiert sind, d.h. entweder die Erkennung und Bindung (Konjugation) oder die T6-
tung der Ziel-Zellen als Folge der PIBF-Konzentration verringert ist. Die Aktivitat kann als Prozent Inhibie-
rung/ug PIBF oder ahnlicher Substanzen im Vergleich zu keinem PIBF ausgedriickt werden. Dies gilt in &hnli-
cher Weise fur CTL-Hemmaktivitat (Szekeres-Bartho et al., Cell.Immunol.177 (1997), 194-199), Szeke-
res-Bartho et al., Am.J.Reprod.Immunol. 24, 105, (1990)). Weiters kann die PIBF-Aktivitat als Th2-Verstar-
kung, die durch Quantifizierung von Th2 (IL-3, IL-4, IL-6, IL-10)- zu Th1(IL-12, IFN-y)-Lymphokinen entweder
auf Protein- oder auf mRNA-Ebene gemessen wird, und nachfolgende Feststellung des Verhaltnisses der
Th2-Signale zu den Th1-Signalen, definiert und quantifiziert werden. Eine Zunahme der Th2- und eine gleich-
zeitige Abnahme der Th1-Cytokine zeigen eine Th2-Verstarkung an. Sie kann als Steigerung des Prozentsat-
zes von Th2-Cytokin-positiven oder eine Abnahme im Prozentsatz von Th1-Cytokin-positiven peripheren mo-
nonuklearen Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)/ug PIBF ausgedruckt werden. Man kann
auch die absoluten Mengen dieser Cytokine (gemafR Standardmethoden aus der Literatur), die in den Kultur-
Uberstand oder in Korperfliissigkeiten sezerniert werden, als eine Funktion der PIBF-Konzentration messen.
Die Cytokin-mRNAs kénnen mittels Standard-Quantifizierungstests auf RT-PCR-Basis, Szekeres-Bartho et al.,
AJRI 35 (1996), 348-351, Szekeres-Bartho et al., Am.J.Reprod.Immunol. 23, 26, (1990), Szekeres-Bartho et
al., Am.J.Ob.Gyn. 163, 1320 (1990) gemessen werden.

13/99



DE 601 27 442 T2 2007.11.29

[0097] Trotz der wesentlichen Unterschiede in der Aminosauresequenz des PIBF-Proteins gemaf der vorlie-
genden Erfindung im Vergleich zur natlrlichen humanen PIBF-Sequenz ist es mdglich, ein rekombinantes Pro-
tein mit einer Sequenz, wie oben definiert (SEQ. ID.NO.1) zu erzeugen, welches rekombinante Protein beson-
ders grofke funktionelle Ahnlichkeiten mit dem natiirlichen Protein aufweist.

[0098] GemalR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung weist das rekombinante Pro-
tein eine Aminosaure-Sequenz, wie durch die Aminosaurereste 300 bis 350 in SEQ.ID.NO. 1 angegeben, auf.
Die Aminosaure Nr. 333 im nattirlichen Human-PIBF-Protein (SEQ.ID.NO 2) ist Cys anstelle von Arg im rekom-
binanten PIBF-Protein gemaf der vorliegenden Erfindung (SEQ.ID.NO. 1). Daher weist das rekombinante Pro-
tein gemaf der vorliegenden Erfindung vorzugsweise ein Arg als Aminosaure Nr. 333 gemafl SEQ. ID.NO.1
und eine betrachtliche PIBF-Aktivitat (>50%) auf. Es kann jedoch entweder an einem oder an beiden Enden
weitere Aminosaurereste aufweisen, die mit den Aminosaureresten in SEQ. ID.NO.1 identisch, homolog zu
diesen oder von diesen verschieden sind, solange das rekombinante Protein eine PIBF-Aktivitdt von mindes-
tens 50% des natirlichen Human-PIBF-Molekiils hat.

[0099] Gemal einer bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung weist das rekombinante Pro-
tein eine Aminosauresequenz, wie durch die Aminosaurereste 580 bis 630 in SEQ.ID.NO.1 angegeben, und
eine betrachtliche PIBF-Aktivitat (>50%) auf. Dieses rekombinante Protein weist daher die Sequenz des erfin-
dungsgemalien PIBF zwischen den Aminosaureresten 580 bis 630 in SEQ. ID.NO.1 auf. Es kann weiters ent-
weder an einem oder an beiden Enden weitere Aminosaurereste aufweisen, die mit den Aminosaureresten in
SEQ.ID.NO.1 identisch, homolog zu diesen oder von diesen verschieden sind, solange das rekombinante Pro-
tein eine PIBF-Aktivitat von mindestens 50% eines naturlichen Human-PIBF-Molekils hat.

[0100] GemaR einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Protein mit PIBF-Aktivitat vorgese-

hen, welches umfasst:
— die Aminosauresequenz gemal SEQ.ID.NO. 4 oder
— eine Aminosaure mit einer Aminosaure-ldentitat von mindestens 90%, mehr bevorzugt mindestens 95%,
am meisten bevorzugt 99% mit der Sequenz gemafl SEQ.ID.NO. 4, wie mittels FAST/A-Algorithmus be-
stimmt. Es zeigte sich, dass dieses Protein ein aus einer Maus isoliertes 89-kDA-Protein mit einer PIBF-Ak-
tivitat ist. Diese Aminosauresequenz ist besonders vorteilhaft im Hinblick auf Aspekte der Detektion, Diag-
nostizierung und Analyse von Tumoren, Antitumor-Substanzen, karzinogenen Substanzen bei Mausen,
aber auch bei anderen Labor-Tieren. Weiters kdnnen mit Hilfe dieses erfindungsgemafien Proteins Tests
an Tieren, z.B. Mausen, Meerschweinchen, Hamstern, Ratten, durchgefiihrt werden, die eine Pradispositi-
on fir einen Tumor haben. Ein anderer Aspekt betrifft Tiere, insbesondere Mause, bei welchen dieses Pro-
tein inhibiert oder seine Aktivitat blockiert wird. Dies kann beispielsweise durchgeflihrt werden, indem Ana-
loga von Bindungspartnern dieses Proteins vorgesehen werden.

[0101] Ein bevorzugter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Protein, das eine Aminosduresequenz
mit einer Identitat von mindestens 85%, vorzugsweise mindestens 90%, mehr bevorzugt mindestens 95%, wie
mittels FAST/A-Algorithmus bestimmt, mit einer Sequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
SEQ.ID.NO. 6, 8, 10, 14, 15, 17, 19, 20, 23, 25, 27, 29, 31, 32, 34 und 36 aufweist, wobei dieses Protein ein
alternativ prozessiertes PIBF-Protein ist. Es hat sich gezeigt, dass alternativ prozessierte mMRNA-Molekiile in
verschiedenen Geweben vorhanden sind und daher auch alternativ prozessierte Proteine exprimieren. Uber-
raschenderweise liegen diese alternativ prozessierten Proteine in Tumorgeweben in einer im Vergleich zu ge-
sunden Geweben anderen Konzentration vor. Dies kann vorteilhaft zur Detektion und Analyse von Tumoren in
einer Probe verwendet werden, wobei besonders SEQ.ID.NO.6 und 8 bevorzugt sind, weil diese zwei kleinere,
bei humanen Primar-Tumoren gefundene PIBF-Formen sind, SEQ.ID. NO.6 bei Magen-Adenocarcinom und
SEQ.ID.NO.8 bei Endometrium-Adenocarcinom. Normale Gewebe-Gegenstlcke derselben Patienten expri-
mierten keine nachweisbaren Mengen dieser PIBF-mRNA-Spleifl3-Varianten. Es hat sich jedoch auch gezeigt,
dass die Exons 17 und 18 bei fast allen identifizierten Formen inkludiert sind. Daher sind Peptide, die diese
Exons aufweisen, besonders vorteilhaft. Der Ausdruck ,alternativ gespleifldte PIBF-Proteine" bezieht sich auf
Proteine, die von Proteinen mit PIBF-Aktivitat hergeleitet sind.

[0102] GemaR einem weiteren Aspekt sieht die vorliegende Erfindung ein Nukleinsaure-Molekul vor, das fur
das oben beschriebene rekombinante Protein mit einer PIBF-Aktivitat geman der vorliegenden Erfindung co-
diert. Es ist naturlich weiters mdglich, dass das Nukleinsaure-Molekdl eine zusatzliche Sequenz aufweist, die
fur mindestens ein zweites Protein, das ein anderes als das PIBF-Protein ist, codiert, wodurch eine Nuklein-
saure-Sequenz vorgesehen wird, die fir ein Fusionsprotein codiert, das mindestens in einem Teil ein Peptid
mit PIBF-Aktivitat aufweist.
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[0103] Was das Maus-Nukleinsaure-Molekul, z.B. SEQ.ID.NO. 5 oder ein Fragment davon, betrifft, so wird
dies vorzugsweise zur Produktion von ,knock-out"-Mausen verwendet, z.B. von Mausen, bei welchen die Ex-
pression des PIBF-Gens oder eines Fragments davon blockiert oder inhibiert ist. Dies geschieht beispielswei-
se, indem ein antisense-Maus-PIBF-Nukleinsdure-Molekil oder Fragment davon vorgesehen wird, welche
Strategie oben beschrieben ist. Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft daher ,.knock-out"-Mau-
se, die eine inhibierte oder reduzierte Expression des aktiven PIBF-Proteins aufweisen.

[0104] Vorzugsweise wird ein Nukleinsdure-Molekll vorgesehen, das fur ein alternativ prozessiertes
PIBF-Protein codiert, welches eine Nukleinsduresequenz aufweist, die eine Identitat von mindestens 80%, vor-
zugsweise mindestens 90%, noch mehr bevorzugt mindestens 95% hat mit

— einer Sequenz gewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ.ID.NO. 7, 9, 11, 12, 13, 16, 18, 21, 22, 24,

26, 28, 30, 33, 35 und 37 oder

— einer Sequenz, die unter stringenten Bedingungen mit einer der obigen Sequenzen hybridisiert, oder

— einer Sequenz, die infolge des genetischen Codes einer der obigen Sequenzen degeneriert ist.

[0105] Dies sind Nukleinsduresequenzen, die alternativ gespleilten mRNA-Molekilen entsprechen, die man
in verschiedenen Geweben findet, wobei insbesondere SEQ.ID.NO. 7 und SEQ.ID.NO. 9 sich auf alternativ
gespleilste mMRNA-Molekiile beziehen, die nur in Tumorgeweben gefunden wurden, wahrend normale Gewebe
diese mMRNA-Sequenzen nicht aufwiesen. Daher sind insbesondere diese vorteilhaft, wenn Tumoren sowie ge-
sunde Zellen und Gewebe detektiert oder analysiert werden.

[0106] Gemal einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung einen Nukleinsdure-Vektor, der eine
erfindungsgemafe Nukleinsaure-Sequenz aufweist.

[0107] Wenn der oben erwahnte Vektor gemaf der vorliegenden Erfindung in einen geeigneten Wirt einge-
fuhrt wird, wird mRNA produziert, die einen RNA-Strang fur die Translation eines rekombinanten Proteins mit
PIBF-Aktivitdt gemaf der vorliegenden Erfindung oder ein erfindungsgemales Protein vorsieht.

[0108] Das Regulierungselement kann jedes geeignete Element sein, das dem Fachmann auf diesem Gebiet
bekannt ist, insbesondere ein spezifischer Promotor, der gemaf dem spezifischen Wirt, in welchen der Vektor
eingeflhrt werden soll, ausgewahlt wird, um eine maximale Produktion an rekombinantem Protein zu errei-
chen. Das Regulierungselement kann weiters Enhancer aufweisen, die die Transkription verstarken.

[0109] Vorzugsweise weist der Nukleinsaure-Vektor weiters einen Selektionsmarker auf. Der Selektionsmar-
ker kann jeder geeignete Marker sein, der dem Fachmann auf diesem Gebiet bekannt ist, um Zellen oder Wirts-
organismen zu selektieren, in welche der Vektor eingefiihrt worden ist. Solche Selektionsmarker kénnen bei-
spielsweise jedes Gen sein, das fir ein eine Antibiotika-Resistenz vermittelndes Protein codiert, oder ein Gen,
das fur ein fur den Zellstoffwechsel notwendiges Protein codiert, wobei die Zellen oder Wirtsorganismen, in die
der oben erwahnte Vektor eingefiihrt werden soll, einen Mangel an diesem Protein aufweisen. Der Selektions-
marker kann weiters jedes Gen sein, das den Phanotyp der Zelle oder des Wirtsorganismus, die (der) den oben
erwahnten Vektor aufgenommen hat, verandert, z.B. die Farbe.

[0110] Gemal einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine Zelle, welche den oben erwahn-
ten Vektor gemal der vorliegenden Anmeldung aufweist. Der Vektor kann in das Genom der Zelle integriert
sein oder auch als exogene DNA im Cytoplasma vorhanden sein, solange die Transkription des komplemen-
taren Nukleinsdure-Molekiils vorgesehen ist. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfasst der Ausdruck
"Zelle" jede prokaryontische oder eukaryontische Zelle. Diese Zellen werden vorzugsweise zur Herstellung re-
kombinanter Proteine mit PIBF-Aktivitat gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet. Diese hergestellten re-
kombinanten Proteine kénnen gemaf auf diesem Gebiet gut bekannter Verfahren isoliert und gereinigt und
weiter verwendet werden, z.B. zur Herstellung pharmazeutischer Praparate, die rekombinante Proteine mit
PIBF-Aktivitdt gemaf der vorliegenden Erfindung aufweisen.

[0111] Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und Figuren genauer beschrieben, ist jedoch nicht
auf diese beschrankt.

[0112] FEig. 1 zeigt die Ausrichtung rekombinanter und (nattrlicher) Maus-PIBF-Aminosaure-Sequenzen.

[0113] Eia. 2 zeigt eine schematische Darstellung der Exons und Introns in der PIBF-Gen-Region auf Chro-
mosom 13.
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[0114] Fig. 3 zeigt einen Northern Blot zur Detektion von PIBF-mRNA in verschiedenen Geweben.

[0115] Fig. 4 zeigt die immunhistochemische Analyse eines humanen Primar-Tumors.

[0116] Fig. 5A-Fig. 5D zeigen den Einfluss der anti-PIBF-Behandlung auf NK-Zell-Ziel-Tétung von Tumor-
zellen.

[0117] Die Fig. 6A-Fig. 6C zeigen die Wirkung des rekombinanten PIBF auf IL-10- und IL-12-Expression von
Nicht-Schwangerschafts-Lymphozyten.

[0118] Fig. 7 zeigt die PIBF-Mengen in Harnproben von Patienten mit Nicht-Adenocarcinom-Tumoren und
nicht soliden Tumoren.

[0119] Fig. 8 zeigt die Detektion erhdhter PIBF-Mengen mit Hilfe monoklonaler und polyklonaler Antikorper.
[0120] Fig. 9 zeigt die Normalisierung der PIBF-Mengen nach Operation oder Chemotherapie.

[0121] Fig. 10 zeigt die verschiedenen, in humanen Primar-Tumoren tberexprimierten PIBF-mRNAs.
[0122] Fig. 11 zeigt die PIBF-Bindung an humane PBMCs.

[0123] Fig. 12 zeigt alternativ gespleifdte PIBF-mRNA.

[0124] FEig. 1 zeigt die Ausrichtung von rekombinantem (humanem) und Maus-(natirlichem) PIBF, wobei A
die rekombinante Sequenz ist, B die IC-Maus-Sequenz (aus einer Maus-Hodenbibliothek kloniert) ist, C die
EST-Maus, zusammengesetzt aus dEST-Bibliotheken auf Basis der Human-Sequenzen, ist und D die bovine
Sequenz ist. X reprasentiert die Signal-Sequenz gemal der PSG-Voraussagemethode, y die Signal-Sequenz
gemal der GvH-Voraussage, z das ER-Membran-Retentionssignal, w das Leucin-Zipp-Muster -DNA-Bin-
dungsmotiv, v das peroxisomale Targeting-Signal und u das nukleare Lokalisations-Signal.

[0125] Das PIBF-Gen befindet sich auf Chromosom 13. Eine Anzahl von Introns sind im PIBF-Gen vorhanden
(vgl. Eig. 2), wobei in Intron 2 mehrfache Kopien des Alu-repeat-Elements vorhanden sind, das als Stelle fur
alternatives Spleien dient. A zeigt eine Liicke zwischen genomischen "contigs".

[0126] Fig. 3 zeigt einen Northern Blot zur Detektion von PIBF-mRNA in verschiedenen normalen Geweben:
Magen (A), Schilddruse (B), Ruckenmark (C), Lymphknoten (D), Luftréhre (E), Nebenniere (F), Knochenmark
(G), Milz (H), Thymus (1), Prostata (J), Hoden (K), Uterus (L), Dinndarm (M), Kolon (N), PBL (0), Herz (P), Ge-
hirn (Q), Plazenta (R), Lunge (S), Leber (T), Skelettmuskel (U), Niere (V), Pankreas (W). Die Pfeile in Fig. 4
zeigen 3 verschiedene mRNA-Formen an.

Beispiel 1: ESTs-Eintragungen, die zur humanen PIBF-Sequenz passen

[0127] EST-Eintragungen in Human-cDNA-Bibliotheken wurden gesucht, die zur humanen PIBF-Sequenz
passen. 43 Eintragungen mit PIBF-Sequenzen wurden aus 2,2 Millionen dESTs, die in 3776 HumancDNA-Bi-
bliotheken abgelegt waren, gefunden. Diese 43 Eintragungen gehoéren zu 27 verschiedenen Bibliotheken. 7
der 27 (25%) Bibliotheken stammen von normalen Geweben (von nicht-schwangeren Erwachsenen, ohne Tu-
mor). Wichtig ist, dass Hoden, welcher ein immun-privilegiertes Gewebe ist, haufig die Anwesenheit von
PIBF-mRNA anzeigte. 13 der 27 Bibliotheken enthalten mRNAs, die in tumordsen Geweben exprimiert wurden
(~50%). Der Rest stammt von fétalem oder Schwangeren-Geweben. Dies zeigt, dass PIBF vorzugsweise wah-
rend der Entwicklung, Schwangerschaft und Malignitat exprimiert wird. Die Anzahl der passenden ESTs kann
jedoch mit dem mRNA-Uberfluss korrelieren, hangt jedoch sehr von der Qualitat der Bibliothek ab. Aus diesem
Grund kann man sie nicht direkt als MaR fir die Expressionsmenge ansehen (vgl. Tabelle I).
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TABELLE |
Hinterl. Nr. |Ursprung der cDNA-Bi-
bliothek
Organ embryonal, normal , Tumor zusammenpas-
sende Teile (nt)
1 |AAQ099685 |Uterus normal , schwanger 860-1321
Al188926 |Plazenta, gepoolt (2) normal, 8.-9. Schwanger- 2409-2763(87)
2 schaftswoche
Al200713 |Plazenta, gepoolt (2) normal, 8.-9. Schwanger- 2418-2763(86)
3 schaftswoche
N27300 Plazenta, gepooit (2) normal, 8.-9. Schwanger- 2367-2763(84)
4 schaftswoche
N40036 Plaienta, gepoolt (2) Normal, 8.-9. Schwanger- 1657-2089(20)
5 schaftswoche
6 |AA251149 |Tonsillen, Keimzentrum |normal - B-Zellen-angereichert |2440-2763(84)
7 AA251594 |Tonsillen, Keimzentrum |normal - B-Zellen-angereichert |307-633
8 |AAB06027 |Tonsillen, Keimzentrum |normal - B-Zellen-angereichert |1644-2025
9 |AAB10068 |Hoden normal 2455-2763(86)
10 |AI126269 |Hoden normal 2385-2763(91)
11 |AI758409 |Niere, Gewebemasse normal 2491-2763(83)
Kid11
12 |HB64996 Nase (Olfac-Epithel) normal (weiblich) (75)1669-
1837(98)
13 |AW793587 |Uterus (exp. ORFs) L erwachsen (224)1989-2346
14 |AW818553 |Magen ORF erwachsen 2544-2667(8)
15 |BE165549 |Kopf-Nacken erwachsen 1881-2264
16 |AA913693 |Lunge-Hoden-B-Zelle normal + fétal (Lunge) 2501-2763(8)
17 |AA971010 |Lunge-Hoden-B-Zelle normal + fétal (Lunge) 2531-2763(102)
18 [Al014561 Lunge-Hoden—'B-ZeIIe normal + fotal (Lunge) (41)1616-2116
19 |AI222385 |Lunge-Hoden-B-Zelle normal + fotal (Lunge) 2361-2763(8)
20 |AI809069 |Lunge-Hoden-B-Zeile normal + fétal (Lunge) 1644-2179
21 |AWO085186 | Lunge-Hoden-B-Zelle normal + fétal (Lunge) 2328-2763(86)
22 |AW269537 |Lunge-Hoden-B-Zelle normal + fétal (Lunge) 2376-2763(83)
23 |AWS572968 |Lunge-Hoden-B-Zelle normal + fétal (Lunge) 2515-2616
24 AI350620 |Gesamtkorper Fotus (8-9 Wochen) 2565-2763(87)
25 |D31319 Lunge, Gewebemasse fotal 1394-1765
26 |AA004593 |Leber + Milz fotal (20 Wochen) (175)900-
1019(54)
27 |Al741044 |5 gepoolte Bibliotheken * |fttal, Plazenta, Tumor 2349-2763(95)
28 |AIB08795 |5 gepoolte Bibliotheken * |fotal, Plazenta, Tumor 2406-2725(146)
29 |AW978222 | Colon Tumor, Metastase 1656-2135
30 |AI254231 |Colon Adenocarcinom (140)2482-
2763(101)
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Hinterl. Nr. |Ursprung der cDNA-Bi-
bliothek
Organ embryonal, normal, Tumor zusammenpas-
: sende Teile (nt)
31 |{AA307364 |Colon, Zelllinie Carcinom (HCC) 2017-2391(55)
32 [AA603710 [Keimzelle Misch-Tumoren 2404-2763(84)
33 |AI350870 |Keimzelle Mischtyp-Tumoren (3) 2511-2763(84)
34 |AI990811 |Keimzelle (GC_6) gepoolte Tumoren 2283-2763(96)
35 |AI278790 {Lunge, neuroendokrin karzinoid 2514-2763(92)
36 |AI554801 |Uterus, gepoolt (2) Ut3 Endometrium-Carcinom 2407-2763(88)
Al915158 |Uterus, gepoolt (3) (ut2) |sertses Papill. cc. starkes 1714-1837(109)
37 Wachstum.
AW273347 |Uterus, gepoolt (2) serdses Papill. cc. starkes 1785-2311(50)
38 Wachstum
39 |AW169084 | Uterus, gepoolt (3) (ut2) |Endometrium-Carcinom 2200-2763(84)
40 |AI769755 |Niere, Pool von 2 Kid12 |Tumor, hellizellig 2671-2763(403)
41 |AW769371 |Niere (Pool von 2) Kid13 |Wilms'-Tumor (Pr. + Meta.) 2310-2763(102)
N59340 Gehirn (mannlich) Multiple Sklerose-Lasion (102)2506-
42 2763(83)
43 |N77149 Gehirn (manniich) Multiple Skierose-Lasion 1858-2175(12)

Beispiel 2: Bestimmung der PIBF-Konzentration in Harnproben von Krebspatienten

[0128] Ein kompetitiver Test auf ELISA-Basis wurde zur Messung von PIBF im Harn von Krebspatienten er-
stellt. ELISA-Platten wurden mit rekombinantem Human-PIBF mit einer Konzentration von 2 pg/ml beschichtet.
Mit Biotin markiertes polyklonales anti-PIBF-IgG wurde zusammen mit den Proben, deren PIBF-Gehalt be-
stimmt werden sollte, zugegeben. Je héher die PIBF-Konzentration in der Probe, desto niedriger ist der ent-
sprechende ELISA-Wert. Auf Grund dieser ELISA-Ablesungen kann die absolute PIBF-Konzentration be-
stimmt werden.

