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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein die Identifikation und Isolierung neuer DNA mit Homologie
zu bestimmten menschlichen Entkopplungsproteinen, sowie die rekombinante Produktion neuer Polypeptide,
die hierin als "Entkopplungsprotein 4" oder "UCP4" ("uncoupling Protein 4") bezeichnet werden.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Entkopplungsproteine oder "UCPs", von denen angenommen wird, dass sie bei Stoffwechselvorgan-
gen eine Rolle spielen, wurden in der Literatur beschrieben. UCPs wurden erstmals in den braunen Fettzellen
von Tieren angetroffen und beschrieben, die Winterschlaf halten, wie z. B. bei Baren. Von UCPs wurde ange-
nommen, sie wirden diesen Winterschlafern, sowie anderen, dem kalten Wetter angepassten Tieren bei der
Erhaltung der Kérperkerntemperatur bei kaltem Wetter helfen, indem sie den Stoffumsatz ihres Kérpers im Ru-
hezustand anheben. Da Menschen relativ geringe Mengen an braunem adipésem Gewebe besitzen, wurde
urspringlich angenommen, UCPs wiirden eine geringe Rolle im menschlichen Stoffwechsel spielen.

[0003] Mehrere verschiedene menschliche Entkopplungsproteine wurden nun bereits beschrieben (siehe all-
gemein Gura, Science 280, 1369-1370 (1998)). Das menschliche Entkopplungsprotein, das als UCP1 be-
zeichnet wird, wurde von Nicholls et al. identifiziert. Nicholls et al. zeigten, dass die innere Membran von brau-
nen Fettzellen-Mitochondrien flir Proteine sehr durchlassig war und die Forscher fiihrten die beobachtete
Durchlassigkeit auf ein Protein, genannt UCP1, in der Mitochondrialmembran zuriick. Nicholls et al. berichte-
ten, dass das UCP1 durch Erzeugung einer solchen Durchlassigkeit die Anzahl an ATPs reduzierte, die aus
einer Nahrungsquelle erzeugt werden kénnen, wodurch der Stoffumsatz des Kérpers angehoben und Warme
erzeugt wird (Nicholls et al., Physiol. Rev. 64, 1-64 (1984)).

[0004] Spater wurde herausgefunden, dass UCP1 tatsachlich nur in braunem adipé6sem Gewebe exprimiert
wird (Bouillaud et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 82, 445-448 (1985); Jacobsson et al., J. Biol. Chem. 260,
16250-16254 (1985)). Studien bezuglich der genetischen Kartierung haben gezeigt, dass sich das menschli-
che UCP1-Gen auf Chromosom 4 befindet (Cassard et al., J. Cell. Biochem. 43, 255-264 (1990)).

[0005] Ein weiteres menschliches UCP, UCPH oder UCP2 genannt, wurde ebenfalls beschrieben (Gimeno et
al., Diabetes 46, 900-906 (1997); Fleury et al., Nat. Genet. 15, 269-272 (1997); Boss et al., FEBS Letters 408,
39-42 (1997); siehe auch Wolf, Nutr. Rev. 55, 178-179 (1997)). Fleury et al. lehren, dass das UCP2-Protein
eine Aminosaureidentitat von 59% mit UCP1 aufweist und dass UCP2 an Regionen des menschlichen Chro-
mosoms 11 kartiert, die mit Hyperinsulinamie und Fettleibigkeit assoziiert wurden (Fleury et al., s. 0.). Es wurde
ebenfalls berichtet, dass UCP2 beim Erwachsenen in einer Reihe von Geweben, wie z. B. in Gehirn- und Mus-
kel- und Fett-Zellen, exprimiert wird (Gimeno et al., s. 0., sowie Fleury et al., s. 0.).

[0006] Ein drittes menschliches UCP, UCP3, wurde vor kurzem von Boss et al., s. o.; Vidal-Puig et al., Bio-
chem. Biophys. Res. Com. 235, 79-82 (1997); Solanes et al., J. Biol. Chem. 272, 25433-25436 (1997); sowie
Gong et al., J. Biol. Chem. 272, 24129-24132 (1997), beschrieben. (Siehe auch GB-Patent-Nr. 9716886). So-
lanes et al. berichten, dass UCP3 im Gegensatz zu UCP1 und UCP2 vorzugsweise in menschlichen Skelett-
muskeln exprimiert wird und dass das UCP3-Gen an das menschliche Chromosom 11 neben dem UCP2-Gen
kartiert (Solanes et al., s. 0.). Gong et al. beschreiben, dass die UCP3-Expression durch bekannte thermogene
Stimuli, wie z. B. Schilddrisenhormon, $3-adrenergische Agonisten und Leptin, reguliert werden kann (Gong
etal,s.o0.).

Zusammenfassung der Erfindung
[0007] Ein cDNA-Klon (DNA 77568-1626) wurde identifiziert, der gewisse Homologien mit manchen bekann-
ten menschlichen Entkopplunsproteinen aufweist, wobei dieser fur ein neues Polypeptid kodiert, das in der vor-

liegenden Anmeldung als "UCP4" bezeichnet wird.

[0008] In einer Ausflihrungsform stellt die Erfindung ein isoliertes Nucleinsauremolekil bereit, das DNA um-
fasst, die fur ein UCP4-Polypeptid kodiert.

[0009] In einem Aspekt umfasst die isolierte Nucleinsaure (a) DNA, die fir ein UCP4-Polypeptid kodiert und
zumindest 80% Sequenzidentitat, vorzugsweise zumindest 85% Sequenzidentitat, noch bevorzugter zumin-
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dest 90% Sequenzidentitat, insbesondere zumindest 95% Sequenzidentitat, mit einem DNA-Molekul aufweist,
das fir ein UCP4-Polypeptid kodiert, das die Sequenz der Aminosaurereste 1 bis 323 (Grenzen eingeschlos-
sen) von Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) umfasst, oder (b) das Komplement des DNA-Molekiils gemaf (a).

[0010] In einem anderen Aspekt betrifft die Erfindung ein isoliertes Nucleinsduremolekil, das fir ein
UCP4-Polypeptid kodiert, umfassend DNA, die an das Komplement der Nucleinsaure zwischen den Nucleoti-
den 40 und 1011 (Grenzen eingeschlossen) aus Fig. 2 (Seq.-ID Nr. 2) hybridisiert. Die Hybridisierung erfolgt
vorzugsweise unter stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingungen.

[0011] Ineinem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein isoliertes Nucleinsduremolekdl, umfassend (a) DNA,
die fir ein UCP4-Polypeptid kodiert und zumindest 80% Sequenzidentitat, vorzugsweise zumindest 85% Se-
quenzidentitat, noch bevorzugter zumindest 90% Sequenzidentitat, insbesondere zumindest 95% Sequenzi-
dentitat, mit einem DNA-Molekil aufweist, das flir dasselbe reife Polypeptid kodiert, fir das die cDNA der
ATCC-Hinterlegungsnr. 203134 kodiert, oder (b) das Komplement des DNA-Molekiils gemag (a). In einer be-
vorzugten Ausfiihrungsform umfasst die Nucleinsdure DNA, die fiir dasselbe reife Polypeptid kodiert, fir das
die cDNA der ATCC-Hinterlegungsnr. 203134 kodiert.

[0012] In noch einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein isoliertes Nucleinsauremolekil, umfassend (a)
DNA, die fur ein UCP4-Polypeptid mit zumindest 80% Sequenzidentitat, vorzugsweise zumindest 85% Se-
quenzidentitat, noch bevorzugter zumindest 90% Sequenzidentitat, insbesondere zumindest 95% Sequenzi-
dentitat, mit der Sequenz der Aminoséaurereste 1 bis 323 (Grenzen eingeschlossen) aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1)
kodiert, oder (b) das Komplement der DNA gemalf (a).

[0013] Die Beschreibung offenbart auch ein isoliertes Nucleinsauremolekiil, umfassend (a) DNA, die fiir ein
Polypeptid kodiert, das bei Vergleich mit der Aminosauresequenz der Reste 1 bis etwa 323 (Grenzen einge-
schlossen) aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) zumindest etwa 80% Positive, vorzugsweise zumindest etwa 85% Posi-
tive, noch bevorzugter zumindest etwa 90% Positive, insbesondere zumindest etwa 95% Positive, erzielt, oder
(b) das Komplement der DNA gemalf (a).

[0014] Die Beschreibung offenbart auch Fragmente der fiir UCP4 kodierenden Sequenz, die lang genug sind,
um als Hybridisierungssonden verwendet zu werden. Solche Fragmente enthalten vorzugsweise zumindest
etwa 20 bis etwa 80 aufeinander folgende Basen, die in der Sequenz aus Eig. 2 (Seq.-ID Nr. 2) enthalten sind.
Gegebenenfalls umfassen solche Fragmente den N-Terminus oder den C-Terminus der Sequenz aus Fig. 2
(Seq.-ID Nr. 2).

[0015] In einer anderen Ausfiihrungsform stellt die Erfindung einen Vektor bereit, der DNA umfasst, die fur
UCP4 oder dessen Varianten kodiert. Der Vektor kann beliebige der hierin oben definierten isolierten Nuclein-
sauremolekile umfassen.

[0016] Eine Wirtszelle, die solch einen Vektor umfasst, wird ebenfalls bereitgestellt. Bei den Wirtszellen kann
es sich beispielsweise um CHO-Zellen, E.-coli-Zellen oder Hefe-Zellen handeln. Weiters wird ein Verfahren zur
Herstellung von UCP4-Polypeptiden bereitgestellt und umfasst das Ziichten von Wirtszellen unter Bedingun-
gen, die fir die Expression von UCP4 geeignet sind, sowie das Gewinnen von UCP4 aus der Zellkultur.

[0017] In einer anderen Ausfiihrungsform stellt die Erfindung ein isoliertes UCP4-Polypeptid bereit, fir das
eine beliebige der hierin oben definierten isolierten Nucleinsduresequenzen kodiert.

[0018] In einem spezifischen Aspekt stellt die Erfindung ein isoliertes Nativsequenz-UCP4-Polypeptid bereit,
das in einer Ausflihrungsform eine Aminosauresequenz umfasst, welche die Reste 1 bis 323 aus Fig. 1
(Seq.-ID Nr. 1) umfasst.

[0019] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein isoliertes UCP4-Polypeptid, umfassend eine Ami-
nosauresequenz mit zumindest 80% Sequenzidentitat, vorzugsweise zumindest 85% Sequenzidentitat, noch
bevorzugter zumindest 90% Sequenzidentitat, insbesondere zumindest 95% Sequenzidentitat, mit der Se-
quenz der Aminosaurereste 1 bis etwa 323 (Grenzen eingeschlossen) aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1).

[0020] Die Beschreibung offenbart auch ein isoliertes UCP4-Polypeptid, umfassend eine Aminosaurese-
quenz, die bei Vergleich mit der Aminosauresequenz der Reste 1 bis etwa 323 aus Eig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) zu-
mindest etwa 80% Positive, vorzugsweise zumindest etwa 85% Positive, noch bevorzugter zumindest etwa
90% Positive, insbesondere zumindest etwa 95% Positive, erzielt.
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[0021] Die Beschreibung offenbart auch ein isoliertes UCP4-Polypeptid, umfassend die Sequenz der Amino-
saurereste 1 bis etwa 323 (Grenzen eingeschlossen) aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1), oder ein Fragment davon, das
ausreicht, um z. B. eine Bindungsstelle fir einen Anti-UCP4-Antikdrper bereitzustellen. Das UCP4-Fragment
behalt vorzugsweise zumindest eine biologische Aktivitat des nativen UCP4-Polypeptids bei.

[0022] In noch einem weiteren Aspekt, stellt die Erfindung ein UCP4-Polypeptid bereit, das durch (i) Hybridi-
sierung eines Test-DNA-Molekils unter stringenten Bedingungen mit (a) einem DNA-Molekul, das fiur ein
UCP4-Polypeptid mit der Sequenz der Aminosaurereste von 1 bis 323 (Grenzen eingeschlossen) aus Fig. 1
(Seq.-ID Nr. 1) kodiert, oder (b) dem Komplement des DNA-Molekiils gemaf (a) und, falls das Test-DNA-Mo-
lekil zumindest 80% Sequenzidentitat, vorzugsweise zumindest 85% Sequenzidentitat, noch bevorzugter zu-
mindest 90% Sequenzidentitat, insbesondere zumindest 95% Sequenzidentitat, mit (a) oder (b) aufweist, (ii)
Zichten einer Wirtszelle, die das Test-DNA-Molekil umfasst, unter Bedingungen, die zur Expression des Po-
lypeptids geeignet sind, sowie (iii) Gewinnen des Polypeptids aus der Zellkultur hergestellt wurde.

[0023] In einer anderen Ausfiihrungsform stellt die Erfindung chimare Molekdle bereit, die ein UCP4-Polypep-
tid umfassen, das an ein heterologes Polypeptid oder eine Aminosauresequenz fusioniert ist. Ein Beispiel ei-
nes solchen chimaren Molekils umfasst ein UCP4-Polypeptid, das an eine Epitop-Markierungssequenz oder
eine Fc-Region eines Immunglobulins fusioniert ist.

[0024] In einer anderen Ausfuhrungsform stellt die Erfindung einen Antikérper bereit, der spezifisch an
UCP4-Polypeptid bindet. Gegebenenfalls handelt es sich bei dem Antikérper um einen monoklonalen Antikor-
per.

[0025] Die Beschreibung offenbart Agonisten und Antagonisten eines nativen UCP4-Polypeptids. In einer be-
stimmten Ausflihrungsform handelt es sich bei dem Agonisten oder Antagonisten um einen Anti-UCP4-Anti-
korper.

[0026] In einer weiteren Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifikation von Agonisten
oder Antagonisten eines nativen UCP4-Polypeptids, umfassend das Kontaktieren des nativen UCP4-Polypep-
tids mit einem Kandidatenmolekiil, sowie das Beobachten der gewuinschten Aktivitat. Die Beschreibung offen-
bart Therapie- und Diagnoseverfahren, die UCP4 verwenden.

[0027] Die Beschreibung offenbart ebenfalls eine Zusammensetzung, die ein UCP4-Polypeptid oder, wie hier-
in oben definiert, einen Agonisten oder Antagonisten in Kombination mit einem Trager umfasst.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen
[0028] Fig. 1 zeigt die von einem Nativsequenz-UCP4 abgeleitete Aminosauresequenz.
[0029] Fig. 2 zeigt die Nucleotidsequenz einer fir Nativsequenz-UCP4 kodierenden cDNA.

[0030] Fig. 3 zeigt einen Aminosauresequenzabgleich von UCP4 mit anderen bekannten Entkopplungspro-
teinen, UCP1 (Seq.-ID Nr. 16), UCP2 (Seq.-ID Nr. 17) und UCP3 (Seq.-ID Nr. 18). Die sechs mutmalfilichen
Transmembrandomanen werden gezeigt und sind unterstrichen (und jeweils mit | bis VI markiert). Die unter
der Proteinsequenz angegebenen Sternchen (*) geben drei (3) mutmalliche mitochondriale Tragerprotein-Mo-
tive an. Eine mutmafliche Nucleotid-Bindungsdomane ist doppelt unterstrichen.

[0031] Die Fig. 4A-Fig. 4H zeigen die Resultate einer Northern-Blot-Analyse. Menschliche erwachsene Ge-
webearten und Gehirngewebe (Clontech) wurden zusétzlich zu Peripherblut-Leukozyten (PBLs), Krebszellen
und foétalen Gewebearten mit UCP4-cDNA sondiert. Die Figuren veranschaulichen, dass das UCP4-Transkript
in menschlichen Gehirngeweben, im Rickenmark, in der Medulla, im Corpus callosum und in der Substantia
nigra detektiert wurde.

[0032] Die Fig. 5A-Fig. 5B zeigen die Resultate von In-vitro-Tests, die durchgefiihrt wurden, um die Wirkun-
gen von UCP4-Expression auf das mitochondriale Membranpotential zu bestimmen.

[0033] Die Fig. 6A-Fig. 6F zeigen die Resultate von In-vitro-Tests, die durchgefiihrt wurden, um die subzel-
lulare Position von UCP4 zu bestimmen.

[0034] Fig. 7 zeigt eine "fromDNA"-Sequenz, die aus ausgewahlten EST-Sequenzen zusammengesetzt wur-
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de.

[0035] Die Fig. 8A-8C zeigen die Resultate von In-vitro-Tests, die durchgeflhrt wurden, um die Wirkung von
Nahrungsaufnahme auf die Expression von UCP4-mRNA zu bestimmen.

[0036] Die Fig. 9A-9D zeigen die Resultate von In-vitro-Tests, die durchgeflhrt wurden, um die Wirkung von
Fettkonsum auf die Expression von UCP4-mRNA zu bestimmen.

[0037] Die Fig. 10A-10G zeigen die Resultate von In-vitro-Tests, die durchgefiihrt wurden, um die Wirkung
von Temperaturbelastung auf die Expression von UCP4-mRNA zu bestimmen.

Ausflhrliche Beschreibung der bevorzugten Ausflihrungsformen
I. Definitionen

[0038] Die Ausdriicke "UCP4-Polypeptid", "UCP4-Protein" und "UCP4" umfassen bei Verwendung hierin Na-
tivsequenz-UCP4 sowie UCP4-Varianten (die hierin naher definiert werden). Das UCP4 kann aus einer Reihe
von Quellen isoliert werden, wie z. B. aus menschlichen Gewebearten oder aus einer anderen Quelle, oder es
kann durch Rekombinations- und/oder Syntheseverfahren hergestellt werden.

[0039] Ein "Nativsequenz-UCP4" umfasst ein Polypeptid mit derselben Aminosauresequenz wie ein UCP4,
das aus der Natur stammt. Solch ein Nativsequenz-UCP4 kann aus der Natur isoliert werden, oder es kann
durch Rekombinations- und/oder Syntheseverfahren hergestellt werden. Der Ausdruck "Nativsequenz-UCP4"
umfasst spezifisch natirlich vorkommende, trunkierte oder I6sliche Formen, Varianten naturlich vorkommen-
der Formen (z. B. alternativ gesplei3te Formen) und natirlich vorkommende Allel-Varianten des UCP4. In einer
Ausfuhrungsform der Erfindung ist das Nativsequenz-UCP4 ein reifes Nativsequenz-UCP4 oder ein Nativse-
quenz-UCP4 voller Lange, umfassend die Aminosauren 1 bis 323 aus Eig. 1 (Seq.-ID Nr. 1).

[0040] "UCP4-Variante" beschreibt alles andere als ein Nativsequenz-UCP4 und umfasst UCP4 mit zumin-
dest etwa 80% Aminosauresequenzidentitat mit der die Reste 1 bis 323 der die in Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) dar-
gestellte UCP4-Polypeptidsequenz umfassenden Aminosauresequenz. Solche UCP4-Varianten umfassen z.
B. UCP4-Polypeptide, worin ein oder mehrere Aminosaurereste am N- oder am C-Terminus sowie innerhalb
einer oder mehrerer interner Doméanen der Sequenz aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) hinzugefligt oder deletiert wur-
den. Normalerweise weist eine UCP4-Variante zumindest etwa 80% Aminosauresequenzidentitat, noch bevor-
zugter zumindest etwa 85% Aminosauresequenzidentitat, noch bevorzugter zumindest etwa 90% Aminosau-
resequenzidentitat und insbesondere zumindest etwa 95% Sequenzidentitat, mit der die Reste 1 bis 323 aus
Eig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) umfassenden Aminosauresequenz auf.

[0041] "Prozent (%) Aminosauresequenzidentitat” ist fir die hierin identifizierten UCP4-Sequenzen als jener
Prozentsatz von Aminosaureresten in einer Kandidatensequenz definiert, der mit den Aminosaureresten in der
UCP4-Sequenz identisch ist, nachdem die Sequenzen angeordnet und falls erforderlich Liicken eingefihrt
wurden, um den maximalen Prozentsatz an Sequenzidentitat zu erzielen, wobei etwaige konservative Substi-
tutionen nicht als Teil der Sequenzidentitdt in Betracht gezogen werden. % Identitdt kdnnen mittels
WU-BLAST-2, erhalten von Altschul et al, Methods in Enzymology 266, 460-480 (1996);
http://blast.wustl/edu/blast/README.html; bestimmt werden. WU-BLAST-2 verwendet mehrere Suchparame-
ter, von denen die meisten auf die Standardwerte eingestellt sind. Die einstellbaren Parameter sind auf die fol-
genden Werte eingestellt: overlap span = 1, overlap fraction = 0,125, word threshold (T) = 11. Die HSP-S- und
HSP-S2-Parameter sind dynamische Werte und werden vom Programm selbst in Abhangigkeit von der Zu-
sammensetzung der jeweiligen Sequenz und der Zusammensetzung der jeweiligen Datenbank bestimmt, die
nach der Sequenz von Interesse durchsucht wird; die Werte kénnen jedoch eingestellt werden, um die Emp-
findlichkeit zu erhéhen. Ein %-Wert an Aminosauresequenzidentitat wird anhand der Anzahl an Ubereinstim-
menden identischen Resten, dividiert durch die Gesamtanzahl der Reste der "langeren" Sequenz in der ange-
ordneten Region, bestimmt. Die "langere" Sequenz ist jene, welche die meisten tatsachlichen Reste in der an-
geordneten Region aufweist (Licken, die durch WU-Blast-2 eingefuhrt wurden, um den Anordnungsscore zu
maximieren, werden aufler Acht gelassen).

[0042] Der Ausdruck "Positive" im Kontext des wie oben beschrieben durchgeflihrten Sequenzvergleichs um-
fasst Reste in den verglichenen Sequenzen, die nicht identisch sind, jedoch ahnliche Eigenschaften aufweisen
(z. B. als ein Resultat konservativer Substitutionen). Der %-Wert an Positiven wird anhand des Anteils an Res-
ten bestimmt, die einen positiven Wert in der BLOSUM-62-Matrix erzielen, dividiert durch die Gesamtanzahl
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an Resten in der langeren Sequenz, wie sie oben definiert ist.

[0043] Auf ahnliche Art und Weise ist der "Prozentsatz (%) an Nucleinsauresequenzidentitat" als jener Pro-
zentsatz an Nucleotiden in einer Kandidatensequenz definiert, die identisch mit den Nucleotiden in der fir
UCP4 kodierenden Sequenz sind. Die Identitdtswerte koénnen durch das BLASTN-Modul der
WU-BLAST-2-Gruppe generiert werden, das auf Standardparameter eingestellt ist, wobei overlap span und
overlap fraction auf 1 bzw. 0,125 eingestellt werden.