[0129] Harnproben von Krebspatienten wurden genommen und frisch verwendet oder kurz nach der Proben-
nahme gefroren und bei —20°C bis zur Analyse gelagert. Es wurde zuvor bestimmt, dass die PIBF-Mengen im
Serum bei gesunden schwangeren Frauen bedeutend héher sind als die Mengen bei nicht-schwangeren Frau-
en oder bei pathologischen Schwangerschaften. Um den Test an Harn-PIBF von Krebspatienten auszuwerten,
dienten Harnproben von gesunden schwangeren Frauen und von normal gesunden, nicht-schwangeren Indi-
viduen als positive bzw. negative Kontrollen. Die Ergebnisse sind in Tabelle Il zusammengefasst. Normale (ge-
sunde, nichtschwangere) Individuen haben niedrige Harn-PIBF-Konzentrationen (5 ng/ml). Der Harn schwan-
gerer Frauen war durch eine durchschnittliche PIBF-Konzentration von 110 ng/ml gekennzeichnet. Es ist wich-
tig, dass hohe PIBF-Mengen nach einem Abortus oder Wehen rasch auf das normale Mal zuriickkehrten. Eine
Analyse der Harnproben von 65 Tumor-Patienten zeigte deutlich, dass Patienten mit einem Tumor eine we-
sentlich hdhere Menge an PIBF in ihrem Harn aufwiesen als gesunde, nicht-schwangere Individuen, und zwar
im Bereich von 5 bis 180 ng/ml. Patienten mit fortgeschrittenem Krebs (groRer Primar-Tumor und/oder Meta-
stasen) schienen hdhere Werte zu haben, wofir als Beispiel die Daten von Harnproben von Patienten mit Lun-
gentumor mit einer durchschnittlichen Konzentration von 28 gegeniiber 43 ng/ml mit bzw. ohne Metastasen
dienen.

[0130] Diese Daten zeigen, dass die PIBF-Konzentration in Beziehung zur Tumormasse steht, und der Nach-
weis von PIBF im Harn kann zur Uberwachung der Krankheitsprogression und von Riickfallen verwendet wer-
den. Der Anstieg der Harn-PIBF-Konzentration als Folge der Anwesenheit eines PIBF-produzierenden Tumors
ist noch starker, da nicht alle Tumor-Typen PIBF-positiv sind (~70-80% der bisher getesteten Tumoren).

[0131] Der am meisten vorherrschende Tumor-Typ unter den Patienten war Lungenkrebs mit 23 Fallen. Die
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meisten der Lungenkrebs-Patienten wiesen eine hohe PIBF-Konzentration auf. Das Fehlen von hohem PIBF
im Harn konnte mit dem klinischen Krankheitsstatus in Korrelation gesetzt werden, es waren namlich die
PIBF-Konzentrationen nach Entfernen des Primar-Tumors und im Remissionsstadium wesentlich niedriger
oder sogar normal.

TABELLE Il

Kontrolle Schwanger Drohende vorzeiti- |Tumor-Patienten

(a) (b) ge Wehen (c) (e)

n=48 n=23 n=19 n=65

x=5,5+/-1,8 |x=110+/-36 |x=6+/-4,7 x=27,7+/-5,3
Lunge (n=23)

a~-b p<0,001|b-c <0,002 ohne Me- |mit Meta-
tastasen |stasen
(n=12) (n=11)
29,4 43,1

a-c NS

a-d p<0,001

a-e p<0,001

Beispiel 3: Detektion von PIBF in Tumorgeweben

[0132] Nach dem Nachweis der PIBF-Expression mittels der MCF-7 (humanes Mamma-Epithelcarci-
nom)-Zelllinie wurde eine Reihe von humanen Primar-Tumoren auf die Expression von PIBF untersucht. Es
zeigte sich, dass PIBF im Kulturuberstand von MCF-7-Zellen auftritt, was nahe legt, dass dieses Protein auf
ahnliche Weise exprimiert und sezerniert wird, was man bei Kulturen von Lymphozyten von Schwangeren oder
aktivierten Lymphozyten feststellte. GemaR einer proteomischen Analyse erkennen anti-PIBF-Antikdrper Pro-
teine mit zwei verschiedenen GréRen im Zelllysat durch 2D-Western-Analyse. Ein 34-kDa-Spot entspricht ver-
mutlich der sezernierten Form. Ein weiteres grof3es, 60-62 kDa-Doublett wird nachgewiesen, welches die
Zell-assoziierte Haupt-PIBF-Form sein kdnnte.

[0133] Eine Vielfalt von mit Formalin fixierten humanen Primar-Tumoren wurde ex vivo immunhistologisch un-
tersucht unter Verwendung von polyklonalem Kaninchen-Antiserum, das durch Immunisierung mit humanem,
naturlichem PIBF (34-kDa) oder rekombinantem PIBF (89-kDa) erzeugt worden war. Die Ergebnisse zeigen,
dass viele der getesteten Tumor-Typen PIBF oder PIBF-verwandte Substanzen, z.B. PIBF-Molekdle verschie-
dener Lange, PIBF-Molekile aus unterschiedlich gesplei3ter mRNA, trunkierte Molekile, Fusionsproteine
usw. exprimieren (Tabelle IIl). 15 der 27 Tumoren (55%) zeigten eine stark positive Farbung. Das Fehlen einer
spezifischen Immunfarbung der Normalgewebe-Gegenstlicke beweist, dass transformierte Tumor-Zellen PIBF
differentiell exprimieren (vgl. Eig. 4). In der in Eig. 4 linken, mit "A" bezeichneten Spalte ist das Normalgewebe
gezeigt, in der rechten, mit "B" bezeichneten Spalte sind Tumorgewebe gezeigt. In der ersten (mit "1" bezeich-
neten) Reihe ist Lungenkrebs (kleine Zellen), in der zweiten (mit "2") bezeichneten Reihe ist Harnblasencarci-
nom (Ubergangszelle), und in Reihe "3" ist Magenkrebs (Adenocarcinom) gezeigt. Diese Daten belegen auch,
dass die PIBF-Positivitat ein Ergebnis der Expression durch die Tumorzellen selbst ist, und nicht der Bindung
von PIBF aus dem extrazellularen Fluid (von infiltrierenden Lymphozyten sezerniert).

19/99



DE 601 27 442 T2 2007.11.29

TABELLE Il
Organ Gewebs- und Tumor-Typ Anzahl PIBF-Positiver
(Anzahl der Getesteten)

Magen Adenocarcinom 1(2)
Gallenblase Adenocarcinom 0(1)
Prostata Adenocarcinom 0(1)
Colon Adenocarcinom

Primar-Tumor 1(1)
Ovarium Cystadenocarcinom 2(3)
Schilddrise Carcinoma papillare 2(2)
Brust Invasives duktales Carcinom | 1(1)
Brust Invasives lobuléres Carcinom |1(1)
Uterus Cc. endometrioides 0(1)
Uterus stromales Carcinom 0(1)
Uterus Leiomyosarkom 0(1)
Septum nasi Leiomyosarkom 0(1)
Haut Melanom 0(2)
Haut epitheliales Carcinom 1(1)
Lunge epitheliales Carcinom 2(2)
Speiserdhre Adenocarcinom 1(1)
Harnblase Ubergangszellen-Carcinom 1(1)
Metastase (Haut) hellzelliges Nierencarcinom o(1)
Metastase (Lymphknoten) Plattenepithel 1(1)
Metastase (Lymphknoten) Adenocc. coli 1(2)

[0134] Auf Grund der oben erwahnten Ergebnisse ist die PIBF-Produktion ein ganz allgemeines Phanomen
des malignen oder undifferenzierten Zustands, und folglich kann PIBF als Tumor-Marker dienen.

Beispiel 4: Modulation der NK-Aktivitat durch die Anwesenheit von PIBF

[0135] Wenn man alle Daten hinsichtlich der potentiellen Bedeutung von PIBF bei der Suppression von an-
ti-Tumor-Reaktionen zusammennimmt, ist es plausibel, dass durch Tumorzellen erzeugter PIBF — sezerniert
oder an der Zelloberflache exprimiert — die Killerzellen-Aktivitat systemisch oder lokal inhibieren wird. Es ist seit
langem bekannt, das es Zelllinien gibt, die bei NK-Tests gute Ziele sind, wogegen andere dies nicht sind. Die
Human-Tumor-Zelllinie MCF-7 gehort zur Kategorie der schlechten Ziele. Es ist daher eine Mdglichkeit, dass
die niedrige Tétungsaktivitdt gegen diese Zellen das Ergebnis einer PIBF-Produktion ist, die die NK-Aktivitat
inhibiert, da die MCF-7-Zelllinie erwiesenermallen PIBF produziert. Um diese Mdglichkeit zu testen, wurden
PIBF-exprimierende MCF-7-Zellen als Ziele in einem 4-stindigen Einzelzellen-Cytotoxizitats-Test gemal
Grimm und Bonavida "Frequency determination of killer cells by a Single-cell cytotoxic assay"; Methods Enzy-
mol. 93, 270 (1983) verwendet. In Fig. 5 ist gezeigt, dass die anti-PIBF-Behandlung die gezielte Tétung von
Tumorzellen durch NK-Zellen verstarkt: Das Minus und das Plus bedeuten die Behandlung mit oder ohne an-
ti-PIBF-IgG, die Zahlen sind die Prozent der NK-Aktvitat fir Eig. 5A und Eig. 5B und die Prozent der Hemmung
der NK-Aktivitat fir Eig. 5C und Eig. 5D. Die Quelle der NK-Zellen waren frisch isolierte PBMCs von gesunden
Individuen. Tatsachlich steigerte die Behandlung dieser Tumor-Zellen mit anti-PIBF-IgGs ihre Empfindlichkeit
gegeniber einer durch NK vermittelten Lyse drastisch, etwa 8-10fach (Fig. 5A). Die grundlegende Tétungsak-
tivitdt gegen MCF-7-Zellen ist sehr niedrig (1-2%), wogegen hohe Werte (50-80%) messbar sind, wenn
K562-Zellen als Zielzellen in Paralleltests verwendet werden. Dieselbe anti-PIBF-Behandlung, die zur Steige-
rung der Zielaktivitat von Tumorzellen wirksam zu sein scheint, hatte jedoch keine Wirkung auf eine Nicht-Tu-
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mor-Zelllinie (McCoy, Human-Embryo-Fibroblasten) (Fig. 5B). Durch Charakterisierung reprasentativer Mit-
glieder (gute im Vergleich zu schlechten Zielen) beider Gruppen kann man eine Wechselbeziehung zwischen
der Expression von PIBF- und NK-Zellaktivitat aufstellen. AuRerdem erméglicht dieser Test die Untersuchung
der Wirksamkeit von exogenem PIBF zur Verringerung der PIBF-Zielzellen-Totung, und, was noch wichtiger
ist, zur Beurteilung der Starke neutralisierender anti-PIBF-Antikdrper zur Stimulierung der Lyse von PIBF+ Tu-
morzellen. Neutralisierende Kaninchen-anti-Human- und auch -anti-Maus-Antiseren werden hergestellt, wobei
diese polyklonalen Antikdrper natirlichen PIBF in vitro (Human-Leukozyten-Kulturen im NK-Test) oder in vivo
(trachtige Mause, als Tiermodell) inaktivieren kdnnen. Durch Zugeben von rekombinantem PIBF zu K562-Zel-
len (als Ziele) und PBMCs (als Quelle fur NK-Zellen) war es mdglich, die grundlegende Totungsaktivitat um
60-70% zu verringern (Fig. 5C). Antikdrper, die gegen den rekombinanten PIBF erzeugt wurden, schalteten
diese Inhibierung der Tétungsaktivitét beinahe vollstandig aus (Fig. 5D).

Beispiel 5: Modulierung des Cytokin-Gleichgewichts

[0136] Einer der Hauptmechanismen der die Schwangerschaft féordernden Wirkung von PIBF ist die Induktion
der T,,-Cytokine. Es gibt nun Beweise daflr, dass die rekombinante Form von PIBF auch wirksam ist, die Cy-
tokin-Expression durch periphere Blutlymphozyten in vitro zu modulieren. Um die Funktionalitat des rekombi-
nanten Human-PIBF, der in E. coli exprimiert und mittels GST-Markierung gereinigt worden war, zu testen, wur-
de rPIBF zu von Nicht-Schwangeren stammenden peripheren Lymphozyten, die mittels Ficoll-Paque-Gradient
isoliert und mit einer 10%/ml-Zelldichte geziichtet worden waren, zugegeben. Die Erzeugung des Prototyps
T,,-Lymphokin, IL-10, wurde durch Detektion und Zahlen der Anzahl IL-10-positiver Lymphozyten (mittels Im-
munhistochemie auf Cytospins) nach 24 h Behandlung gemessen. Die Prozent IL-10-positiver Lymphozyten
nahm in Abhangigkeit von der rPIBF-Konzentration von 0,35 +/- 0,15 auf 3,5 +/- 1,5% zu. Bei der héchsten
rPIBF-Konzentration (10 pg/ml) waren 10x mehr IL-10-positive Lymphozyten vorhanden als in Kontroll-Kultu-
ren (Eig. 6A). Die entgegengesetzte Wirkung war auf IL-12(T,,-Lymphokin)-produzierenden Lymphozyten
durch dieselbe Behandlung zu sehen. Die Anzahl IL-12-positiver Lymphozyten nahm in Abhangigkeit der
PIBF-Konzentration ab, was zu einer etwa 8-fachen Verringerung bei der héchsten Menge an PIBF fiihrte. Die
Neutralisierung der Wirkung naturlichen PIBFs auf die Cytokin-Produktion war ebenso erfolgreich. Die 3-stlin-
dige Behandlung der Lymphozyten einer Schwangerschaft (PIBF produzierend) mit anti-PIBF-IgGs flhrte zu
einer signifikanten Verringerung der Anzahl IL-10-positiver und einer signifikanten Zunahme der Anzahl
IL-12-positiver Zellen (Eig. 6B und C). Diese Ergebnisse beweisen, dass die rekombinante PIBF-Form aktiv
zur Induktion von T,,,-Cytokin-Expression ist. Von noch gréRerer Wichtigkeit ist, dass neutralisierende Antikor-
per aktiven PIBF, der durch Zellen in vivo erzeugt ist, entfernen und folglich T,,,-Cytokine verstarken kénnen.

Beispiel 6: Diagnostischer Test

[0137] Der diagnostische Wert von Harn-PIBF-Mengen bei Malignitaten ist weiters beispielhaft veranschau-
licht, indem Harnproben von Patienten mit Nicht-Adenocarcinom-Tumoren und nicht-soliden Tumoren verwen-
det werden (Fig. 7); die Punkte reprasentieren die Ergebnisse mit den einzelnen Seren. Die Durchschnittszah-
len sind gezeigt. N bedeutet die Anzahl der Patienten.

Beispiele:

[0138] Verschiedene hamatologische Malignitaten, insbesondere Lymphome (LY, N:36) und auch Leukamien
(Leu, N=18), Plasmocytome (PL, N=11) und myeloproliferative Erkrankungen (MOP, N=7) sind durch eine ho-
here als die normale Konzentration (Kontrolle C, N=86) des Harn-PIBF gekennzeichnet (Fig. 7A); A = alle Tu-
moren). Andere Beispiele sind Kopf- und Hals-Tumoren (Fig. 7C) und die Malignitaten des Harntrakts (Fig. 7B)
+ = mit Metastasen, N = 15; — = ohne Metastasen, N = 14. Es ist auch offensichtlich, dass die Masse des Tu-
morgewebes — das heillt Krankheit mit oder ohne Metastasen, Entfernung des Tumors — sich stark auf die
PIBF-Konzentration auswirkt (Fig. 7B, C).

[0139] Die polyklonalen Antikdrper werden in einem ahnlichen Antigen-"capture"-Sandwich-Test mit einem
Paar in Mausen erzeugter monoklonaler Antikérper (Ak) unter Verwendung des N-terminalen 48-kDa rPIBF als
Antigen ersetzt. Etwa 20 verschiedene Hybridom-Klone wurden getestet, danach wurden vier stabile und gut
produzierende Klone fir den ELISA-Test und auch fiir andere diagnostische Methoden (Immunhistochemie)
ausgewahlt. Diese Hybridom-Klone sind an der Hybridom-Zellbank an der medizinischen Fakultat der Univer-
sitat Pécs hinterlegt. (Die Hinterlegungsnummern sind 11-14/2001, Zelllinien-Codes: HYB255-258). Die erhoh-
ten PIBF-Mengen in den Harnproben von Tumorpatienten werden mit den monoklonalen Antikérper-Paaren
ahnlich den polyklonalen Antikérpern detektiert (Eig. 8), wobei C = Kontrolle, A = alle hamatologischen Tumo-
ren, L = Lymphom, Leu = Leukamie, P = Plasmacytom, N = nicht definiert; Nr. = Anzahl der Patienten; POLY
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= polyklonaler Antikérper, MONO = monoklonaler Antikdrper.

[0140] Die UbermaRigeren Daten verstarken nicht nur das diagnostische, sondern insbesondere das Tu-
mor-Uberwachungs-Potential von Harn- und Serum-PIBF-ELISA. Der Test kann auch einen therapeutischen
Erfolg und Misserfolg nachweisen und vorhersagen, wie durch Normalisierung der PIBF-Mengen nach Opera-
tion oder Chemotherapie und einen signifikanten Anstieg bei Rickfall-Patienten gezeigt (Fig. 9A: hamatologi-
sche, B: Harnwegs-Tumoren) sowohl mit den polyklonalen als auch den monoklonalen anti-PIBF-Antikorpern,
wobei C = Kontrolle, B = vor Behandlung, REL = Rickfall, REM = Remission.

Beispiel 7: Verschiedene Formen von PIBF

[0141] Zusatzlich zum humanen PIBF der gesamten Lange, wurden Maus-Gesamtlangen-PIBF-mRNA und
Proteinsequenz identifiziert (SEQ. ID.Nr. 4, 5). Der Maus-PIBF ist ebenso in 18 Exons organisiert und weist
eine Aminosauren-Homologie von 89% auf.

[0142] Wahrend des Versuchs, PIBF-mRNA-Mengen in normalen und Tumor-Geweben mit RT-PCR zu ver-
gleichen, wurde eine Anzahl von alternativ gespleil’ten PIBF-mRNA-Formen entdeckt. Die Struktur der alter-
nativ gespleilsten mMRNAs und die entsprechenden Protein-Produkte sind in Tabelle IV zusammengefasst. Alle
die in einer Spezies identifizierten Formen kdnnen in anderen Spezies vorkommen und &hnliche Funktionen
haben. Dies ist durch die homologen 35-kDA-PIBF-Protein-Formen beispielhaft angefihrt. Mit Ausnahme einer
Form von mRNA, die eine alternative Exon-14'-DNA enthalt, welche eine Intron-Sequenz in der vorherrschen-
den pra-mRNA ist, wurden sie alle durch perfektes ,Exon-skipping" erzeugt, wobei mehrere Exons gegentber
der Gesamtlange fehlen. Die Sequenzen der Exons 17 und 18 sind in fast allen identifizierten Formen inklu-
diert. Das lasst darauf schlieen, dass die durch diese Exons codierten Aminosduresequenzen fir die
PIBF-Funktion wesentlich sind. Auflerdem fihren mehrere mRNA-Formen mit verschiedenen Sequenzen zu
diesem selben C-terminalen PIBF-Polypeptid mit vorhergesagtem Molekulargewicht von 10 kDa. Die trunkier-
ten Formen des PIBF, die durch RT-PCR-Analysen von RNA-Proben identifiziert wurden, wurden aus verschie-
denen Human- (SEQ.ID.NO. 6, Nr. 10-20) und Maus-Geweben und Zelllinien (SEQ.ID.NO. 8, 9, 23-37) isoliert.

[0143] Die verschiedenen PIBF-Formen sind verschieden exprimiert und haben verschiedene funktionelle At-
tribute.

Beispiele:

[0144] Die Gesamtlangen-mRNA (Exons 1-18) codiert fur ein 89 kDA Kern-Protein. Die Bioinformatik sagt
eine Kern-Kompartimentalisierung auf Basis von zwei Kern-Lokalisationssignalen in den Exons 7 und 13 vor-
aus, und eine Nukleinsdure-bindende Domane in den Exons 14-16. GemaR Zell-Fraktionierung und Western
Blot mit monoklonalen anti-PIBF-Antikdrpern ist das 89 kDA-Protein tatsachlich ausschlief3lich in den
Kern-Fraktionen lokalisiert. Formen mit geringerem Molekulargewicht sind in den zytosolisch und sezernierten
Fraktionen verschiedener Human- und Maus-Primar-Tumoren, Embryo und Zelllinien vorhanden.