[0044] "Isoliert" bedeutet bei Verwendung zur Beschreibung der verschiedenen hierin offenbarten Polypepti-
de ein Polypeptid, das identifiziert und von einer Komponente seiner natirlichen Umgebung getrennt und/oder
daraus gewonnen wurde. Kontaminierende Komponenten seiner natirlichen Umgebung sind Materialien, die
typischerweise diagnostische oder therapeutische Verwendungszwecke des Polypeptids stéren wiirden, und
umfassen Enzyme, Hormone und andere proteinhaltige oder nicht proteinhaltige geléste Stoffe. In bevorzugten
Ausfuhrungsformen ist das Polypeptid gereinigt, und zwar (1) in einem Ausmal3, das ausreicht, um bei Verwen-
dung eines Spinning-Cup-Sequenators zumindest 15 Reste N-terminaler oder interner Aminosauresequenz zu
erhalten, oder (2) bis zur Homogenitat mittels SDS-PAGE unter nicht reduzierenden oder reduzierenden Be-
dingungen unter Verwendung von Coomassie-Blau- oder vorzugsweise Silberfarbung. Isoliertes Polypeptid
umfasst Polypeptid in situ innerhalb rekombinanter Zellen, da zumindest eine Komponente der natirlichen
UCP4-Umgebung nicht vorhanden ist. Normalerweise wird das isolierte Polypeptid jedoch mittels zumindest
eines Reinigungsschritts hergestellt.

[0045] Ein "isoliertes" Nucleinsauremolekiil, das fur ein UCP4-Polypeptid kodiert, ist ein Nucleinsauremole-
kil, das identifiziert und von zumindest einem kontaminierenden Nucleinsauremolekiil getrennt wurde, mit dem
es normalerweise in der naturlichen Quelle der flir UCP4 kodierenden Nucleinsaure assoziiert ist. Ein isolier-
tes, fur UCP4 kodierendes Nucleinsduremolekul weist eine andere Form oder ein anderes Setting auf als je-
ne(s), die/das in der Natur anzutreffen ist. Isolierte Nucleinsauremolekiile unterscheiden sich daher von dem
fur UCP4 kodierenden Nucleinsauremolekiil, wie es in nattirlichen Zellen vorkommt. Ein isoliertes Nucleinsau-
remolekul, das fur ein UCP4-Polypeptid kodiert, umfasst jedoch fir UCP4 kodierende Nucleinsduremolekiile,
die in Zellen enthalten sind, die normalerweise UCP4 exprimieren, wobei sich z. B. das Nucleinsduremolekiil
in einer chromosomalen Position befindet, die sich von jener natirlicher Zellen unterscheidet.

[0046] Der Ausdruck "Kontrollsequenzen" bezieht sich auf DNA-Sequenzen, die fir die Expression einer ope-
rabel gebundenen kodierenden Sequenz in einem bestimmten Wirtsorganismus erforderlich sind. Die Kontroll-
sequenzen, die fir Prokaryoten geeignet sind, umfassen z. B. einen Promotor, gegebenenfalls eine Operator-
sequenz und eine Ribosomenbindungsstelle. Von eukaryotischen Zellen ist bekannt, dass sie Promotoren, Po-
lyadenylierungssignale und Enhancer nutzen.

[0047] Eine Nucleinsaure ist "operabel gebunden", wenn sie in eine funktionellen Beziehung mit einer ande-
ren Nucleinsauresequenz gestellt wird. DNA fir eine Prasequenz oder einen Sekretionsleader ist z. B. opera-
bel an DNA fur ein Polypeptid gebunden, wenn sie als Praprotein exprimiert wird, das an der Sekretion des
Polypeptids beteiligt ist; ein Promotor oder ein Enhancer ist operabel an eine kodierende Sequenz gebunden,
wenn er die Transkription der Sequenz beeinflusst; oder eine Ribosomenbindungsstelle ist operabel an eine
kodierende Sequenz gebunden, wenn sie so positioniert ist, dass die Translation erleichtert wird. Allgemein
bedeutet "operabel gebunden”, dass die DNA-Sequenzen, die gebunden werden, zusammenhangend sind
und, im Fall eines Sekretionsleaders, zusammenhangend und in Lesephase. Enhancer missen jedoch nicht
zusammenhangend sein. Die Bindung wird durch Ligation an passenden Restriktionsstellen erzielt. Falls sol-
che Stellen nicht existieren, so werden die synthetischen Oligonucleotidadaptoren oder Linker in Einklang mit
Verfahren der herkdmmlichen Praxis verwendet.

[0048] Der Ausdruck "Antikérper" wird im weitesten Sinn gebraucht und umfasst spezifisch einzelne monok-
lonale Anti-UCP4-Antikérper (umfassend Agonisten, Antagonisten und neutralisierende Antikorper) sowie An-
ti-UCP4-Antikorper-Zusammensetzungen mit polyepitopischer Spezifitat. Der Ausdruck "monoklonaler Anti-
kdrper" bezieht sich bei Verwendung hierin auf einen Antikorper, der aus einer Population von im Wesentlichen
homogenen Antikdrpern erhalten wurde, d. h. die einzelnen Antikdrper, welche die Population umfassen, sind
identisch — mit Ausnahme mdglicher natirlich vorkommender Mutationen, die in geringen Mengen vorhanden
sein kénnen.

[0049] Die "Stringenz" der Hybridisierungsreaktionen ist vom Fachmann leicht zu bestimmen und ist allge-

mein eine empirische Berechnung, die von der Sondenlange, der Waschtemperatur und der Salzkonzentration
abhangig ist. Allgemein erfordern langere Sonden héhere Temperaturen fir ein korrektes Annealing, wahrend
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kiirzere Sonden niedrigere Temperaturen bendétigen. Die Hybridisierung hangt allgemein von der Fahigkeit de-
naturierter DNA zum erneuten Annealing ab, wenn komplementare Strange in einer Umgebung unter ihrer
Schmelztemperatur vorhanden sind. Je héher das Ausmal der gewtinschten Homologie zwischen der Sonde
und der hybridisierbaren Sequenz ist, desto héher ist die relative Temperatur, die verwendet werden kann. Als
Resultat folgt, dass hdhere relative Temperaturen dazu tendieren wirden, die Reaktionsbedingungen stringen-
ter zu gestalten, wahrend dies bei niedrigeren Temperaturen weniger der Fall ware. Fir zusatzliche Details und
eine Erklarung der Stringenz von Hybridisierungsreaktionen siehe Ausubel et al., Current Protocols in Molecu-
lar Biology, Wiley Interscience Publishers (1995).

[0050] "Stringente Bedingungen" oder "Bedingungen hoher Stringent" kdnnen, wie hierin definiert, als jene
identifiziert werden, die: (1) eine niedrige lonenstarke und eine hohe Temperatur zum Waschen verwenden, z.
B. 0,015 M Natriumchlorid/0,0015 M Natriumcitrat/0,1% Natriumdodecylsulfat bei 50°C; (2) wahrend der Hyb-
ridisierung ein Denaturierungsmittel verwenden, wie z. B. Formamid, z. B. 50 Vol.-% Formamid mit 0,1% Rin-
derserumalbumin/0,1% Ficoll/0,1% Polyvinylpyrrolidon/50 mM Natriumphosphatpuffer mit einem pH von 6,5
mit 750 mM Natriumchlorid, 75 mM Natriumcitrat bei 42°C; oder (3) 50% Formamid, 5 x SSC (0,75 M NacCl,
0,075 M Natriumcitrat), 50 mM Natriumphosphat (pH 6,8), 0,1% Natriumpyrophosphat, 5 x Denhardt-Losung,
beschallte Lachsspermien-DNA (50 pg/ml), 0,1% SDS und 10% Dextransulfat bei 42°C verwenden, mit
Waschschritten bei 42°C in 0,2 x SSC (Natriumchlorid/Natriumcitrat) und 50% Formamid bei 55°C, gefolgt von
einem Waschschritt hoher Stringenz, bestehend aus 0,1 x SSC, enthaltend EDTA bei 55°C.

[0051] "MaRig stringente Bedingungen" kénnen, wie von Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laborstory
Manual, Cold Spring Harbor Press, New York (1989), beschrieben, identifiziert werden und umfassen die Ver-
wendung von Waschlésung und Hybridisierungsbedingungen (z. B. Temperatur, lonenstarke und % SDS), die
weniger stringent sind als jene, die oben beschrieben wurden. Ein Beispiel fiur maRig stringente Bedingungen
ist die Ubernacht-Inkubation bei 37°C in einer Lésung, umfassend: 20% Formamid, 5 x SSC (150 mM NaCl,
15 mM Trinatriumcitrat), 50 mM Natriumphosphat (pH 7,6), 5 x Denhardt-Lésung, 10% Dextransulfat und 20
mg/ml denaturierte, gescherte Lachsspermien-DNA, gefolgt vom Waschen der Filter in 1 x SSC bei etwa
37-50°C. Der Fachmann erkennt, wie die Temperatur, die lonenstarke etc. je nach Notwendigkeit einzustellen
sind, um Faktoren wie z. B. die Sondenlange und dergleichen zu bertcksichtigen.

[0052] Der Ausdruck "epitopmarkiert" bezieht sich bei Verwendung hierin auf ein chimares Polypeptid, um-
fassend ein UCP4-Polypeptid, das an ein "Markierungspolypeptid" fusioniert ist. Das Markierungspolypeptid
besitzt genug Reste, um ein Epitop bereitzustellen, gegen das ein Antikorper hergestellt werden kann, ist je-
doch kurz genug, um die Aktivitat des Polypeptids, an das es fusioniert ist, nicht zu stéren. Das Markierungs-
polypeptid ist vorzugsweise auch eher einzigartig, so dass der Antikérper im Wesentlichen keine Kreuzreakti-
onen mit anderen Epitopen eingeht. Geeignete Markierungspolypeptide besitzen allgemein zumindest sechs
Aminosaurereste und normalerweise zwischen etwa 8 und 50 Aminosaurereste (vorzugsweise zwischen etwa
10 und 20 Aminosaurereste).

[0053] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Ausdruck "Immunadhésin” antikdrperartige Molekiile, welche die
Bindungsspezifitdt eines heterologen Proteins (eines "Adhasins") mit den Effektorfunktionen konstanter Im-
munglobulindomanen kombinieren.

[0054] Strukturell gesehen umfassen die Immunoadhésine eine Fusion einer Aminosauresequenz mit der ge-
wiinschten Bindungsspezifitat, wobei es sich um eine andere als die Antigenerkennungs- und -bindungsstelle
eines Antikdrpers handelt (d. h. die "heterolog" ist), mit einer konstanten Immunglobulin-Domanensequenz.
Der Adhasin-Teil eines Immunoadhasinmolekdls ist typischerweise eine zusammenhangende Aminosaurese-
quenz, umfassend zumindest die Bindungsstelle eines Rezeptors oder eines Liganden. Die konstante Immun-
globulin-Domanensequenz im Immunoadhasin kann aus einem beliebigen Immunglobulin, wie z. B. 1gG-1-,
IgG-2-, IgG3- oder IgG4-Subtypen, IgA (umfassend IgA-1 und IgA-2), IgE, IgD oder IgM, erhalten werden.

[0055] "Aktiv" oder "Aktivitat" bezieht sich fir die Zwecke hierin auf eine oder mehrere Formen von UCP4,
welche die biologischen und/oder immunologischen Aktivitdten von nativem oder natlirlich vorkommendem
UCP4 beibehalten. Eine bevorzugte Aktivitat ist die Fahigkeit, das mitochondriale Membranpotential auf eine
Art und Weise zu beeinflussen, die zu einer Hinaufregulierung oder einer Hinunterregulierung des Stoffumsat-
zes und/oder der Warmeerzeugung fihrt. Eine solche Aktivitdt umfasst die Erzeugung eines Protonenaustritts
in der mitochondrialen Membran, der zu einer Erh6hung des Stoffumsatzes fiihrt. Die Aktivitat kann in vitro
oder in vivo gemessen oder quantifiziert werden.

[0056] Der Ausdruck "Antagonist" wird im weitesten Sinn verwendet und umfasst jedes Molekiil, das eine bi-
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ologische und/oder immunologische Aktivitat eines hierin offenbarten UCP4-Polypeptids teilweise oder voll-
standig blockiert, inhibiert oder neutralisiert. Auf eine dhnliche Art und Weise wird der Ausdruck "Agonist" im
weitesten Sinn verwendet und umfasst ein beliebiges Molekiil, das eine biologische und/oder immunologische
Aktivitat eines nativen, hierin offenbarten UCP4-Polypeptids imitiert. Geeignete Agonisten- oder Antagonisten-
molekile umfassen spezifisch Agonisten- oder Antagonisten-Antikdrper oder -Antikérper-Fragmente, Immuno-
adhasine von UCP4-Polypeptiden oder Fragmente oder Aminosauresequenzvarianten nativer UCP4-Polypep-
tide.

[0057] "Behandlung" bezieht sich sowohl auf therapeutische Behandlung als auch auf prophylaktische oder
praventive MalRnahmen, wobei es das Ziel ist, das pathologische Leiden oder die Erkrankung, auf das/die ab-
gezielt wird, zu verhindern oder zu verlangsamen (abzuschwachen). Jene, die einer Behandlung bediirfen,
umfassen Individuen, bei denen die Erkrankung bereits vorliegt, sowie Individuen, die zum Ausbruch der Er-
krankung neigen, oder auch jene, bei denen die Erkrankung verhindert werden soll.

[0058] Eine "chronische" Verabreichung bezieht sich auf eine Verabreichung des/der Mittel(s) auf kontinuier-
liche Art und Weise im Gegensatz zu einer akuten Art und Weise, um die anfangliche therapeutische Wirkung
(Aktivitat) fur eine ausgedehnte Zeitspanne beizubehalten. Eine "intermittierende" Verabreichung ist eine Be-
handlung, die nicht fortlaufend ohne Unterbrechung durchgefiihrt wird, sondern vielmehr zyklischer Natur ist.

[0059] "Saugetier" bezieht sich fiir die Zwecke der Behandlung auf ein beliebiges Tier, das als Saugetier klas-
sifiziert wird, umfassend Menschen, domestizierte Tiere und landwirtschaftliche Nutztiere, sowie Zoo-, Sport-
oder Haustiere, wie z. B. Hunde, Katzen, Kiihe, Pferde, Schafe, Schweine etc. Bei dem Saugetier handelt es
sich vorzugsweise um einen Menschen.

[0060] Eine Verabreichung "in Kombination mit" einem oder mehreren therapeutischen Mitteln umfasst die si-
multane (gleichzeitige) und die aufeinanderfolgende Verabreichung in beliebiger Reihenfolge.

[I. Zusammensetzungen und Verfahren
A. UCP4 voller Lange

[0061] Die vorliegende Erfindung umfasst neu identifizierte und isolierte Nucleotidsequenzen, die fir Poly-
peptide kodieren, die in der vorliegenden Anmeldung als UCP4 bezeichnet werden. Insbesondere wurde cDNA
identifiziert und isoliert, die fir ein UCP4-Polypetid kodiert, wie ausfiihrlicher in den unten stehenden Beispielen
offenbart wird. Aus Griinden der Einfachheit wird das Protein, flir das DNA 77568-1626 kodiert, sowie alle wei-
teren nativen Homologe und Varianten, die in der obigen Definition von UCP4 inkludiert sind, in der vorliegen-
den Beschreibung als "UCP4" bezeichnet, unabhangig von Ursprung oder Herstellungsart.

[0062] Wie in den unten stehenden Beispielen offenbart, wurde eine Klon-DNA 77568-1626 bei der ATCC hin-
terlegt. Die tatsachliche Nucleotidsequenz des Klons kann vom Fachmann durch Sequenzierung des hinter-
legten Klons unter Verwendung von Routineverfahren nach dem Stand der Technik leicht bestimmt werden.
Die vorhergesagte Aminosauresequenz kann unter Verwendung von Routineverfahren aus der Nucleotidse-
quenz bestimmt werden. Fir das hierin beschriebene UCP4 haben die Anmelder etwas identifiziert, von dem
angenommen wird, dass es sich dabei um den Leseraster handelt, der mit der zum Zeitpunkt der Einreichung
erhaltlichen Sequenzinformation am besten identifizierbar war.

[0063] Unter Verwendung des Megalign-DNASTAR-Computerprogramms (sowie von Algorithmen und Para-
metern in dieser Software, eingestellt vom Hersteller) (Oxford Molecular Group, Inc.), wurde herausgefunden,
dass ein Nativsequenz-UCP4 voller Lange (dargestellt in Fig. 1 und Seq.-ID Nr. 1) eine Aminosauresequenz-
identitat von etwa 34% mit UCP3 aufweist, eine Aminosauresequenzidentitat von etwa 33% mit UCP2 aufweist
und eine Aminosauresequenzidentitat von etwa 29% mit UCP1 aufweist. Dementsprechend wird momentan
angenommen, dass das in der vorliegenden Anmeldung offenbarte UCP4 ein neu identifiziertes Mitglied der
Familie der menschlichen Entkopplungsproteine ist und eine oder mehrere Aktivitdten und/oder Eigenschaften
aufweisen kann, die fir diese Proteinfamilie typisch sind, wie z. B. die Fahigkeit, den Stoffumsatz durch Beein-
flussung des mitochondrialen Membranpotentials zu verstarken oder zu unterdrticken.

B. UCP4-Varianten

[0064] Zusatzlich zu den Nativsequenz-UCP4-Polypeptiden voller Lange, die hierin beschrieben werden, wird
die Moglichkeit der Herstellung von UCP4-Varianten in Betracht gezogen. UCP4-Varianten kénnen durch Ein-

8/55



DE 699 37 644 T2 2008.10.30

fuhrung geeigneter Nucleotidanderungen in die UCP4-DNA und/oder durch Synthese des gewlnschten
UCP4-Polypeptids hergestellt werden. Der Fachmann weil zu schatzen, dass Aminosaureanderungen post-
translationale Prozesse des UCP4 verandern kénnen, wie z. B. die Anderung der Anzahl oder der Position von
Glykosylierungsstellen oder die Anderung der Membranverankerungsmerkmale.

[0065] Variationen im Nativsequenz-UCP4 voller Lange oder in verschiedenen Domanen des hierin beschrie-
benen UCP4 kénnen z. B. unter Verwendung beliebiger der Verfahren und Richtlinien fur konservative und
nichtkonservative Mutationen erfolgen, die z. B. im US-Patent Nr. 5.364.934 dargelegt sind. Variationen kén-
nen eine Substitution, Deletion oder Insertion eines oder mehrerer Codons sein, die fur das UCP4 kodieren,
was zu einer Anderung der Aminoséduresequenz des UCP4 im Vergleich zum Nativsequenz-UCP4 fiihrt. Ge-
gebenenfalls erfolgt die Variation durch eine Substitution zumindest einer Aminosaure durch eine beliebige an-
dere Aminosaure in einer oder mehreren der Domanen des UCP4. Richtlinien zur Bestimmung jenes Amino-
saurerests, der insertiert, substituiert oder deletiert werden kann, ohne die gewlinschte Aktivitat nachteilig zu
beeintrachtigen, kénnen durch Vergleichen der Sequenz des UCP4 mit jener homologer bekannter Proteinmo-
lekile erhalten werden, sowie durch Minimieren der Anzahl der Aminosauresequenzanderungen, die in Regi-
onen hoher Homologie erfolgen. Aminosauresubstitutionen kénnen das Resultat des Ersetzens einer Amino-
saure durch eine andere Aminosaure mit 8hnlichen strukturellen und/oder chemischen Eigenschaften sein, wie
z. B. das Ersetzen eines Leucins durch ein Serin, d. h. konservative Aminosaure-Ersetzungen. Insertionen
oder Deletionen kénnen gegebenenfalls im Bereich von 1 bis 5 Aminosauren erfolgen. Die erlaubte Variation
kann durch systematische Durchfiihrung von Insertionen, Deletionen oder Substitutionen von Aminosauren in
der Sequenz bestimmt werden, sowie, falls gewlinscht, durch Testen der resultierenden Varianten auf ihre Ak-
tivitat in Tests, die nach dem Stand der Technik bekannt sind oder hierin beschrieben werden.

[0066] Die Beschreibung offenbart UCP4-Varianten, bei denen es sich um Fragmente des UCP4 voller Lange
handelt. Solche Fragmente behalten vorzugsweise eine gewilinschte Aktivitat oder Eigenschaften des UCP4
voller Lange bei.

[0067] Die Variationen kdnnen unter Anwendung von nach dem Stand der Technik bekannten Verfahren er-
folgen, wie z. B. durch oligonucleotidvermittelte (ortsspezifische) Mutagenese, Alanin-Scanning sowie durch
PCR-Mutagenese. Ortsspezifische Mutagenese (Carter et al., Nucl. Acids Res. 13, 4331 (1986); Zoller et al.,
Nucl. Acids Res. 10, 6487 (1987)), Kassettenmutagenese (Wells et al., Gene 34, 315 (1985)), Restriktionsse-
lektionsmutagenese (Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA 317, 415 (1986)) oder andere bekannte
Verfahren kdnnen mit der klonierten DNA durchgefiihrt werden, um die UCP4-Varianten-DNA herzustellen.

[0068] Scanning-Aminosauren-Analyse kann auch verwendet werden, um eine oder mehrere Aminosauren
in einer zusammenhangenden Sequenz zu identifizieren. Unter den bevorzugten Scanning-Aminosauren fin-
den sich relativ kleine, neutrale Aminosauren. Solche Aminosauren umfassen Alanin, Glycin, Serin und Cy-
stein. Alanin ist typischerweise eine bevorzugte Scanning-Aminosaure in dieser Gruppe, da es die Seitenkette
tiber den B-Kohlenstoff hinaus eliminiert und die Wahrscheinlichkeit einer Anderung der Hauptketten-Konfor-
mation der Variante geringer ist (Cunningham und Wells, Science 244, 1081-1085 (1989)). Alanin wird eben-
falls typischerweise bevorzugt, da es die haufigste Aminosaure ist. Weiters ist es haufig sowohl in unzugang-
lichen als auch in exponierten Positionen zu finden (Creighton, The Proteins, W. H. Freeman & Co., N. Y.; Cho-
thia, J. Mol. Biol. 150, 1 (1976)). Falls Alaninsubstitution keine angemessenen Mengen der Variante ergibt, so
kann eine isotere Aminosaure verwendet werden.

C. Modifikationen von UCP4

[0069] Kovalente Modifikationen von UCP4 liegen auch im Umfang dieser Erfindung. Eine Art kovalenter Mo-
difikation umfasst das Umsetzen von Aminosaureresten eines UCP4-Polypeptids, auf die abgezielt wird, mit
einem organischen Derivatisierungsmittel, das in der Lage ist, mit ausgewahlten Seitenketten oder den N- oder
C-terminalen Resten des UCP4 zu reagieren. Die Derivatisierung mit bifunktionellen Mitteln ist von Nutzen, z.
B. zur Vernetzung von UCP4 an eine wasserunlésliche Tragermatrix oder Oberflache zur Verwendung in einem
Verfahren zur Reinigung von Anti-UCP4-Antikdrpern, oder umgekehrt. Haufig verwendete Vernetzungsmittel
umfassen z. B. 1,1-Bis(diazoacetyl-)-2-phenylethan, Glutaraldehyd, N-Hydroxysuccinimidester, z. B. Ester mit
4-Azidosalicylsdure, homobifunktionelle Imidoester, unter anderem Disuccinimidylester, wie z. B. 3,3'-Dithio-
bis(succinimidylpropionat), bifunktionelle Maleimide, wie z. B. Bis-N-maleimido-1,8-octan, sowie Mittel wie z.
B. Methyl-3-[(p-azidophenyl)dithio]propioimidat.

[0070] Andere Modifikationen umfassen die Desamidierung von Glutaminyl- und Asparaginyl-Resten zu den
entsprechenden Glutamyl- bzw. Aspartyl-Resten, die Hydroxylierung von Prolin und Lysin, die Phosphorylie-
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rung von Hydroxylgruppen von Seryl- oder Threonyl-Resten, die Methylierung der a-Amino-Gruppen von Ly-
sin-, Arginin- und Histidin-Seitenketten (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Co., 79-86, San Francisco, (1983)), die Acetylierung des N-terminalen Amins und die Amidierung
etwaiger C-terminaler Carboxylgruppen.

[0071] Eine andere Art der kovalenten Modifikation des UCP4-Polypeptids, die im Umfang dieser Erfindung
liegt, umfasst das Andern des nativen Glykosylierungsmusters des Polypeptids. Das "Andern des nativen Gly-
kosylierungsmusters" beschreibt fiir die Zwecke hierin das Deletieren einer oder mehrerer Kohlenhydratgrup-
pierungen, die in Nativsequenz-UCP4 zu finden sind (entweder durch Entfernen der darunter liegenden Gly-
kosylierungsstelle oder durch Deletieren der Glykosylierung durch chemische und/oder enzymatische Mittel),
und/oder durch Hinzufligen einer oder mehrerer Glykosylierungsstellen, die im Nativsequenz-UCP4 nicht vor-
handen sind. Zusétzlich dazu umfasst der Ausdruck qualitative Anderungen in der Glykosylierung der nativen
Proteine, einschlieBlich Anderungen der Art und der Anteile der verschiedenen vorhandenen Kohlenhyd-
rat-Gruppierungen.

[0072] Die Hinzufiigung von Glykosylierungsstellen zum UCP4-Polypeptid kann durch Anderung der Amino-
séuresequenz erzielt werden. Die Anderung kann z. B. durch Addition eines oder mehrerer oder Substitution
mit einem oder mehreren Serin- oder Threonin-Reste(n) im Nativsequenz-UCP4 erfolgen (fiir O-gebundene
Glykosylierungsstellen). Die UCP4-Aminoséduresequenz kann gegebenenfalls durch Anderungen auf der
DNA-Ebene geandert werden, insbesondere durch Mutieren der DNA, die fir das UCP4-Polypeptid kodiert, an
vorselektierten Basen, so dass Codons erzeugt werden, die in die gewlnschten Aminosauren translatiert wer-
den.

[0073] Ein anderer Weg zu Erhéhung der Anzahl der Kohlenhydrat-Gruppierungen auf dem UCP4-Polypeptid
ist durch chemische oder enzymatische Kopplung von Glykosiden an das Polypeptid. Solche Verfahren wer-
den im Stand der Technik beschrieben, z. B. in WO 87/05330, veréffentlicht am 11. September 1987, sowie
von Aplin und Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem. 259-306 (1981).

[0074] Die Entfernung von auf dem UCP4-Polypeptid vorhandenen Kohlenhydratgruppierungen kann che-
misch oder enzymatisch erreicht werden oder durch Mutationssubstitution von Codons, die fur Aminosaureres-
te kodieren, die als Glykosylierungsziele dienen. Chemische Deglykosylierungsverfahren sind nach dem Stand
der Technik bekannt und werden z. B. von Hakimuddin et al., Arch. Biochem. Biophys. 259, 52 (1987), sowie
von Edge et al. Anal. Biochem. 118, 131 (1981), beschrieben. Die enzymatische Abspaltung von Kohlenhyd-
ratgruppierungen auf Polypeptiden kann unter Verwendung einer Reihe von Endo- und Exoglykosidasen er-
zielt werden, wie von Thotakura et al., Meth. Enzymol. 138, 350 (1987), beschrieben wird.

[0075] Eine andere Art der kovalenten Modifikation von UCP4 umfasst die Bindung des UCP4-Polypeptids an
eines einer Reihe nichtproteinhaltiger Polymere, z. B. Polyethylenglykol (PEG), Polypropylenglykol oder Poly-
oxyalkylene, und zwar auf die in den US-Patenten Nr. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192
oder 4.179.337 dargelegte Art und Weise.

[0076] Das UCP4 der vorliegenden Erfindung kann auch auf eine Art und Weise modifiziert werden, dass es
ein chimares Molekl bildet, das UCP4 umfasst, das an eine andere heterologe Polypeptid- oder Aminosaure-
sequenz fusioniert ist.

[0077] In einer Ausfuhrungsform umfasst solch ein chimares Molekil eine Fusion des UCP4 mit einem Mar-
kierungspolypeptid, das ein Epitop bereitstellt, an das ein Anti-Markierungs-Antikdrper selektiv binden kann.
Die Epitopmarkierung liegt allgemein am Amino- oder Carboxyl-Terminus des UCP4. Die Gegenwart solcher
epitopmarkierter Formen des UCP4 kann unter Verwendung eines Antikérpers gegen das Markierungspoly-
peptid detektiert werden. Die Bereitstellung der Epitopmarkierung ermdglicht auch eine leichte Reinigung des
UCP4 mittels Affinitatsreinigung unter Verwendung eines Anti-Markierungs-Antikérpers oder einer anderen Art
von Affinitadtsmatrix, die an die Epitopmarkierung bindet. Es sind verschiedene Markierungspolypeptide und
ihre jeweiligen Antikérper nach dem Stand der Technik bekannt. Beispiele umfassen Poly-Histidin-(Poly-His-)
oder Poly-Histidin-Glycin-(Poly-His-Gly-)Markierungen; das Grippe-HA-Markierungspolypeptid und seinen An-
tikérper 12CA5 (Field et al., Mol. Cell. Biol. 8, 2159-2165 (1988)); die c-myc-Markierung und die 8F9-, 3C7-,
6E10-, G4-, B7- und 9E10-Antikdrper dagegen (Evan et al., Molecular and Cellular Biology 5, 3610-3616
(1985)); sowie die Herpes-simplex-Virus-Glycoprotein-D-(gD-)Markierung und ihren Antikérper (Paborsky et
al., Protein Engineering 3 (6), 547-553 (1990)). Andere Markierungspolypeptide umfassen das Flag-Peptid
(Hopp et al., Bio-Technology 6, 1204-1210 (1988)); das KT3-Epitop-Peptid (Martin et al., Science 255,
192-194 (1992)); ein a-Tubulin-Epitop-Peptid (Skinner et al., J. Biol. Chem. 266, 15163-15166 (1991)); sowie
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die T7-Gen-10-Protein-Peptid-Markierung (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6393-6397
(1990)).

[0078] In einer alternativen Ausfiihrungsform kann das chimare Molekil eine Fusion des UCP4 mit einem Im-
munglobulin oder einer bestimmten Region eines Immunglobulins umfassen. Bei einer zweiwertigen Form des
chimaren Molekdls (auch als "Immunadhasin” bezeichnet) kénnte solch eine Fusion an die Fc-Region eines
IgG-Molekiils erfolgen. Die Ig-Fusionen umfassen vorzugsweise die Substitution einer 16slichen Form (mit de-
letierter oder deaktivierter Transmembrandomane) eines UCP4-Polypeptids anstelle zumindest einer variablen
Region innerhalb eines Ig-Molekiils. In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform umfasst die Immunglo-
bulin-Fusion die Gelenks-, CH2- und CH3- oder die Gelenks-, CH1-, CH2- und CH3-Regionen eines IgG1-Mo-
lekils. Zur Produktion von Immunglobulin-Fusionen siehe auch US-Patent Nr. 5.428.130, ausgestellt am 27.
Juni 1995.

[0079] Das UCP4 der Erfindung kann auch auf eine Art und Weise modifiziert werden, dass ein chimares Mo-
lekl gebildet wird, das UCP4 umfasst, das an einen Leucin-Zipper fusioniert ist. Es wurden verschiedene Leu-
cin-Zipper-Polypeptide im Stand der Technik beschrieben. Siehe z. B. Landschulz et al., Science 240, 1759
(1988); WO 94/10308; Hoppe et al., FEBS Letters 344, 1991 (1991); Maniatis et al., Nature 341, 24 (1989)).
Der Fachmann weil3, dass der Leucin-Zipper entweder am 5'- oder am 3'-Ende des UCP4-Molekiils fusioniert
sein kann.

D. Herstellung von UCP4

[0080] Die unten stehende Beschreibung betrifft hauptsachlich die Produktion von UCP4 durch Ziichten von
Zellen, die mit einem Vektor transformiert oder transfiziert wurden, der UCP4-Nucleinsaure enthalt. Es wird na-
turlich in Betracht gezogen, dass Alternativverfahren, die nach dem Stand der Technik wohlbekannt sind, zur
Herstellung von UCP4 verwendet werden kénnen. Beispielsweise kann/kdnnen die UCP4-Sequenz oder Ab-
schnitte davon durch direkte Peptidsynthese unter Anwendung von Festphasen-Verfahren hergestellt werden
(siehe z. B. Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Mer-
rifield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-2154 (1963)). Die In-vitro-Protein-Synthese kann unter Anwendung han-
discher Verfahren oder durch Automatisierung durchgefiihrt werden. Die automatisierte Synthese kann z. B.
unter Verwendung eines Applied-Biosystems-Peptid-Synthesegerats (Foster City, CA) unter Anwendung der
Angaben des Herstellers verwendet werden. Verschiedene Abschnitte des UCP4 kdnnen getrennt chemisch
synthetisiert werden und unter Verwendung chemischer oder enzymatischer Verfahren kombiniert werden, um
das UCP4 voller Lange zu produzieren.

1. Isolierung von DNA, die fur UCP4 kodiert

[0081] DNA, die fir UCP4 kodiert, kann aus einer cDNA-Bibliothek erhalten werden, die aus Gewebe herge-
stellt wurde, von dem angenommen wird, dass es UCP4-mRNA umfasst und diese in einem detektierbaren
Ausmal} exprimiert. Dementsprechend kann menschliche UCP4-DNA passenderweise aus einer cDNA-Bibli-
othek erhalten werden, die aus menschlichem Gewebe hergestellt wurde, wie z. B. in den Beispielen beschrie-
ben wird. Das fur UCP4 kodierende Gen kann auch aus einer genomischen Bibliothek oder mittels Oligonuc-
leotidsynthese erhalten werden.

[0082] Bibliotheken kénnen mit Sonden gescreent werden (wie z. B. Antikérper fur das UCP4 oder Oligonu-
cleotide mit zumindest etwa 20-80 Basen), die erzeugt wurden, um das Gen von Interesse oder das dadurch
kodierte Protein zu identifizieren. Das Screening der cDNA- oder genomischen Bibliothek mit der ausgewahl-
ten Sonde kann unter Anwendung von Standard-Verfahren, wie z. B. von Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laborstory Manual, Cold Spring Harbor Laborstory Press, New York (1989), beschrieben, durchgefiihrt wer-
den. Ein Alternativverfahren zur Isolierung des Gens, das fir UCP4 kodiert, ist die Anwendung des PCR-Ver-
fahrens (Sambrook et al., s. o.; Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laborstory Manual, Cold Spring Harbor La-
borstory Press (1995)).

[0083] Die unten stehenden Beispiele umfassen Verfahren zum Screening einer cDNA-Bibliothek. Die als
Sonden ausgewabhlten Oligonucleotidsequenzen sollten ausreichend lang und ausreichend unzweideutig sein,
so dass falsche Positive minimiert werden. Das Oligonucleotid wird vorzugsweise so markiert, dass es nach
der Hybridisierung an DNA in der Bibliothek, die gescreent wird, detektiert werden kann. Verfahren zum Mar-
kieren sind nach dem Stand der Technik wohlbekannt und umfassen die Verwendung von Radiomarkierungen,
wie z. B. **P-markiertem ATP, Biotinylierung oder Enzymmarkierung. Hybridisierungsbedingungen, unter an-
derem maRiger und hoher Stringenz, werden in Sambrook et al., s. 0., bereitgestellt und oben in Abschnitt |
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beschrieben.

[0084] Sequenzen, die in solchen Bibliotheksscreeningverfahren identifiziert werden, kénnen mit anderen be-
kannten Sequenzen, die in 6ffentlichen Datenbanken, wie z. B. GenBank oder anderen privaten Sequenzda-
tenbanken, hinterlegt und erhaltlich sind. verglichen und abgeglichen werden. Die Sequenzidentitat (entweder
auf Aminosaure- oder Nucleotid-Ebene) innerhalb definierter Regionen des Moleklils oder Gber die Sequenz
voller Lange kann durch Sequenzabgleich unter Verwendung 6ffentlich erhaltlicher Computer-Software-Pro-
gramme (auf Standardparameter eingestellt), wie z. B. BLAST, BLAST2, ALIGN, DNAstar und INHERIT, be-
stimmt werden, um Identitat oder Positive fiir den Sequenzvergleich zu messen.

[0085] Eine Nucleinsaure mit einer fir ein Protein kodierenden Sequenz kann durch Screening ausgewahlter
cDNA- oder genomischer Bibliotheken unter Verwendung der hierin offenbarten abgeleiteten Aminosaurese-
quenz und, falls notwendig, unter Anwendung herkémmlicher Primerextensions-Verfahren, wie z. B. in Sam-
brook et al., s. 0., beschrieben, erhalten werden, um Vorladufer zu detektieren, und Prozessierung von
mRNA-Zwischenprodukten, die eventuell nicht zu cDNA revers transkribiert wurden.

2. Selektion und Transformation von Wirtszellen

[0086] Wirtszellen werden mit Expressions- oder Klonierungsvektoren, die hierin beschrieben werden, zur
UCP4-Produktion transfiziert oder transformiert und in herkémmlichem Nahrstoffmedium geziichtet, das je
nach Eignung zur Induktion von Promotoren, zur Selektion von Transformanten oder zur Amplifikation der Ge-
ne, die fur die gewlinschten Sequenzen kodieren, modifiziert wurde. Die Kulturbedingungen, wie z. B. Medium,
Temperatur, pH und dergleichen, kbnnen vom Fachmann ohne tibermaRiges Experimentieren ausgewahlt wer-
den. Allgemein sind die Prinzipien, Arbeitsvorschriften und praktischen Verfahren zur Maximierung der Produk-
tivitat von Zellkulturen in Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler (Hrsg.), IRL Press
(1991), sowie in Sambrook et al., s. 0., zu finden.

[0087] Verfahren der Transfektion sind dem Fachmann bekannt, z. B. CaPO, und Elektroporation. In Abhan-
gigkeit von der verwendeten Wirtszelle wird die Transformation unter Anwendung von Standardverfahren
durchgefihrt, die fur solche Zellen geeignet sind. Calciumbehandlung unter Verwendung von Calciumchlorid,
wie von Sambrook et al., s. 0., beschrieben, oder Elektroporation wird allgemein fir Prokaryoten oder andere
Zellen verwendet, die nennenswerte Zellwand-Barrieren enthalten. Infektion mit Agrobacterium tumefaciens
wird fur die Transformation gewisser Pflanzenzellen verwendet, wie von Shaw et al., Gene 23, 315 (1983), so-
wie in WO 89/05859, veroffentlicht am 29. Juni 1989, beschrieben wurde. Bei Sdugetierzellen ohne solche Zell-
wande kann das Calciumphosphatprazipitationsverfahren von Graham und van der Eb, Virology 52, 456-457
(1978), verwendet werden. Allgemeine Aspekte von Saugetierzellen-Wirtssystem-Transformationen wurden
im US-Patent Nr. 4.399.216 beschrieben. Transformationen in Hefe werden typischerweise nach dem Verfah-
ren von Van Solingen et al., J. Bact. 130, 946 (1977), sowie von Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76,
3829 (1979), durchgefihrt. Es kénnen jedoch auch andere Verfahren zur Einfihrung von DNA in Zellen ver-
wendet werden, wie z. B. durch Kernmikroinjektion, Elektroporation, bakterielle Protoplastenfusion mit intakten
Zellen oder durch Polykationen, z. B. Polybren, Polyornithin. Bezuglich verschiedener Verfahren zur Transfor-
mation von Saugetierzellen siehe Keown et al., Methods in Enzymology 185, 527-537 (1990) und Mansour et
al., Nature 336, 348-352 (1988).

[0088] Geeignete Wirtszellen zum Klonieren oder zum Exprimieren der DNA in den Vektoren umfassen hierin
Prokaryotenzellen, Hefezellen oder Zellen héherer Eukaryoten. Geeignete Prokaryoten umfassen, sind jedoch
nicht beschrankt auf Eubakterien, wie z. B. gramnegative oder grampositive Organismen, z. B. Enterobacteri-
aceae, wie z. B. E. coli. Verschiedene E.-coli-Stamme sind 6ffentlich erhaltlich, wie z. B. der E.-coli-K12-Stamm
MM294 (ATCC 31.446); E.-coli X1776 (ATCC 31.537); E.-coli-Stamm W3110 (ATCC 27.325) und K5772
(ATCC 53.635).

[0089] Zusatzlich zu Prokaryoten sind eukaryotische Mikroben, wie z. B. Fadenpilze oder Hefe, geeignete
Klonierungs- oder Expressionswirte fir Vektoren, die fir UCP4 kodieren. Saccharomyces cerevisiae ist ein
haufig verwendeter, niederer eukaryotischer Wirts-Mikroorganismus.

[0090] Geeignete Wirtszellen zur Expression von glykosyliertem UCP4 stammen von mehrzelligen Organis-
men. Beispiele fir Zellen wirbelloser Organismen umfassen Insektenzellen, wie z. B. Drosophila S2 und Spo-
doptera Sf9, sowie Pflanzenzellen. Beispiele fur nitzliche Saugetier-Wirtszelllinien umfassen Chinahams-
ter-Eierstock(CHO-)Zellen und COS-Zellen. Spezifischere Beispiele umfassen die Affen-Nieren-CV1-Linie,
transformiert mit SV40 (COS-7, ATCC CRL1651); die menschliche Embryo-Nierenlinie (293-Zellen oder
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293-Zellen, die zur Vermehrung in Suspensionskultur subkloniert wurden, Graham et al., J. Gen Virol. 36, 59
(1977)); Chinahamster-Eierstockzellen/-DHFR (CHO, Urlaub und Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77,4216
(1980)); Maus-Sertoli-Zellen (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23, 243-251 (1980)); menschliche Lungenzellen
(W138, ATCC CCL75); menschliche Leberzellen (Hep G2, HB 8065); sowie den Maus-Mammatumor (MMT
060562, ATCC CCL51). Die Auswahl der geeigneten Wirtszelle wird als Stand der Technik angesehen.

3. Selektion und Verwendung eines replizierbaren Vektors

[0091] Die Nucleinsaure (z. B. cDNA oder genomische DNA), die fir UCP4 kodiert, kann in einen replizierba-
ren Vektor zum Klonieren (Amplifikation der DNA) oder zur Expression insertiert werden. Es sind verschiedene
Vektoren 6ffentlich erhaltlich. Der Vektor kann z. B. die Form eines Plasmids, eines Cosmids, eines viralen Par-
tikels oder eines Phagen annehmen. Die geeignete Nucleinsduresequenz kann durch eine Reihe von Verfah-
ren in den Vektor insertiert werden. Allgemein wird DNA unter Verwendung von Verfahren, die nach dem Stand
der Technik bekannt sind, in eine oder mehrere geeignete Restriktionsendonuclease-Stellen insertiert. Vektor-
komponenten umfassen allgemein, sind jedoch nicht beschrankt auf eine oder mehrere von Signalsequenz,
Replikationsstartpunkt, einem oder mehreren Markergenen, Enhancer-Element, Promotor und Transkripti-
onsterminationssequenz. Die Konstruktion geeigneter Vektoren, die eine oder mehrere dieser Komponenten
enthalten, erfolgt unter Anwendung von Standard-Ligationsverfahren, die dem Fachmann bekannt sind.

[0092] Das UCP4 kann nicht nur direkt rekombinant produziert werden, sondern auch als Fusionspolypeptid
mit einem heterologen Polypeptid, das eine Signalsequenz oder ein anderes Polypeptid mit einer spezifischen
Spaltstelle am N-Terminus des reifen Proteins oder Polypeptids sein kann. Allgemein kann die Signalsequenz
eine Komponente des Vektors sein, oder sie kann ein Teil der flir das UCP4 kodierenden DNA sein, die in den
Vektor insertiert wird. Die Signalsequenz kann eine prokaryotische Signalsequenz sein, die z. B. aus der aus
alkalischer Phosphatase, Penicillinase, Ipp oder warmestabilen Enterotoxin-lI-Leadern bestehenden Gruppe
ausgewahlt wird. Fur die Hefesekretion kann die Signalsequenz z. B. der Hefe-Invertase-Leader, der a-Fak-
tor-Leader (umfassend Saccharomyces- und Kluyveromyces-a-Faktor-Leader, wobei Letzterer im US-Patent
Nr. 5.010.182 beschrieben wird), oder der saure-Phosphatase-Leader, der C.-albicans-Glucoamylase-Leader
(EP 362.179, veroffentlicht am 4. April 1990) oder das in WO 90/13646, verdffentlicht am 15. November 1990,
beschriebene Signal sein. Bei der Saugetierzellen-Expression kdnnen Saugetiersignal-Sequenzen verwendet
werden, um die Sekretion des Proteins zu steuern, wie z. B. Signalsequenzen aus sekretierten Polypeptiden
derselben oder verwandter Spezies, sowie virale Sekretionsleader.