[0145] Die Gesamtlangen-mRNA ist in fast allen Geweben auf Basis von Northern (Fig. 3) und RT-PCR-Ana-
lyse (Eig. 10) zu finden, jedoch in unterschiedlichen Mengen. Eine semiquantitative RT-PCR wurde an zusam-
menpassenden Tumor/Normalgewebe-Paaren durchgefihrt. Dieselbe Menge an RNA wurde entweder mit
PIBF-spezifischen Exon 1/Exon 18 (Fig. 10A) und Exon 2/Exon 18-Primer-Paaren (Fig. 10B) oder mit Riboso-
men-Protein S9-spezifischen Primern (fiir die Beladungskontrolle) derselben Proben amplifiziert. Die Proben
sind: 1 = Plazenta-cDNA, 2 = Magentumor, 3 = Magen normal, 4 = Uterus-Tumor, 5 = Uterus normal, 6 = neg.
Kontrolle: ohne Matrize. Rasch wachsende Zellen, z.B. in Tumoren und im Embryo, Zellen von immun-privile-
gierten Geweben (Hoden, Plazenta) enthalten mehr Gesamtlangen-PIBF-mRNA. Die RT-PCR-Analyse huma-
ner Primar-Tumoren und das nachfolgende Klonieren und die DNA-Sequenzierung von PIBF-cDNA zeigen,
dass die alternativ prozessierten PIBF-mRNA-Formen unterschiedlich exprimiert werden. Dies ist durch zwei
kleinere PIBF-Formen beispielhaft gezeigt, welche in humanen Primar-Tumoren gefunden wurden. Die Ex-
pression der Exon(1-5)-(17-18)-Form bei Magen-Adenocarcinom und jene der Exon 1-(13-18)-Form bei Endo-
metrium-Adenocarcinom ist auf die Tumorgewebe beschrankt, da Normalgewebe-Gegenstiicke von densel-
ben Patienten keine nachweisbaren Mengen dieser PIBF-mRNA-SpleiRvarianten exprimieren. Wichtig ist,
dass man beide davon und andere alternativ prozessierte PIBF-mRNAs auch in Geweben von immun-privile-
gierten (Plazenta, Embryo, Hoden) und in Immun-Zellen findet.

[0146] Die Funktion des PIBF hangt auch von der Struktur der reifen Protein-Form ab. Eine der interessan-
testen Formen wird durch die Exons 2-3-4-5-17-18-mRNA codiert, die man haufig in Human- und Maus-Ge-
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weben, wie humaner und Mause-Plazenta, humanen Lymphozyten, im Maus-Embryo und im humanen Ma-
gentumor findet. Sie codiert fir ein 298 bzw. 297 Aminosauren langes Polypeptid mit einem vorhergesagten
Molekulargewicht von 35 kDa. (SEQ.ID.NO. 6, 7 fir den Menschen, SEQ.ID.NO. 8, 9 fur die Maus). Die beiden
Proteine sind zu 86% homolog. Die FACS-Analyse zeigt, dass die humane 35 kDa-Form spezifisch an humane
Immunzellen bindet ( Fig. 11): FACS-Farbung von humanen PBMCs mit 35 kDa PIBF und a-PIBF-Antikérpern
(anti-Kaninchen-FITC). Zellen sind in der Monozyten-Zellregion gezeigt (Fig. 11A) und im Lymphozyten-"gate"
(Fig. 11B) gezeigt. M ist die Anzahl der Zellen im erhdhten Fluoreszenz-"gate", als Prozentsatz (%) ausge-
drickt, die Zahlen beziehen sich auf: 1 = PBMC + anti-Exon 17 PIBF, 2 = PMBC + PIBF-35kDa (1 ug) + an-
ti-Exon 17, 3 = PBMC + PIBF-35kDa (5 pg) + anti-Exon 17, 4 = PBMC + PIBF-35kDa (15 pg) + anti-Exon 17.
Die Bindung an humane Lymphozyten und Monozyten lasst auf einen PIBF-Rezeptor an diesen Immunzellen
schliel3en. Eine trunkierte Version des rPIBF mit Exon 1-9 (48 kDa) mit dem N-Terminus-Teil dieser funktionel-
len PIBF-Form und ohne den C-terminalen Teil (Exon 17-18) ist hinsichtlich der Bindung an Immunzellen nicht
funktionell (Daten nicht gezeigt).

Tabelle IV:

SEQ.ID. | Name/Definition gefundene Gewebe Exon-Struktur Protein-

NO. der mRNA (nt) GréBe

Nr. 1 Veroffentl. Exon 1-18 T58AS
humaner Gesamt- 88-kDa
langen-PIBF

Nr. 2,3 | Alternativer jede Zelle Exon 1-18 758A5S
humaner Gesamt- (Kern) 89-kDa
langen-PIBF

Nr. Maus-Gesamtldn- jede Zelle Exon 1-18 757AS

4,5 gen-PIBF (Kern) 89-kDa

Nr. 6,7 | Alternativ ge- Plazenta Exon (1-5)- 298AS
spleilt, Lymphozyten (17-18) 35-kDa
Human-35-kDa Tumor (Magen-

adenocc. )

Nr. 8,9 | Alternativ ge- Embryo Exon (1-5)- 297AS
spleiRt, Maus- Plazenta (17-18) 35-kDa
35-kDa (Homolog
der Nr.4) .

Nr. Alternativ ge- Tumor (endomet. Exon 1-(13-18) 87AS

10,11 spleiffit, Human- Adenocc.) 10-kDa

12,13 10-kDa Schwangerschafts-

Lymphozyten
MCF-7 humane Mam- | Exon 1-(15-18)
ma-Adenocc.-Zell-
linie
Leukozyten Exon 14'-15-18
Nr. 14 Alternativ ge- Schwangerschafts- | Exon 1-(9-10)- 118AS
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spleifit, Lymphozyten (12-15)-(17-18) 14~-kDa
Human-14-kDa MCF-7 Tumor-Zell-
linie

Nr. Alternativ ge- Schwangerschafts- | Exon 1-(9-10)- 70AS

15,16 spleiBt, Lymphozyten (12-15)- (17- 8-kDa
Human-8-kDa MCF-7 Tumor-Zell- | 18)

linie

Nr. Alternativ ge- MCF-7 Tumor-Zell- | Exon 1-(3-7)- 185As8

17,18 spleilt, linie (9-10)-12-(17- 20-kDa
Human-20-kDa 18)

Nr. Alternativ ge- MCF-7 Tumor-Zell- | Exon (1-7)-(9- 308AS

19,21, spleift, Human- linie 15)-(17-18) 37-kDa

22 37-kDa Exon (1-7)- (9-

10)-12-(17-18)

Nr. 20 Alternativ ge- MCF-7 Tumor-Zell- | Exon (1-7)-(9- 258AS
spleiBt, linie 15)-(17-18) 31-kDa
Human-31-kDa

Nr. Alternativ ge- Embryo Exon (1-2)-(17- | 157AS

23,24 spleift, Maus- Plazenta 18) 18-kDa
18-kDa

Nr. Alternativ ge- Plazenta Exon (1-4)-(16- | 256AS

25, 26 spleift 18) 30-kDa
Maus 30-kDa

Nr. Alternativ ge- Erwachsenen-Hoden | Exon (1-2)-(15- | 229AS

27, 28 spleiBt, Maus- 18) 27-kDa
27-kDa

Nr. Alternativ ge- Embryo Exon (1-11)~- 512AS

29, 30 spleiBt, Maus- (17-18) 61-kDa
61-kDa

Nr. Alternativ ge- Embryo Exon (1-11)-18 569AS

31, 33 spleift, Maus- 68-kDa
68~kDa

Nr. 32 Alternativ ge- Embryo Exon (1-11)-18 B6AS
spleift, Maus- 10.5-kDa
10, 5-kDa

Nr. Alternativ ge- Embryo Exon 1-(8-14)- | 309AS

34, 35 spleift, Maus- (17-18) 37-kDa
37-kDa

Nr. Alternativ ge- Erwachsenen-Hoden | Exon (1-11)- 641AS

36, 37 spleilt, Maus- (15-18) 76-kDa
76-kDa

[0147] Fig. 12A bis Fig. 12Q zeigen die alternativ prozessierten PIBF-Proteine, wobei die Exons schematisch
dargestellt sind:

[0148] Fig. 12A

zeigt

Maus-Gesamtlangen-87 kDA-PIBF (SEQ.ID.NO. 4),

Fig. 12B zeigt Exons

(1-5)-(17-18), gefunden bei Magentumor, human-terminaler Plazenta, mannlichen und weiblichen Lymphozy-
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ten, weiblichen Schwangerschafts-Lymphozyten (SEQ.ID.NO. 6), Fig. 12C zeigt Exons (1-5)-(17-18), gefun-
den bei Maus-Plazenta und -Embryo (SEQ.ID.NO. 8), Fig. 12D zeigt Exons 1-(13-18) (SEQ.ID. NO.11),
Fig. 12E zeigt Exons 1-(15-18), gefunden bei MCF-7-Zellen und Schwangerschafts-Lymphozyten
(SEQ.ID.NO.12), Fig. 12F zeigt einen Teil von Intron 14 und Exons 15-18, gefunden in der Leukozyten-cD-
NA-Bibliothek (SEQ.ID.NO.13), Fig. 12G zeigt Exons 1+(9-10)+(12-15)+(17-18), gefunden bei MCF-7-Zellen
und Schwangerschafts-Lymphozyten (SEQ.ID.NO. 14), Fig. 12H zeigt Exons 1+(3-7)+(9-10)+12+(17-18), ge-
funden bei MCF-7-Zellen — humane Mamma-Tumor-Zelllinie (SEQ.ID.NO. 17), Fig. 12l zeigt Exon
(1-7)+(9-15)+(17-18), gefunden bei MCF-7-Zellen — humane Mamma-Tumor-Zelllinie (SEQ.ID.NO. 19),
Fig. 12J zeigt Exon (1-7)+(9-10)+12+(17-18), gefunden bei MCF-7-Zellen — humane Mamma-Tumor-Zelllinie
(SEQ.ID.NO. 22), Fig. 12K zeigt Exon (1-2)-(17-18), gefunden bei Maus-Embryo und -Plazenta (SEQ.ID.NO.
23), Fig. 12L zeigt Exon (1-4)-(16-18), gefunden bei Maus-Plazenta (SEQ.ID. NO. 25), Fig. 12M zeigt Exons
(1-2)-(15-18), gefunden bei Maus-Hoden (SEQ.ID.NO. 27), Fig. 12N zeigt Exon 1-11 18, gefunden bei
Maus-Embryo (SEQ.ID.NO. 29), Fig. 120 zeigt Exons (1-11)-18, gefunden bei Maus-Embryo (SEQ.ID.NO. 31),
Fig. 12P zeigt Exons 1-(8-14)-(17-18), gefunden bei Maus-Embryo (SEQ.ID.NO. 34) und Fig. 12Q zeigt Exons
(1-1)-(15-18), gefunden bei Maus-Hoden (SEQ.ID.NO. 36).
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Cistem Biotechnologies GmbH

<120> PIBF

<130> R 38719

<140>
<141>

<160> 37

<170> PatentIn Ver.

<210> 1
<211> 75

7

<212> PRT

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>

2.1

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Protein

<400> 1
Met Ser
1

Ser Leu

Asp Ile

Gln Leu
50

Ile Glu
65

Arg

Glu

Ser

35

Ile

Leu

Lys

Ser

20

Ser

Glu

Ser

Ile

Glu

Ser

Arg

Gln

Ser

Asp

Glu

Lys

Lys
70

Lys

Ile

Glu

Glu

55

Thr

Glu

Ser

Arg

40

Leu

Met

Ser

Leu

25

Glu

Leu

Met

Lys Lys
10

Glu Thr

His Asn

Ile Asp
75
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rekombinantes

Val

Thr

Val

Ile

60

Asn

Asn

Val

Arg

45

Gln

Leu

Ile

Pro

30

Ile

Leu

Lys

Ser

15

Thr

Thr

Leu

Val

Ser

Asp

Arg

Lys

Asp
80



Tyr

His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

225

Gln

Gly

Ala

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyr

Arg

Asp

Leu

Ala

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Leu

Tyr

Glu

275

Ser

Lys

Gln
100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Glu

Ala

Arg

260

Gln

His

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ser

Asp

Leu

245

Gln

Glu

Met

Glu

Leu

Ser

Arg

Gly

150

Tyr

Tyr

Ile

Thr

Arg

230

Glu

Glu

Val

Ile
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Glu

Thr

Lys

Gln

135

Asp

Ile

Val

Cys

Asn

215

Lys

Leu

Asn

Ile

Gln

Leu

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Asn

Ala

Tyr

Glu

280

Thr

Glu

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Val

185

Leu

Asn

Tyxr

Asp

Asp

265

Leu

Lys

Glu

90

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Ser

Thr

250

Lys

Arg

Glu

Lys

Asp

Leu

Glu

Ser

155

Ala

Phe

Val

Leu

Glu

235

Lys

Val

Arg

Arg

28/99

Leu

Asn

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Val

Gln

Lys

Lys

Ser

Asn

Gln

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Gln

Leu

Ser

His

285

Glu

‘Asp

Leu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Asn

Leu

Ile

Ile

Glu

270

Glu

Leu

Ala

95

Ala

Glu

Leu

Phe

Asp

175

Val

Ile

Thr

Arg

Gln

255

Arg

Ile

Ser

Leu

Phe

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

Cys

240

Gln

Asp

Leu

Lys



Glu

305

Glu

Glu

Lys

Tyr

Arg

385

Glu

Ala

Glu

Thr

Phe

465

Leu

Val

290

Val

Tyr

Glu

Ala

Lys

370

Leu

Met

Val

Lys

Glu

450

Glu

Thr

Leu

Val

Leu

Asp

Arg

355

Thr

Lys

Tyr

Ala

His

435

Ser

Ser

Gln

Thr

Thr

Asn

Arg

340

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

420

Asp

Lys

Glu

Cys

Lys
500

Leu

Arg

325

Leu

Glu

Tyr

Asn

Arg

405

Lys

Gln

Val

Arg

Gln

485

Glu

Glu

310

Gln

Glu

Met

Glu

Gln

390

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

470

Leu

Phe
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295

Gln

Asn

Arg

Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu

455

Gln

Glu

Tyxr

Thr

Met

Leu

Glu

360

Lys

Ile

Arg

Ala

Asp

440

Phe

Leu

Cys

Ser

Val

Glu

Gln

345

Lys

Leu

Asp

Asn

Val

425

Arg

Leu

Leu

Glu

Leu

505

Thr

Leu

330

Ala

Tyr

His

Gln

Leu

410

Met

Tyr

His

Gln

Lys

490

Gln

Leu

315

Ser

Gln

Val

Asp

Leu

395

Arg

Ala

Arg

Gln

Glu

475

Tyr

Ala

29/99

300

Leu

vVal

Leu

Ala

Glu

380

Arg

Glu

Glu

Glu

Ser

460

Glu

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

Ser

365

Leu

Asn

Ala

Lys

Leu

445

Lys

Thr

Lys

Ser

Lys

Cys

Glu

350

Arg

Glu

Ala

Arg

Asp

430

Gln

Leu

Ala

Lys

Glu
510

Asp

Ala

335

Ser

Asp

Gln

Ser

Asp

415

Ala

Leu

Lys

Arg

Leu

495

Lys

Lys

320

His

Lys

His

Ile

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Ser

Asn

480

Glu

Arg



Ile

Ile

Ala

545

Gly

Ser

Leu

Ser

Pro

625

.Asp

Leu

Leu

Lys

Leu

705

Thr

Tyr

530

Glu

Tyr

Val

Ile

Gln

610

Tyr

Ser

Asn

Asp

Gln

690

Leu

Glu

515

Glu

Ile

Gly

His

Leu

595

Glu

Arg

Leu

Lys

Leu

675

Ile

Thr

Leu

Lys

Glu

Ala

Leu

580

Lys

Leu

Tyr

Thr

Glu

660

Glu

Leu

Lys

Gln

Leu

Asn

Asn

565

Ala

Asp

Asp

Leu

Glu

645

Lys

Gln

Val

Thr

Ala

Glu

Glu

550

Val

Arg

Leu

Arg

Ile

630

Ser

Ser

Leu

Lys

Glu
710
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Gln

Lys

535

Asp

Pro

Arg

Glu

Ala

615

Glu

Ile

Ala

Leu

Met

695

Pro

Asn

520

Glu

Glu

Thr

Val

His

600

Asn

Ser

Ala

Leu

Asn

680

His

Lys

Ser

Leu

Ala

Thr

Leu

585

Arg

Ser

Val

Gln

Leu

665

His

Ser

His

Glu

Asp

Glu

Ala

570

Gln

Lys

Leu

Arg

Leu

650

Gln

Arg

Lys

Val

His

Glu

Arg

555

Lys

Leu

Asp

Leu

Gln

635

Glu

Thr

Glu

His

Thr
715

30/99

Gln Ala
525

Ile Ile
540

Val Leu

Arg Arg

Glu Lys

Gln Val
605

Asn Gln
620

Arg Asp

Lys Asp

Lys Asn

Glu Leu
685

Ser Glu
700

Glu Asn

Arg

Met

Phe

Leu

Gln

590

Thr

Thr

Ser

Val

Gln

670

Ala

Asn

Gln

Leu

Gln

Ser

Lys

575

Asn

Gln

Gln

Lys

Ser

655

Met

Ala

Ser

Lys

Asp

Thr

Tyr

560

Gln

Ser

Leu

Gln

Ile

640

Asn

Ala

Met

Leu

Ser

720



Lys Thr Leu Asn Val
725

Lys Pro Thr Leu Phe
740

Gln Lys Met Lys Thr
755

<210> 2
<211> 758
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Ser Arg Lys Ile
1 5

Ser Leu Glu Ser Glu
20

Asp Ile Ser Ser Ser
35

Gln Leu Ile Glu Arg
50

Ile Glu Leu Ser Gln
65

Tyr Leu Thr Lys Ile
85

His Gln Lys Gln Leu
100

Gln Gln Lys Asp Ala
115
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Pro Lys Glu His Glu Asp Asn Ile Phe Thr Pro

730

735

Thr Lys Lys Glu Ala Pro Glu Trp Ser Lys Lys

Ser
Asp
Glu
Lys
Lys

70
Glu

Leﬁ

Ser

Lys

Ile

Glu

Glu

55

Thr

Glu

Thr

Lys

Glu

Ser

Arg

40

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr
120

745

Ser

Leu

25

Glu

Leu

Met

Glu

Arg

105

Gln

Lys Lys
10

Glu Thr

Gly Lys

His Asn

Ile Asp

75

Glu Lys

90

Leu Asp

Glu Leu

31/99

Val

Thr

Val

Ile

60

Asn

Leu

Asn

Met

Asn

Val

Arg

45

Gln

Leu

Asn

Gln

Lys
125

750

Ile

Pro

30

Ile

Leu

Lys

Asp

Leu

110

Gln

Ser

15

Thr

Thr

Leu

Val

Ala

95

Ala

Glu

Ser

Asp

Arg

Lys

Asp

80

Leu

Phe

Met



Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

225

Gln

Gly

Ala

Glu

Glu

305

Glu

Glu

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyr

Arg

Asp

Leu

Ala

290

Val

Tyr

Glu

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Leu

Tyr

Glu

275

Ser

Val

Leu

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Glu

Ala

Arg

260

Gln

His

Thr

Asn

Arg

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ser

Asp

Leu

245

Gln

Glu

Met

Leu

Arg

325

Leu
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Arg Gln
135

Gly Asp
150

Tyr Ile

Tyr Val

Ile Cys

Thr Asn
215

Arg Lys
230

Glu Leu

Glu Asn

Val Ile

Ile Gln

295

Glu Gln
310

Gln Asn

Glu Arg

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Asn

Ala

Tyr

Glu

280

Thr

Thr

Met

Leu

Gln

Arg

Leu

Val

185

Leu

Asn

Tyr

Asp

Asp

265

Leu

Lys

Val

Glu

Gln

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Ser

Thr

250

Lys

Arg

Glu

Thr

Leu

330

Ala

Glu

Ser

155

Ala

Phe

Val

Leu

Glu

235

Lys

Val

Arg

Arg

Leu

315

Ser

Gln

32/99

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Val

Gln

Lys

Lys

Ser

300

Leu

val

Leu

Thr Asn Leu

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Gln

Leu

Ser

His

285

Glu

Gln

Cys

Glu

Asp

Glu

Leu

190

Asn

Leu

Ile

Ile

Glu

270

Glu

Leu

Lys

Cys

Glu

Phe

Asp

175

Val

Ile

Thr

Arg

Gln

255

Arg

Ile

Ser

Asp

Ala

335

Ser

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

Cys

240

Gln

Asp

Leu

Lys

Lys

320

His

Lys



Lys

Tyr

Arg

385

Glu

Ala

Glu

Thr

Phe

465

Leu

Val

Ile

Ile

Ala
545

Ala

Lys

370

Leu

Met

Val

Lys

Glu

450

Glu

Thr

Leu

Thr

Tyr

530

Glu

Arg
355

Thr

Lys

Tyr

Ala

His

435

Ser

Ser

Gln

Thr

Glu

515

Glu

Ile

340

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

420

Asp

Lys

Glu

Cys

Lys

500

Leu

Lys

Glu

Glu

Tyr

Asn

Arg

405

Lys

Gln

Val

Arg

Gln

485

Glu

Gln

Leu

Asn

Met

Glu

Gln

390

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

470

Leu

Phe

Ala

Glu

Glu
550
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Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu

455

Gln

Glu

Tyr

Gln

Lys

535

Asp

Glu

360

Lys

Ile

Arg

Ala

Asp

440

Phe

Leu

Cys

Ser

Asn

520

Glu

Glu

345

Lys

Leu

Asp

Asn

Val

425

Arg

Leu

Leu

Glu

Leu

505

Ser

Leu

Ala

Tyr

His

Gln

Leu

410

Met

Tyr

His

Gln

Lys

490

Gln

Glu

Asp

Glu

Val

Asp

Leu

395

Arg

Ala

Arg

Gln

Glu

475

Tyr

Ala

His

Glu

Arg
555

33/99

2007.11.29

Ala

Glu
380

Arg

Glu

Glu

Glu

Ser

460

Glu

Gln

Ser

Gln

Ile

540

Val

Ser

365

Leu

Asn

Ala

Lys

Leu

445

Lys

Thr

Lys

Ser

Ala

525

Ile

Leu

350

Arg

Glu

Ala

Arg

Asp

430

Gln

Leu

Ala

Lys

Glu

510

Arg

Met

Phe

Asp

Gln

Ser

Asp

415

Ala

Leu

Lys

Arg

Leu

495

Lys

Leu

Gln

Ser

His

Ile

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Ser

Asn

480

Glu

Arg

Asp

Thr

Tyr
560



Gly

Ser

Leu

Phe

Gln

625

Ile

Asn

Ala

Met

Leu

705

Ser

Pro

Lys

Tyr

Val

Ile

Thr

610

Pro

Asp

Leu

Leu

Lys

690

Leu

Lys

Lys

Gln

Gly
His
Xaa
595
Arg
Tyr
Ser
Asn
Asp
675
Gln
Leu
Thr

Pro

Lys
755

Ala

Leu

580

Lys

Ser

Arg

Leu

Lys

660

Leu

Ile

Thr

Leu

Thr

740

Met

Asn

565

Ala

Arg

Leu

Tyr

Thr

645

Glu

Glu

Leu

Lys

Asn

725

Leu

Lys

Val

Arg

Ser

Thr

Leu

630

Glu

Lys

Gln

Val

Thr

710

Val

Phe

Thr
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Pro

Arg

Glu

615

Ile

Ser

Ser

Leu

Lys

695

Glu

Pro

Thr

Thr

Val

Thr

600

Ala

Glu

Ile

Ala

Leu

680

Met

Pro

Lys

Lys

Thr

Leu

585.