[0093] Sowohl Expressions- als auch Klonierungsvektoren enthalten eine Nucleinsduresequenz, die es dem
Vektor ermdglicht, sich in einer oder mehreren ausgewahlten Wirtszellen zu replizieren. Solche Sequenzen
sind fur eine Reihe von Bakterien, Hefe-Arten und Viren bekannt. Der Replikationsstartpunkt aus dem Plasmid
pBR322 ist fur die meisten gramnegativen Bakterien geeignet, der 2 ym-Plasmid-Ursprung ist fur Hefe geeig-
net, und verschiedene virale Urspriinge (SV40, Polyoma, Adenovirus, VSV oder BPV) sind fiir Klonierungsvek-
toren in Saugetierzellen geeignet.

[0094] Expressions- und Klonierungsvektoren enthalten typischerweise ein Selektionsgen, auch selektierba-
rer Marker genannt. Typische Selektionsgene kodieren flir Proteine, die (a) Resistenz gegenuber Antibiotika
oder anderen Toxinen verleihen, z. B. Ampicillin, Neomycin, Methotrexat oder Tetrazyklin, (b) auxotrophe De-
fizienzen komplementieren oder (c) essentielle Nahrstoffe bereitstellen, die aus komplexen Medien nicht er-
haltlich sind, z. B. das Gen, das fir D-Alanin-Racemase kodiert, fur Bacilli.

[0095] Ein Beispiel geeigneter selektierbarer Marker fir Saugetierzellen sind jene, welche die Identifikation
von Zellen ermdglichen, die in der Lage sind, die fir UCP4 kodierende Nucleinsdure aufzunehmen, wie z. B.
DHFR oder Thymidinkinase. Eine geeignete Wirtszelle bei Verwendung von Wildtyp-DHFR ist die CHO-Zellli-
nie, die bezuglich DHFR-Aktivitat defizient ist, hergestellt und vermehrt, wie von Urlaub et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77, 4216 (1980), beschrieben. Ein geeignetes Selektionsgen zur Verwendung in Hefe ist das
trp1-Gen, das im Hefe-Plasmid YRp7 vorhanden ist (Stinchcomb et al., Nature 282, 39 (1979); Kingsman et
al., Gene 7, 141 (1979); Tschemper et al., Gene 10, 157 (1980)). Das trp1-Gen stellt einen Selektionsmarker
fur einen mutierten Hefestamm bereit, dem die Fahigkeit fehlt, sich in Tryptophan zu vermehren, z. B. ATCC-Nr.
44076 oder PEP4-1 (Jones, Genetics 85, 12 (1977)).

[0096] Expressions- und Klonierungsvektoren umfassen normalerweise einen Promotor, der operabel an die
fur UCP4 kodierende Nucleinsauresequenz gebunden ist, um die mRNA-Synthese zu steuern. Promotoren,
die von einer Reihe potentieller Wirtszellen erkannt werden, sind wohlbekannt. Promotoren, die zur Verwen-
dung mit prokaryotischen Wirten geeignet sind, umfassen die B-Lactamase- und Lactose-Promotor-Systeme
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(Chang et al., Nature 275, 615 (1978); Goeddel et al., Nature 281, 544 (1979)), alkalische Phosphatase, ein
Tryptophan-(trp-)Promotor-System (Goeddel, Nucleic Acids Res. 8, 4057 (1980); EP 36.776), sowie Hyb-
rid-Promotoren, wie z. B. den tac-Promotor (deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 21-25 (1983)). Pro-
motoren zur Verwendung in bakteriellen Systemen enthalten auch eine Shine-Dalgarno(S. D.-)Sequenz, die
operabel an die fur UCP4 kodierende DNA gebunden ist.

[0097] Beispiele geeigneter Promotorsequenzen zur Verwendung mit Hefe-Wirten umfassen die Promotoren
fur 3-Phosphoglyceratkinase (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255, 2073 (1980)) oder andere glykolytische En-
zyme (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7, 149 (1968); Holland, Biochemistry 17, 4900 (1978)), wie z. B. Eno-
lase, Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase, Hexokinase, Pyruvatdecarboxylase, Phosphofructokinase,
Glucose-6-phosphatisomerase, 3-Phosphoglyceratmutase, Pyruvatkinase, Triosephosphatisomerase, Phos-
phoglucoseisomerase und Glucokinase.

[0098] Andere Hefepromotoren, wobei es sich um induzierbare Promotoren mit dem zusatzliche Vorteil einer
Transkription handelt, die durch Wachstumsbedingungen gesteuert wird, sind die Promotorregionen fiir Alko-
holdehydrogenase 2, Isocytochrom C, saure Phosphatase, abbauende Enzyme, die mit Stickstoffstoffwechsel
assoziiert sind, Metallothionein, Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase, sowie Enzyme, die fir die Malto-
se- und Galactose-Verwertung verantwortlich sind. Geeignete Vektoren und Promotoren zur Verwendung in
der Hefe-Expression werden weiters im EP 73.657 beschrieben.

[0099] Die UCP4-Transkription aus Vektoren in Saugetier-Wirtszellen wird z. B. durch Promotoren gesteuert,
die aus den Genomen von Viren erhalten werden, wie z. B. dem Polyoma-Virus, dem Gefuigelpockenvirus (UK
2.211.504, verdffentlicht am 5. Juli 1989), dem Adenovirus (wie z. B. Adenovirus 2), dem Rinder-Papillom-Vi-
rus, dem Vogel-Sarkom-Virus, dem Zytomegalievirus, einem Retrovirus, dem Hepatitis-B-Virus und dem Simi-
an-Virus 40 (SV40), aus heterologen Saugetier-Promotoren, wie z. B. dem Actin-Promotor oder einem Immun-
globulin-Promotor, sowie aus Hitzeschock-Promotoren, vorausgesetzt diese Promotoren sind mit den Wirts-
zell-Systemen kompatibel.

[0100] Die Transkription einer DNA, die fur das UCP4 kodiert, durch héhere Eukaryoten, kann durch Insertie-
ren einer Enhancer-Sequenz in den Vektor erhoht werden. Enhancer sind cis-agierende DNA-Elemente, nor-
malerweise von etwa 10 bis 300 bp, die auf einen Promotor wirken, um dessen Transkription zu erhéhen. Es
sind nun viele Enhancer-Sequenzen aus Saugetier-Genen bekannt (Globin, Elastase, Albumin, a-Fétoprotein
und Insulin). Typischerweise wird jedoch ein Enhancer aus einem eukaryotischen Zellvirus verwendet. Beispie-
le umfassen den SV40-Enhancer auf der spaten Seite des Replikationsstartpunkts (bp 100-270), den frihen
Promotor-Enhancer von Zytomegalievirus, den Polyoma-Enhancer auf der spaten Seite des Replikationsstart-
punkts, sowie Adenovirus-Enhancer. Der Enhancer kann in den Vektor an einer Position 5' oder 3' von der fir
UCP4 kodierenden Sequenz gespleildt werden, befindet sich jedoch vorzugsweise an der Stelle 5' vom Pro-
motor.

[0101] Expressionsvektoren, die in eukaryotischen Wirtszellen verwendet werden (Hefe-, Pilz-, Insekten-,
Pflanzen-, Tier-Zellen, menschliche Zellen oder kernhaltige Zellen anderer mehrzelliger Organismen), enthal-
ten auch Sequenzen, die fir die Termination der Transkription und fir die Stabilisierung der mRNA erforderlich
sind. Solche Sequenzen sind normalerweise aus den untranslatierten 5'- und gelegentlich 3'-Regionen euka-
ryotischer oder viraler DNAs oder cDNAs erhéltlich. Diese Regionen enthalten Nucleotidsegmente, die als po-
lyadenylierte Fragmente im untranslatierten Abschnitt der flir UCP4 kodierenden mRNA transkribiert werden.

[0102] Wiederum andere Verfahren, Vektoren und Wirtszellen, die fir die Anpassung an die Synthese von
UCP4 in rekombinanter Wirbeltier-Zellkultur geeignet sind, werden von Gething et al., Nature 293, 620-625
(1981); Mantei et al., Nature 281, 40-46 (1979); EP 117.060; sowie EP 117.058, beschrieben.

4. Detektion von Gen-Amplifikation/-Expression

[0103] Gen-Amplifikation und/oder -Expression kann direkt in einer Probe gemessen werden, z. B. durch her-
kémmliches Southern-Blotting, durch Northern-Blotting, um die Transkription der mMRNA zu quantifizieren (Tho-
mas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5201-5205 (1980)), durch Dot-Blotting (DNA-Analyse), oder durch In-si-
tu-Hybridisierung unter Verwendung einer geeignet markierten Sonde, basierend auf den hierin bereitgestell-
ten Sequenzen. Alternativ dazu kénnen Antikdrper verwendet werden, die spezifische Duplexe erkennen kon-
nen, unter anderem DNA-Duplexe, RNA-Duplexe, sowie DNA-RNA-Hybrid-Duplexe oder DNA-Protein-Duple-
xe. Die Antikdrper wiederum kénnen markiert sein, und der Versuch kann durchgefiihrt werden, wenn der Du-
plex an eine Oberflache gebunden ist, so dass nach der Duplexbildung auf der Oberflache die Gegenwart von
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an den Duplex gebundenem Antikorper detektiert werden kann.

[0104] Genexpression kann alternativ dazu durch immunologische Verfahren gemessen werden, wie z. B.
durch immunohistochemische Farbung von Zellen oder Gewebeschnitte, sowie durch Tests der Zellkultur oder
von Korperflussigkeiten, um die Expression des Genprodukts direkt zu quantifizieren. Antikorper, die fur eine
immunhistochemische Farbung und/oder Tests von Probefliissigkeiten nitzlich sind, kénnen entweder mono-
klonal oder polyklonal sein und kénnen in einem beliebigen Saugetier erzeugt werden. Passenderweise kon-
nen die Antikdrper gegen ein Nativsequenz-UCP4-Polypeptid oder gegen ein synthetisches Peptid erzeugt
werden, basierend auf den hierin bereitgestellten DNA-Sequenzen, oder gegen eine exogene Sequenz, die an
UCP4-DNA fusioniert ist und fur ein spezifisches Antikdrper-Epitop kodiert.

5. Reinigung des Polypeptids

[0105] Formen von UCP4 kénnen aus dem Kulturmedium oder aus Wirtszelllysaten gewonnen werden. Bei
Membranbindung kénnen sie aus der Membran unter Verwendung einer geeigneten Detergenslésung (z. B.
Triton-X100) oder durch enzymatische Spaltung freigesetzt werden. Zellen, die in der Expression von UCP4
verwendet werden, kénnen durch verschiedene physikalische oder chemische Verfahren zerstért werden, z.
B. durch Gefrier-Auftau-Zyklen, Beschallung, mechanischen Aufschluss oder durch zelllysierende Mittel.

[0106] Es kann erwiinscht sein, UCP4 aus rekombinanten Zellproteinen oder Polypeptiden zu reinigen. Die
folgenden Verfahren sind Beispiele geeigneter Reinigungsverfahren: durch Fraktionierung auf einer lonenaus-
tauschsaule; Ethanol-Prazipitation; Umkehrphasen-HPLC; Chromatographie auf Kieselgel oder einem Katio-
nenaustauschharz, wie z. B. DEAE; Chromatofokussierung; SDS-PAGE; Ammoniumsulfat-Prazipitation; Gel-
filtration, z. B. unter Verwendung von Sephadex G-75; Protein-A-Sepharose-Saulen, zur Entfernung von Kon-
taminanten, wie z. B. IgG; sowie durch metallchelatierende Saulen, um epitopmarkierte Formen des UCP4 zu
binden. Verschiedene Verfahren der Proteinreinigung kdnnen verwendet werden, und solche Verfahren sind
nach dem Stand der Technik bekannt und werden z. B. von Deutscher, Methods in Enzymology 182 (1990);
Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982), beschrieben. Der/die
ausgewahlte(n) Reinigungsschritt(e) hangt/hangen z. B. von der Art des verwendeten Produktionsprozesses
und dem spezifischen UCP4, das hergestellt wird, ab.

E. Verwendungen fir UCP4

[0107] Nucleotidsequenzen (oder ihr Komplement), die fliir UCP4 kodieren, finden verschiedenste Anwen-
dung auf dem Gebiet der Molekularbiologie, umfassend die Verwendung als Hybridisierungssonden, in der
Chromosomen- und Gen-Kartierung, sowie in der Erzeugung von Anti-Sense-RNA und -DNA. Die UCP4-Nu-
cleinsaure ist auch fiir die Herstellung von UCP4-Polypeptiden durch die hierin beschriebenen Rekombinati-
onsverfahren von Nutzen.

[0108] Das Nativsequenz-UCP4-Gen voller Lange (beschrieben in Beispiel 1, Seq.-ID Nr. 2) oder Fragmente
davon kénnen unter anderem als Hybridisierungssonden fir eine cDNA-Bibliothek verwendet werden, um das
UCP4-Gen voller Lange zu isolieren oder um noch weitere Gene zu isolieren (z. B. jene, die fir natlrlich ko-
dierende Varianten von UCP4 oder fir UCP4 anderer Spezies kodieren), die eine gewiinschte Sequenziden-
titat mit der in Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) offenbarten UCP4-Sequenz aufweisen. Gegebenenfalls liegt die Lange der
Sonden bei etwa 20 bis etwa 80 Basen. Die Hybridisierungssonden kénnen von der Nucleotidsequenz aus
Seq.-ID Nr. 2 oder von genomischen Sequenzen stammen, die Promotoren, Enhancer-Elemente und Introns
von Nativsequenz-UCP4 umfassen. Als Beispiel umfasst ein Screeningverfahren das Isolieren der kodieren-
den Region des UCP4-Gens unter Verwendung der bekannten DNA-Sequenz, um eine ausgewahlte Sonde
von etwa 40 Basen zu synthetisieren. Hybridisierungssonden kénnen mit einer Reihe von Markierungen mar-
kiert sein, unter anderem mit Radionucleotiden, wie z. B. 3P oder **S, oder enzymatischen Markierungen, wie
z. B. alkalische Phosphatase, gekoppelt an die Sonde durch Avidin/Biotin-Kopplungssysteme. Markierte Son-
den mit einer Sequenz, die komplementar zu jener des UCP4-Gens der vorliegenden Erfindung ist, kbnnen
verwendet werden, um Bibliotheken menschlicher cDNA, genomischer DNA oder mRNA zu screenen, um zu
bestimmen, an welche Mitglieder solcher Bibliotheken die Sonde hybridisiert. Hybridisierungsverfahren werden
ausfuhrlicher in den unten stehenden Beispielen beschrieben.

[0109] Fragmente von UCP4-DNA, die hierin offenbart werden, umfassen Sequenzen, die zumindest etwa 20

bis 30 aufeinanderfolgende Nucleotide der DNA von Seq.-ID Nr. 2 umfassen. Vorzugsweise umfassen solche
Sequenzen zumindest etwa 50 aufeinanderfolgende Nucleotide der DNA von Seq.-ID Nr. 2.
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[0110] Die Sonden kénnen auch in PCR-Verfahren verwendet werden, um einen Pool von Sequenzen zur
Identifikation von eng verwandten, fur UCP4 kodierenden Sequenzen zu erzeugen.

[0111] Nucleotidsequenzen, die fur ein UCP4 kodieren, kdnnen auch verwendet werden, um Hybridisierungs-
sonden zum Kartieren des Gens zu konstruieren, das fir dieses UCP4 kodiert, sowie zur genetischen Analyse
von Individuen mit genetischen Erkrankungen. Die hierin bereitgestellten Nucleotidsequenzen kénnen an ein
Chromosom und spezifische Regionen eines Chromosoms unter Verwendung bekannter Verfahren, wie z. B.
In-situ-Hybridisierung, Bindungsanalyse gegen bekannte chromosomale Marker und Hybridisierungsscree-
ning mit Bibliotheken, kartiert werden.

[0112] Kodieren die kodierenden Sequenzen fur UCP4 fur ein Protein, das an ein anderes Protein bindet, so
kann das UCP4 in Tests verwendet werden, um die anderen Proteine oder Molekile zu identifizieren, die in die
Bindungswechselwirkung involviert sind. Durch solche Verfahren kdnnen Inhibitoren der Rezeptor/Ligand-Bin-
dungswechselwirkung identifiziert werden. Proteine, die in solche Bindungswechselwirkungen involviert sind,
kdnnen auch verwendet werden, um auf Peptid- oder kleinmolekulare Inhibitoren oder Agonisten der Bin-
dungswechselwirkung zu screenen. Das Rezeptor-UCP4 kann auch verwendet werden, um einen oder meh-
rere in Wechselbeziehung stehende Liganden zu isolieren. Es kénnen Screening-Tests geschaffen werden, um
Leitverbindungen zu finden, welche die biologische Aktivitat eines Nativ-UCP4 oder eines Rezeptors fir UCP4
imitieren. Solche Screeningtests umfassen Tests, die fir ein Screening chemischer Bibliotheken mit hohem
Durchsatz zuganglich sind, was sie besonders zur Identifikation von kleinmolekuklaren Arzneimittelkandidaten
geeignet macht. Kleine Molekdle, die in Betracht gezogen werden, umfassen synthetische organische oder an-
organische Verbindungen. Die Tests kdénnen in einer Reihe von Formaten durchgeflihrt werden, umfassend
Protein-Protein-Bindungstests, biochemische Screeningtests, Immuntests und zellbasierte Tests, die nach
dem Stand der Technik ausfuhrlich beschrieben sind.

[0113] Nucleinsauren, die fir UCP4 oder dessen modifizierte Formen kodieren, kénnen auch verwendet wer-
den, um entweder transgene Tiere oder "Knockout"-Tiere zu erzeugen, die wiederum bei der Entwicklung und
dem Screening von therapeutisch nutzlichen Reagenzien von Nutzen sind. Ein transgenes Tier (z. B. eine
Maus oder eine Ratte) ist ein Tier mit Zellen, die ein Transgen enthalten, wobei das Transgen in das Tier oder
einen Vorfahren des Tiers in einem pranatalen, z. B. einem embryonalen, Stadium eingefiihrt wurde. Ein Trans-
gen ist eine DNA, die in das Genom einer Zelle integriert ist, aus dem sich ein transgenes Tier entwickelt. In
einer Ausfihrungsform kann cDNA, die fir UCP4 kodiert, verwendet werden, um genomische DNA zu klonie-
ren, die fir UCP4 kodiert, und zwar in Einklang mit etablierten Verfahren und den genomischen Sequenzen,
die verwendet werden, um transgene Tiere zu erzeugen, die Zellen enthalten, die fir UCP4 kodierende DNA
exprimieren. Verfahren zur Erzeugung transgener Tiere, insbesondere von Tieren wie etwa Mausen oder Rat-
ten, sind bereits herkdmmliche Verfahren nach dem Stand der Technik und werden z. B. im US-Patent Nr.
4.736.866 und 4.870.009 beschrieben. Typischerweise wirde zur UCP4-Transgen-Inkorporierung mit gewe-
bespezifischen Enhancern auf bestimmte Zellen abgezielt. Transgene Tiere, die eine Kopie eines Transgens
umfassen, das fur UCP4 kodiert, das in die Keimbahn des Tieres in einem embryonalen Stadium eingeflhrt
wurde, kdnnen verwendet werden, um die Wirkung einer erhdhten Expression der DNA, die fur UCP4 kodiert,
zu untersuchen. Solche Tiere kdnnen als Testtiere fur Reagenzien verwendet werden, von denen angenom-
men wird, dass sie z. B. vor pathologischen Zustanden, die mit inrer Uberexpression oder Unterexpression as-
soziiert sind, schiitzen. In Einklang mit dieser Facette der Erfindung wird ein Tier mit dem Reagens behandelt,
und ein reduziertes Auftreten des pathologischen Leidens im Vergleich zu unbehandelten Tieren, die das
Transgen tragen, wirde eine potentielle therapeutische MaRnahme gegen das pathologische Leiden anzei-
gen.

[0114] Alternativ dazu konnen nichtmenschliche Homologe von UCP4 verwendet werden, um ein
UCP4-"Knockout"-Tier zu konstruieren, das als Resultat einer homologen Rekombination zwischen dem en-
dogenen Gen, das flir UCP4 kodiert, und veranderter genomischer DNA, die fur UCP4 kodiert, ein defektes
oder verandertes Gen aufweist, das fir UCP4 kodiert und das in eine Embryozelle des Tieres eingefihrt wurde.
cDNA, die fur UCP4 kodiert, kann z. B. verwendet werden, um gemaR etablierten Verfahren genomische DNA
zu klonieren, die fir UCP4 kodiert. Ein Abschnitt der genomischen DNA, die fiir UCP4 kodiert, kann deletiert
oder durch ein anderes Gen ersetzt werden, z. B. durch ein Gen, das flr einen selektierbaren Marker kodiert,
der zur Beobachtung der Integration verwendet werden kann. Typischerweise sind mehrere Kilobasen der un-
veranderten flankierenden DNA (sowohl an den 5'- als auch an den 3'-Enden) im Vektor inkludiert (siehe z. B.
Thomas und Capecchi, Cell 51, 503 (1987), fiir eine Beschreibung homologer Rekombinationsvektoren). Der
Vektor wird in eine embryonale Stammzellenlinie eingefihrt (z. B. durch Elektroporation), und Zellen, in denen
die eingefiihrte DNA eine homologe Rekombination mit der endogenen DNA eingegangen ist, werden selek-
tiert (siehe z. B. Li et al., Cell 69, 915 (1992)). Die selektierten Zellen werden anschlieend in eine Blastozyste
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eines Tieres (z. B. einer Maus oder Ratte) injiziert, um Aggregations-Chimaren zu bilden (siehe z. B. Bradley,
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, 113-152, E. J. Robertson (Hrsg.), IRL,
Oxford (1987)). Ein chimarer Embryo kann anschlieRend in ein geeignetes scheintrachtiges weibliches Ziehtier
implantiert und der Embryo ausgetragen werden, um ein "Knockout"-Tier zu schaffen. Nachkommen, welche
die homolog rekombinierte DNA in ihren Keimzellen in sich tragen, kénnen mittels Standardverfahren identifi-
ziert werden und verwendet werden, um Tiere zu zlichten, bei denen alle Zellen des Tieres die homolog re-
kombinierte DNA enthalten. Knockout-Tiere kénnen z. B. beztiglich ihrer Fahigkeit, sich gegen gewisse patho-
logische Leiden zu schiitzen, sowie bezlglich ihrer Entwicklung pathologischer Leiden durch die Abwesenheit
des UCP4-Polypeptids beschrieben werden.