Ser

Asn

Ser

Ala

Leu

665

Asn

His

Lys

Glu

Lys
745

Ala

570

Gln

Lys

Ser

Val

Gln

650

Leu

His

Ser

His

His

730

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

Arg

635

Leu

Gln

Arg

Lys

Val

715

Glu

Ala

34/99

Arg Arg Leu Lys

Glu

Pro

Leu

620

Gln

Glu

Thr

Glu

His

700

Thr

Asp

Pro

Lys

Ser

605

Asn

Arg

Lys

Lys

Glu

685

Ser

Glu

Asn

Glu

Gln

590

Asn

Gln

Asp

Asp

Asn

670

Leu

Glu

Asn

Ile

Trp
750

575

Asn

Thr

Thr

Ser

Val

655

Gln

Ala

Asn

Gln

Phe

735

Ser

Gln

Ser

Ala

Gln

Lys

640

Ser

Met

Ala

Ser

Lys

720

Thr

Lys



<210> 3
<211> 2715
<212> DNA

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz:

<400> 3

cgtgttttgce
agtgctggtt
ggtcccctge
gcectttggtce
acactttcga
gtctcgaaaa
agatattagt
gggcaaagtc
gttactaaaa
tcttacaaag
actaacattg
agaattaatg
aaatcttcag
gacagaagag
atatgtatct
acaagtgaaa
gctgacagag
acgtttggcc
agagaactat
taggagaaaa
attatcaaaa
atatcttaat
tgaaagactt
atatgtagca
agaacaaatc
aatgtatgaa
ggaacgagca
gtacagagaa
attaaaatct

cacacagtgt

tttcegetcece
ctgtcctect
cttgaaatcc
cctecggtgte
gaatattaaa
atttcaaagg
ttagaaacaa
agaatcacca
attgagctat
attgaagaat
agattagaca
aaacaagaaa
ctaagagaaa
caatatatta
gttcgcttct
aagaatatcc
acatatgagg
ttagaattag
gataaagtca
catgaaatac
gaggtagtca
cgccaaaaca
caagctcaac
tccagagacc
agattgaaaa
cgagaaaaca
gtgatggctg
ctacaactta
tttgaaagtg
caattggaat

tcggaacatc
tgcgggtgeg
cttgttgagg
tgcactggcet
atcaaattag
agtcaaaaaa
cagttcctac
ggcagctaat
cccagaaaac
tggaggagaa
accaattggc
tggaaaccat
aagctggaga
aattaaaagc
atgagctagt
tagcagaaga
aagatcgaaa
cagacacaaa
agagtgaacg
ttgaagcctce
ccttagagca
tggagcttag
tggaagaaag
attataaaac
ccaaccaaga
gaaatctccg
aaaaggatgc
gtacagaaag
agcgtgttca

gtgaaaaata

cgggagagtt
gagatggttg
gcctgcaacc
gctggtcaag
agaagaaaac
agtgaacatc
ggatgatatt
tgaacgaaaa
tatgatgatc
acttaatgat
ttttcaacag
tttgttgaga
tgttcgtcga
ttttcctgaa
gaatccatta
attaagtaca
aaactactct
acagttaatt
tgatgcactt
tcacatgatt
aactgttact
tgttcgcectgt
caaaaaggct
agaatatgaa
aattgatcaa
agaagcaagg
tttagaaaaa
caaagtaaca
acttctgcaa

tcagaaaaaa

35/99

rekombinante DNA

gacttccggce
tcttggttac
ttgtgcttcc
gcttcagtgt
tgatccataa
tctagttctc
tcctcatcag
gaactacttc
gacaatttga
gcacttcacc
aaagatgcca
cagaaacaac
agcctgegtg
gatcagcttt
agaaaggaaa
aacaaaaacc
gaagttcaaa
cagcaaggtg
gaacaggaag
caaacaaaag
ttactgcaaa
gctcatgaag
agagaagaga
aataaactac
cttcgaaatg
gataatgctyg
cacgatcagc
gaatttctcc
gaggaaacag

ttggaggttt

ggcttgtggg
gggtcctaac
gactggagac
ggacgaattg
taataaaaat
tggaatctga
aagagcgaga
ataatattca
aagtggatta
agaagcagct
gcaaatatca
tagaagagac
actttgagtt
ctattcctga
tctgtgaact
aactgaagca
ttagatgtca
actaccgtca
taaftgagct
aacgaagtga
aggataaaga
aggatcgcect
tgtatgaaaa
atgatgaact
ccﬁctaggga
tggctgaaaa
tcttagacag
atcaaagtaa
caagaaatct

taaccaaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020-
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



attttatagt
agagcatcaa
aatgcaaact
ctatggtgct
aagaagagtg
aaaggaccaa
gactcaacag
ttcactgacg
gtcagcttta
tcgtgaggaa
gaacagctta
gactttgaat
tactaaaaaa
atgggaagca
attcagctta

aaattaacaa

<210> 4
<211> 756
<212> PRT

<213> Maus

<400> 4
Met
1

Ser Arg

Ser Leu Glu

Val Ser

35

Asp

Gln Leu Ile

50

Ile
65

Glu

Tyr Leu Thr

Leu

ctccaagcect
gcaaggctag
gcagaaattg
aatgttccca
cttcaattag
gtaacacagc
ccttacaggt
gaatctattg
ctacagacga
ttggcagcaa
cttctcacta
gtgcctaaag
gaagcacctg
cctgtagacc
atcgtgtact
attcg

Lys Ile

Ser Glu

20

Ser Ser

Glu Arg

Gln

Ser

Ile
85

Lys

Ala Lys

Asp Ile

Glu

Lys

Lys

Glu
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cttctgaaaa
acatttatga
aaaatgaaga
caacagccaa
aaaaacaaaa
tttcacaaga
atctcattga
cacaacttga
agaatcaaat
tgaaacagat
aaacagaacc
agcatgaaga
agtggtctaa
attatatact

cagcattttt

Glu

Ser

Glu Arg

40

Glu
55

Ile

Asn Met

70

Glu Leu

acgcattact
gaaactggaa
tgaggctgaa
aagacgacta
ctcgcetgatt
gcttgacaga
atcagtgcgt
gaaagatgtc
ggcattagat
tctegttaag
aaaacatgtg
caatatattt
gaaacaaaag
gctgaagttc

taaataacaa

Pro Lys
10

Lys

Leu Glu
25

Thr

Glu Gly Lys

Leu His Asn

Met Ile Asp

75

Glu Glu
90

Lys

36/99

gaacttcaag
aaagagcttg
agggttcttt
aagcaaagtg
ttaaaagatc
gccaattege
cagagagatt
agcaacttaa
ttagaacaac
atgcatagta
acagaaaatc
acacctaaac
atgaagacct
tttttctgat
tgtttatttg

Val Asn Ile

Thr Ile His

30

Val Lys Ile

45

Ile Gln
60

Asn Leu

Leu Asn

Leu

Lys

Asp

cacagaactc
atgaaataat
tttcctacgyg
ttcacttgge
tggaacatcg
tattaaacca
ctaagattga
ataaagaaaa
ttctaaatca
aacattctga
agaaatcaaa
caacactctt
agtgttttgg
ggaaaacaaa

aactaatatt

Ser Ser

15

Thr Asp

Thr Arg

Leu Lys

Met Asp

80

Ala
95

Leu

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2715



His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ser

- Thr

225

Gln

Gly

Ala

Glu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyxr

Arg

Asp

Leu

Ala
290

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Leu

Tyr

Glu

275

Ser

Gln

100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Glu

Thr

Arg

260

Gln

His

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ser

Asp

Leu

245

Gln

Asp

Ile

Leu

Lys

Arg

Gly

150

Tyr

Tyr

Val

Thr

Arg

230

Glu

Glu

Val

Ala
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Thr

Lys

Gln

135

Asp

Val

‘Val

Cys

Ser

215

Arg

Leu

Asn

Leu

Gln
295

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Asn

Ala

Tyr

Glu

280

Ala

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Ile

185

Leu

Gly

Asn

Asp

Asp

265

Leu

Lys

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Ala

Thr

250

Lys

Arg

Glu

Asp

Leu

Glu

Asn

155

Ser

Phe

Val

Leu

Glu

235

Lys

Val

Arg

Arg

37/99

Asn Gln Leu

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Leu

Gln

Lys

Lys

Asn

300

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Leu

Leu

Ser

His

285

Glu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Ser

Leu

Ile

Val

Glu

270

Glu

Leu

Thr

Glu

His

Phe

Asp

175

Val

Glu

Thr

Arg

Gln

255

Arg

Val

Ser

Ile

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

Cys

240

Gln

Asp

Leu

Lys



Glu

305

Asp

Glu

Lys

Tyr

Lys

385

Glu

Ala

Gly

Thr

Phe

465

Leu

Val

Ile

Val

Tyr

Glu

Ala

Lys

370

Leu

Met

Leu

Lys

Glu

450

Glu

Thr

Leu

Thr

Ser

Leu

Asp

Arg

355

Thr

Lys

Tyr

Ala

His

435

Ser

Ser

Gln

Thr

Glu

Ser

Asn

Arg

340

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

420

Glu

Lys

Glu

Cys

Lys

500

Leu

Leu

Arg

325

Leu

Glu

Tyr

Asn

Arg

405

Lys

Gln

Val

Arg

Gln

485

Glu

Glu

Gln

310

Gln

Glu

Met

Glu

Leu

390

Glu

Asn

Leu

Ser

Val

470

Leu

Phe

Ala

DE 601 27 442 T2

Gln

Asn

Arg

Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu

455

Gln

Glu

Tyr

Gln

Thr

Met

Leu

Glu

360

Lys

Ile

Arg

Ala

Asp

440

Phe

Leu

Cys

Ser

Asn

Val

Glu

Gln

345

Lys

Leu

Asp

Asn

Val

425

Arg

Leu

Leu

Glu

Leu

505

Ser

Thr

Leu

330

Val

Tyr

His

Gln

Leu

410

Ala

Tyr

His

Gln

Lys

490

Gln

Glu

Leu

315

Ser

Gln

Val

Asp

Leu

395

Arg

Ala

Arg

Gln

Glu

475

Tyr

Thr

His

38/99

2007.11.29

Leu

Val

Leu

Thr

Glu

380

Arg

Glu

Glu

Glu

Ser

460

Glu

Gln

Ser

Gln

Gln

Arg

Glu

Ser

365

Leu

Ser

Ala

Lys

Leu

445

Lys

Thr

Lys

Ser

Ala

Lys

Cys

Asp

350

Arg

Glu

Ala

Arg

Asp

430

Gln

Leu

Ala

Lys

Glu

510

Arg

Asp

Ala

335

Thr

Asp

Gln

Ser

Asp

415

Ala

Leu

Lys

Arg

Leu

495

Lys

Leu

Lys

320

His

Lys

His

Ile

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Ser

Asn

480

Glu

Arg

Asp



Ile

Ala

545

Gly

Ser

Leu

Ser

Pro

625

Asp

Leu

Leu

Lys

Phe

705

Thr

Tyr

530

Glu

Tyr

Val

Ile

Gln

610

Tyr

Ser

Asn

Asp

Gln

690

Leu

Leu

515

Glu

Ile

Gly

His

Leu

595

Glu

Arg

Leu

Lys

Leu

675

Ile

Thr

Asn

Lys

Glu

Ala

Leu

580

Lys

Leu

Tyr

Met

Glu

660

Glu

Ile

Lys

Met

Leu

Asn

Asn

565

Ala

Asp

Asp

Leu

Lys

645

Lys

Gln

Ile

Met

Pro

725

Glu

Glu

550

Val

Arg

Leu

Arg

Ile

630

Ser

Ser

Leu

Asn

Glu

710

Arg

DE 601 27 442 T2

520

Lys Glu
535

Asp Glu

Pro Thr

Arg Val

Asp His
600

Ala Asn
615

Glu Ser

Thr Ala

Ala Leu

Leu Ser

680

Met Cys
695

Ser Lys

Glu His

Leu

Ala

Thr

Leu

585

Gln

Ser

Val

Gln

Leu

665

His

Ser

Ser

Glu

Asp

Glu

Ala

570

Gln

Lys

Leu

Arg

Leu

650

Gln

Arg

Lys

Val

Glu
730

Glu

Arg

555

Lys

Leu

Asn

Leu

Gln

635

Glu

Thr

Glu

His

Thr

715

Asn

39/99

2007.11.29

Ile

540

Ile

Arg

Glu

Gln

Asn

620

Arg

Lys

Lys

Glu

Ser

700

Glu

Ile

525

Ile

Leu

Arg

Lys

Val

605

Gln

Asp

Asp

Asn

Phe

685

Glu

Asn

Phe

Met

Tyr

Leu

Gln

590

Arg

Thr

Ala

Val

Gln

670

Ala

Asn

Gln

Ile

Gln

Ser

Lys

575

Asn

Gln

Gln

Lys

Ser

655

Met

Ala

Asn

Ala

Pro

735

Thr

Tyr

560

Gln

Ser

Leu

Gln

Ile

640

Asn

Ala

Met

Leu

Lys

720

Lys
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Pro Thr Leu Phe Thr Lys Lys Glu Ala Gln Glu Trp Pro Lys Ser Gln

740

Lys Met Lys Thr
755

<210> 5
<211> 2719
<212> DNA

<213> Maus

<400> 5

acggccagtg
tcgagecggcece
ggtcctaacg
ctgaagacgc
gagttactga
aggaaccaaa
caaccattca
ccaggcagtt
tatcccagaa
agctagagga
acaatcagtt
aaatggaaac
aaaaggctgg
tgaagctaaa
tctatgagct
aactctctga
aagaagatcg
tagcagacac
tgaagagtga
tacttgaagc
gcagcctgca
acatggaact
aactggaaga
accattataa
aaactaatct

acagaaatct

aattgtaata
gccagtgtga
gtccggtage
cattggttct
ccattgagag
aaaagtaaat
tacagatgat
aatcgaaaga
aaacatgatg
aaaacttaat
gactattcaa
cattttattg
agatgttcgc
atcttttcct
cgtgaaccca
agaactgagt
aagaaacaac
aaaacagtta
acgcgatgct
ctctcacata
gcagacagtc
cagtgtacgc
caccaaaaag
aacagaatat
agaaattgat

ccgtgaagcea

cgactcacta
tggatatctg
cccgagatac
tccaagagtc
aagattgatt
atctctagtt
gtctcatcat
aaagagatac
atcgacaact
gacgcccttce
cagaaagatg
cgacagaagc
cgaaatctgc
gaagatcaac
ttaagaaagg
acaagtaaag
gctgaacttc
gttcagcaag
ctggaacagg
gctcaagcta
accctgcectge
tgtgcccatg
gctagagaag
gaaaataaac
cagcttcgaa

agggataatg

745

tagggcgaat
cagaattcgc
ctgttgaggg
cgggtgaagc
caaataataa
ctctggagte
cagaggagcg
ttcataatat
tgaaaatgga
accagaagca
ccaaaaaata
aactggaaga
gagactttga
tctctattce
aagtctgtga
gccaactgaa
taattcgatg
gtgattaccg
acgtactcga
aggaaaggaa
agaaggataa
aggaggatcg
agatgtatga
tacatgatga
gtgcctctag

cactcgctga

40/99

750

tgggcceccetcet
ccttggttgt
gtggcagcct
tggtgttatc
aatgtctcge
tgaagatatt
agaaggtaaa
tcagttactg
ttatcttaca
gctgctaact
tcaagaacta
aacaaaccat
gctgacagaa
tgaatatgta
gctacaggtg
gcagctgacg
tcaacgtttg
tcaagagaac
gcttagaaga
tgaattatca
agactacctc
gctggaaagg
gaaatatgtc
actggaacaa
ggaaatgtat

aaagaaccga

agatgcatgc
cttggttacg
gagctgctga
cttatatgcg
aaaattgcca
agtttggaaa
gtcaaaatca
aaaatcgagc
aagattgagg
ttgcgattag
atgaaacaag
cagctgagag
gagcagtatg
tctattcget
aagaagagtg
gagacatatg
accttagaat
tatgacaaag
aaacacgaag
aaggaggtca
aatcgccaaa
ctgcaagttc
acgtccagag
atcaaattga
gaacgagaaa

gcagtggcag

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



cggaaaagga
tcagtacaga
gtgagcgtgt
agtgtgaaaa
cttcttctga
tagacattta
ttgaaaatga
ccacaacagc
tagaaaaaca
agctttcaca
gatacctcat
cagctcaact
cgaagaacca
ctatgaagca
cgaaaatgga
aacatgaaga
agtggcccaa
aacccagcca
gtgcaatgtc
agctcggtac

<210> 6
298
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 6

Met Ser Arg

1

Ser Leu

Asp Ile
35

Gln Leu

Glu

Ser

Ile

cgctctggga
gagcaaggta
tcaactcctg
atatcagaag
aaaacgcatt
cgagaagttg
aéatgaggct
taaaagacga
aaattcatta
agagcttgac
agagtctgtg
tgagaaagat
gatggcactg
gatcatcatt
atcaaaaagt
gaatatattt
gagtcagaag
ggccctcgge
tgttggaagg
caagctggc

Lys
5

Ser

20

Ser

Glu

DE 601 27 442 T2

aagcatgagc
tctgagtttc
caagaggaaa
aaattggagg
accgaactcg
gaaaaggagc
gaaagaattc
ctaaagcaaa
attttaaaag
agagccaatt
cgacagagag
gtcagcaact
gatctggagce
aatatgtgta
gtgacagaaa
atacccaagc
atgaagacct
tctcecattgg

gcgaattcca

Kinstliche Sequenz

40

agctcctaga
tccatcagag
ctgcaagaaa
ttttaactaa
aggcacagaa
ttgatgagat
tttattecta
gtgtccactt
atctggacca
cactgttgaa
atgccaagat
taaataaaga
agctcctcag
gtaaacattc
atcaagcaaa
caacgctctt
agtgtttggt
aacaggcctg

gcacactggc

Beschreibung der kunstlichen Sequenz:

Ile Ser Lys Glu Ser Lys Lys

10

Glu Asp Ile Ser Leu Glu Thr

25

Ser Glu Glu Arg Glu Gly Lys

Arg Lys Glu Leu Leu His Asn

41/99

2007.11.29

caggtacaga
caagttgaag
tctcacgcag
agaattttat
ctcagagcat
aataatgcaa
tggttatggt
ggcaagaaga
tcaaaagaac
tcagactcag
tgactcactg
gaagtcagcc
tcaccgcgag
tgagaacaac
gactttgaat
tactaaaaag
gttgaagaaa
tgttatcatg

ggccgttact

Fragment

Val Asn Ile

Thr Val Pro

gaactccagc
tcectttgaaa
tgccagttgg
agtctccaaa
caggcaaggt
acagcagaaa
gctaatgttc
gttcttcagt
caagtaagac
cagccctaca
atgaagtcta
ctgctgcaga
gaatttgcag
ttatttctta
atgccaagag
gaagcacaag
gctggagcct
tactcctgaa

agtggatccg

Ser Ser

15

Thr Asp

30

Val Arg Ile

45

Ile Gln Leu

Thr Arg

Leu Lys

1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2719



Ile
65

Tyr

His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ala

Glu

225

Ser

Glu

50

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Leu

Glu

Asn

Leu

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Ala

Asn

Gln

Ser

Lys

Gln

100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Ala

Ser

Lys
260

Gln

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ser

Met

Leu

245

Ser

Lys

70

Glu

Leu

Ser

Arg

Gly

150

Tyr

Tyr

Ile

Thr

Lys

230

Leu

Lys

DE 601 27 442 T2

55

Thr

Glu

Thr

Lys

Gln

135

Asp

Ile

Val

Cys

Asn

215

Gln

Leu

Thr

Met

Leu

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Ile

Thr

Leu

Met

Glu

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Val

185

Leu

Asn

Leu

Lys

Asn

265

Ile

Glu

90

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Val

Thr

250

Val

Asp

75

Lys

Asp

Leu

Glu

Asn

155

Ala

Phe

Val

Leu

Lys

235

Glu

Pro

42/99

2007.11.29

60

Asn

Leu

Asn

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Met

Pro

Arg

Leu

Asn

Gln

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

His

Lys

Glu

Lys

Asp

Leu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Asn

Leu

Ser

His

His

270

Val

Ala

95

Ala

Glu

Leu

Phe

Asp

175

Val

Ile

Thr

Lys

Val

255

Glu

Asp

80

Leu

Phe

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

His

240

Thr

Asp
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Asn Ile Phe Thr Pro Lys Pro Thr Leu Phe Thr Lys Lys Glu Ala Pro
275