[0115] Nucleinsaure, die fur die UCP4-Polypeptide kodiert, kann auch in der Gentherapie verwendet werden.
In gentherapeutischen Anwendungen werden Gene in Zellen eingefuhrt, um eine In-vivo-Synthese eines the-
rapeutisch wirksamen genetischen Produkts zu erzielen, z. B. um ein defektes Gen zu ersetzen. Die "Genthe-
rapie" umfasst sowohl die herkdmmliche Gentherapie, wobei eine anhaltende Wirkung durch eine einzelne Be-
handlung erzielt wird, als auch die Verabreichung gentherapeutischer Mittel, welche die einmalige oder wie-
derholte Verabreichung einer therapeutisch wirksamen DNA oder mRNA umfasst. Antisense-RNAs und -DNAs
koénnen als therapeutische Mittel zum Blockieren der Expression gewisser Gene in vivo verwendet werden. Es
wurde bereits gezeigt, dass kurze Antisense-Oligonucleotide in Zellen importiert werden kénnen, wo sie trotz
ihrer niedrigen intrazellularen Konzentrationen, die durch ihre eingeschrankte Aufnahme durch die Zellmemb-
ran hervorgerufen werden, als Inhibitoren fungieren (Zamecnik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83,
4143-4146 (1986)). Die Oligonucleotide kdnnen modifiziert werden, um ihre Aufnahme zu erhéhen, z. B. durch
Substituieren ihrer negativ geladenen Phosphodiestergruppen durch ungeladene Gruppen.

[0116] Es gibt eine Reihe von Verfahren, die zur Einflihrung von Nucleinsauren in lebensfahige Zellen erhalt-
lich sind. Die Verfahren variieren je nach Abhangigkeit davon, ob die Nucleinsaure in vitro in gezlichtete Zellen
transferiert wird oder, ob sie in vivo in die Zellen des gewilinschten Wirts transferiert wird. Verfahren, die sich
fur den In-vitro-Transfer von Nucleinsaure in Saugetierzellen eignen, umfassen die Verwendung von Liposo-
men, Elektroporation, Mikroinjektion, Zellfusion, DEAE-Dextran, das Calciumphosphat-Prazipitationsverfahren
etc. Die momentan bevorzugten In-vivo-Gentransfer-Verfahren umfassen die Transfektion mit viralen (typi-
scherweise retroviralen) Vektoren sowie die durch virale Hullproteine und Liposomen vermittelte Transfektion
(Dzau et al., Trends in Biotechnology 11, 205-210 (1993)). In manchen Situationen ist es wiinschenswert, die
Nucleinsaurequelle mit einem Mittel zu versorgen, das auf die Target-Zellen abzielt, wie z. B. einem Antikdrper,
der fur ein Zelloberflachen-Membranprotein oder die Target-Zelle spezifisch ist, einem Liganden fur einen Re-
zeptor auf der Target-Zelle etc. Werden Liposomen verwendet, so kénnen Proteine, die an ein Zelloberfla-
chen-Membranprotein binden, das mit Endozytose assoziiert ist, zum Targeting und/oder zur Erleichterung der
Aufnahme verwendet werden, z. B. Capsid-Proteine oder Fragmente davon, die fiir einen bestimmten Zelltyp
tropistisch sind, Antikorper fir Proteine, die bei Zyklierung eine Internalisierung erfahren, Proteine, die auf die
intrazellulare Lokalisierung abzielen und die intrazellulare Halbwertszeit erh6hen. Das Verfahren der rezeptor-
vermittelten Endozytose wird z. B. von Wu et al., J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); sowie Wagner et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990), beschrieben. Fur eine Rezension der Genmarkierungs- und
der Gentherapie-Arbeitsvorschriften siehe Anderson et al., Science 256, 808-813 (1992).

[0117] Es wird angenommen, dass die UCP4-Gentherapie z. B. bei der Behandlung von Stoffwechselerkran-
kungen Anwendung findet. Dies kann z. B. durch die Verwendung der oben stehend beschriebenen Verfahren,
sowie durch Einflihrung eines viralen Vektors, der ein UCP4-Gen enthalt, in gewisse Gewebe (wie etwa Mus-
keln oder Fett) erzielt werden, um den Stoffumsatz in diesen Geweben, auf die abgezielt wird, zu erhdhen und
dadurch den Energieumsatz zu erhéhen.

[0118] Allgemein sind hierin Verfahren zur Behandlung unter Verwendung von UCP4 offenbart. Die Verbren-
nung von Brennstoff, der Elektronentransport, das Protonenpumpen und der O,-Verbrauch (was in seiner Ge-
samtheit als Stoffumsatz bezeichnet werden kann) sind an die ATP-Synthese gekoppelt. Es kann bei Sauge-
tieren eine "Ineffizienz" geben, so dass ein Anteil des Stoffumsatzes (der in manchen Fallen tiber 20% liegen
kann) einem H*-Rickeintritt in den Matrixraum ohne ATP-Synthese zugeschrieben werden kann.

[0119] Es wird angenommen, dass UCP4 an der Katalyse des H*-Austritts beteiligt sein konnte und dadurch
in vivo eine Rolle bei der energetischen Ineffizienz spielt. Dementsprechend kann eine Modulierung der
UCP4-Aktivitat oder der Mengen (der Gegenwart) von UCP4 in Saugetier-Geweben (insbesondere in flir den
Stoffwechsel wichtigen Geweben) gleichzeitig den H*-Austritt, den Stoffumsatz und die Warmeerzeugung mo-
dulieren. Die Verfahren, die (entweder in einem hinaufregulierenden oder in einem hinunterregulierenden Mo-
dus) den Stoffumsatz in einem Saugetier modulieren, haben eine Reihe von therapeutischen Anwendungen,
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unter anderem die Behandlung von Fettleibigkeit, sowie die Symptome, die mit Schlaganfall, Trauma (wie z.
B. Verbrennungstrauma), Sepsis und Infektion, assoziiert sind.

[0120] Bei der Behandlung von Fettleibigkeit weill es der Fachmann zu schéatzen, dass die Modulierung des
mitochondrialen Membranpotentials verwendet werden kann, um den Stoffumsatz des Koérpers zu erhdhen,
wodurch die Fahigkeit eines Individuums zum Gewichtsverlust verstarkt wird. Es kbnnen Screeningtests durch-
gefuhrt werden, um Molekule zu identifizieren, welche die Expression oder die Aktivitat (wie z. B. die Entkopp-
lung) von UCP4 hinaufregulieren kénnen. Die so identifizierten Molekile kdnnen anschlieend verwendet wer-
den, um den Stoffumsatz zu erhdhen und den Gewichtsverlust zu verstarken. Die UCP4-Polypeptide sind in
Tests zur Identifikation von Leitverbindungen fiir therapeutisch aktive Mittel von Nutzen, welche die Expression
oder Aktivitat von UCP4 modulieren. Kandidatenmolekule oder -verbindungen kdnnen mit den Zellen oder Ge-
weben des Saugetiers getestet werden, um die Wirkung(en) des/der Kandidatenmolekiils/Kandidatenverbin-
dung auf die UCP4-Expression oder -Aktivitat zu bestimmen. Solche Screeningtests kénnen fur ein Screening
chemischer Bibliotheken mit hohem Durchsatz zuganglich sein und sind besonders zur Identifikation von klein-
molekulare Arzneimittelkandidaten geeignet. Kleine Molekule umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf syn-
thetische organische oder anorganische Verbindungen. Die Tests kénnen in einer Reihe von Formaten durch-
gefihrt werden, umfassend Protein-Protein-Bindungstests, biochemische Screeningtests, Immuntests und
zellbasierte Tests etc. Diese Testformate sind nach dem Stand der Technik bekannt.

[0121] Dementsprechend wird in einer Ausfuihrungsform ein Verfahren zur Durchfihrung eines In-vitro-Scree-
ning-Tests bereitgestellt, um ein Molekul zu identifizieren, das die Expression von UPC4 verstarkt oder hinauf-
reguliert, umfassend die Schritte des Exponierens einer Saugetier-Zell- oder -Gewebeprobe, von der ange-
nommen wird, sie wirde UCP4 umfassen, gegentber einem Kandidatenmolekiil, sowie das darauf folgende
Analysieren der Expression von UCP4 in der Probe. Bei diesem Verfahren kann die Probe weiter auf das mi-
tochondriale Membranpotential analysiert werden.

[0122] Gegebenenfalls ist das UCP4 ein Polypeptid, das die Aminosaurereste 1 bis 323 von Fig. 1 (Seq.-ID
Nr. 1) umfasst. Die Probe, die analysiert wird, kann verschiedene Saugetierzellen oder -gewebe umfassen, un-
ter anderem, jedoch nicht beschrankt auf menschliches Gehirngewebe. Das im Screeningtest verwendete
Kandidatenmolekil kann ein kleines Molekil sein, das eine synthetische organische oder anorganische Ver-
bindung umfasst. In einer alternativen Ausfuhrungsform wird der Screeningtest durchgefihrt, um ein Molekdl
zu identifizieren, das die Expression von UCP4 verringert oder hinunterreguliert. Die Wirkung(en), die solch ein
Kandidatenmolekul auf die Expression und/oder die Aktivitdt von UCP4 haben kann, kann/kénnen mit einer
Kontroll- oder Vergleichs-Probe verglichen werden, wie z. B. die Expression oder Aktivitat von UCP4, die bei
einem ahnlichen Saugetier beobachtet wurde.

[0123] UCP4 kann auch in Diagnoseverfahren verwendet werden. Die Gegenwart oder das Fehlen von UCP4
oder alternativ dazu die Uber- oder Unterexpression von UCP4 in den Zellen oder Geweben eines Individuums
kann unter Verwendung von Tests, die nach dem Stand der Technik bekannt sind, detektiert werden, unter an-
derem jenen, die in den unten stehenden Beispielen beschrieben werden. Daher stellt die Erfindung auch ein
Verfahren zur Detektion der Expression von UCP4 in einer Saugetierzell- oder -gewebegrobe bereit, umfas-
send das Kontaktieren einer Saugetierzell- oder -gewebegrobe mit einer DNA-Sonde, sowie das Analysieren
der Expression von UCP4-mRNA-Transkript in der Probe. Die Probe kann verschiedene Saugetierzellen oder
-gewebe umfassen, unter anderem, jedoch nicht beschrankt auf menschliches Gehirngewebe. Der Fachmann
kann Informationen, die aus solchen Detektionstests hervorgehen, verwenden, um die Prognose von Stoff-
wechselerkrankungen oder beziglich des Risikos fir den Beginn von Fettleibigkeit zu unterstutzen. Wird z. B.
festgestellt, dass die UCP4-Aktivitat bei einem Patienten abnormal hoch oder niedrig ist, so kénnte eine The-
rapie, wie z. B. eine Hormontherapie, verabreicht werden, um die UCP4-Aktivitat in einen physiologisch an-
nehmbaren Zustand zurtickzubringen.

[0124] Die Detektion einer verminderten UCP4-Funktion des S&ugetiers kann auch verwendet werden, um
die Diagnose einer verminderten neuralen Aktivitat oder einer neuralen Degeneration zu unterstitzen. Es wird
momentan davon ausgegangen, dass UCP4 in die Regulierung der Gehirntemperatur oder des Stoffumsatzes
involviert sein kénnte, die/der fir die normale Gehirnfunktion (sowie flirr die assoziierte neurale Aktivitat) erfor-
derlich ist. Es wird momentan ebenfalls davon ausgegangen, dass UCP4 die Erzeugung reaktiver Sauer-
stoff-Arten steuern und dadurch zu neuraler Degeneration beitragen kdnnte. Molekiile, die in den Screening-
tests identifiziert wurden und von denen herausgefunden wurde, dass sie die UCP4-Expression oder -Funktion
unterdriicken, kénnen auch verwendet werden, um Fieber zu behandeln, da angenommen wird, dass UCP4
wahrend Fieberschiben hinaufreguliert wird.
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F. Anti-UCP4-Antikérper

[0125] Die vorliegende Erfindung stellt weiters Anti-UCP4-Antikorper bereit. Beispiele fir Antikbrper umfas-
sen polyklonale, monoklonale, humanisierte, bispezifische und Heterokonjugat-Antikdrper.

1. Polyklonale Antikdrper

[0126] Die Anti-UCP4-Antikdrper kénnen polyklonale Antikérper umfassen. Verfahren zur Herstellung poly-
klonaler Antikorper sind dem Fachmann bekannt. Polyklonale Antikorper kénnen in einem Saugetier gezichtet
werden, z. B. durch eine oder mehrere Injektionen eines immunisierenden Mittels und, falls gewlinscht, eines
Adjuvans. Typischerweise wird das immunisierende Mittel und/oder das Adjuvans in das Saugetier mittels
mehrerer subkutaner oder intraperitonealer Injektionen injiziert. Das immunisierende Mittel kann das
UCP4-Polypeptid oder ein Fusionsprotein davon umfassen. Es kann nutzlich sein, um das immunisierende Mit-
tel an ein Protein zu konjugieren, von dem bekannt ist, dass es in dem Tier, das immunisiert wird, immunogen
wirkt. Beispiele solcher immunogener Proteine umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf Keyhole-Lim-
pet-Hamocyanin, Serum-Albumin, Rinder-Thyroglobulin sowie den Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor. Beispiele
von Adjuvanzien, die verwendet werden konnen, umfassen Freunds vollstandiges Adjuvans und
MPL-TDM-Adjuvans (Monophosphoryl-Lipid-A, synthetisches Trehalosedicorynomycolat). Die Arbeitsvor-
schrift bezuglich der Immunisierung kann durch einen Fachmann ohne GibermafRiges Experimentieren ausge-
wahlt werden.

2. Monoklonale Antikérper

[0127] Die Anti-UCP4-Antikérper kdnnen alternativ dazu monoklonale Antikérper sein. Monoklonale Antikor-
per kdnnen unter Verwendung von Hybridom-Verfahren erzeugt werden, wie z. B. jene, die von Kohler und Mil-
stein, Nature 256, 495 (1975), beschrieben wurden. In einem Hybridom-Verfahren wird eine Maus, ein Hamster
oder ein anderes geeignetes Wirtstier typischerweise mit einem immunisierenden Mittel immunisiert, um Lym-
phozyten zu erhalten, die Antikérper produzieren oder dazu in der Lage sind, die spezifisch an das immunisie-
rende Mittel binden. Alternativ dazu kénnen die Lymphozyten in vitro immunisiert werden.

[0128] Das immunisierende Mittel umfasst typischerweise das UCP4-Polypeptid oder ein Fusionsprotein da-
von. Allgemein werden entweder Peripherblut-Lymphozyten ("PBLs") verwendet, wenn Zellen menschlichen
Ursprungs gewlinscht werden, oder es werden Milzzellen oder Lymphknotenzellen verwendet, wenn nicht-
menschliche Saugetierquellen gewiinscht werden. Die Lymphozyten werden anschlieRend unter Verwendung
eines geeigneten Fusionsmittels, wie z. B. Polyethylenglykol, mit einer immortalisierten Zelllinie fusioniert, um
eine Hybridom-Zelle zu ergeben (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press,
59-103 (1986)). Immortalisierte Zelllinien sind normalerweise transformierte Saugetierzellen, insbesondere
Myelom-Zellen von Nagetieren, Rindern oder Menschen. Normalerweise werden Ratten- oder Maus-Mye-
lom-Zelllinien verwendet. Die Hybridom-Zellen kénnen in einem geeigneten Kulturmedium geziichtet werden,
das vorzugsweise eine oder mehrere Substanzen enthélt, die das Wachstum oder Uberleben der nicht fusio-
nierten, immortalisierten Zellen inhibieren. Falls den Ausgangszellen z. B. das Enzym Hypoxanthinguanin-
phosphoribosyltransferase (HGPRT oder HPRT) fehlt, so umfasst das Kulturmedium fir die Hybridome typi-
scherweise Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin ("HAT-Medium"), da diese Substanzen die Vermehrung
von HGPRT-defizienten Zellen verhindern.

[0129] Bevorzugte immortalisierte Zelllinien sind jene, die effizient fusionieren, in hohem Ausmal eine stabile
Antikdrperexpression durch die ausgewahlten antikbrperproduzierenden Zellen unterstitzen und auf ein Me-
dium, wie z. B. HAT-Medium, empfindlich reagieren. Weitere bevorzugte immortalisierte Zelllinien sind murine
Myelom-Linien, die z. B. vom Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, Kalifornien, und der American
Type Culture Collection, Manassas, Virginia, erhalten werden koénnen. Menschliche Myelom- und
Maus-Mensch-Heteromyelom-Zelllinien wurden ebenfalls fur die Herstellung menschlicher monoklonaler Anti-
korper beschrieben (Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, 51-63, Marcel Dekker, Inc., New York (1987)).

[0130] Das Kulturmedium, in dem die Hybridom-Zellen geziichtet werden, kann anschlielend auf die Gegen-
wart monoklonaler Antikérper getestet werden, die gegen UCP4 gerichtet sind. Die Bindungsspezifitdt mono-
klonaler Antikorper, die von den Hybridom-Zellen produziert werden, wird vorzugsweise mittels Immunprazipi-
tation oder durch einen In-vitro-Bindungstest, wie z. B. einen Radioimmuntest (RIA) oder einen enzymgekop-
pelten Immunadsorptionsbestimmungstest (ELISA), bestimmt. Solche Verfahren oder Tests sind nach dem
Stand der Technik bekannt. Die Bindungsaffinitat des monoklonalen Antikdrpers kann z. B. durch die
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Scatchard-Analyse von Munson und Pollard, Anal. Biochem. 107, 220 (1980), bestimmt werden.

[0131] Nachdem die gewiinschten Hybridom-Zellen identifiziert sind, kbnnen die Klone durch Verfahren der
Grenzverdunnung subkloniert und mittels Standardverfahren gezichtet werden (Goding, s. 0.). Fur diesen
Zweck geeignete Kulturmedien umfassen z. B. Dulbeccos Modifiziertes Eagle-Medium und RPMI-1640-Medi-
um. Alternativ dazu kénnen die Hybridom-Zellen in vivo als Ascites in einem Saugetier geziichtet werden.

[0132] Die von den Subklonen sekretierten monoklonalen Antikérper kdnnen aus dem Kulturmedium oder der
Ascites-Flussigkeit mittels herkdmmlicher Immunglobulin-Reinigungsverfahren, wie z. B. Protein-A-Sepharo-
se, Hydroxylapatitchromatographie, Gelelektrophorese, Dialyse oder Affinitatschromatographie, isoliert oder
gereinigt werden.

[0133] Die monoklonalen Antikdrper kdnnen auch durch DNA-Rekombinationsverfahren erzeugt werden, wie
z. B. jene, die im US-Patent Nr. 4.816.567 beschrieben werden. DNA, die fur die monoklonalen Antikérper der
Erfindung kodiert, kann unter Anwendung herkémmlicher Verfahren leicht isoliert und sequenziert werden (z.
B. unter Verwendung von Oligonucleotidsonden, die in der Lage sind, spezifisch an Gene zu binden, die fur
die Schwer- und Leichtketten muriner Antikérper kodieren). Die Hybridem-Zellen der Erfindung dienen als be-
vorzugte Quelle dieser DNA. Einmal isoliert, kann die DNA in Expressionsvektoren platziert werden, die an-
schlieBend in Wirtszellen, wie z. B. Affen-COS-Zellen, Chinahamster-Eierstock-(CHO-)Zellen oder Mye-
lom-Zellen, transfiziert werden, die andernfalls kein Immunglobulinprotein produzieren, um die Synthese mo-
noklonaler Antikorper in den rekombinanten Wirtszellen zu erzielen. Die DNA kann auch modifiziert werden, z.
B. durch Substituieren der fur menschliche konstante Schwer- und Leichtketten-Domanen kodierenden Se-
quenz anstelle der homologen murinen Sequenzen (US-Patent Nr. 4.816.567; Morrison et al., s. 0.), oder durch
kovalente Bindung der gesamten oder eines Teils der fiir ein Nicht-lmmunglobulin-Polypeptid kodierenden Se-
quenz an die fir Immunglobulin kodierende Sequenz. Die konstanten Doméanen eines Antikrpers der Erfin-
dung kénnen durch solch ein Non-Immunglobulin-Polypeptid substituiert werden, oder die variablen Domanen
einer antigenkombinierenden Stelle eines Antikérpers der Erfindung kénnen durch solch ein Nicht-lmmunglo-
bulin-Polypeptid substituiert werden, um einen zweiwertigen chimaren Antikdrper zu erzeugen.

[0134] Beiden Antikdrpern kann es sich um einwertige Antikdrper handeln. Verfahren zur Herstellung einwer-
tiger Antikodrper sind nach dem Stand der Technik wohlbekannt. Ein Verfahren umfasst z. B. die rekombinante
Expression einer Immunglobulin-Leichtkette und einer modifizierten Schwerkette. Die Schwerkette ist allge-
mein an einem beliebigen Punkt in der Fc-Region trunkiert, um eine Schwerketten-Vernetzung zu verhindern.
Alternativ dazu werden die relevanten Cystein-Reste durch einen anderen Aminosaurerest substituiert oder
deletiert, um eine Vernetzung zu verhindern.

[0135] In-vitro-Verfahren sind ebenfalls zur Herstellung einwertiger Antikdrper geeignet. Der Verdau von An-
tikdrpern zur Herstellung von Fragmenten dieser, insbesondere von Fab-Fragmenten, kann unter Verwendung
von Routineverfahren erzielt werden, die nach dem Stand der Technik bekannt sind.