280

Glu Trp Ser Lys Lys Gln Lys Met Lys Thr

290

<210> 7
<211> 857
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 7

atgtctcgaa
gaagatatté
gagggcaaag
cagttactaa
tatcttacaa
ctactaacat
caagaattaa
acaaatcttc
ttgacagaag
gaatatgtat
ctacaagtga
cagctgacag
tctgagaaca
tcaaagactt

ctctttacta

tttggatggg

<210> 8
297
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>

aaatttcaaa
gtttagaaac
tcagaatcac
aaattgagct
agattgaaga
tgagattaga
tgaaacaaga
agctaagaga
agcaatatat
ctgttcgett
aaaagaatat
aggaattgge
gcttacttct
tgaatgtgcc
aaaaagaagc

aagcacctgt

295

Kiinstliche Sequenz

ggagtcaaaa
aacagttcct
caggcagcta
atcccagaaa
attggaggag
caaccaattg
aatggaaacc
aaaagctgga
taaattaaaa
ctatgagcta
cctagcagaa
agcaatgaaa
cactaaaaca
taaagagcat
acctgagtgg

agaccattat

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

aaagtgaaca
acggatgata
attgaacgaa
actatgatga
aaacttaatg
gcttttcaac
attttgttga
gatgttcgtce
gcttttcctg
gtgaatccat
gaattaagta
cagattctcg
gaaccaaaac
gaagacaata
tctaagaaac

atactcctga

43/99

285

Fragment

tctctagtte
tttcctcatc
aagaactact
tcgacaattt
atgcacttca
agaaagatgc
gacagaaaca
gaaacctgcg
aagatcagct
taagaaagga
caaacaaaaa
ttaagatgca
atgtgacaga
tatttacacc
aaaagatgaa

agttcttttt

tctggaatct
agaagagcga
tcataatatt
gaaagtggat
ccagaagcag
cagcaaatat
actagaagag
tgactttgag
ttctattccet
aatctgtgaa
ccaactgaag
tagtaaacat
aaatcagaaa
taaaccaaca
gacctagtgt

ctgatgg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
957
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 8

Met
1

Ser

Asp

Gln

Ile

65

Tyr

His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ser

Leu

Val

Leu

50

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Arg

Glu

Ser

35

Ile

Leu

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

Lys

Ser

20

Ser

Glu

Ser

Lys

Gln

100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Ile

Glu

Ser

Arg

Gln

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ala

Asp

Glu

Lys

Lys

70

Glu

Leu

Lys

Arg

Gly

150

Tyr

Tyxr

Val

Lys

Ile

Glu

Glu

55

Asn

Glu

Thr

Lys

Gln

135

Asp

Val

Val

Cys

Glu

Ser

Arg

40

Ile

Met

Leu

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

Pro

Leu

25

Glu

Leu

Met

Glu

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Ile

185

Leu

Lys

10

Glu

Gly

His

Ile

Glu-

S0

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Lys

Thr

Lys

Asn

Asp

75

Lys

Asp

Leu

Glu

Asn

155

Ser

Phe

Val

44/99

Fragment

Val

Thr

Val

Ile

60

Asn

Leu

Asn

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Asn

Ile

Lys

45

Gln

Leu

Asn

Gln

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

Ile

His

30

Ile

Leu

Lys

Asp

Leu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Ser

Ser

15

Thr

Thr

Leu

Met

Ala

95

Thr

Glu

His

Phe

Asp

175

Val

Glu

Ser

Asp

Arg

Lys

Asp

80

Leu

Ile

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu



195

Ser Glu Glu

210

Glu
225

Phe Ala

Ser Glu Asn

Glu Asn Gln

Ile Phe Ile

275

Pro

290

Trp Lys

<210> 9
<211> 1173
<212> DNA

Leu Ser

Ala Met

Thr

Lys

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

200

Ser

215

Lys

Gln Ile

230

Leu

245

Asn

Ala
260

Lys

Pro

Lys

Ser Gln

Phe

Thr

Pro

Lys

Leu Thr

Leu Asn

Thr Leu

280

Met
295

Lys

<213> Kliinstliche Sequenz

<220>

Gly

Ile

Lys

Met

265

Phe

Gln Leu

Ile Asn

235
Met Glu
250

Pro Arg

Thr Lys

Thr

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 8

gacggeegtg
tcgagcggcece
ccaaggaacc
aaacaaccat
tcaccaggca
agctatccca
aggagctaga
tagacaatca
aagaaatgga

gagaaaaggc

aattgtaata
gccagtgtga
aaaaaaagta
tcatacagat
gttaatcgaa
gaaaaacatg
ggaaaaactt
gttgactatt
aaccatttta

tggagatgtt

cgactcacta
tggatatctg
aatatctcta
gatgtctcat
agaaaagaga
atgatcgaca
aatgacgccc
caacagaaag
ttgcgacaga

cgccgaaatc

tagggcgaat
cagaattcgce
gttctctgga
catcagagga
tacttcataa
acttgaaaat
ttcaccagaa
atgccaaaaa
agcaactgga

tgcgagactt

45/99

205

Lys

220

Met Cys Ser

Ser Lys Ser

Glu His Glu

270

Glu Ala
285

Lys

Fragment

tgggccctct
ccttatgtct
gtctgaagat
gcgagaaggt
tattcagtta
ggattatctt
gcagctgcta
atatcaagaa
agaaacaaac

tgagctgaca

Gln Leu

Thr Glu

Lys His

240

Val
255

Thr

Glu Asn

Gln Glu

agatgcatgc
cgcaaaattg
attagtttgg
aaagtcaaaa
ctgaaaatcg
acaaagattg
actttgcgat
ctaatgaaac
catcagctga

gaagagcagt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



atgtgaagct
gcttctatga
gtgaactctc
ttgcagctat
ttcttacgaa
caagagaaca
cacaagagtg
gagcctaacc
cctgaagtgc
gatccgagcet

<210> 10
<211> 87
<212> PRT

aaaatctttt
gctcgtgaac
tgaagaactg
gaagcagatc
aatggaatca
tgaagagaat
gcccaagagt
cagccaggcce
aatgtctgtt

cggtaccaag

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

cctgaagatc
ccattaagaa
agtacaagta
atcattaata
aaaagtgtga
atatttatac
cagaagatga
ctcggcectctc
ggaagggcga
cttggcgtaa

<213> Kiunstliche Sequen:z

<220>

aactctctat
aggaagtctg
aaggccaact
tgtgtagtaa
cagaaaatca
ccaagccaac
agacctagtg
cattggaaca
attccagcac

tca

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 10
Met Ala Leu
1

Ala Met Lys
Ser Leu Leu
35

Lys Ser Lys
50

Thr Pro Lys
65

Lys Lys Gln

<210> 11

Asp Leu

Gln
20

Ile

Leu Thr

Thr Leu

Pro Thr

Met
85

Lys

Glu

Leu

Lys

Asn

Leu

70

Lys

Gln Leu

Val Lys

Thr Glu

40

Val
55

Pro

Phe

Thr

Thr

Leu Asn His

10

Met His
25

Ser

Pro Lys His

Lys Glu His

Glu
75

Lys Lys

46/99

tcctgaatat
tgagctacag
gaagcagctg
acattctgag
agcaaagact
gctctttact
tttggtgttg
ggcctgtgtt
actggcggcc

Fragment

Arg Glu Glu

Lys His Ser

30

Val Thr Glu
45

Glu Asp Asn
60

Ala Pro Glu

gtatctattc
gtgaagaaga
acggaggaat
aacaacttat
ttgaatatgce
aaaaaggaag
aagaaagctg
atcatgtact

gttactagtg

Leu Ala

15

Glu Asn

Asn Gln

Ile Phe

Trp Ser
80

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173



<211> 983
<212> DNA

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

<400> 11

acgccégctt
cccttetgece
cctttggtcece
cactttcgag
gctaatgttc
gtgcttcaat
caagtaacac
cagccttaca
acggaatcta
ttactacaga
gaattggcag
ttacttctca
aatgtgccta
aaagaagcac
gcacctgtag
agatatccat
agtgagtcgt
<210> 12

689
DNA

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 12

ggttgtcttg
caaccttgtyg
tcaaggcttce
aaccagactc

attgattcac

ggtaccgagc
ttgaaatccc
ctcggtgtct
ttgaaaatga
ccacaacagc
tagaaaaaca
agctttcaca
ggtatctcat
ttgcacaact
cgaagaatca
caatgaaaca
ctaaaacaga
aagagcatga
ctgagtggtc
accattatat
cacactggcg

attacaattc

gttacgggtc
cttccgactg
agtgtggagt
aacagcctta

tgacggaatc

tcggatccac
ttgttgaggg
gcactggctg
agatgaggct
caaaagacga
aaactcgctg
agagcttgac
tgaatcagtg
tgagaaagat
aatggcatta
gattctcgtt
accaaaacat
agacaatata
taagaaacaa
actcctgaag
gccgctcecgag

act

Kinstliche Sequenz

ctaacggtcc
gagacgcctt
aattgacact
caggtatctc

tattgcacaa

tagtaacggc
cctgcaacct
ctggtcaagg
gaaagggttc
ctaaagcaaa
attttaaaag
agagccaatt
cgtcagagag
gtcagcaact
gatttagaac
aagatgcata
gtgacagaaa
tttacaccta
aagatgaaga
ttetttttet

catgcatcta

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

cctgecttga
tggtccctcg
ttcgagcttg
attgaatcag
cttgagaaag

47/99

Fragment

cgccagtgtg
tgtgcttceg
cttcagtgtg
ttttttccta
gtgttcactt
atctggaaca
cgctattaaa
attctaagat
taaataaaga
aacttctaaa
gtaaacattc
atcagaaatc
aaccaacact
cctagtgttt
gatggaaggg

gagggcccaa

Fragment

aatcccttgt
gtgtctgcac
acagagccaa
tgcgtcagag

atgtcagcaa

ctggaattcg
actggagacg
gacgaattga
cggctatggt
ggcaagaaga
tcgaaaggac
ccagactcaa
tgattcactg
aaagtcagct
tcatcgtgag
tgagaacagc
aaagactttg
ctttactaaa
tggatgggaa
cgaattctgc
ttcgececctat

tgagggccetg
tggctgctgg
ttcgctatta
agattctaag

cttaaataaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
983

120
180
240
300



gaaaagtcag
aatcatcgtg
tctgagaaca
tcaaagactt
ctctttacta
tttggatggg

acaaaattca

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

13
1257
DNA

<220>
<223>

<400> 13

ccatcagaaa
tgatcacagt
cccaagtagce
ggtagagaca
tccacctgcee
agaagttaat
gtcatacatt
tatattcttt
cgaaagacca
tgacacagtg
agcttgattt
tcaaactacc
cttaatgttt
aaccagactc
attgattcac
gaaaagtcag
aatcatcgtg
tctgagaaca
tcaaagactt
ctctttacta

tttggatggg

<210> 14

ctttactaca
aggaattggc
gcttacttct
tgaatgtgcc
aaaaagaagc
aagcacctgt

gcttaatcgt

aagaacttca
tcattgcaac
tggaactgta
gggtttcacc
tagggcctct
attttaaaag
aaataacatt
agagtgtctt
gaaatacttc
gtgtgttggt
gtaacattgg
aacctaaggt
gcaccataca
aacagcctta
tgacggaatc
ctttactaca

aggaattggce

gcttacttct'

tgaatgtgcc
aaaaagaagc

aagcacctgt

DE 601 27 442 T2

gacgaagaat
agcaatgaaa
cactaaaaca
taaagagcat
acctgagtgg
agaccattat

gtactcagc

Kinstliche Sequenz

ggacgcgtgg
ctctgectece
gctacgcact
atgttgcccea
gaaagtactg
ttttaaaaac
aatatatgtt
ttcatactat
attttattgce

aaatgttaac

cttgtatctce

tactgaagat
gatacaacag
caggtatctc
tattgcacaa
gacgaagaat
agcaatgaaa
cactaaaaca
taaagagcat
acctgagtgg

agaccattat

caaatggcat
cagattctcg
gaaccaaaac
gaagacaata
tctaagaaac

atactcctga

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

gtttatcgce
cagggtcaag
actgtgcctg
ggctagtcta
ggattggaga
tatttctctt
gtttattatt
aacattagga
agttcctgac
agccagcttt
ttttataaat
ggagtaaaga
acatagcttg
attgaatcag
cttgagaaag
caaatggcat
cagattctcg
gaaccaaaac
gaagacaata
tctaagaaac

atactcctga

48/99

2007.11

tagatttaga
ttaagatgca
atgtgacaga
tatttacacc
aaaagatgaa

agttcttttt

Fragment

cagactggag
gactcctccce
gctaattttt
gaacttctgg
tgtgccactg
ataacaaagg
tgttttctta
ggatctttat
acatagttaa
ccaagaggga
actccccacc
ttgtcagcag
acagagccaa
tgcgtcagag
atgtcagcaa
tagatttaga
ttaagatgca
atgtgacaga
tatttacacc
aaaagatgaa

agttcttttt

29

acaacttcta
tagtaaacat
aaatcagaaa
taaaccaaca
gacctagtgt
ctgatggaaa

tgcagtggca
tcetecagect
gtattttttt
gctcaagcga
cacccagcca
gttttttcaa
aggatctgtt
cctcaaattt
tgcttggggt
tatgagggag
atggctgact
cataccagta
ttcgctatta
agattctaag
cttaaataaa
acaacttcta
tagtaaacat
aaatcagaaa
taaaccaaca
gacctagtgt
ctgatgg

360
420
480
540
600
660
689

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1257



<211> 118

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

<400> 14

Met
1

Phe

Leu

Gln

Thr

65

Thr

Ser

Val

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

Gln

Ser

Lys

Asn

50

Gln

Gln

Lys

Arg

<220>

<223>

15
70
PRT

Thr

Tyr

Gln

35

Ser

Leu

Gln

Ile

Asn

115

Ala

Gly

20

Ser

Leu

Ser

Pro

Asp

100

Trp

Glu

Tyr

Val

Ile

Gln

Tyr

85

Ser

Gln

Ile

Gly

His

Leu

Glu

70

Arg

Leu

Gln

Glu

Ala

Leu

Lys

55

Leu

Tyr

Thr

Kinstliche Sequenz

Asn

Asn

Ala

40

Asp

Asp

Leu

Glu

Glu

Val

25

Arg

Leu

Arg

Ile

Ser

105

Asp Glu
10

Pro Thr

Arg Val

Glu His

Ala Asn
75

Glu Ser
90

Ile Ala

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

49/99

Fragment

Ala

Thr

Leu

Arg

60

Ser

Val

Gln

Glu

Ala

Gln

45

Lys

Leu

Arg

Leu

Arg

Lys

30

Leu

Asp

Leu

Gln

Glu
110

Fragment

Val

15

Arg

Glu

Gln

Asn

Arg

95

Lys

Leu

Arg

Lys

Val

Gln

80

Asp

Asp



<400> 15

Met Lys Gln

1

Leu Leu

Ser Lys

Pro Lys

50

Leu

Thr
35

Pro

5

20

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Ile Leu Val Lys Met

Thr Lys Thr Glu Pro

Leu Asn Val Pro Lys

Thr Leu P

40

he Thr Lys
55

His

Lys

25

Glu

Lys

Ser Lys His
10

His Val Thr

His Glu Asp

Glu Ala Pro
60

Ser Glu

Glu Asn

30

Asn Ile
45

Glu Trp

Lys Gln Glu

Met Lys Thr

65

<210> 16

<211> 1173
<212>

<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 16

ggttgtcttg
caaccttgtg
tcaaggcttc
aaataaacta
acttcgaaat
ggataatgct
acacgatcag
gaaaaacgca
tatgagaaac
gaagatgagg
gccaaaagac
caaaactcgce

caagagcttg

gttacgggtc
cttccgactg
agtgtggagt
catgatgaac
gcctctaggg
gtggctgaaa
ctcttagaca
ttactgaact
tggaaaaaga
ctgaaagggt
gactaaagca
tgattttaaa

acagagccaa

70

Kinstliche Sequenz

ctaacggtcc
gagacgcctt
aattgacact
tagaacaaat
aaatgtatga
aggaacgagc
ggttttaacc
tcaagcacag
gcttgatgaa
tcttttttee
aagtgttcac
agatctggaa
ttcgcectatta

Beschreibung der kunstlichen Sequenz:

cctgcecttga
tggtccétcg
ttcgagagac
cagattgaaa
acgagaaaac
agtgatggct
aaagaatttt
aactcagagc
ataataatgc
tacggctatg
ttggcaagaa
catcgaaagg

aaccagactc

50/99

Fragment

aatcccttgt
gtgtctgcac
cattataaaa
accaaccaag
agaaatctcc
gaaaaggatg
atagtctcca
atcaagcaag
aaactgcaga
gtgctaatgt
gagtgcttca
accaagtaac

aacagcctta

Asn Ser

15

Gln Lys

Phe Thr

Ser Lys

tgagggcctg
tggctgctgg
cagaatatga
aaattgatca
gagaagcaag
ctttagaaaa
agcctecttct
gctagacatt
aattgaaaat
tcccacaaca
attagaaaaa
acagctttca

caggtatctc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



attgaatcag
cttgagaaag
aacattctga
agaaatcaaa
caacactctt
agtgttttgg
ggaaaacaaa
<210> 17
<211> 185
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 17
Met
1

Lys Gln

Glu Thr Asn

Leu Arg Asp

35

Phe Pro Glu

50

Tyr Glu Leu

65

Lys Lys Asn

Lys Gln Leu

Val Gln Ile

115

tgcgtcagag
atgtcaggaa
gaacagctta
gactttgaat
tactaaaaaa
atgggaagca
attcagctta

Glu Met

Leu Gln

20

Phe Glu

Asp Gln

Val Asn

Ile Leu

85

Thr
100

Glu

Arg Cys

Glu

Leu

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

Gln

DE 601

agattctaag
ttggcagcaa
cttctcacta
gtgcctaaag
gaagcacctg
cctgtagacc

atcgtgtact

Kinstliche Sequenz

Thr Ile

Arg Glu

Thr Glu

40
Ser Ile
55

Leu Arg

70

Glu Glu

Glu

Tyxr

Leu

120

Arg

Leu

Lys

Glu

Pro

Lys

Leu

Glu

Ala

27 442 T2

attgattcac
tgaaacagat
aaacagaacc
agcatgaaga
agtggtctaa
attatatact

cac

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Leu Arg

10
Ala Gly
25

Gln Tyr

Glu Tyr

Glu Ile

75

Ser Thr

80

Asp Arg
105

Leu Glu

51/99

2007.11.

tgacggaatc
tctcgttaag
aaaacatgtg
caatatattt
gaaacaagag

cctgaagttce

Fragment

Gln Lys Gln

Asp Val Arg

30

Ile Lys Leu

45

Val Ser Val

60
Glu

Cys Leu

Asn Lys Asn

Lys Asn Tyr

110

Ala
125

Leu Asp

29

tattgcacaa
atgcatagta
acagaaaatc
acacctaaac
atgaagacct

tttttctgat

Leu Glu

15

Arg Asn

Lys Ala

Arg Phe

Gln Val

80

Gln
95

Leu

Ser Glu

Thr Lys

840
900
960
1020
1080
1140
1173



Gln Leu
130

Lys Ser
145

Lys His

Ser Glu

<210>
<211>

18

<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 18

ccgagctecgg
aatcccttgt
gtgtctgcac
aagaattgga
tagacaacca
aagaaatgga
gagaaaaagc
atattaaatt
gcttctatga
atatcctage
atgaggaaga
aattagcaga
aagtcaagag
aaatacttga
gaccattata
aaaaccaacc

aacagaaatc

Ile

Glu

Glu

Leu

1596

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Gln Gln Gly Asp Tyr Arg

135

Arg Asp Ala Leu Glu Gln

150

165

Ile Leu Glu Ala Ser His

155

170

Ser Lys Glu Arg Pro Leu

180

atccactagt

tgagggcctg

tggctgcetgg
ggagaaactt
attggctttt
aaccattttg
tggagatgtt
aaaagctttt
gctagtgaat
agaagaatta
tcgaaaaaac
cacaaaacag
tgaacgtgat
agcctctcac
aaacagaata
aagaaattga

tccgagaage

Kinstliche Sequenz

aacggccgcec
caaccttgtg
tcaaggcttc
aatgatgcac
caacagaaag
ttgagacaga
cgtcgaaacc
cctgaagatc
ccattaagaa
agtacaaaca
tactctgaag
ttaattcagc
gcacttgaac
atgattcaaa
tgaaaataaa
tcaacttcga

aagggataat

185

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

agtgtgctgg
cttccgactg
agtgtggagt
ttcaccagaa
atgccagcaa
aacaactaga
tgcgtgactt
agctttctat
aggaaatctg
aaaaccaact
ttcaaattag
aaggtgacta
aggaagtaat
caaaagaacg
ctacatgatg

aatgcctcta

gctgtgagctg

52/99

140

Fragment

aattcgccct
gagacgcctt
aattgacact
gcagctacta
atatcaagaa
agagacaaat
tgagttgaca
tcctgaatat
tgaactacaa
gaagcagctg
atgtcaacgt
ccgtcaagag
tgagcttagg
aagtgaatta
aactagaaca
gggaaatgta

aaaaggaacg

Gln Glu Asn Tyr Asp Lys Val

Glu Val Ile Glu Leu Arg Arg

160

Met Ile Gln Thr Lys Glu Arg

175

tctgcecttga
tggtccecteg
ttcgagattg
acattgagat
ttaatgaaac
cftcagctaa
gaagagcaat
gtatctgttc
gtgaaaaaga
acagagacat
ttggccttag
aéctatgata
agaaaacatg
tcaaaagaga
aatcagattg
tgaacgagaa

agcagtgatg

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



gctgaaaagg
tttatagtct
agcatcaagc
tgcaaactgce
cattctgaga
aaatcaaaga
acactcttta
tgttttggat
aagggcgaat

cccaattcge

<210> 19
<211> 308
<212> PRT

atgctttaga
ccaagcctct
aaggctagac
agaaagaatt
acagcttact
ctttgaatgt
ctaaaaaaga
gggaagcacc
tctgcagata
cctatagtga

DE 601

aaaacacgat
tctgaaaaac
atttatgaga
ggcagcaatg
tctcactaaa
gcctaaagag
agcacctgag
tgtagaccat
tccatcacac

gtcgtattac

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

27 442 T2

cagctcttag
gcattactga
aactggaaaa
aaacagattc
acagaaccaa
catgaagaca
tggtctaaga
tatatactcc
tggcggeege

aattca

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 19
Met
1

Ser Arg

Ser Leu Glu

Ile Ser

35

Asp

Gln Leu Ile

50

Ile
65

Glu Leu

Thr

Tyr Leu

His Gln Lys

Lys Ile

Ser Glu

20

Ser Ser

Glu Arg

Ser Gln

Ile
85

Lys

Gln
100

Leu

Ser

Asp

Glu

Lys

Lys

70

Glu

Leu

Lys Glu

Ile Ser

Glu Arg

40
Glu Leu
-55

Thr Met

Glu

Leu

Thr Leu

Ser Lys

10

Lys

Leu Glu Thr

25

Glu Gly Lys

Leu His Asn

Met Ile Asp

75
Glu

Glu Lys

90

Arg Leu Asp

105

53/99

2007.11.29

acaggtttta
acttcaagca
agagcttgat
tcgttaagat
aacatgtgac
atatatttac
aacaaaagat
tgaagttctt

tcgagcatgce

Fragment

Val Asn Ile

Thr Val Pro

30
Val

Arg Ile

45

Ile
60

Gln Leu

Asn Leu Lys

Leu Asn Asp

Asn Gln

Leu

accaaagaat
cagaactcag
gaaataataa
gcatagtaaa
agaaaatcag
acctaaacca
gaagacctag
tttctgatgg
atctagaggg

Ser Ser

15

Thr Asp

Thr Arg

Leu Lys

Val Asp

80
Ala Leu
95

Ala Phe

110

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1596



Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

225

Gln

Gly

Ala

Glu

Glu
305

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyr

Arg

Asp

Leu

Ala

290

Arg

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Leu

Tyr

Glu

275

Ser

Pro

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Glu

Ala

Arg

260

Gln

His

Leu

Ala
Leu
Ala
Gln
165
Glu
Glu
Ser
Asp
Leu
245
Gln

Glu

Met

Ser

Arg

Gly

150

Tyr

Tyr

Ile

Thr

Arg

230

Glu

Glu

Val

Ile

DE 601 27 442 T2

Lys

Gln

135

Asp

Ile

Val

Cys

Asn

215

Lys

Leu

Asn

Ile

Gln
295

Tyr Gln Glu
120

Lys Gln Leu

Val Arg Arg

Lys Leu Lys

170

Ser Val Arg
185

Glu Leu Gln
200

Lys Asn Gln

Asn Tyr Ser

Ala Asp Thr

250

Tyr Asp Lys
265

Glu Leu Arg
280

Thr Lys Glu

2007.11.29

Leu Met Lys

Glu

Asn

155

Ala

Bhe

Val

Leu

Glu

235

Lys

Val

Arg

Arg

54/99

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Val

Gln

Lys

Lys

Ser

300

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Gln

Leu

Ser

His

285

Glu

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Asn

Leu

Ile

Ile

Glu

270

Glu

Leu

Glu

Leu

Phe

Asp

175

Val

Ile

Thr

Arg

Gln

255

Arg

Ile

Ser

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

Cys

240

Gln

Asp

Leu

Lys



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

<220>

<223>

20
258
PRT

<400> 20

Met

1

Val

Lys

Glu

Glu

65

Thr

Leu

Thr

Tyr

Glu
145

Tyr

Ala

His

Ser

50

Ser

Gln

Thr

Glu

Glu

130

Ile

Glu

Glu

Asp

35

Lys

Glu

Cys

Lys

Leu

115

Lys

Glu

Arg

Lys

20

Gln

Val

Arg

Gln

Glu

100

Gln

Leu

Asn

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

Leu

85

Phe

Ala

Glu

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu

Gln

70

Glu

Tyxr

Gln

Lys

Asp
150

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Kinstliche Sequen:z

Arg

Ala

Asp

Phe

55

Leu

Cys

Ser

Asn

Glu

135

Glu

Asn

Val

Arg

40

Leu

Leu

Glu

Leu

Ser

120

Leu

Ala

Leu

Met

25

Tyr

His

Gln

Lys

Gln

105

Glu

Asp

Glu

Arg

10
Ala
Arg
Gln
Glu
Tyr

90
Ala
His

Glu

Arg

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Glu

Glu

Glu

Ser

Glu

75

Gln

Ser

Gln

Ile

Val
155

55/99

Fragment

Ala

Lys

Leu

Lys

60

Thr

Lys

Ser

Ala

Ile

140

Leu

Arg

Asp

Gln

45

Leu

Ala

Lys

Glu

Arg

125

Met

Phe

Asp

Ala

30

Leu

Lys

Arg

Leu

Lys

110

Leu

Gln

Ser

Asn

15

Leu

Ser

Ser

Asn

Glu

95

Arg

Asp

Thr

Tyr

Ala

Glu

Thr

Phe

Leu

80

Val

Ile

Ile

Ala

Gly
160



Tyr Gly Ala

Val His Leu

Ile Leu Lys

195
Gln Glu
210

Leu

Tyr
225

Arg Tyr

Ser Leu Thr

Gln Gln

<210> 21
2403

DNA

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 21

gcttggtacc
gccttgaaat
tcecteggtyg
gagaatatta
aaatttcaaa
gtttagaaac
tcagaatcac

aaattgagct

Val
165

Asn

Ala
180

Arg

Leu

Asp

Asp

Arg

Leu Ile

Pro

Arg

Glu

Ala

Glu

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Thr Thr

Val Leu

Ala

Gln

Lys Arg
170

Leu Glu

185

His Arg

200
Asn Ser
215

Ser Val

230

Glu Serx

245

gagctcggat
cccttgttga
tctgcactgg
aaatcaaatt
ggagtcaaaa
aacagttcct
caggcagcta

atcccagaaa

Ile

Ala Gln

Kinstliche Sequenz

ccactagtaa
gggcctgcaa
ctgctggtca
agagaagaaa
aaagtgaaca
acggatgata
attgaacgaa

actatgatga

Lys

Leu

Arg

Leu

Asp Gln

Leu Asn

Gln Arg

235

Glu
250

Lys

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

cggccgccag
ccttgtgett
aggcttcagt
actgatccat
tctctagttce
tttcctcatc
aagaactact

tcgacaattt

56/99

Arg Leu Lys

Gln Asn

190

Lys

Val Thr

205

Gln

Gln
220

Thr Gln

Asp Ser Lys

Asp Val Arg

Fragment

tgtgctggaa
ccgactggag
gtggagtaat
aataataaaa
tctggaatct
agaagagcga
tcataatatt

gaaagtggat

Gln
175

Ser

Ser Leu

Leu Ser

Gln Pro

Ile Asp

240

Asn

255

Trp

ttcgececette
acgcecctttgg
tgacacttte
atgtctcgaa
gaagatatta

gagggcaaag

cagttactaa

60

120
180
240
300
360
420

tatcttacaa 480



agattgaaga
tgagattaga
tgaaacaaga
agctaagaga
agcaatatat
ctgttcgett
aaaagaatat
agacatatga
ccttagaatt
atgataaagt
aacatgaaat
aagagagacc
agattgaaaa
cgagaaaaca
gtgatggctg
ctacaactta
tttgaaagtg
caattggaat
ctccaagccet
gcaaggctag
gcagaaattg
aatgttccca
. cttcaattag
gtaacacagc
ccttacaggt
gaatctattg
ttaagatgca
atgtgacaga
tatttacacc
aaaagatgaa
agttcttttt
agcatgcatc
cag

<210> 22

1880
DNA

<211>
<212>
<213>

<220>

attggaggag
caaccaattg
aatggaaacc
aaaagctgga
taaattaaaa
ctatgagcta
cctagcagaa
ggaagatcga
agcagacaca
caagagtgaa
acttgaagcc
attataaaac
ccaaccaaga
gaaatctccg
aaaaggatgc
gtacagaaag
agcgtgttca
gtgaaaaata
cttctgaaaa
acatttatga
aaaatgaaga
caacagccaa
aaaaacaaaa
tttcacaaga
atctcattga
cacaacttga
tagtaaacat
aaatcagaaa
taaaccaaca
gacctagtgt
ctgatggaag
tagagggccc

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

aaacttaatg
gcttttcaac
attttgttga
gatgttegte
gcttttcctg
gtgaatccat
gaattaagta
aaaaactact
aaacagttaa
cgtgatgcac
tctcacatga
agaatatgaa
aattgatcaa
agaagcaagg
tttagaaaaa
caaagtaaca
acttctgcaa
tcagaaaaaa
acgcattact
gaaactggaa
tgaggctgaa
aagacgacta
ctcgctgatt
gcttgacaga
atcagtgegt
gaaagatgtc
tctgagaaca
tcaaagactt
ctctttacta
tttggatggg
ggcgaattct

aattcgccct

Kinstliche Sequenz

atgcacttca
agaaagatgc
gacagaaaca
gaaacctgcg
aagatcagct
taagaaagga
caaacaaaaa
ctgaagttca
ttcagcaagg
ttgaacagga
ttcaaacaaa
aataaactac
cttcgaaatg
gataatgctg
cacgatcagc
gaatttctcc
gaggaaacag
ttggaggttt
gaacttcaag
aaagagcttg
agggttecttt
aagcaaagtg
ttaaaagatc
gccaattcgce
cagagagatt
aggaattggc
gcttacttct
tgaatgtgcc
aaaaagaagc
aagcacctgt
gcagatatcc

atagtgagtc

57/99

ccagaagcag
cagcaaatat
actagaagag
tgactttgag
ttctattcct
aatctgtgaa
ccaactgaag
aattagatgt
tgactaccgt
agtaattgag
agaacgaagt
atgatgaact
cctctaggga
tggctgaaaa
tcttagacag
atcaaagtaa
caagaaatct
taaccaaaga
cacagaactc
atgaaataat
tttcctacgg
ttcacttggce
tggaacatcg
tattaaacca
ctaagattga
agcaatgaaa
cactaaaaca
taaagagcat
acctgagtgg
agaccattat
atcacactgg

gtattacaaa

ctactaacat
caagaattaa
acaaatcttc
ttgacagaag
gaatatgtat
ctacaagtga
cagctgacag
caacgtttgg
caagagaact
cttaggagaa
gaattatcaa
agaacaaatc
aatgtatgaa
ggaacgagca
gtacagagaa
attaaaatct
cacacagtgt
attttatagt
agagcatcaa
aatgcaaact
ctatggtgct
aagaagagtg
aaaggaccaa
gactcaacag
ttcactgacg
cagattctcg
gaaccaaaac
gaagacaata
tctaagaaac
atactcctga
cggecegceteg
tcacggcegt

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
2403



DE 601 27 442 T2

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 22

ccgagctcgg
aatcccttgt
gtgtctgcac
ttaaaatcaa
aaaggagtca
aacaacagtt
caccaggcag
gctatcccag
agaattggag
agacaaccaa
agaaatggaa
agaaaaagct
tattaaatta
cttctatgag
tatcctagca
tgaggaagat
attagcagac
agtcaagagt
aatacttgaa
accattataa
aaaccaacca
acagaaatct
ctgaaaagga
ttatagtctc
gcatcaagca
gcaaactgca
attctgagaa
aatcaaagac
cactctttac
gttttggatg
agggcgaatt

ccaattcgcece

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

23
157
PRT

atccactagt
tgagggccta
tggctgcetgg
attagagaag
aaaaaagtga
cctacggatg
ctaattgaac
aaaactatga
gagaaactta
ttggcttttc
accattttgt
ggagatgttc
aaagcttttc
ctagtgaatc
gaagaattaa
cgaaaaaact
acaaaacagt
gaacgtgatg
gcctctcaca
aacagaatat
agaaattgat
ccgagaagca
tgctttagaa
caagcctctt
aggctagaca
gaaagaattg
cagcttactt
tttgaatgtg
taaaaaagaa
ggaagcacct
ctgcagatat
ctatagtgag

aacggccgcce
caaccttgtg
tcaaggcttc
aaaactgatc
acatctctag
atatttcctce
gaaaagaact
tgatcgacaa
atgatgcact
aacagaaaga
tgagacagaa
gtcgaaacct
ctgaagatca
cattaagaaa
gtacaaacaa
actctgaagt
taattcagca
cacttgaaca
tgattcaaac
gaaaataaac
caacttcgaa
agggataatg
aaacacgatc
ctgaaaaacg
tttatgagaa
gcagcaatga
ctcactaaaa
cctaaagagce
gcacctgagt
gtagaccatt

ccatcacact

Kinstliche Sequenz

agtgtgctgg
cttccgactg
agtgtggagt
cataataata
ttctctggaa
atcagaagag
acttcataat
tttgaaagtg
tcaccagaag
tgccagcaaa
acaactagaa
gcgtgacttt
gctttctatt
ggaaatctgt
aaaccaactg
tcaaattaga
aggtgactac
ggaagtaatt
aaaagaacga
tacatgatga
atgcctctag
ctgtggctga
agctcttaga
cattactgaa
actggaaaaa
aacagattct
cagaaccaaa
atgaagacaa
ggtctaagaa

atatactcct

ggcggecget

58/99

2007.11

Fragment

aattcgcecect
gagacgcctt
aattgacact
aaaatgtctc
tctgaagata
cgagagggca
attcagttac
gattatctta
cagctactaa
tatcaagaat
gagacaaatc
gagttgacag
cctgaatatg
gaactacaag
aagcagctga
tgtcaacgtt
cgtcaagaga
gagcttagga
agtgaattat
actagaacaa
ggaaatgtat
aaaggaacga
caggttttaa
cttcaagcac
gagcttgatg
cgttaagatg
acatgtgaca
tatatttaca
acaaaagatg
gaagttcttt

cgagcatgca

29

tctgccttga
tggtcccectceg
ttcgagaata
gaaaaattté
ttagtttaga
aagtcagaat
taaaaattga
caaagattga
cattgagatt
taatgaaaca
ttcagctaag
aagagcaata
tatctgttcg
tgaaaaagaa
cagagacata
tggccttaga
actatgataa
gaaaacatga
caaaagagag
atcagattga
gaacgagaaa
gcagtgatgg
ccaaagaatt
agaactcaga
aaataataat
catagtaaac
gaaaatcaga
cctaaaccaa
aagacctagt
ttctgatgga
tctagaggge

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1880



<220>

DE 601 27 442 T2

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 23

Met Ser Arg

1

Ser

Asp

Gln

Ile

65

Tyr

Cys

Lys

His

Glu
145

Leu

Val

Leu

50

Glu

Leu

Ser

Ser

Glu

130

Ala

<210> 24

<211> 74

<212>
<213>

Glu

Ser

35

Ile

Leu

Thr

Lys

Val

115

Glu

Gln

1

DNA

Lys

Ser

20

Ser

Glu

Ser

Lys

His

100

Thr

Asn

Glu

Ile

5

Glu

Ser

Arg

Gln

Glu

85

Ser

Glu

Ile

Trp

Ala

Asp

Glu

Lys

Lys

70

Phe

Glu

Asn

Phe

Pro

150

Lys

Ile

Glu

Glu

55

Asn

Ala

Asn

Gln

Ile

135

Lys

Kinstliche Sequenz

Glu

Ser

Arg

40

Ile

Met

Ala

Asn

Ala

120

Pro

Ser

Pro

Leu

25

Glu

Leu

Met

Met

Leu

105

Lys

Lys

Gln

Lys

10

Glu

Gly

His

Ile

Lys

90

Phe

Thr

Pro

Lys

Lys

Thr

Lys

Asn

Asp

75

Gln

Leu

Leu

Thr

Met
155

59/99

2007.11.29

Fragment

Val

Thr

Val

Ile

60

Asn

Ile

Thr

Asn

Leu

140

Lys

Asn

Ile

Lys

45

Gln

Leu

Ile

Lys

Met

125

Phe

Thr

Ile

His

30

Ile

Leu

Lys

Ile

Met

110

Pro

Thr

Ser

15

Thr

Thr

Leu

Met

Asn

95

Glu

Arg

Lys

Ser

Asp

Arg

Lys

Asp

80

Met

Ser

Glu

Lys



<220>

DE 601 27 442 T2

<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz:

<400> 24

gtgaattgta
gccgecagtg
accgaaaaaa
cattcataca
gcagttaatc
ccagaaaaac
tatgaagcag
gaaaatggaa
acatgaagag
gtggcccaag
acccagccag
tgcaatgtct
gctcggtacc
<210> 25

256
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 25

atacgactca
tgatggatat
gtaaatatct
gatgatgtct
gaaagaaaag
atgatgatcg
atcatcatta
tcaaaaagtg
aatatattta
agtcagaaga
gcecctcecgget

gttggaaggg
aagcttggcg

ctatagggcg
ctgcagaatt
ctagttctct
catcatcaga
agatacttca
acaacttgaa
atatgtgtag
tgacagaaaa
tacccaagcc
tgaagaccta
ctccattgga
cgaattccag

t

Kinstliche Sequenz

aattgggccce
cgcececttatg
ggagtctgaa
ggagcgagaa
taatattcag
aatggattat
taaacattct
tcaagcaaag
aacgctettt
gtgtttggtg
acaggcctgt

cacactggcg

Beschreibung der klUnstlichen Sequenz:

2007.11.29

Fragment

tctagatgca
tctcgcaaaa
gatattagtt
ggtaaagtca
ttactgaaaa
cttacaaagg
gagaacaact
actttgaata
actaaaaagg
ttgaagaaag
gttatcatgt

gccgttacta

Fragment

tgctcgageg
ttgccaagga
tggaaacaac
aaatcaccag
tcgagctatce
aatttgcagc
tatttcttac
tgccaagaga
aagcacaaga
ctggagccta
actcctgaag

gtggatccga

Met Ser Arg Lys Ile Ala Lys

1

Ser Leu

Asp Val

5

20

35

Gln Leu
50

Glu Ser Glu Asp Ile

Ser Ser Ser Glu Glu

55

Glu Pro Lys
10

Ser Leu Glu
25

Arg Glu Gly
40

Ile Glu Arg Lys Glu Ile Leu His

Lys

Thr

Lys

Asn

60/99

Val Asn Ile Ser Ser
15

Thr Ile His Thr Asp
30

Val Lys Ile Thr Arg
45

Ile Gln Leu Leu Lys
60

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
741



Ile

65

Tyr

His

Gln

Glu

Lys

145

Lys

Gln

Ile

Met

Pro

225

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Ser

Ser

Leu

Asn

Glu

210

Arg

Lys

Leu

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Thr

Ala

Leu

Met

195

Ser

Glu

Lys

Ser

Lys

Gln

100

Asp

Leu

Ala

Leu

Ser

180

Cys

Lys

His

Glu

Gln

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Gln

Leu

165

His

Ser

Ser

Glu

Ala
245

Lys

70

Glu

Leu

Lys

Arg

Leu

150

Gln

Arg

Lys

Val

Glu

230

Gln

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Asn

Glu

Thr

Lys

Gln

135

Glu

Thr

Glu

His

Thr

215

Asn

Glu

Met

Leu

Leu

Tyr

120

Arg

Lys

Lys

Glu

Ser

200

Glu

Ile

Trp

Met

Glu

Arg

105

Gln

Asp

Asp

Asn

Phe

185

Glu

Asn

Phe

Pro

Ile

Glu

90

Leu

Glu

Ala

Val

Gln

170

Ala

Asn

Gln

Ile

Lys
250

Asp

75

Lys

Asp

Leu

Lys

Ser

155

Met

Ala

Asn

Ala

Pro

235

Ser

61/99

Asn

Leu

Asn

Met

Ile

140

Asn

Ala

Met

Leu

Lys

220

Lys

Gln

Leu

Asn

Gln

Lys

125

Asp

Leu

Leu

Lys

Phe

205

Thr

Pro

Lys

Lys

Asp

Leu

110

Gln

Ser

Asn

Asp

Gln

190

Leu

Leu

Thr

Met

Met

Ala

95

Thr

Glu

Leu

Lys

Leu

175

Ile

Thr

Asn

Leu

Lys
255

Asp

80

Leu

Ile

Met

Met

Glu

160

Glu

Ile

Lys

Met

Phe

240

Thr



<210>
<211>
212>

26

875
DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 26

atgtctcgeca
gaagatatta
gaaggtaaag
cagttactga
tatcttacaa
ctgctaactt
caagaactaa
gactcactga
aagtcagccc
caccgcgagyg
gagaacaact
actttgaata
actaaaaagg
ttgaagaaag
gttatcatgt
<210> 27
<211> 229
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 27

aaattgccaa
gtttggaaac
tcaaaatcac
aaatcgagct
agattgagga
tgcgattaga
tgaaacaaga
tgaagtctac
tgctgcagac
aatttgcagc
tatttcttac
tgccaagaga
aagcacaaga
ctggagccta

actcctgaag

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Kinstliche Sequenz

ggaaccaaaa
aaccattcat
caggcagtta
atcccagaaa
gctagaggaa
caatcagttg
aatggaaacc
agctcaactt
gaagaaccag
tatgaagcag
gaaaatggaa
acatgaagag
gtggcccaag
acccagccag

tgcaatgtct

Kunstliche Sequenz

aaagtaaata
acagatgatg
atcgaaagaa
aacatgatga
aaacttaatg
actattcaac
attttattge
gagaaagatg
atggcactgg
atcatcatta
tcaaaaagtg
aatatattta
agtcagaaga
gcccteggcet
gttgg

Beschreibung der kiunstlichen Sequenz: Fragment

tctctagtte
tctcatcatc
aagagatact
tcgacaactt
acgcccttca
agaaagatgc
gacagagaga
tcagcaactt
atctggagca
atatgtgtag
tgacagaaaa
tacccaagcce
tgaagaccta

ctccattggg

Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Fragment

tctggagtct
agaggagcga
tcataatatt
gaaaatggat
ccagaagcag
caaaaaatat
tgccaagatt
aaataaagag
gctcctcagt
taaacattct
tcaagcaaag
aacgctcttt
gtgtttggtg
acaggcctgt

Met Ser Arg Lys Ile Ala Lys Glu Pro Lys Lys Val Asn Ile Ser Ser

1

5

10

15

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Ile Ser Leu Glu Thr Thr Ile His Thr Asp
30