3. Menschliche und humanisierte Antikérper

[0136] Die Anti-UCP4-Antikorper der Erfindung kénnen weiters humanisierte Antikérper oder menschliche
Antikérper umfassen. Humanisierte Formen nichtmenschlicher (z. B. muriner) Antikérper sind chiméare Immun-
globuline, Immunglobulinketten oder Fragmente davon (wie z. B. Fv-, Fab-, Fab'-, F(ab'),- oder andere anti-
genbindende Subsequenzen von Antikdrpern), die eine minimale Sequenz enthalten, die von nichtmenschli-
chem Immunglobulin stammt. Humanisierte Antikérper umfassen menschliche Immunglobuline (Rezipien-
ten-Antikorper), in denen Reste einer komplementatsbestimmenden Region (CDR) des Rezipienten durch
Reste einer CDR einer nichtmenschlichen Spezies (Spender-Antikérper), wie z. B. einer Maus, einer Ratte
oder eines Kaninchens, ersetzt werden, welche die gewlinschte Spezifitat, Affinitat und Kapazitat aufweisen.
In manchen Fallen werden Fv-Gerlst-Reste des menschlichen Immunglobulins durch entsprechende nicht-
menschliche Reste ersetzt. Humanisierte Antikdrper kdnnen auch Reste umfassen, die weder im Rezipien-
ten-Antikdrper noch in den importierten CDR- oder Gerlst-Sequenzen zu finden sind. Allgemein umfasst der
humanisierte Antikdrper im Wesentlichen alle von zumindest einer und typischerweise zwei variablen Doma-
nen, in der/denen alle oder im Wesentlichen alle der CDR-Regionen jenen eines nicht menschlichen Immun-
globulins entsprechen und alle oder im Wesentlichen alle der FR-Regionen jene einer menschlichen Immun-
globulin-Consensussequenz sind. Der humanisierte Antikdrper umfasst im Optimalfall auch zumindest einen
Abschnitt einer konstanten Immunglobulin-Region (Fc), typischerweise jenen eines menschlichen Immunglo-
bulins (Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); sowie Presta,
Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596 (1992)).
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[0137] Verfahren zur Humanisierung nicht menschlicher Antikérper sind nach dem Stand der Technik wohl-
bekannt. Allgemein besitzt ein humanisierter Antikrper einen oder mehrere Aminosaurereste, die in ihn aus
einer nicht menschlichen Quelle eingefihrt wurden. Diese nicht menschlichen Aminosaurereste werden oft-
mals als "Import"-Reste bezeichnet, die typischerweise von einer variablen "Import"-Domane stammen. Die
Humanisierung kann im Wesentlichen dem Verfahren von Winter und Mitarbeitern gemaf durchgefiihrt werden
(Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332, 323-327 (1988); Verhoeyen et al.,
Science 239, 1534-1536 (1988)), und zwar durch Substituieren der entsprechenden Sequenzen eines
menschlichen Antikdrpers durch Nagetier-CDRs oder -CDR-Sequenzen. Dementsprechend sind solche "hu-
manisierten" Antikérper chimare Antikérper (US-Patent Nr. 4.816.567), worin im Wesentlichen weniger als eine
intakte variable menschliche Domane durch die entsprechende Sequenz einer nicht menschlichen Spezies er-
setzt wurde. In der Praxis sind humanisierte Antikdrper typischerweise menschliche Antikérper, in denen man-
che CDR-Reste und mdglicherweise manche FR-Reste durch Reste analoger Stellen in Nagetier-Antikdrpern
ersetzt wurden.

[0138] Menschliche Antikdrper kbnnen auch unter Anwendung verschiedener Verfahren, die nach dem Stand
der Technik bekannt sind, hergestellt werden, umfassend Phagen-Display-Bibliotheken (Hoogenboom und
Winter, J. Mol. Biol. 227, 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581 (1991)). Die Verfahren von Cole et al.
und Boerner et al. sind ebenfalls zur Herstellung menschlicher monoklonaler Antikérper erhaltlich (Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, 77, Alan R. Liss (1985), sowie Boerner et al., J. Immunol. 147 (1),
86-95 (1991)). Auf ahnliche Art und Weise kdnnen menschliche Antikérper durch Einfihren menschlicher Im-
munglobulin-Loci in transgene Tiere hergestellt werden, z. B. Mause, in denen die endogenen Immunglobu-
lin-Gene partiell oder vollstandig deaktiviert wurden. Nach dem Immunitatstest wird die Produktion menschli-
cher Antikdrper beobachtet, die stark jener dhnelt, die in allen Bereichen, unter anderem der Gen-Neuanord-
nung, -zusammensetzung und dem Antikérper-Repertoire, beim Menschen zu sehen ist. Dieser Ansatz wird z.
B. im US-Patent Nr. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, sowie in den folgen-
den wissenschaftlichen Veroéffentlichungen beschrieben: Marks et al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992);
Lonberg et al., Nature 368, 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Bio-
technology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg und Huszar, Intern.
Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995).

4. Eispezifische Antikdrper

[0139] Eispezifische Antikdrper sind monoklonale, vorzugsweise menschliche oder humanisierte, Antikorper,
die Bindungsspezifitaten fur zumindest zwei verschiedene Antigene aufweisen. Im vorliegenden Fall ist eine
der Bindungsspezifitaten flir das UCP4, die andere ist fir ein beliebiges anderes Antigen, und vorzugsweise
fur ein Zelloberflachen-Protein oder einen Rezeptor oder eine Rezeptor-Untereinheit.

[0140] Verfahren zur Herstellung bispezifischer Antikdrper sind nach dem Stand der Technik bekannt. Tradi-
tionellerweise basiert die rekombinante Produktion bispezifischer Antikérper auf der Co-Expression von zwei
Immunglobulin-Schwerketten/Leichtketten-Paaren, wobei die zwei Schwerketten unterschiedliche Spezifitaten
aufweisen (Milstein und Cuello, Nature 305, 537-539 (1983)). Aufgrund der Zufallsverteilung der Immunglobu-
lin-Schwer- und -Leichtketten produzieren diese Hybridome (Quadrome) ein potentielles Gemisch aus zehn
verschiedenen Antikbrpermolekulen, von denen nur eines die korrekte bispezifische Struktur aufweist. Die Rei-
nigung des korrekten Molekiils wird normalerweise durch Affinitdtschromatographieschritte erreicht. Ahnliche
Verfahren werden in WO 93/08829, verdffentlicht am 13. Mai 1993, und von Traunecker et al., EMBO J. 10,
3655-3659 (1991), offenbart.

[0141] Variable Antikérper-Doméanen mit den gewinschten Bindungsspezifitaten (Antikdrper-Antigen-Kombi-
nationsstellen) kénnen an konstante Immunglobulin-Doméanen-Sequenzen fusioniert werden. Die Fusion er-
folgt vorzugsweise mit einer konstanten Immunglobulin-Schwerketten-Domane, umfassend zumindest einen
Teil der Gelenks-, CH2- und CH3-Regionen. Es wird bevorzugt, dass die erste konstante Schwerketten-Region
(CH1) die Stelle enthalt, die fir die Leichtketten-Bindung erforderlich ist, die in zumindest einer der Fusionen
vorhanden ist. DNAs, die fur die Immunglobulin-Schwerketten-Fusionen kodieren und, falls gewunscht, fur die
Immunglobulin-Leichtkette werden in getrennte Expressionsvektoren insertiert und in einen geeigneten Wirts-
organismus co-transfiziert. Flir weitere Details der Erzeugung bispezifischer Antikérper siehe z. B. Suresh et
al., Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

5. Heterokonjugat-Antikérper

[0142] Heterokonjugat-Antikorper liegen auch im Umfang der vorliegenden Erfindung. Heterokonjugat-Anti-
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korper bestehen aus zwei kovalent gebundenen Antikérpern. Von solchen Antikérpern wurde z. B. vorgeschla-
gen, dass sie Immunsystemzellen auf ungewollte Zellen richten (US-Patent Nr. 4.676.980), ebenso wurden sie
zur Behandlung einer HIV-Infektion vorgeschlagen (WO 91/00360; WO 92/200373; EP 03089). Es wird in Be-
tracht gezogen, dass die Antikorper in vitro unter Verwendung bekannter Verfahren der synthetischen Protein-
chemie hergestellt werden kdnnen, umfassend jene, die Vernetzungsmittel involvieren. Immuntoxine kénnen
z. B. unter Verwendung einer Disulfidaustauschreaktion oder durch Bildung einer Thioetherbindung konstruiert
werden. Beispiele fur diesen Zweck geeigneter Reagenzien umfassen Iminothiolat und Methyl-4-mercaptobu-
tyrimidat, sowie jene, die z. B. im US-Patent Nr. 4.676.980 offenbart sind.

G. Verwendungen fir Anti-UCP4-Antikdrper

[0143] Die Anti-UCP4-Antikdrper der Erfindung kdnnen auf verschiedene Art und Weise verwendet werden.
Anti-UCP4-Antikdrper kdnnen z. B. in Diagnosetests fir UCP4 verwendet werden, z. B. zur Detektion von des-
sen Expression in spezifischen Zellen oder Geweben. Verschiedene Diagnosetestverfahren, die nach dem
Stand der Technik bekannt sind, kénnen verwendet werden, z. B. kompetitive Bindungstests, direkte oder in-
direkte Sandwichtests und Immunprazipitationstests, die entweder in heterogenen oder homogenen Phasen
durchgefiihrt werden (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, 147-158, CRC Press, Inc.
(1987)). Die in den Diagnosetests verwendeten Antikérper kbnnen mit einer detektierbaren Gruppierung mar-
kiert werden. Die detektierbare Gruppierung sollte in der Lage sein, entweder direkt oder indirekt, ein detek-
tierbares Signal zu produzieren. Die detektierbare Gruppierung kann z. B. ein Radioisotop sein, wie z. B. *H,
4C, %P, **S oder '#I, eine fluoreszierende oder chemolumineszierende Verbindung, wie z. B. Fluoresceiniso-
thiocyanat, Rhodamin oder Luciferin, oder ein Enzym, wie z. B. alkalische Phosphatase, 3-Galactosidase oder
Meerrettich-Peroxidase. Es kann ein beliebiges Verfahren, das nach dem Stand der Technik zum Konjugieren
des Antikorpers an die detektierbare Gruppierung bekannt ist, verwendet werden, unter anderem jene Verfah-
ren, die von Hunter et al., Nature 144, 945 (1962); David et al., Biochemistry 13, 1014 (1974); Pain et al., J.
Immunol. Meth. 40, 219 (1981); und Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30, 407 (1982), beschrieben wer-
den.

[0144] Anti-UCP4-Antikorper sind auch fir die Affinitatsreinigung von UCP4 aus rekombinanter Zellkultur
oder aus natirlichen Quellen von Nutzen. Bei diesem Verfahren werden die Antikdrper gegen UCP4 auf einem
geeigneten Trager, wie z. B. einem Sephadex-Harz oder einem Filterpapier, unter Verwendung von Verfahren,
die nach dem Stand der Technik wohlbekannt sind, immobilisiert. Der immobilisierte Antikérper wird anschlie-
Rend mit einer Probe in Kontakt gebracht, die das zu reinigende UCP4 enthalt, danach wird der Trager mit ei-
nem geeigneten Lésungsmittel gewaschen, das im Wesentlichen alles Material in der Probe au3er dem UCP4
entfernt, das an den immobilisierten Antikdrper gebunden ist. SchlieBlich wird der Trager mit einem anderen
geeigneten Lésungsmittel gewaschen, der das UCP4 aus dem Antikdrper freisetzt.

Beispiele

[0145] Im Handel erhéltliche Reagenzien, auf die in den Beispielen Bezug genommen wird, wurden den An-
gaben des Herstellers gemal verwendet, sofern nicht anders angegeben. Die Quelle dieser Zellen, die in den
folgenden Beispielen sowie in der gesamten Beschreibung durch die ATCC-Zugriffsnr. identifiziert werden, ist
die American Type Culture Collection, Manassas, VA.

Beispiel 1
Isolierung von cDNA-Klonen, die fir menschliches UCP4 kodieren

[0146] EST-Datenbanken, die 6ffentliche EST-Datenbanken (z. B. GenBank), sowie eine geschiitzte EST-Da-
tenbank (LIFESEQ™, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA) umfassten, wurden nach Sequenzen mit Homo-
logien zu menschlichem UCP3 abgesucht. Die Suche wurde unter Verwendung des Computer-Programms
BLAST oder BLAST2 (Altschul et al., Methods in Enzymology 266, 460-480 (1996)) als Vergleich der
UCP3-Proteinsequenzen mit einer 6-Raster-Translation der EST-Sequenzen durchgefiihrt. Jene Vergleiche,
die zu einem BLAST-Score von 70 (oder in manchen Fallen 90) oder héher fiihrten, die nicht fir bekannte Pro-
teine kodierten, wurden zu Clustern zusammengefasst und in Consensus-DNA-Sequenzen mit dem Pro-
gramm AssemblyLIGN und MacVector (Oxford Molecular Group, Inc.) angeordnet.

[0147] Eine DNA-Sequenz ("fromDNA") wurde relativ zu anderen EST-Sequenzen unter Verwendung der As-

semblyLIGN-Software angeordnet (Eig. 7; Seq.-ID Nr. 5). ESTs aus der Incyte-Datenbank umfassten die Se-
quenzen mit den folgenden Zugriffsnr.: 3468504; 3369262; 4220747; 1254733; 5016160; 3770189; 2265329;
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928717; 3715961; 3528102; 961523; 1863723; 382533; 918252; 918404; 4313009; 3801604; c-swh06;
3464955; c-Ish09; 090424; 1316891; 1342069; 1435593; 16014011; 1668098; 1668103; 222248; 243244;
246984; 272663; 305678; 305871; 3369262; 3464955; sowie 3715961. Zusatzlich dazu wurde die
from-DNA-Sequenz unter Verwendung wiederholter BLAST- und AssemblyLIGN-Zyklen gestreckt, um die Se-
quenz unter Verwendung der Quellen der oben stehend beschriebenen EST-Sequenzen so weit wie mdglich
zu strecken.

[0148] Basierend auf dieser DNA-Sequenz wurden Oligonucleotide synthetisiert, um mittels PCR einen Klon
der fur UCP4 kodierenden Sequenzen voller Lange zu isolieren. Vorwarts- und Rickwarts-PCR-Primer reichen
allgemein von 20 bis zu 30 Nucleotiden und werden oftmals erzeugt, um ein PCR-Produkt mit einer Lange von
etwa 100-1000 bp zu ergeben. Die Sondensequenzen sind typischerweise 40-55 bp lang. In manchen Fallen
werden zusatzliche Oligonucleotide synthetisiert, wenn die Consensus-Sequenz grof3er als etwa 1-1,5 kbp ist.

[0149] PCR-Primer (Vorwarts- und Rickwarts-) wurden synthetisiert:
Vorwarts-PCR-Primer CGCGGATCCCGTTATCGTCTTGCGCTACTGC (U401) (Seq.-ID Nr. 3)
Rickwarts-PCR-Primer GCGGAATTCTTAAAATGGACTGACTCCACTCATC (U406) (Seq.-ID Nr. 4)

[0150] UCP4 mit einer NH,-terminalen Flag-Markierung wurde ebenfalls in pcDNA3 (pcDNA3-Flag-UCP4; In-
vitrogen) zwischen BamHI- und EcoRI-Restriktionsstellen kloniert. Die folgenden Vorwérts- und Ruck-
warts-PCR-Primer wurden synthetisiert.

Vorwarts-PCR-Primer CGCGGATCCGAAATGGACTACAAGGACGACGATG ACAAGTCCGTCCCGGAG-
GAGGAGG (U410) (Seq.-ID Nr. 6)

Rickwarts-PCR-Primer GCGGAATTCTTAAAATGGACTGACTCCACTCATC (U406) (Seq.-ID Nr. 4)

[0151] RNA zur Konstruktion der cDNA-Bibliotheken wurde aus Gehirngewebe isoliert. Die cDNA-Bibliothe-
ken, die zur Isolierung der cDNA-Klone verwendet wurden, wurden mittels Standardverfahren unter Verwen-
dung von kommerziell erhaltlichen Reagenzien, wie z. B. jenen von Invitrogen, San Diego, CA, konstruiert. Die
cDNA wurde mit Oligo-dT geprimt, enthaltend eine Notl-Stelle, stumpf an Sall-hdmikinasierte Adaptoren ge-
bunden, gespalten mit Notl, mittels Gelelektrophorese in die geeignete GréRRe gebracht und in einer definierten
Ausrichtung in den einzigartigen Xhol- und Notl-Stellen in einen geeigneten Klonierungsvektor (wie z. B. pRKB
oder pRKD; pRK5B ist ein Vorlaufer von pRK5D, der keine Sfil-Stelle enthalt; siehe Holmes et al., Science 253,
1278-1280 (1991)) kloniert.

[0152] DNA-Sequenzierung des mittels PCR, wie oben stehend beschrieben, isolierten Klons ergab die
DNA-Sequenz voller Lange flr UCP4 (hierin als DNA 77568-1626 bezeichnet (Eig. 2, Seq.-ID Nr. 2), sowie die
abgeleitete Proteinsequenz fiir UCP4.

[0153] Die gesamte kodierende Sequenz von UCP4 ist in Eig.2 (Seq.-ID Nr. 2) dargestellt. Klon-DNA
77568-1626 enthalt einen einzelnen offenen Leseraster mit einer scheinbaren Translationsinitiationsstelle an
den Nucleotidpositionen 40—42, sowie ein scheinbares Stopp-Codon an den Nucleotidpositionen 1009-1011.
(Siehe Fig. 2, Seq.-ID Nr. 2). Der prognostizierte Polypeptid-Vorlaufer ist 323 Aminosauren lang. Es wird mo-
mentan angenommen, dass UCP4 ein membrangebundenes Protein ist und zumindest 6 Transmembranregi-
onen enthalt. Diese mutmallichen Transmembranregionen in der UCP4-Aminosauresequenz werden in Fig. 3
veranschaulicht. Klon-DNA 77568, als DNA 77568-1626 bezeichnet, enthalten im pcDNA3-Vektor (Invitrogen),
wurde bei der ATCC hinterlegt und es wurde ihr die ATCC-Hinterlegungsnr. 203134 zugewiesen. Das
UCP4-Polypeptid wird durch Exprimieren des Moleklls, das vom cDNA-Insert des hinterlegten 203134-Vek-
tors kodiert wird, erhalten oder ist dadurch erhaltbar. Verdau des hinterlegten 203134-Vektors mit BamHI- und
EcoRI-Restriktionsenzym fuihrt zu einem Insert von etwa 972 plus 34 bp. Das UCP4-Protein voller Lange, das
in Fig. 1 dargestelltist, besitzt ein geschatztes Molekulargewicht von etwa 36.061 Dalton und einen pl von etwa
9,28.

[0154] Ein Abgleich der Aminosauresequenz von UCP4 mit den UCPs 1, 2 und 3 wird in Fig. 3 veranschau-
licht. Es wurden manche merkbare Unterschiede zwischen UCP1 und UCP4 identifiziert. Fehlt UCP1 seine
mutmalliche Nucleotidbindungsstelle, so ist es resistent gegen Inhibierung durch Nucleotide, und wenn
Phe-267 in UCP1 mit einem Tyr-Rest substituiert wird, so besitzt UCP1 eine verstarkte Entkopplungsaktivitat
(Gonzalez-Barroso et al., Eur. J. Biochem. 239, 445-450 (1996); Mayinger et al., Biochem. 31, 10536-10543
(1992)). Trotzdem besitzt UCP4, wie UCP2 und UCP3, einen Tyr-Rest an dieser Position. (Siehe Fig. 3). Zu-
satzlich dazu wurde der Carboxy-Terminus von UCP1 mit der Aktivierung seiner Entkopplungsaktivitat durch
freie Fettsauren (FFA) in Verbindung gebracht. Die Substitution von Cys-305 durch den Ala- oder Ser-Rest
fuhrt entweder zu einer verringerten bzw. einer erhéhten Aktivierung durch FFA (Gonzalez-Barroso et al., s.
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0.). Da UCP2 ein Ala-307 aufweist, UCP3 ein Ser-298 besitzt und UCP4 ein Ser-321 besitzt, ist die Entkopp-
lungsaktivitat von UCP4 und der anderen UCPs wahrscheinlich auf eine andere Art und Weise durch Nucleo-
tide und FFA reguliert.

[0155] Das menschliche UCP4-Gen wurde an die chromosomale Position 6 p11.2-g12 kartiert, die sich am
nachsten zum genomischen Marker SHGC-34952 befindet.

Beispiel 2
Northern-Blot-Analyse

[0156] Die Expression von UCP4-mRNA in menschlichen Geweben wurde mittels Northern-Blot-Analyse un-
tersucht. Menschliche RNA-Blots wurden an eine 1-Kilobase-*P-markierte DNA-Sonde hybridisiert, basierend
auf der UCP4-cDNA voller Lange; die Sonde wurde durch Verdau von pcDNA3UCP4 und Reinigung des
UCP4-cDNA-Inserts erzeugt. Der menschliche Erwachsenen-RNA-Blot MTN-II (Clontech) (Fig. 4A, Fig. 4B,
Fig. 4D, Fig. 4E und Fig. 4F), der menschliche Fotalgewebe-Blot (Fig. 4D und Fig. 4H), PBLs (Fig. 4B und
Fig. 4D), sowie Krebszellen (Fig. 4C) wurden mit den DNA-Sonden inkubiert. Wie in Fig. 4C gezeigt wird, um-
fassten die sondierten Krebszellen HL-60 (Promyelozytenleukdmie), HeLa-Zellen, K562 (chronische myeloi-
sche Leukamie), MOLT-4 (Lymphoblasten-Leukamie), Raji (Burkitt-Lymphom), SW480 (kolorektales Adeno-
karzinom), A549 (Lungenkarzinom), sowie G361 (Melanom). Die Expression von UCP2 wurde auch durch
Sondieren eines menschlichen multiplen Gehirngewebe-Blots mit menschlicher UCP2-cDNA untersucht.
(Fig. 4G). Alle Blots wurden anschlieRend mit einer 3-Actin-cDNA sondiert.

[0157] Northern-Analyse wurde den Anweisungen des Herstellers gemaf (Clontech) durchgefiihrt. Die Blots
wurden nach Ubernacht-Exposition gegeniiber einem Réntgenfilm entwickelt.

[0158] Wie in den Fig. 4A-Fiqg. 4H dargestellt wurden UCP4-mRNA-Transkripte detektiert. Die Expression
war in Gehirngeweben, im Rickenmark, in der Medulla, im Corpus callosum und in der Substantia nigra zu
sehen, jedoch nicht in den anderen untersuchten menschlichen Geweben oder Krebszelllinien. Obwohl das
UCP4-Transkript-Ausmal in Gehirngeweben héher war als im Rickenmark, in der Medulla, im Corpus callo-
sum und in der Substantia nigra (Eig. 4A, Fig. 4E und Eig. 4F), waren die UCP2-Transkript-Level im Ricken-
mark und in der Medulla héher (Eig. 4G). Im menschlichen Fétalgewebe-Blot wurde das UCP4-Transkript nur
im Gehirn detektiert (Eig. 4H).

Beispiel 3
Verwendung von UCP4 als Hybridisierungssonde

[0159] Das folgende Verfahren beschreibt die Verwendung einer Nucleotidsequenz, die fur UCP4 kodiert, als
Hybridisierungssonde.

[0160] DNA, welche die kodierende Sequenz von UCP4 voller Lange oder von reifem UCP4 umfasst (wie in
Fig. 2, Seq.-ID Nr. 2 dargestellt), wird als Sonde zum Screening auf homologe DNAs (wie z. B. jene, die fir
naturlich vorkommende Varianten von UCP4 kodieren) in menschlichen Gewebe-cDNA-Bibliotheken oder
menschlichen genomischen Gewebe-Bibliotheken verwendet.

[0161] Die Hybridisierung sowie das Waschen der Filter, die beide Bibliotheks-DNAs enthalten, wird unter den
folgenden Bedingungen hoher Stringenz durchgeflhrt. Die Hybridisierung der radiomarkierten, von UCP4 ab-
stammenden Sonde an die Filter wird in einer Lésung von 50% Formamid, 5 x SSC, 0,1% SDS, 0,1% Natri-
umpyrophosphat, 50 mM Natriumphosphat, pH 6,8, 2 x Denhardt-L6sung und 10% Dextransulfat bei 42°C fur
eine Zeitspanne von 20 Stunden durchgefiihrt. Das Waschen der Filter wird in einer wassrigen Lésung von 0,1
x SSC und 0,1% SDS bei 42°C durchgefiihrt.

[0162] DNAs mit einer gewlinschten Sequenzidentitat mit der DNA, die fir das Nativsequenz-UCP4 voller

Lange kodiert, kdnnen anschliefend unter Anwendung von Standardverfahren, die nach dem Stand der Tech-
nik bekannt sind, identifiziert werden.
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Beispiel 4
Expression von UCP4 in E. coli
[0163] Dieses Beispiel veranschaulicht die Herstellung von UCP4 durch rekombinante Expression in E. coli.

[0164] Die DNA-Sequenz, die fur UCP4 kodiert (Seq.-ID Nr. 2), wird anfanglich unter Verwendung ausgewahl-
ter PCR-Primer amplifiziert. Die Primer sollten Restriktionsenzymstellen enthalten, die den Restriktionsenzym-
stellen auf dem ausgewahlten Expressionsvektor entsprechen. Es kann eine Reihe von Expressionsvektoren
verwendet werden. Ein Beispiel eines geeigneten Vektors ist pPBR322 (stammt von E. coli ab; siehe Bolivar et
al., Gene 2, 95 (1977)), das Gene fir eine Ampicillin- und Tetrazyklin-Resistenz enthalt. Der Vektor wird mit
Restriktionsenzym verdaut und dephosphoryliert. Die PCR-amplifizierten Sequenzen werden anschlieflend in
den Vektor ligiert. Der Vektor umfasst gegebenenfalls Sequenzen, die fur ein Antibiotika-Resistenzgen kodie-
ren, fiir einen trp-Promotor, einen Polyhis-Leader (umfassend die ersten sechs STII-Codons, die Polyhis-Se-
quenz und die Enterokinase-Spaltstelle), die fliir UCP4 kodierende Region, den A-Transkriptionsterminator, so-
wie ein argU-Gen.

[0165] Das Ligationsgemisch wird anschliefend verwendet, um einen ausgewahlten E.-coli-Stamm unter
Verwendung der in Sambrook et al., s. 0., beschriebenen Verfahren zu transformieren. Transformanten werden
durch ihre Fahigkeit, sich auf LB-Platten zu vermehren, identifiziert und anschlieBend werden antibiotikaresis-
tente Kolonien selektiert. Plasmid-DNA kann isoliert und mittels Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung
bestatigt werden.

[0166] Ausgewahlte Klone kdnnen dber Nacht in Flissigkulturmedium, wie z. B. mit Antibiotika erganzter
LB-Briihe, geziichtet werden. Die Ubernacht-Kultur kann anschlieRend verwendet werden, um eine Kultur gré-
Reren Malistabs zu beimpfen. Die Zellen werden anschlieRend auf eine gewlinschte optische Dichte gezich-
tet, wahrend dessen der Expressionspromotor eingeschaltet wird.

[0167] Nach dem Zichten der Zellen fur eine Zeitspanne von mehreren weiteren Stunden kénnen die Zellen
mittels Zentrifugation geerntet werden. Falls keine Signalsequenz vorhanden ist und das exprimierte UCP4 in-
trazellular ist, so kann das durch die Zentrifugation erhaltene Zellpellet unter Verwendung verschiedener, nach
dem Stand der Technik bekannter Mittel solubilisiert werden, und das solubilisierte UCP4-Protein kann an-
schliefend unter Verwendung einer metallchelatisierenden Saule unter Bedingungen, die eine enge Bindung
des Proteins ermoglichen, gereinigt werden. Falls eine Signalsequenz vorhanden ist, so kann das exprimierte
UCP4 aus dem Periplasma der Zelle oder dem Kulturmedium erhalten werden. Die Extraktion und/oder Solu-
bilisierung der UCP4-Polypeptide kann unter Verwendung von Mitteln oder Verfahren, die nach dem Stand der
Technik bekannt sind, durchgefihrt werden (siehe z. B. US-Patent Nr. 5.663.304; 5.407.810).

Beispiel 5
Expression von UCP4 in Saugetierzellen

[0168] Dieses Beispiel veranschaulicht die Herstellung von UCP4 mittels rekombinanter Expression in Sau-
getierzellen.

[0169] Der Vektor pRKS5 (siehe EP 307.247, veroffentlicht am 15. Marz 1989) wird als Expressionsvektor ver-
wendet. Gegebenenfalls wird die UCP4-DNA mit ausgewahlten Restriktionsenzymen in pRKS5 ligiert, um die
Insertion der UCP4-DNA unter Anwendung von Ligationsverfahren, wie von Sambrook et al., s. 0., beschrie-
ben, zu ermdglichen. Der resultierende Vektor wird pRK5-UCP4 genannt.

[0170] In einer Ausfuhrungsform kdnnen die ausgewahlten Wirtszellen 293-Zellen sein. Menschliche 293-Zel-
len (ATCC CRL 1573) werden bis zur Konfluenz in Gewebekultur-Platten in Medium, wie z. B. DMEM, erganzt
mit fétalem Kalberserum und gegebenenfalls Nahrstoffkomponenten und/oder Antibiotika, gezuichtet. Etwa 10
Hg pRK5-UCP4-DNA werden mit etwa 1 pg DNA, die fur das VA-RNA-Gen kodiert, vermischt (Thimmappaya
et al.,, Cell 31, 543 (1982)) und in 500 pl 1-mM-Tris-HCI, 0,1-mM-EDTA, 0,227-M-CaCl, aufgeldst. Zu diesem
Gemisch werden 500 pl 50-mM-HEPES (pH 7,35), 280-mM-NacCl, 1,5-mM-NaPQO, zugetropft, und es wird ein
Niederschlag bei 25°C Uber eine Zeitspanne von 10 Minuten bilden gelassen. Der Niederschlag wird suspen-
diert, zu den 293-Zellen hinzugefuigt und furr etwa vier Stunden bei 37°C absetzen gelassen. Das Kulturmedium
wird abgesaugt, und 2 ml von 20% Glycerin in PBS werden uber eine Zeitspanne von 30 Sekunden hinweg
hinzugefugt. Die 293-Zellen werden anschlie3end mit serumfreiem Medium gewaschen, frisches Medium wird
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hinzugefluigt, und die Zellen werden fir etwa 5 Tage inkubiert.

[0171] Etwa 24 Stunden nach den Transfektionen wird das Kulturmedium entfernt und durch Kulturmedium
(alleine) ersetzt oder mit Kulturmedium, das 200 pCi/ml **S-Cystein und 200 pCi/ml **S-Methionin enthalt. Nach
einer 12-Stunden-Inkubation wird das konditionierte Medium gesammelt, auf einem Spin-Filter konzentriert
und auf ein 15% SDS-Gel geladen. Das verarbeitete Gel kann getrocknet werden und fiir eine ausgewahlte
Zeitspanne damit ein Film belichtet werden, um die Gegenwart von UCP4-Polypeptid aufzuzeigen. Die Kultu-
ren, die transfizierte Zellen enthalten, kdnnen einer weiteren Inkubation (in serumfreiem Medium) unterzogen
werden, und das Medium wird in ausgewahlten Biotests getestet.

[0172] In einem Alternativverfahren kann UCP4 voriberibergehend in 293-Zellen unter Verwendung des
Dextransulfat-Verfahrens eingefiihrt werden, das von Somparyrac et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 12, 7575 (1981),
beschrieben wurde. 293-Zellen werden in einer Spinner-Flasche bis zur maximalen Dichte vermehren gelas-
sen, und es werden 700 pug pRK5-UCP4-DNA hinzugefligt. Die Zellen werden zuerst aus der Spinner-Flasche
mittels Zentrifugation konzentriert und mit PBS gewaschen. Das DNA-Dextran-Prazipitat wird auf dem Zellpel-
let vier Stunden lang inkubiert. Die Zellen werden mit 20% Glycerin 90 Sekunden lang behandelt, mit Gewe-
bekultur-Medium gewaschen und erneut in die Spinner-Flasche, enthaltend Gewebekultur-Medium, 5 pg/ml
Rinderinsulin und 0,1 pg/ml Rinder-Transferrin, gefillt. Nach etwa vier Tagen wird das konditionierte Medium
zentrifugiert und filtriert, um Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. Die Probe, die exprimiertes UCP4 enthalt,
kann anschlieRend konzentriert werden und nach einem beliebigen, ausgewahlten Verfahren, wie z. B. Dialyse
und/oder Saulenchromatographie, gereinigt werden.

[0173] In einer anderen Ausfihrungsform kann UCP4 in CHO-Zellen exprimiert werden. Das pRK5-UCP4
kann in CHO-Zellen unter Verwendung bekannter Reagenzien, wie z. B. CaPO, oder DEAE-Dextran, transfi-
ziert werden. Wie oben stehend beschrieben kdnnen die Zellkulturen inkubiert werden, und das Medium durch
Kulturmedium (alleine) oder mit Medium, das eine Radiomarkierung, wie z. B. **S-Methionin, enthalt, ersetzt
werden. Nach der Bestimmung der Gegenwart von UCP4-Polypeptid kann das Kulturmedium durch serumfrei-
es Medium ersetzt werden. Die Kulturen werden vorzugsweise fir etwa 6 Tage inkubiert, und anschlieRend
wird das konditionierte Medium geerntet. Das Medium, welches das exprimierte UCP4 enthalt, kann anschlie-
Rend durch ein beliebiges ausgewahltes Verfahren konzentriert und gereinigt werden.

[0174] Epitopmarkiertes UCP4 kann auch in Wirts-CHO-Zellen exprimiert werden. Das UCP4 kann aus dem
pRK5-Vektor subkloniert werden. Das Subklon-Insert kann einer PCR unterzogen werden, um es im Rahmen
mit einer ausgewahlten Epitopmarkierung, wie z. B. einer Poly-his-Markierung, in einen Baculovirus-Expressi-
onsvektor zu fusionieren. Das poly-his-markierte UCP4-Insert kann anschlieend in einen SV40-gesteuerten
Vektor subkloniert werden, der einen Selektionsmarker, wie z. B. DHFR, zur Selektion stabiler Klone enthalt.
Schlief3lich kénnen die CHO-Zellen (wie oben beschrieben) mit dem SV40-gesteuerten Vektor transfiziert wer-
den. Die Markierung kann wie oben beschrieben durchgefiihrt werden, um die Expression zu verifizieren. Das
Kulturmedium, welches das exprimierte poly-His-markierte UCP4 enthalt, kann anschlieBend durch ein belie-
biges ausgewahltes Verfahren konzentriert und gereinigt werden, wie z. B. durch Ni?*-Chelat-Affinitatschroma-
tographie.

[0175] In einem Alternativverfahren kann das UCP4 intrazellular exprimiert werden (wenn keine Signalse-
quenz verwendet wird). Diese intrazellulare Expression und die darauf folgende Extraktion oder Solubilisierung
und Reinigung kann unter Anwendung von Verfahren und Reagenzien, die nach dem Stand der Technik be-
kannt sind, durchgefihrt werden.

Beispiel 6
Expression von UCP4 in Hefe
[0176] Das folgende Verfahren beschreibt die rekombinante Expression von UCP4 in Hefe.

[0177] Zuerst werden Hefe-Expressionsvektoren zur intrazelluldren Produktion oder Sekretion von UCP4 aus
dem ADH2/GAPDH-Promotor konstruiert. DNA, die fir UCP4 und den Promotor kodiert, wird in geeignete Re-
striktionsenzymstellen im ausgewahlten Plasmid insertiert, um die intrazelluldare Expression von UCP4 zu steu-
ern. Zur Sekretion kann fir UCP4 kodierende DNA zusammen mit DNA, die fiir den ADH2/GAPDH-Promotor
kodiert, einem nativen UCP4-Signalpeptid oder einem anderen Saugetier-Signalpeptid oder z. B. einem He-
fe-a-Faktor oder einer Invertase-Sekretions-Signal/Leader-Sequenz und Linker-Sequenzen (falls bendtigt) zur
Expression von UCP4 in das selektierte Plasmid kloniert werden. Alternativ dazu wird die native Signalsequenz
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von UCP4 verwendet.

[0178] Hefe-Zellen, wie z. B. der S.-cerevisiae-Hefe-Stamm AB110, kann anschlieRend mit den oben be-
schriebenen Expressionsplasmiden transformiert werden und in ausgewahlten Fermentationsmedien, wie sie
z. B. im US-Patent Nr. 4.775.662 und 5.010.00 dargelegt sind, geziichtet werden. Die transformierten He-
fe-Uberstande kénnen mittels Préazipitation mit 10% Trichloressigsdure und Trennung durch SDS-PAGE ana-
lysiert werden, gefolgt von einer Farbung der Gele mit Coomassie-Blau-Farbstoff.

[0179] Rekombinantes UCP4 kann anschlie3end durch Entfernen der Hefe-Zellen aus dem Fermentations-
medium mittels Zentrifugation und darauf folgenden Konzentrierens des Mediums unter Verwendung ausge-
wahlter Kartuschenfilter isoliert und gereinigt werden. Das UCP4 enthaltende Konzentrat kann weiters unter
Verwendung ausgewahlter Saulenchromatographie-Harze gereinigt werden. In einem Alternativverfahren
kann das UCP4 intrazellular exprimiert werden (wenn keine Signalsequenz verwendet wird). Die intrazellulare
Expression und die darauf folgende Extraktion oder Solubilisierung sowie die Reinigung kdnnen unter Verwen-
dung von Verfahren und Reagenzien, die nach dem Stand der Technik bekannt sind, durchgefiihrt werden.

Beispiel 7
Expression von UCP4 in Baculovirus-infizierten Insektenzellen

[0180] Das folgende Verfahren beschreibt die rekombinante Expression von UCP4 in Baculovirus-infizierten
Insektenzellen.

[0181] Die Sequenz, die fir UCP4 kodiert, wird stromauf einer Epitopmarkierung, die in einem Expressions-
vektor enthalten ist, fusioniert. Solche Epitopmarkierungen umfassen Poly-his-Markierungen und Immunglo-
bulin-Markierungen (wie Fc-Regionen von 1gG). Es kann eine Reihe an Plasmiden verwendet werden, unter
anderem Plasmide, die von im Handel erhaltlichen Plasmiden, wie z. B. pVL1393 (Novagen), abstammen. Kurz
gesagt, wird die fir UCP4 kodierende Sequenz oder der gewlinschte Abschnitt der kodierenden Sequenz von
UCP4 mittels PCR mit Primern amplifiziert, die zu den 5'- und 3'-Regionen komplementér sind. Der 5'-Primer
kann flankierende (ausgewahlte) Restriktionsenzymstellen enthalten. Das Produkt wird anschlieRend mit jenen
ausgewahlten Restriktionsenzymen verdaut und in den Expressionsvektor subkloniert. Der Vektor kann die na-
tive Signalsequenz fir UCP4 enthalten, falls die Sekretion gewtlinscht wird.

[0182] Rekombinantes Baculovirus wird durch Co-Transfektion des oben genannten Plasmids und sowie von
BaculoGold™-Virus-DNA (Pharmingen) in Spodoptera-frugiperda-("Sf9"-)Zellen (ATCC CRL 1711) unter Ver-
wendung von Lipofectin (im Handel bei GIBCO-BRL erhaltlich) erzeugt. Nach 4 bis 5 Tagen Inkubation bei
28°C werden die freigesetzten Viren geerntet und fir weitere Amplifikationen verwendet. Virale Infektion und
Protein-Expression werden wie von O'Reilley et al., Baculovirus expression vectors: A Laborstory Manual, Ox-
ford University Press, Oxford (1994), beschrieben, durchgefihrt.

[0183] Exprimiertes poly-his-markiertes UCP4 kann anschlieRend folgendermafen z. B. durch Ni**-Che-
lat-Affinitatschromatographie gereinigt werden. Extrakte werden aus rekombinanten virusinfizierten Sf9-Zellen
erzeugt, wie von Rupert et al., Nature 362, 175-179 (1993), beschrieben. Kurz gesagt, werden die Sf9-Zellen
gewaschen, in Beschallungspuffer (25 ml Hepes, pH 7,9; 12,5 mM MgCl,; 0,1 mM EDTA; 10% Glycerin; 0,1%
NP-40; 0,4 M KCI) resuspendiert und zwei Mal fir eine Zeitspanne von 20 Sekunden auf Eis beschallt. Die
Sonikate werden mittels Zentrifugation geklart und der Uberstand wird 50fach in Ladepuffer (50 mM Phosphat,
300 mM NaCl, 10% Glycerin, pH 7,8) verdiinnt und durch ein 0,45-Mikron-Filter filtriert. Eine Ni**-NTA-Agaro-
se-Saule (im Handel bei Qiagen erhaltlich) wird mit einem Bettvolumen von 5 ml hergestellt, mit 25 ml Wasser
gewaschen und mit 25 ml Ladepuffer aquilibriert. Der filtrierte Zellextrakt wird mit 0,5 ml pro Minute auf die Sau-
le geladen. Die Saule wird bis zur Grundlinien-A,g, mit Ladepuffer gewaschen, jenem Zeitpunkt, zu dem mit der
Fraktionsabnahme begonnen wird. Als nachstes wird die Saule mit einem sekundaren Waschpuffer gewa-
schen (50 mM Phosphat; 300 mM NaCl, 10% Glycerin, pH 6,0), der gebundenes Protein nicht spezifisch elu-
iert. Nach dem erneuten Erreichen der A,,-Grundlinie wird die Saule mit einem 0- auf 500-mM-Imidazol-Gra-
dienten im sekundaren Waschpuffer entwickelt. Ein-ml-Fraktionen werden abgenommen und mittels SDS-PA-
GE und Silberfarbung oder Western-Blot analysiert, wobei Ni**-NTA an alkalische Phosphatase (Qiagen) kon-
jugiert ist. Fraktionen, die das eluierte His,,-markierte UCP4 enthalten, werden gepoolt und gegen Ladepuffer
dialysiert.

[0184] Alternativdazu kann die Reinigung des IgG-markierten (oder Fc-markierten) UCP4 unter Verwendung
bekannter Chromatographieverfahren, umfassend z. B. Protein-A- oder Protein-G-Saulen-Chromatographie,
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durchgefiihrt werden.
Beispiel 8
Messung der durch UCP4 induzierten Mitochondrienmembranpotential-Anderung

[0185] Es wurden Tests durchgefuhrt, um die Wirkungen der UCP4-Expression auf das Mitochondrienmem-
branpotential zu bestimmen.

[0186] Menschliche Embryo-Nieren-293-Zellen (ATCC CRL 1573) wurden in Kulturmedium (DMEM, 10% f6-
tales Rinderserum, 2 mM L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 Mikrogramm/ml Streptomycin) bis zu ei-
ner Konfluenz von 60% bis 80% in 6-Well-Platten geztichtet und voribergehend unter Verwendung von FuGe-
ne™.-6-Transfektions-Reagens (Boehringer Mannheim; gemank den Angaben des Herstellers) mit UCP-expri-
mierenden Konstrukten (pcDNA3UCP4 oder pcDNA3UCP3), UCP-exprimierenden Konstrukten mit einer
NH,-terminalen Flag-Markierung (pcDNA3-Flag-UCP4 oder pcDNA3Flag-UCP3) oder einer Vektorsteuerung
(pcDNAG; erhaltlich bei Invitrogen) transfiziert.

[0187] Die Expressionskonstrukte flr cDNA, die fir UCP4 mit oder ohne NH,-terminale Flag-Markierung ko-
diert, wurden Beispiel 1 gemaf hergestellt. Die Expressionskonstrukte fir cDNA, die fur UCP3 kodiert, wurden
mittels PCR zuerst durch Erhalten von cDNA, die flir menschliches UCP3 kodiert, aus einer Melanom-cD-
NA-Bibliothek hergestellt. PCR-Primer (Vorwarts- und Rickwarts-) wurden synthetisiert:
Vorwarts-PCR-Primer GCGAAGCTTGCCATGGTTGGACTGAAGCCTTCAGA (U301) (Seq.-ID Nr. 7)
Rickwarts-PCR-Primer CGCGAATTCTCAAAACGGTGATTCCCGTAACAT (U302) (Seq.-ID Nr. 8)

[0188] Das Expressionskonstrukt fir cDNA, die fir UCP3 mit einer NH,-terminalen Flag-Markierung kodiert,
wurde durch die folgenden PCR-Primer hergestellt.