20

25

62/99

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
875



Asp

Gln

Ile

65

Tyr

Gln

Ile

Asn

Ala

145

Met

Leu

Lys

Lys

Val

Leu

50

Glu

Leu

Pro

Asp

Leu

130

Leu

Lys

Phe

Thr

Pro

210

Gln
225

Glu

Ser

35

Ile

Leu

Thr

Tyr

Ser

115

Asn

Asp

Gln

Leu

Leu

195

Thr

Met

Ser

Glu

Ser

Lys

Arg

100

Leu

Lys

Leu

Ile

Thr

180

Asn

Leu

Lys

Ser

Arg

Gln

Leu

85

Tyr

Met

Glu

Glu

Tle

165

Lys

Met

Phe

Thr

DE 601 27 442 T2

Glu Glu Arg

Lys

Lys

70

Asp

Leu

Lys

Lys

Gln

150

Ile

Met

Pro

Thr

Glu

55

Asn

Arg

Ile

Ser

Ser

135

Leu

Asn

Glu

Arg

Lys
215

40

Ile

Met

Ala

Glu

Thr

120

Ala

Leu

Met

Ser

Glu

200

Lys

Glu Gly

Leu His

Met Ile

Asn Ser

90

Ser Val
105

Ala Gln

Leu Leu

Ser His

Cys Ser

170

Lys Ser
185

His Glu

Glu Ala

Lys

Asn

Asp

75

Leu

Arg

Leu

Gln

Arg

155

Lys

Val

Glu

Gln

63/99

2007.11.29

Val

Ile

60

Asn

Leu

Gln

Glu

Thr

140

Glu

His

Thr

Asn

Glu
220

Lys

45

Gln

Leu

Asn

Arg

Lys

125

Lys

Glu

Ser

Glu

Ile

205

Trp

Ile

Leu

Lys

Gln

Asp

110

Asp

Asn

Phe

Glu

Asn

190

Phe

Pro

Thr

Leu

Met

Thr

95

Ala

Val

Gln

Ala

Asn

175

Gln

Ile

Lys

Arg

Lys

Asp

80

Gln

Lys

Ser

Met

Ala

160

Asn

Ala

Pro

Ser



<210> 28
908

DNA

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 28

cctgagctge
atccttatat
cgcaaaattg
attagtttgg
aaagtcaaaa
ctgaaaatcg
acaaagcttg
atagagtctg
cttgagaaag
cagatggcac
cagatcatca
gaatcaaaaa
gagaatatat
aagagtcagg
caggccctcg
tctgttgg

<210> 29
512
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 29

tgactgaaga
gcggagttac
ccaaggaacc
aaacaaccat
tcaccaggca
agctatccca
acagagccaa
tgcgacagag
atgtcagcaa
tggatctgga
ttaatatgtg
gtgtgacaga
ttatacccaa
agatgaagac

gctctcecatt

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Kinstliche Sequenz

cgccattggt
tgaccattga
aaaaaaagta
tcatacagat
gttaatcgaa
gaaaaacatg
ttcactgttg
agatgccaag
cttaaataaa
gcagctcctce
tagtaaacat
aaatcaagca
gccaacgctce
ctagtgtttg

ggaacaggcc

Kinstliche Sequenz

tcttccaaga
gagaagattg
aatatctcta
gatgtctcat
agaaaagaga
atgatcgaca
aatcagactc
attgactcac
gagaagtcag
agtcaccgcg
tctgagaaca
aagactttga
tttactaaaa
gtgttgaaga
tgtgttatca

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Fragment

gtccgggtga
attcaaataa
gttctctgga
catcagagga
tacttcataa
acttgaaaat
agcagcccta
tgatgaagtc
cectgetgea
aggaatttgc
acttatttct
atatgccaag
aggaagcaca
aagctggagc
tgtactcctg

Fragment

agctggtgtt
taaaatgtct
gtctgaagat
gcgagaaggt
tattcagtta
ggattatctt
cagatacctc
tacagctcaa
gacgaagaac
agctatgaag
tacgaaaatg
agaacatgaa
agagtggccc
ctaacccagc

aagtgcaatg

Met Ser Arg Lys Ile Ala Lys Glu Pro Lys Lys Val Asn Ile Ser Ser

1

5

10

15

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Ile Ser Leu Glu Thr Thr Ile His Thr Asp
30

20

25

64/99

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
908



Asp

Gln

Ile

65

Tyr

His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ser

Thr
225

Val

Leu

50

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyr

Ser

35

Ile

Leu

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Ser

Glu

Ser

Lys

Gln

100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Leu

Glu

Ser

Arg

Gln

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ser

Asp

Glu
Lys
Lys

70
Glu
Leu
Lys
Arg
Gly
150
Tyr
Tyr
Val
Thr

Arg
230

DE 601 27 442 T2

Glu

Glu
55

Asn

Glu

Thr

Lys

Gln

135

Asp

Val

Val

Cys

Ser

215

Arg

Arg

40

Ile

Met

Leu

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Asn

Glu

Leu

Met

Glu

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Ile

185

Leu

Gly

Asn

Gly

His

Ile

Glu

90

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Ala

Lys

Asn'

Asp

75

Lys

Asp

Leu

Glu

Asn

155

Ser

Phe

Val

Leu

Glu
235

65/99

2007.11.29

Val

Ile

60

Asn

Leu

Asn

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Leu

Lys

45

Gln

Leu

Asn

Gln

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Leu

Ile

Leu

Lys

Asp

Leu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Ser

Leu

Ile

Thr

Leu

Met

Ala

85

Thr

Glu

His

Phe

Asp

175

Val

Glu

Thr

Arg

Arg

Lys

Asp

80

Leu

Ile

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

Cys
240



Gln

Gly

Ala

Glu

Glu

305

Asp

Glu

Lys

Tyr

Lys

385

Glu

Ala

Gly

Thr

Arg

Asp

Leu

Ala

290

Val

Tyr

Glu

Ala

Lys

370

Leu

Met

Leu

Lys

Glu

Leu

Tyr

Glu

275

Ser

Ser

Leu

Asp

Arg

355

Thr

Lys

Tyr

Ala

His

435

Ser

Thr

Arg

260

Gln

His

Ser

Asn

Arg

340

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

420

Glu

Lys

Leu

245

Gln

Asp

Ile

Leu

Arg

325

Leu

Glu

Tyr

Asn

Arg

405

Glu

Gln

Val

Glu

Glu

Val

Ala

Gln

310

Gln

Glu

Met

Glu

Leu

390

Glu

Asn

Leu

Ser

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Leu

Asn

Leu

Gln

295

Gln

Asn

Arg

Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu

Ala

Tyr

Glu

280

Ala

Thr

Met

Leu

Glu

360

Lys

Ile

Arg

Ala

Asp

440

Phe

Asp Thr
250

Asp Lys
265

Leu Arg

Lys Glu

Val Thr

Glu Leu
330

Gln Val
345

Lys Tyr

Leu His

Asp Gln

Asn Leu

410

Val Ala
425

Arg Tyr

Leu His

Lys

Val

Arg

Arg

Leu

315

Ser

Gln

Val

Asp

Leu

395

Arg

Ala

Arg

Gln

66/99

Gln

Lys

Lys

Asn

300

Leu

Val

Leu

Thr

Glu

380

Arg

Glu

Glu

Glu

Ser

Leu

Ser

His

285

Glu

Gln

Arg

Glu

Ser

365

Leu

Ser

Ala

Lys

Leu

445

Lys

Val

Glu

270

Glu

Leu

Lys

Cys

Asp

350

Arg

Glu

Ala

Arg

Asp

430

Gln

Leu

Gln

255

Arg

Val

Ser

Asp

Ala

335

Thr

Asp

Gln

Ser

Asp

415

Ala

Leu

Lys

Gln

Asp

Leu

Lys

Lys

320

His

Lys

His

Ile

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Ser



450

Phe Glu
465

Leu Thr

Thr Lys

<210>
<211>

30
1806
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 30

gtgaattgta
gccgecagtg
accaaaaaaa
cattcataca
gcagttaatc
ccagaaaaac
agaggaaaaa
tcagttgact
ggaaaccatt
ggctggagat
gctaaaatct
tgagctcgtg
ctctgaagaa
agatcgaaga
agacacaaaa

gagtgaacgc

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

455

Ser Glu Arg Val Gln Leu Leu

470

485

500

atacgactca
tgatggatat
gtaaatatct
gatgatgtct
gaaagaaaag
atgatgatcg
cttaatgacg
attcaacaga
ttattgcgac
gttcgccgaa
tttceccgaag
aacccattaa
ctgagtacaa
aacaacgctg
cagttagttc
gatgctctgg

Gln Cys Gln Leu Glu Cys Glu

Lys Glu Ala Gln Glu Trp Pro

Kinstliche Sequenz

ctatagggcg
ctgcagaatt
ctagttctct
catcatcaga
agatacttca
acaacttgaa
ccettcacca
aagatgccaa
agaagcaact
atctgcgaga
atcaactctc
gaaaggaagt
gtaaaggcca
aacttctaat
agcaaggtga

aacaggacgt

Gln
475

Lys
490

Lys
505

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

aattgggcce
cgcecttatg
ggagtctgaa
ggagcgagaa
taataftcag
aatggattat
gaagcagctg
aaaatatcaa
ggaagaaaca
ctttgagctg
tattcctgaa
ctgtgagcta
actgaagcag
tcgatgtcaa
ttaccgtcaa

actcgagctt

67/99

460

Glu Glu Thr Ala Arg Asn

480

Tyr Gln Lys Lys Leu Glu

495

Ser Gln Lys Met Lys Thr

510

Fragment

tctagatgca
tctcgcaaaa
gatattagtt
ggtaaagtca
ttactgaaaa
cttacaaaga
ctaactttgce
gaactaatga
aaccatcagce
acagaagagc
tatgtatcta
caggtgaaga
ctgacggaga
cgtttgacct
gagaactatg

agaagaaaac

tgctcgagceg
ttgccaagga
tggaaacaac
aaatcaccag
tcgagctatc
ttgaggagct
gattagacaa
aacaagaaat
tgagagaaaa
agtatgtgaa
ttcgcttcta
agagtgaact
catatgaaga
tagaattagc
acaaagtgaa

acgaagtact

60

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



tgaagcctct
cctgcagcag
ggaactcagt
ggaagacacc
ttataaaaca
taatctagaa
aaatctccgt
aaaggacgct
tacagagagc
gcgtgttcaa
tgaaaaatat
gaagatgaag
cggctctcca
aagggcgaat
tggcgt
<210> 31

569
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 31
Met
1

Ser Arg

Ser Leu Glu

Val Ser

35

Asp

Gln Leu Ile

50

Ile
65

Glu

Leu

cacatagctc
acagtcaccc
gtacgctgtg
aaaaaggcta
gaatatgaaa
attgatcagc
gaagcaaggg
ctgggaaagc
aaggtatctg
ctcctgcaag
cagaagaaat
acctagtgtt
tcggaacagg

tccagcacac

Lys
5

Serxr

20

Ser

Glu

Ser

Glu Asp

Ser Glu

Arg Lys

Gln Lys

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

aagctaagga
tgctgcagaa
cccatgagga
gagaagagat
ataaactaca
ttcgaagtgce
ataatgcact
atgagcagct
agtttctcca
aggaaactgc
tggagactaa
tggtgttgaa
cctgtgttat
tggcggeegt

Kinstliche Sequenz

Ile Ala Lys Glu

Ile Ser

Glu Arg

40

Glu
55

Ile

Asn Met

70

aaggaatgaa
ggataaagac
ggatcggcetg
gtatgagaaa
tgatgaactg
ctctagggaa
cgctgaagag
cctagacagg
tcagagcaag
aagaaatctc
aaaggaagca
gaaagctgga
catgtactcc

tactagtgga

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Pro Lys Lys
10

Leu Glu Thr

25

Glu Gly Lys

Leu His Asn

Met Ile Asp
75

68/99

ttatcaaagg
tacctcaatc
gaaaggctgce
tatgtcacgt
gaacaaatca
atgtatgaac
aaccgagcag
tacagagaac
ttgaagtcct
acgcagtgcc
caagagtggc
gcctaaccca
tgaagtgcaa
tccgagetceg

Fragment

Val Asn Ile

Thr Ile His

30

Val Lys Ile

45

Ile Gln
60

Asn Leu

Leu

Lys

aggtcagcag
gccaaaacat
aagttcaact
ccagagacca
aattgaaaac
gagaaaacag
tggcagcgga
tccagcetcag
ttgaaagtga
agttggagtg
ccaagagtca
gccaggccect
tgtctgttgg

gtaccaagct

Ser Ser

15

Thxr Asp

Thr Arg

Leu Lys

Met Asp
80

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1806



Tyr

His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ser

Thr

225

Gln

Gly

Ala

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyr

Arg

Asp

Leu

Ala

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Leu

Tyr

Glu

275

Ser

Lys

Gln

100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Glu

Thr

Arg

260

Gln

His

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Ser

Asp

Leu

245

Gln

Asp

Ile

Glu

Leu

Lys

Arg

Gly

150

Tyr

Tyr

Val

Thr

Arg

230

Glu

Glu

Val

Ala

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Glu

Thr

Lys

Gln

135

Asp

Val

Val

Cys

Ser

215

Arg

Leu

Asn

Leu

Gln

Leu

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Asn

Ala

Tyr

Glu

280

Ala

Glu

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Ile

185

Leu

Gly

Asn

Asp

Asp

265

Leu

Lys

Glu

90

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Ala

Thr

250

Lys

Axrg

Glu

Lys

Asp

Leu

Glu

Asn

155

Ser

Phe

Val

Leu

Glu

235

Lys

Val

Arg

Arg

69/99

Leu

Asn

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Leu

Gln

Lys

Lys

Asn

Asn

Gln

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Leu

Leu

Ser

His

285

Glu

Asp

Leu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Ser

Leu

Ile

Val

Glu

270

Glu

Leu

Ala Leu
95

Thr Ile

Glu Met

His Gln

Phe Glu

160

Asp Gln

175

Val Asn

Glu Leu

Thr Glu

Arg Cys

240

Gln Gln

255

Arg Asp

Val Leu

Ser Lys



Glu

305

Asp

Glu

Lys

Tyr

Lys

385

Glu

Ala

Gly

Thr

Phe

465

Leu

Glu

290

Val

Tyr

Glu

Ala

Lys

370

Leu

Met

Leu

Lys

Glu

450

Glu

Thr

Phe

Ser

Leu

Asp

Arg

355

Thr

Lys

Tyr

Ala

His

435

Ser

Ser

Gln

Ala

Ser

Asn

Arg

340

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

420

Glu

Lys

Glu

Cys

Ala
500

Leu

Arg

325

Leu

Glu

Tyr

Asn

Arg

405

Lys

Gln

Val

Arg

Gln

485

Met

Gln

310

Gln

Glu

Met

Glu

Leu

390

Glu

Asn

Leu

Ser

Val

470

Leu

Lys

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

295

Gln

Asn

Arg

Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu

455

Gln

Glu

Gln

Thr

Met

Leu

Glu

360

Lys

Ile

Arg

Ala

Asp

440

Phe

Leu

Cys

Ile

Val

Glu

Gln

345

Lys

Leu

Asp

Asn

Val

425

Arg

Leu

Leu

Glu

Ile
505

Thr

Leu

330

Val

Tyr

His

Gln

Leu

410

Ala

Tyr

His

Gln

Lys

490

Ile

Leu

315

Ser

Gln

Val

Asp

Leu

395

Arg

Ala

Arg

Gln

Glu

475

Tyr

Asn

70/99

300

Leu

Val

Leu

Thr

Glu

380

Arg

Glu

Glu

Glu

Ser

460

Glu

Gln

Met

Gln

Arg

Glu

Ser

365

Leu

Ser

Ala

Lys

Leu

445

Lys

Thr

Lys

Cys

Lys

Cys

Asp

350

Arg

Glu

Ala

Arg

Asp

430

Gln

Leu

Ala

Lys

Ser

510

Asp

Ala

335

Thr

Asp

Gln

Ser

Asp

415

Ala

Leu

Lys

Arg

Leu

495

Lys

Lys

320

His

Lys

His

Ile

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Ser

Asn

480

Glu

His



Ser Glu Asn

515
Glu Asn Gln
530

Ile Phe
545

Ile

Trp Pro Lys

<210> 32

<211> 86
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

'<400> 32

Met Asn Tyr

1

Cys Arg Arg

Tyr Ala Val

35

Trp Lys Thr
50

Arg Pro Glu
65

Asn Trp Asn

Asn

Ala

Pro

Ser

Gln

Ile.

20

Pro

Pro

Thr

Lys

Leu

Lys

Lys

Gln
565

Arg

Lys

Met

Lys

Ile

Ser

85

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Phe Leu Thr Lys
520

Thr Leu Asn Met
535

Pro Thr Leu Phe
550

Lys Met Lys Thr

Kinstliche Sequenz

Arg Ser Ala Ala

Thr Thr Ser

25

Ile
40

Arg Arg Gly

Leu Glu

55

Arg Lys

Ile
70

Lys Gln

Asn

Ile Ala

Asn Met

Met Glu Ser Lys Ser Val Thr

525

Pro Arg Glu His Glu Glu Asn

540

Thr Lys Lys Glu Ala Gln Glu

555

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Cys Ser

10
Lys
Trp Lys
Arg

Cys

Lys
75

71/99

Fragment

Arg Gln Ser Pro

15

Thr Trp Asn Ser
30

Gly Cys Lys Phe
45

Met Arg Asn Met
60

Ile Asn Tyr Met

560

Cys

Val

Asn

Ser

Met
80



<210> 33

<211> 1963
<212>

<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 33

cgactcacta
tggatatctg
aatatctcta
gatgtctcat
agaaaagaga
atgatcgaca
aatgacgccce
caacagaaag
ttgcgacaga
cgccgaaatce
cctgaagatc
ccattaagaa
agtacaagta
aacgctgaac
ttagttcagce
gctctggaac
atagctcaag
gtcaccctgc
cgctgtgece
aaggctagag
tatgaaaata
gatcagctte
gcaagggata
ggaaagcatg
gtatctgagt
ctgcaagagg
aagaaattgg
tctgagaaca

aagactttga

tagggcgaat
cagaattcgce
gttctctgga
catcagagga
tacttcataa
acttgaaaat
ttcaccagaa
atgccaaaaa
agcaactgga
tgcgagactt
aactctctat
aggaagtctg
aaggccaact
ttctaattcg
aaggtgatta
aggacgtact
ctaaggaaag
tgcagaagga
atgaggagga
aagagatgta
aactacatga
gaagtgcctce
atgcactcgce
agcagctcct
ttctccatca
aaactgcaag
aggaatttgc
acttatttct

atatgccaag

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Kinstliche Sequenz

tgggcecctct
ccttatgtcet
gtctgaagat
gcgagaaggt
tattcagtta
ggattatctt
gcagctgcta
atatcaagaa
agaaacaaac
tgagctgaca
tcctgaatat
tgagctacag
gaagcagctg
atgtcaacgt
ccgtcaagag
cgagcttaga
gaatgaatta
taaagactac
tcggetggaa
tgagaaatat
tgaactggaa
tagggaaatg
tgaaaagaac
agacaggtac
gagcaagttg
aaatctcacg
agctatgaag
tacgaaaatg

agaacatgaa

Beschreibung der klinstlichen Sequenz:

agatgcatgc
cgcaaaattg
attagtttgg
aaagtcaaaa
ctgaaaatcg
acaaagattg
actttgcgat
ctaatgaaac
catcagctga
gaagagcagt
gtatctattc
gtgaagaaga
acggagacat
ttgaccttag
aactatgaca
agaaaacacg
tcaaaggagyg
ctcaatcgcc
aggctgcaag
gtcacgtcca
caaatcaaat
tatgaacgag
cgagcagtgg
agagaactcc
aagtcctttg
cagtgccagt
cagatcatca
gaatcaaaaa

gagaatatat

72/99

Fragment

tcgagcggcece
ccaaggaacc
aaacaaccat
tcacéaggca
agctatccca
aggagctaga
tagacaatca
aagaaatgga
gagaaaaggc
atgtgaagct
gcttctatga
gtgaactctc
atgaagaaga
aattagcaga
aagtgaagag
aagtacttga
tcagcagcct
aaaacatgga
ttcaactgga
gagaccatta
tgaaaactaa
aaaacagaaa
cagcggaaaa
agctcagtac
aaagtgagcg
tggagtgtga
ttaatatgtg
gtgtgacaga

ttatacccaa

gccagtgtga
aaaaaaagta
tcatacagat
gttaatcgaa
gaaaaacatg
ggaaaaactt
gttgactatt
aaccatttta
tggagatgtt
aaaatctttt
gctcgtgaac
tgaagaactg
tcgaagaaac
cacaaaacag
tgaacgcgat
agcctctcac
gcagcagaca
actcagtgta
agacaccaaa
taaaacagaa
tctagaaatt
tctccgtgaa
ggacgctctg
agagagcaag
tgttcaactc
aaaatatcag
tagtaaacat
aaatcaagca

gccaacgctce

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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tttactaaaa aggaagcaca agagtggccc aagagtcaga agatgaagac ctagtgtttg 1800
gtgttgaaga aagctggagc ctaacccagc caggccctceg gctctccatt ggaacaggee 1860
tgtgttatca tgtactcctg aagtgcaatg tctgttggaa gggcgaattc cagcacactg 1920
gcggccgtta ctagtggatc cgagctcggt accaagcttg gcg 1963

<210> 34
<211> 309
<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiunstlichen Sequenz: Fragment

<400> 34
Met Tyr Glu Lys Tyr Val Thr Ser Arg Asp His Tyr Lys Thr Glu Tyr
1 5 10 15

Glu Asn Lys Leu His Asp Glu Leu Glu Gln Ile Lys Leu Lys Thr Asn
20 25 30

Leu Glu Ile Asp Gln Leu Arg Ser Ala Ser Arg Glu Met Tyr Glu Arg
35 40 45

Glu Asn Arg Asn Leu Arg Glu Ala Arg Asp Asn Ala Leu Ala Glu Lys
50 55 60

Asn Arg Ala Val Ala Ala Glu Lys Asp Ala Leu Gly Lys His Glu Gln
65 70 75 80

Leu Leu Asp Arg Tyr Arg Glu Leu Gln Leu Ser Thr Glu Ser Lys‘Val
85 30 95

Ser Glu Phe Leu His Gln Ser Lys Leu Lys Ser Phe Glu Ser Glu Arg
100 105 110

Val Gln Leu Leu Gln Glu Glu Thr Ala Arg Asn Leu Thr Gln Cys Gln
115 120 125

Leu Glu Cys Glu Lys Tyr Gln Lys Lys Leu Glu Val Leu Thr Lys Glu
130 135 140

73/99



Phe

145

Ala

Glu

Glu

Val

Arg

1225

Leu

Leu

Lys

Lys

Gln
305

Tyr

Gln

Lys

Asp

Pro

210

Arg

Glu

Phe

Thr

Pro

290

Lys

Ser

Asn

Glu

Glu

195

Thr

Val

Gln

Leu

Leu

275

Thr

Met

<210> 35

<211> 1169

<212> DNA

Leu

Ser

Leu

180

Ala

Thr

Leu

Ile

Thr

260

Asn

Leu

Lys

Gln

Glu

165

Asp

Glu

Ala

Gln

Ile

245

Lys

Met

Phe

Thr

Thr

150

His

Glu

Arg

Lys

Leu

230

Ile

Met

Pro

Thr
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Ser

Gln

Ile

Ile

Arg

215

Glu

Asn

Glu

Arg

Lys
295

<213> Kunstliche Sequenz

Ser

Ala

Ile

Leu

200

Arg

Lys

Met

Ser

Glu

280

Lys

Glu

Arg

Met

185

Tyr

Leu

Gln

Cys

Ile

265

His

Glu

Lys

Leu

170

Gln

Ser

Lys

Asn

Ser

250

Ser

Glu

Ala

Arg

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Ser

235

Lys

Val

Glu

Gln

74/99

Ile Thr Glu Leu

Ile

Ala

Gly

Ser

220

Leu

His

Thr

Asn

Glu
300

Tyr

Glu

Tyr

205

Val

Ile

Ser

Glu

Ile

285

Trp

Glu

Ile

190

Gly

His

Leu

Glu

Asn

270

Phe

Pro

Lys

175

Glu

Ala

Leu

Lys

Asn

255

Gln

Ile

Lys

Glu

160

Leu

Asn

Asn

Ala

Asp

240

Asn

Thr

Pro

Ser



<220>

DE 601 27 442 T2

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

<400> 35

ggttgtcttg
cagcctgagce
gtcacgtcca
caaatcaaat
tatgaacgag
cgagcagtgg
agagaactcc

aagtcctttg

cagtgccagt’

tatagtctcc
catcaggcaa
caaacagcag
ggtgctaatg
agagttcttc
attaatatgt
agtgtgacag
tttataccca
aagatgaaga
ggctctccat

gagaaaggct

<210>
<211>

36
641
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 36

gtgaccgatc
tgctgactga
gagaccatta
tgaaaactaa
aaaacagaaa
cagcggaaaa
agctcagtac
aaagtgagcg
tggagtgtga
aaacttcttc
ggttagacat
aaattgaaaa
ttcccacaac
agttagaaaa
gtagtaaaca
aaaatcaaac
agccaacgcet
cctagtgttt
tggaacaggc

cacttcaatc

ctaacggtcc
agacaccaaa
taaaacagaa
tctagaaatt
tctcegtgaa
ggacgctctg
agagagcaag
tgttcaactc
aaaatatcag
tgaaaaacgc
ttacgagaag
tgaagatgag
agctaaaaga
acaaaattca
ttctgagaac
aaagactttg
ctttactaaa
ggtgttgaag
ctgtgttatc

atgtacttg

Kinstliche Sequenz

ggtagccceeg
aaggctagag
tatgaaaata
gatcagctte
gcaagggata
ggaaagcatg
gtatctgagt
ctgcaagagg
aagaaattgg
attaccgaac
ttggaaaagg
gctgaaagaa
cgactaaagc
ttaattttaa
aacttatttc
aatatgccaa
aaggaagcac
aaagctggag
atgtactcct

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

2007.11.29

Fragment

agatacctgt
aagagatgta
aactacatga
gaagtgcctce
atgcactcgce
agcagctcct
ttctccatca
aaactgcaag
aggttttaac
tcgaggcaca
agcttgatga
ttctttatte
aaagtgtcca
aagacctgga
ttacgaaaat
gagaacatga
aagagtggcce
cctaacccag

gaagtgcaat

Fragment

tgaggggtgg
tgagaaatat
tgaactggaa
tagggaaatg
tgaaaagaac
agacaggtac
gagcaagttg
aaatctcacg
taaagaattt
gaactcagag
gataataatg
ctatggttat
cttggcaaga
gcagatcatc
ggaatcaata
agagaatata
caagagtcag
ccaggcccte

gtctgttggg

Met Ser Arg Lys Ile Ala Lys Glu Pro Lys Lys Val Asn Ile Ser Ser

1

5

10

15

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Ile Ser Leu Glu Thr Thr Ile His Thr Asp
30

20

25

75/99

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1169



Asp

Gln

Ile

65

Tyr

His

Gln

Glu

Leu

145

Leu

Leu

Pro

Ser

Thr

225

Gln

Val

Leu

50

Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

130

Arg

Thr

Ser

Leu

Glu

210

Tyr

Arg

Ser

35

Ile

Leu

Thr

Lys

Lys

115

Ile

Glu

Glu

Ile

Arg

195

Glu

Glu

Leu

Ser

Glu

Serxr

Lys

Gln

100

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

180

Lys

Leu

Glu

Thr

Ser

Arg

Gln

Ile

85

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

165

Glu

Glu

Serxr

Asp

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Glu

Leu

Lys

Arg

Gly

150

Tyr

Tyr

Val

Thr

Arg

230

Glu

DE 601 27 442 T2 2007.11.29

Glu

Glu

55

Asn

Glu

Thr

Lys

Gln

135

Asp

Val

Val

Cys

Ser

215

Arg

Leu

Arg

40

Ile

Met

Leu

Leu

Tyr

120

Lys

Val

Lys

Ser

Glu

200

Lys

Asn

Ala

Glu

Leu

Met

Glu

Arg

105

Gln

Gln

Arg

Leu

Ile

185

Leu

Gly

Asn

Asp

Gly

His

Ile

Glu

90

Leu

Glu

Leu

Arg

Lys

170

Arg

Gln

Gln

Ala

Thr

Lys

Asn

Asp

75

Lys

Asp

Leu

Glu

Asn

155

Ser

Phe

Val

Leu

Glu

235

Lys

76/99

Val

Ile

60

Asn

Leu

Asn

Met

Glu

140

Leu

Phe

Tyr

Lys

Lys

220

Leu

Gln

Lys
45

Gln

Leu

Asn

Gln

Lys

125

Thr

Arg

Pro

Glu

Lys

205

Gln

Leu

Leu

Ile

Leu

Lys

Asp

Leu

110

Gln

Asn

Asp

Glu

Leu

190

Ser

Leu

Ile

Val

Thr

Leu

Met

Ala

95

Thr

Glu

His

Phe

Asp

175

Val

Glu

Thr

Arg

Gln

Arg

Lys

Asp

80

Leu

Ile

Met

Gln

Glu

160

Gln

Asn

Leu

Glu

Cys

240

Gln



Gly

Ala

Glu

Glu

305

Asp

Glu

Lys

Tyr

Lys

385

Glu

Ala

Gly

Thr

Asp

Leu

Ala

290

Val

Tyr

Glu

Ala

Lys

370

Leu

Met

Leu

Lys

Glu
450

Tyr

Glu

275

Ser

Ser

Leu

Asp

Arg

355

Thr

Lys

Tyr

Ala

His

435

Ser

Arg

260

Gln

His

Ser

Asn

Axg

340

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

420

Glu

Lys

245

Gln

Asp

Ile

Leu

Arg

325

Leu

Glu

Tyr

Asn

Arg

405

Lys

Gln

Val

Glu

Val

Ala

Gln

310

Gln

Glu

Met

Glu

Leu

390

Glu

Asn

Leu

Ser

DE 601 27 442 T2

Asn

Leu

Gln

295

Gln

Asn

Arg

Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Arg

Leu

Glu
455

Tyr

Glu
280

Ala

Thr

Met

Leu

Glu

360

Lys

Ile

Arg

Ala

Asp

440

Phe

Asp
265

Leu

Lys

Val

Glu

Gln

345

Lys

Leu

Asp

Asn

Val

425

Arg

Leu

250

Lys

Arg

Glu

Thr

Leu

330

Val

Tyr

His

Gln

Leu

410

Ala

Tyr

His

Val

Arg

Arg

Leu

315

Ser

Gln

Val

Asp

Leu

395

Arg

Ala

Arg

Gln

77/99

2007.11.29

Lys

Lys

Asn

300

Leu

Val

Leu

Thr

Glu

380

Arg

Glu

Lys

Glu

Ser

460

Ser

His

285

Glu

Gln

Arg

Glu

Ser

365

Leu

Ser

Ala

Lys

Leu

445

Lys

Glu

270

Glu

Leu

Lys

Cys

Asp

350

Arg

Glu

Ala

Arg

Asp

430

Gln

Leu

255

Arg

Val

Ser

Asp

Ala

335

Thr

Asp

Gln

Ser

Asp

415

Ala

Leu

Lys

Asp

Leu

Lys

Lys

320

His

Lys

His

Ile

Arg

400

Asn

Leu

Ser

Ser
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Phe Glu Ser Glu Arg Val Gln Leu Leu Gln Glu Glu Thr Ala Arg Asn
465 470 475 480

Leu Thr Gln Cys Gln Leu Glu Cys Glu Lys Tyr Gln Lys Lys Leu Glu
485 490 495

Leu Asp Arg Ala Asn Ser Leu Leu Asn Gln Thr Gln Gln Pro Tyr Arg
500 505 510

Tyr Leu Ile Glu Ser Val Arg Gln Arg Asp Ala Lys Ile Asp Ser Leu
515 520 525

Met Lys Ser Thr Ala Gln Leu Glu Glu Asp Val Ser Asn Leu Asn Lys
530 535 540

Glu Lys Ser Ala Leu Leu Gln Thr Lys Asn Gln Met Ala Leu Asp Leu
545 550 555 560

Glu Gln Leu Leu Ser His Arg Glu Glu Phe Ala Ala Met Lys Gln Ile
565 570 575

Ile Ile Asn Met Cys Ser Lys His Ser Glu Asn Asn Leu Phe Leu Thr
580 585 590

Lys Met Glu Ser Lys Ser Val Thr Glu Asn Gln Ala Lys Thr Leu Asn
595 600 605

Met Pro Arg Glu His Glu Glu Asn Ile Phe Ile Pro Lys Pro Thr Leu
610 615 620

Phe Thr Lys Lys Glu Ala Gln Glu Trp Pro Lys Ser Gln Lys Met Lys
625 630 635 640

Thr

<210> 37
<211> 2144

78/99



<212> DNA
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<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 37

cctgagctgce
atccttatat
cgcaaaattg
attagtttgg
aaagtcaaaa
ctgaaaatcg
acaaagattg
actttgcgat
ctaatgaaac
catcagctga
gaagagcagt
gtatctattc
gtgaagaaga
acggagacat
ttgaccttag
aactatgaca
agaaaacacg
tcaaaggagg
ctcaatcgcce
aggctgcaag
gtcacgtcca
caaatcaaat
tatgaacgag
cgagcagtgyg
agagaactcc
aagtcctttg
cagtgccagt
ctgttgaatc
gccaagattg
aataaagaga
ctcctcagtce
aaacattctg

caagcaaaga

tgactgaaga
gcggagttac
ccaaggaacc
aaacaaccat
tcaccaggca
agctatccca
aggagctaga
tagacaatca
aagaaatgga
gagaaaaggc
atgtgaagct
gcttctatga
gtgaactctc
atgaagaaga
aattagcaga
aagtgaagag
aagtacttga
tcagcagcect
aaaacatgga
ttcaactgga
gagaccatta
tgaaaactaa
aaaacagaaa
cagcgaaaaa
agctcagcac
aaagtgagcg
tggagtgtga
agactcagca
actcactgat
agtcagcect
accgcgagga
agaacaactt

ctttgaatat

cgccattggt
tgaccattga
aaaaaaagta
tcatacagat
gttaatcgaa
gaaaaacatg
ggaaaaactt
gttgactatt
aaccatttta
tggagatgtt
aaaatctttt
gctcgtgaac
tgaagaactg
tcgaagaaac
cacaaaacag
tgaacgcgat
agcctcacac
gcagcagaca
actcagtgta
agacaccaaa
taaaacagaa
tctagaaatt
tctcegtgaa
ggacgctctg
agagagcaag
tgttcaactc
aaaatatcag
gccctacaga
gaagtctaca
gctgcagacg
atttgcagct
atttcttacg

gccaagagaa

tcttccaaga
gagaagattg
aatatctcta
gatgtctcat
agaaaagaga
atgatcgaca
aatgacgccc
caacagaaag
ttgcgacaga
cgccgaaatce
cctgaagatc
ccattaagaa
agtacaagta
aacgctgaac
ttagttcage
gctctggaac
atagctcaag
gtcaccctgce
cgctgtgece
aaggctagag
tatgaaaata
gatcagcttc
gcaagggata
ggaaagcatg
gtatctgagt
ctgcaagagg
aagaaattgg
tacctcatag
gctcaacttg
aagaaccaga
atgaagcaga
aaaatggaat

catgaagaga

79/99

Fragment

gtccgggtga
attcaaataa
gttctctgga
catcagagga
tacttcataa
acttgaaaat
ttcaccagaa
atgccaaaaa
agcaactgga
tgcgagactt
aactctctat
aggaagtctg
aaggccaact
tﬁctaattcg
aaggtgatta
aggacgtact
ctaaggaaag
tgcagaagga
atgaggagga
aagagatgta
aactacatga
gaagtgcctce
atgcactcgce
agcagctcct
ttctccatca
aaactgcaag
agcttgacag
agtctgtgeg
aggaagatgt
tggcactgga
tcatcattaa
caaaaagtgt

atatatttat

agctggtgtt
taaaatgtct
gtctgaagat
gcgagaaggt
tattcagtta
ggattatctt
gcagctgcta
atatcaagaa
agaaacaaac
tgagctgaca
tcctgaatat
tgagctacag
gaagcagctg
atgtcaacgt
ccgtcaagag
cgagcttaga
gaatgaatta
taaagactac
tcggcectggaa
tgagaaatat
tgaactggaa
tagggaaatg
tgaaaagaac
agacaggtac
gagcaagttg
aaatctcacg
agccaattca
acagagagat
cagcaactta
tctggagcag
tatgtgtagt
gacagaaaat

acccaagcca

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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acgctcttta ctaaaaagga agcacaagag tggcccaaga gtcagaagat gaagacctag 2040
tgtttggtgt tgaagaaggc tggagcctaa cccagccagg cccteggetc tccattggaa 2100

caggcctgtg ttatcatgta ctcctgaagt gcaatgtctg ttgg 2144

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Diagnostizierung eines Tumors bei einem Patienten, welches Verfahren das Messen der
Konzentration von PIBF (Progesteron-induzierter Blockierungs-Faktor) oder eines Derivats davon oder Frag-
ments davon in einer vom Patienten entnommenen Probe und die Bestimmung, ob die PIBF-Konzentration in
der Probe Uber oder unter einem vorbestimmten Schwellenwert liegt, umfasst, wobei die Konzentration tber
dem Schwellenwert einen Patienten mit einem Tumor identifiziert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Tumor ein Epithel-Carcinom, insbeson-
dere ein Lungen-Carcinom, ein Colon-Carcinom oder ein Brust-Carcinom ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe eine Korperfliissigkeit, ins-
besondere Harn oder Serum ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe eine Gewebsprobe ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Schwellenwert die Kon-
zentration des PIBF in einer Probe einer gesunden Person ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Schwellenwert durch
Messen der PIBF-Konzentration in mindestens einer gesunden Person parallel zur Bestimmung der PIBF-Kon-
zentration in einer Probe des Patienten bestimmt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass als positive Kontrolle die
Konzentration von PIBF oder eines Derivats davon oder eines Fragments davon in der Probe, die eine festge-
legte Konzentration von PIBF oder eines Derivats davon oder eines Fragments davon aufweist, gemessen
wird, parallel zur Bestimmung der Konzentration des PIBF in der Probe des Patienten.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die PIBF-Konzentration in
der Probe immunologisch, insbesondere durch einen konkurrierenden Test, durch einen Sandwich-Test, durch
Immunfarbung oder durch Kombinationen dieser Methoden gemessen wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die PIBF-Konzentration in
der Probe indirekt, durch Messung der Konzentration der PIBF-mRNA in der Probe, gemessen wird.

10. Verfahren zur Bestimmung der positiven oder negativen Progression eines Tumors bei einem Patien-
ten, welches die Diagnostizierung eines Tumors bei einem Patienten gemag einem Verfahren nach einem der
Anspriche 1 bis 9 und die Feststellung, ob die gemessene Konzentration des PIBF oder eines Derivats davon
oder eines Fragments davon in der Probe Uber oder unter mindestens einer zuvor gemessenen Konzentration
von PIBF oder einem Derivat davon oder einem Fragment davon in mindestens einer zuvor vom selben Pati-
enten genommenen Probe liegt, wobei eine Uber der zuvor gemessenen Konzentration liegende Konzentration
eine positive Progression identifiziert.

11. Verwendung eines anti-PIBF-Antikodrpers, vorzugsweise eines monoklonalen Antikérpers oder eines
Fragments davon bei einem Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10.

12. Verwendung von PIBF oder einem Derivat davon oder einem Fragment davon bei einem Verfahren
nach einem der Anspruche 7 bis 10.

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der PIBF ein rekombinanter PIBF ist.
14. Set, umfassend ein erstes Reagens, das mindestens einen anti-PIBF-Antikdrper oder ein Fragment

desselben aufweist, und ein zweites Reagens, das PIBF oder ein Derivat davon oder ein Fragment davon mit
einer bestimmten Konzentration aufweist.

80/99
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15. Set nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es eine feste Phase aufweist, an die der min-
destens eine anti-PIBF-Antikdrper oder das Fragment davon oder das PIBF oder das Derivat davon oder das
Fragment davon gebunden ist.

16. Set nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass der PIBF rekombinant ist.

17. Set nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens ein weiteres
Reagens umfasst, welches einen zweiten anti-PIBF-Antikdrper oder ein Fragment davon aufweist, der (das)
an ein Epitop des PIBF bindet, welches von dem vom ersten anti-PIBF-Antikdrper oder seinem Fragment er-
kannten Epitop verschieden ist.

18. Set nach einem der Anspriiche 14 bis 17 zur Diagnostizierung eines Tumors bei einem Patienten bzw.
zur Feststellung der Progression eines Tumors bei einem Patienten.

19. Verwendung eines anti-PIBF-Antikérpers, vorzugsweise eines monoklonalen anti-PIBF-Antikérpers,
insbesondere eines humanisierten anti-PIBF-Antikorpers oder eines Fragments davon zur Herstellung eines
anti-Tumor-Medikaments.

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Antikérper ein Einzelketten-Anti-
korper ist.

21. Verwendung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass der Antikrper ein an ihm haf-
tendes Molekil aufweist.

22. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Molekul eine toxische Substanz
ist, insbesondere ein Radionuklid, ein chemotherapeutischer Arzneistoff oder ein Toxin, bzw. ein Prodrug.

23. Verwendung von PIBF oder eines Derivats davon oder eines Fragments davon zur Herstellung eines
Anti-Tumor-Medikaments.

24. Verwendung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass das Medikament ein Vakzin ist.

25. Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass das Vakzin weiters ein Adjuvans auf-
weist.

26. Verwendung nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass der PIBF oder das Derivat da-
von oder das Fragment davon rekombinant ist.

27. Verwendung nach Anspruch 23 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass der PIBF oder das Derivat davon
oder das Fragment davon ein chemisch synthetisiertes Molekdl ist.

28. Verwendung eines Polynukleotids, das fir PIBF oder ein Derivat davon oder Fragment davon oder fir
ein PIBF-antisense-Molekdl codiert, zur Herstellung eines Anti-Tumor-Medikaments.

29. Rekombinantes Protein mit einer Progesteron-induzierten, immunmodulierenden Protein(PIBF-)-Akti-
vitat, welches
— die Aminosauresequenz gemafl SEQ.ID.NO. 1 oder
— eine Aminosauresequenz mit einer Aminosaure-ldentitat von mindestens 98% mit der Sequenz gemaf
SEQ.ID.NO. 1, wie mittels FAST/A-Algorithmus bestimmt, oder
— eine Aminosauresequenz mit einer Aminosaure-ldentitat von mindestens 95% mit der Sequenz von Amino-
saurerest 580 bis 630 von SEQ.ID.NO. 1, wie mittels FAST/A-Algorithmus bestimmt, und
— eine PIBF-Aktivitat von mindestens 50% des naturlichen Human-PIBF-Molekils aufweist.

30. Rekombinantes Protein nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Aminosaurese-
quenz, wie durch die Aminosaurereste 300 bis 350 in SEQ.ID.NO. 1 angegeben, aufweist.

31. Rekombinantes Protein nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Aminosau-
resequenz, wie durch die Aminosaurereste 580 bis 630 in SEQ.ID.NO. 1 angegeben, aufweist.

32. Protein mit PIBF-Aktivitat, welches umfasst:
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— die Aminosauresequenz gemafl SEQ.ID.NO. 4 oder

— eine Aminosaure mit einer Aminosaure-ldentitat von mindestens 90%, vorzugsweise mindestens 95%, noch
mehr bevorzugt mindestens 99% mit der Sequenz gemal SEQ.ID.NO. 4, wie mittels FAST/A-Algorithmus be-
stimmt.

33. Protein, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Aminosauesequenz mit einer Identitat von mindestens
85%, vorzugsweise mindestens 90%, noch mehr bevorzugt mindestens 95%, wie mittels FAST/A-Algorithmus
bestimmt, mit einer Sequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ.ID.NO. 6, 8, 10, 14, 15, 17, 19,
20, 23, 25, 27, 29, 31, 32, 34 und 36 aufweist, wobei dieses Protein ein alternativ prozessiertes PIBF-Protein
ist.

34. Nukleinsaure-Molekil, das fiir ein rekombinantes Protein mit einer PIBF-Aktivitdt nach einem der An-
spriiche 29 bis 32 codiert.

35. Nukleinsdure-Molekil, das fur ein alternativ prozessiertes PIBF-Protein codiert, dadurch gekennzeich-
net, dass es eine Nukleinsduresequenz aufweist, die eine Identitat von mindestens 80%, vorzugsweise min-
destens 90%, noch mehr bevorzugt mindestens 95% hat mit
— einer Sequenz gewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ.ID.NO. 7, 9, 11, 12, 13, 16, 18, 21, 22, 24, 26,
28, 30, 33, 35 und 37 oder
— einer Sequenz, die unter stringenten Bedingungen mit einer der obigen Sequenzen hybridisiert, oder
— einer Sequenz, die infolge des genetischen Codes zu einer der obigen Sequenzen degeneriert ist.

36. Nukleinsaure-Vektor, umfassend eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 34 oder 35 und ein geeig-
netes Regulierungselement.

37. Nukleinsaure-Vektor nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass er weiters einen Selekti-
ons-Marker aufweist.

38. Zelle, umfassend einen Vektor nach einem der Anspriiche 34 bis 36.

Es folgen 17 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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