Vorwarts-PCR-Primer GCGAAGCTTGCCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAG GTTGGACTGAAG-
CCTTCAGACG (U303) (Seq.-ID Nr. 9)

Rickwarts-PCR-Primer CGCGAATTCTCAAAACGGTGATTCCCGTAACAT (U302) (Seq.-ID Nr. 8)

[0189] UCP3 wurde mit oder ohne der NH,-terminalen Flag-Markierung in pcDNA3 (pcDNA-3UCP3 und
pcDNA3-Flag-UCP3) zwischen Hindlll- und EcoRlI-Stellen kloniert und durch DNA-Sequenzierung bestatigt.
Flag-markiertes UCP3 und UCP4, das in 293-Zellen exprimiert wurde, wurde durch Western-Blot-Analyse un-
ter Verwendung eines monoklonalen Anti-Flag-M2-Antikérpers (Kodak) sowie eines ECL-Detektionssets
(Pierce) detektiert.

[0190] Das mitochondriale Membranpotential wurde nach Verfahren, die nach dem Stand der Technik be-
kannt sind, analysiert (Salvioli et al., FEBS Lett. 411, 77-82 (1997); Smiley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88, 3671-3675 (1991)). Etwa 24-36 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen trypsinisiert und 1,5 x
10°® wurden mittels Zentrifugation pelletiert. Die pelletierten Zellen wurden in 0,5 ml einer JC-1-Farbldsung re-
suspendiert und in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 ym CCCP (Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon;
Sigma) im Dunklen fir eine Zeitspanne von 30 Minuten bei 37°C inkubiert. JC-1 (5,5'6,6-Tetra-
chlor-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolcarbocyaniniodid; Molecular Probes, Eugene, OR) ist ein membranpoten-
tialempfindlicher fluoreszierender Farbstoff. Um die Farbstofflésung herzustellen, wurde JC-1 zuerst als
Stammldsung in Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma) in einer Konzentration von 5 mg/ml hergestellt. Die Stamm-
I6sung wurde auf 1 mg/ml mit DMSO verdunnt und anschlielRend weiter mit Kulturmedium, das auf 37°C vor-
gewarmt war, auf 10 pg/ml verdiinnt und durch sowohl 45-um- als auch durch, 2-uym-Filter filtriert, um aggre-
giertes JC-1 auszuschlieRRen.

[0191] Die gefarbten Zellen wurden gewaschen und in 1,0 ml Kulturmedium resuspendiert. Die in Kulturme-
dium resuspendierten Zellen wurden mittels Spektralfluorometrie (RF5000U Spektralfluorophotometer;
SHIMADZU, Japan) untersucht. Eine Untergruppe an Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert
(Coulter EPICS Elite ESP, Hialeah, FL). Bei spektralfluorometrischer Analyse erfolgte die Anregung bei 488
nm, und die Emission wurde bei 525 nm und 590 nm gemessen. Die Durchflusszytometrie-Analyse wurde mit
einem Argon-Laser mit nur 488 nm zur Anregung durchgefihrt, wobei ein Filter 525 + 20 nm im FL1-Kanal
Ubertragt und ein Filter Gber 590 nm im FL2-Kanal Gbertragt. Ein Minimum von 10.000 Zellen pro Probe wurde
analysiert.

[0192] Es wurde auch eine statistische Analyse durchgefiihrt. Die durchschnittlichen Verhaltnisse von roten
(593 nm) gegenuber griinen (532 nm) Fluoreszenzintensitats-Peakwerten der Spektralfluorometrie wurden
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zwischen den Behandlungen verglichen. Es gab neun unabhangige Transfektionen pro Behandlung. Unter-
schiede wurden unter Verwendung des geschiitzten geringsten signifikanten Unterschieds nach Fisher analy-
siert.

[0193] Die Resultate werden in Fig. 5A und Fig. 5B veranschaulicht. Die Expression von UCP3 in den
293-Zellen reduzierte das Fluoreszenzpeak-Werteverhaltnis (593A/532A) um etwa 15% (n = 3) im Vergleich zu
jenem der kontrolltransfizierten Vektor-Zellen, was eine Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials
zeigt (Fig. 5A). In den mit UCP4 transfizierten Zellen verringerte sich die Fluoreszenzintensitat, die eine Re-
duktion des Membranpotentials anzeigt, um 19% (n = 6) im Vergleich zu jener der kontrolltransfizierten Vek-
tor-Zellen (Eig. 5A und Fig. 5B). Die NH,-terminale Flag-Markierung zeigte keine Auswirkung auf die Aktivitat
von UCP3 oder UCPA4.

[0194] Eine FACs-Analyse zeigte ebenfalls eine ahnliche Verringerung des mitochondrialen Membranpoten-
tials. In der FACs-Analyse fielen die integrierten Rot/griin-Intensitatsverhaltnisse um 18% bei UCP3-transfizier-
ten Zellen und um 24% bei UCP4-transfizierten Zellen. Zellen, die mit dem chemischen Entkoppler, CCCP, be-
handelt wurden, zeigten ebenfalls eine Reduktion des Rotgrin-Intensitatsverhaltnisses (Fig. 5A und Fig. 5B).

[0195] Diese Daten zeigen, dass UCP4 wie UCP3 Entkopplungsaktivitat besitzt.
Beispiel 9
Herstellung von Antikdrpern, die UCP4 binden

[0196] Dieses Beispiel veranschaulicht die Herstellung monoklonaler Antikérper, die spezifisch UCP4 binden
kénnen.

[0197] Verfahren zur Produktion der monoklonalen Antikérper sind nach dem Stand der Technik bekannt und
werden z. B. von Goding, s. 0., beschrieben. Immunogene, die verwendet werden kénnen, umfassen gereinig-
tes UCP4, Fusionsproteine, die UCP4 enthalten, sowie Zellen, die rekombinantes UCP4 auf der Zelloberflache
exprimieren.

[0198] Die Auswahl des Immunogens kann vom Fachmann ohne ibermaRiges Experimentieren durchgefihrt
werden.

[0199] Mause, wie z. B. Balb/c, werden mit dem UCP4-Immunogen immunisiert, das in vollstindigem
Freund-Adjuvans emulgiert und subkutan oder intraperitoneal in einer Menge von 1-100 Mikrogramm injiziert
wurde. Alternativ dazu wird das Immunogen in MPL-TDM-Adjuvans emulgiert (Ribi Immunochemical Re-
search, Hamilton, MT) und in den Ballen der Hinterpfoten des Tiers injiziert. Die immunisierten Mause erhalten
anschlieBend 10 bis 12 Tage spater mit zusatzlichem Immunogen, das in ausgewahltem Adjuvans emulgiert
wurde, eine Booster-Dosis. Danach kénnen die Mause auch fur eine Zeitspanne von mehreren Wochen mit
zusatzlichen Immunisierungsinjektionen geboostet werden. Serumproben kénnen periodisch durch retroorbi-
tale Blutabnahme zum Testen in ELISA-Tests von den Mausen erhalten werden, um Anti-UCP4-Antikérper zu
detektieren.

[0200] Nachdem ein geeigneter Antikorper-Titer detektiert wurde, kdnnen jene Tiere, die "positiv" auf Antikor-
per getestet wurden, eine abschlielende intravendse Injektion von UCP4 erhalten. Drei bis vier Tage spater
werden die Mause getotet, und es werden die Milzzellen geerntet. Die Milzzellen werden anschlieRend (unter
Verwendung von 35% Polyethylenglykol) an eine ausgewahlte murine Myelom-Zelllinie, wie z. B. P3X63AgU.1,
erhaltlich unter der ATCC-Nr. CRL 1597, fusioniert. Die Fusionen erzeugen Hybridom-Zellen, die anschlieend
in 96-Well-Gewebekulturplatten, enthaltend HAT-Medium (Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin), ausplat-
tiert werden kénnen, um die Proliferation von nicht fusionierten Zellen, Myelom-Hybriden und Milzzellen-Hyb-
riden zu inhibieren.

[0201] Die Hybridom-Zellen werden in einem ELISA-Test auf Reaktivitdt gegen UCP4 gescreent. Die Bestim-
mung "positiver" Hybridom-Zellen, welche die gewlinschten monoklonalen Antikdrper gegen UCP4 sekretie-
ren, ist nach dem Stand der Technik mdglich.

[0202] Die positiven Hybridom-Zellen kdnnen intraperitoneal in syngenetische Balb/c-Mause injiziert werden,

um Ascites zu erzeugen, welche die monoklonalen Anti-UCP4-Antikérper produzieren. Alternativ dazu kénnen
die Hybridom-Zellen in Gewebekulturflaschen oder in Rollflaschen geziichtet werden. Die Reinigung der in den
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Ascites produzierten monoklonalen Antikorper kann unter Verwendung von Ammoniumsulfat-Prazipitation, ge-
folgt von Gelausschlusschromatographie erreicht werden. Alternativ dazu kann Affinitdtschromatographie, ba-
sierend auf der Bindung des Antikorpers an Protein A oder Protein G verwendet werden.

Beispiel 10
Subzellulare Lokalisierung

[0203] Um die subzellulare Position von UCP4 2zu untersuchen, wurden menschliche Brustkarzi-
nom-MCF7-Zellen (ATCC HTB 22) entweder mit pcDNA3-Flag-UCP3 (hergestellt nach Beispiel 8) oder
pcDNA3-Flag-UCP4 (hergestellt nach Beispiel 1) unter Verwendung von FuGene-Transfektionsreagens (Bo-
ehringer Mannheim) transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden in 3% Formaldehyd bei Raumtemperatur 15
Minuten lang fixiert und mit 1% TritonX-100 15 Minuten lang durchlassig gemacht. Die Zellen wurden mit mo-
noklonalem Anti-Flag-Antikérper (10 pg/ml; Kodak) und Anti-Cytochrom-C-Oxidase-Antikérper (einem mito-
chondrialen Marker) (3 ng/ml) 20 Minuten lang inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend gewaschen und mit
Cy3-konjugierten (Esel-Anti-Maus; Jackson Laborstories) und FITC-konjugierten (Esel-Anti-Kaninchen, Jack-
son Laborstories) Sekundarantikdrpern inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mittels Fluoreszenzmikros-
kopie untersucht.

[0204] Die Fig. 6A-Fig. 6F zeigen, dass UCP3 und UCP4 mit dem mitochondrialen Marker colokalisiert wur-
den.

Beispiel 11
Expression von UCP4-mRNA in Mausen, die Nahrungs- und Temperaturbelastung ausgesetzt waren

[0205] Um zu evaluieren, ob UCP4 in situ Entkopplungsaktivitat besitzt, die fiir den Stoffwechsel von Bedeu-
tung ist, wurde die Menge an UCP4-mRNA bestimmt, die in Geweben von Mausen produziert wurde, die Nah-
rungs- und Temperaturbelastung, d. h. metabolischen Herausforderungen, ausgesetzt waren. In Abhangigkeit
von der Rolle, die UCP4 im Stoffwechsel spielen kann, kann die Menge an UCP4-mRNA, die in einem Gewebe
produziert wird, mit Belastungen gegenliber dem Stoffwechsel, wie z. B. Fasten, Fettkonsum, sowie dem Aus-
setzen gegenliber Temperaturen unterhalb von Raumtemperatur, variieren.

[0206] Die Mause in dieser Studie erhielten nach Belieben normales Nagetier-Futter (Purina Nagetier-Futter
5010; Purina, St. Louis, MO) und Wasser, falls nicht anders angegeben. Die Art der untersuchten Mause vari-
ierte in Abhangigkeit von dem fur die Herausforderung des Stoffwechsels der untersuchten Maus verwendeten
Zustand und wird unten beschrieben.

[0207] Allgemein wurden die untersuchten Mause 12 Stunden pro Tag von 6:00 morgens bis 6:00 abends ge-
genuber Licht ausgesetzt, jenem Zeitpunkt, zu dem sie fir die folgenden 12 Stunden gegenuiber Dunkelheit
ausgesetzt wurden.

[0208] Die Mause wurden kurz vor der Gewebeernte, die am Morgen zwischen 8:00 und 12:00 morgens statt-
fand, durch CO, getotet, falls nicht anders angegeben wird. Die Gewebe wurden geerntet und es wurde voll-
standige Gewebe-RNA unter Verwendung von Reagenzien und Arbeitsvorschriften von Biotecx Lab, Houston,
TX, hergestellt. Obwohl jeder Maus eine Reihe an Geweben entnommen wurde, befasste sich die Studie mit
der Messung des Vorkommens von UCP4-mRNA im Gehirn (da das Gehirn eine hohe UCP4-Genexpression
aufweist). Es wurden in den Studien zumindest 5 Mause/Behandlung verwendet.

[0209] Es wurde eine quantitative Reverse-transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) verwendet,
um die Menge an UCP4-mRNA in den geernteten Geweben zu bestimmen. Die RT-PCR wurde unter Verwen-
dung von mRNA-Proben durchgefihrt. (Neid et al., Genome Research 6, 986-994 (1996); Gibson et al., Ge-
nome Research 6, 995-1001 (1996)). Allgemein wurden fur die Durchflihrung der quantitativen RT-PCR fur
UCP4 spezifische Primer und Sonden verwendet (TagMan Instrument, PE Biosciences, Foster City, Kaliforni-
en). Die Werte wurden fur die mRNA-Beladung unter Verwendung des B-Actin-mRNA-Vorkommens als Bela-
dungskontrolle korrigiert. Es wurden die folgenden Primer und Sonden verwendet:

Fir UCP4:

Vorwarts-Primer: 5'AAT GCC TAT CGC CGA GGA G3' (Seq.-ID Nr. 10);

Rickwarts-Primer: 5'GTA GGA ACT TGC TCG TCC GG3' (Seq.-ID Nr. 11);

Sonde: 5'(FAM) TGC TCG CGC TCA CGC AGA GAT G (Seq.-ID Nr. 12) (TAMARA)3'.
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Far B-Actin:

Vorwarts-Primer: 5'GAA ATC GTG CGT GAC ATC AAA GAG3' (Seq.-ID Nr. 13);
Ruckwarts-Primer: 5'CTC CTT CTG CAT CCT GTC AGC AA3' (Seq.-ID Nr. 14);
Sonde: 5'(FAM)CGG TTC CGA TGC CCT GAG GCT C (Seq.-ID Nr. 15) (TAMARA)3'

Wirkung von Nahrungsmittelaufnahme auf die UCP4-mRNA-Expression

[0210] In einer ersten Studie wurden sieben Wochen alte, mannliche Mause (C57BL/6J; Bar Harbor, ME) un-
tersucht, um die Wirkung von Fasten und Nahrungsaufnahme auf die UCP4-mRNA-Produktion bei den unter-
suchten Mausen zu evaluieren. Die Mause wurden im Alter von sechs Wochen erworben und wurden im Alter
von sieben Wochen nach dem Zufallsprinzip einer von drei Gruppen zugeteilt: Kontrollmause, die nach Belie-
ben geflttert wurden, Mause, die 24 Stunden lang keine Nahrung erhielten, sowie Mause, die 24 Stunden lang
keine Nahrung erhielten und anschlieRend 24 Stunden lang nach Belieben gefittert wurden.

[0211] Die Mause wurden wie oben beschrieben getétet, nachdem die erste Gruppe nach Belieben Futter er-
halten hatte, nachdem die zweite Gruppe 24 Stunden lang keine Nahrung erhalten hatte und nachdem die drit-
te Gruppe 48 Stunden lang zuerst keine Nahrung und anschlief’end nach Belieben Futter erhalten hatte. Die
Gewebe wurden gewonnen wie oben beschrieben.

[0212] Die quantitative RT-PCR wurde fiir das Gehirngewebe gemaf den oben angefihrten Verfahren durch-
geflhrt, und die Menge an UCP4-mRNA, die im Gehirn produziert wurde, wurde quantifiziert. Statistische Un-
terschiede in den Gruppen wurden unter Verwendung der geschutzten Analyse der geringsten signifikanten
Unterschiede nach Fisher bestimmt (L. Ott, An Introduction to Statistical Methods and Data Analysis, 3. Aufla-
ge, PWS-Kent Publishing Co., Boston (1988)). Die Daten, die in den Fig. 8A bis 8C dargestellt sind, stellen
Mittelwerte +/— SEM dar.

[0213] Fig. 8A zeigt das UCP4-mRNA-Vorkommen im Gehirngewebe von Mausen, die 24 Stunden lang nach
Belieben geflttert wurden. Fig. 8B veranschaulicht das UCP4-mRNA-Vorkommen im Gehirngewebe von Mau-
sen, die keine Nahrung erhielten. Fig. 8C veranschaulicht das UCP4-mRNA-Vorkommen im Gehirngewebe
von Mausen, die 24 Stunden lang keine Nahrung erhielten und anschliefend 24 Stunden lang nach Belieben
geflttert wurden.

[0214] Typischerweise verringern Fasten und eine Beschrankung der Nahrungsaufnahme den Stoffumsatz,
was zeigt, dass sich die Expression von UCP4-mRNA bei Mausen, die keine Nahrung erhielten, im Vergleich
zu Mausen, die nach Belieben geflttert wurden, verringerte. Trotzdem zeigt Fig. 8B keine Verringerung der
UCP4-mRNA-Expression im Gehirngewebe der Mause, die keine Nahrung erhielten im Vergleich zu den Mau-
sen, die nach Belieben gefuttert wurden, wie in Fig. 8A dargestellt.

Wirkung des Fettkonsums auf die UCP4-mRNA-Expression

[0215] In einer zweiten Studie wurden vier Wochen alte, mannliche Mause (A/J oder C57BL/6J; Jackson
Labs, Bar Harbor, ME) untersucht, um bei den untersuchten M&ausen die Wirkung einer Ernahrung mit hohem
und niedrigem Fettgehalt auf die UCP4-mRNA-Produktion zu untersuchen. Von A/J-Mausen wurde gezeigt,
dass sie bei einer Erndhrung mit hohem Fettgehalt "gegen Fettleibigkeit resistent" waren im Vergleich zu "zu
Fettleibigkeit neigenden" C57BL6/J (siehe Surwit et al., s. 0.). Dies kann auf eine geringere metabolische Leis-
tungsfahigkeit im A/J-Stamm zuritickzufiihren sein — d. h. sie nehmen scheinbar pro aufgenommener Kalorie
weniger Kalorien zu.

[0216] Die Mause wurden im Alter von vier Wochen erhalten und wurden sofort entweder nach einem Ernah-
rungsplan mit geringem Fettgehalt oder nach einem Erndhrungsplan mit hohem Fettgehalt ernahrt (Research
Diets, Inc., New Brunswick, New Jersey), die jenen nachempfunden waren, die von Surwit et al., Metabolism
44 (5), 645-651 (1995), formuliert wurden, enthaltend 11% bzw. 58% Fett (% Kalorien). Die Tiere wurden fiur
etwa 3 Wochen (22-23 Tage nach Erndhrungsplan) nach Belieben gefiittert. AnschlieRend wurden sie getotet,
und ihre Gewebe wurden wie oben beschrieben geerntet. Eine quantitative RT-PCR wurde fir das Gehirnge-
webe gemal den oben beschriebenen Verfahren durchgefiihrt, und die Menge an im Gehirngewebe produ-
zierter UCP4-mRNA wurde quantifiziert. Statistische Unterschiede in den Gruppen wurden unter Verwendung
der geschitzten Analyse der geringsten signifikanten Unterschiede nach Fisher bestimmt (L. Ott, An Introduc-
tion to Statistical Methods and Data Analysis, 3. Auflage, PWS-Kent Publishing Co., Boston (1988)). Die Daten,
die in den Fig. 9A bis 9D dargestellt sind, stellen Mittelwerte +/- SEM dar.
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[0217] Fig. 9A zeigt das UCP4-mRNA-Vorkommen im Gehirngewebe von A/J-Mausen, die nach einem Er-
nahrungsplan mit niedrigem Fettgehalt gefuttert wurden, und Fig. 9B veranschaulicht das UCP4-mRNA-Vor-
kommen im Gehirngewebe von A/J-Mausen, die nach einem Ernahrungsplan mit hohem Fettgehalt gefittert
wurden. Fig. 9C veranschaulicht das UCP4-mRNA-Vorkommen im Gehirngewebe von C57BL6/J-Mausen, die
nach einem Ernahrungsplan mit niedrigem Fettgehalt gefluttert wurden, und Fig. 9D veranschaulicht das
UCP4-mRNA-Vorkommen im Gehirngewebe von C57-BL6/J-Mausen, die nach einem Ernahrungsplan mit ho-
hem Fettgehalt gefiittert wurden.

Wirkung von Temperaturbelastung auf UCP4

[0218] In einer dritten Studie wurden mannliche Mause (FVB-N; Taconic, Germantown, New York) untersucht,
um die Wirkung des Aussetzens der Mause gegeniiber Temperaturbelastung zu evaluieren. Typischerweise
fuhrt ein Aussetzen gegenliber Kalte bei Nagetieren zu einer Erhéhung des Stoffumsatzes. Dieser metaboli-
sche Anstieg kann dazu dienen, den Erhalt einer stabilen Kérpertemperatur zu unterstiitzen. Trotzdem verrin-
gert eine Warme-Akklimation, die als chronische Exposition gegenuber Temperaturen innerhalb der murinen
thermoneutralen Zone (etwa 30-35°C) definiert ist, den Stoffumsatz (Klaus et al., Am. J. Physiol. 274,
R287-R293 (1998)).

[0219] Die Mause in dieser Studie waren zu zweit in einem Kafig untergebracht und wurden nach dem Zufall-
sprinzip den folgenden Gruppen zugewiesen: einer Kontrollgruppe (bei 22°C 3 Wochen lang untergebracht),
einer an Warme akklimatisierten Gruppe (bei 33°C 3 Wochen lang untergebracht), einer Gruppe mit verringer-
tem Nahrungsangebot (bei 22°C 3 Wochen lang untergebracht, jedoch taglich Zugang zu der durchschnittli-
chen Menge an Nahrung, die von den an Warme akklimatisierten Mausen am Tag zuvor verzehrt worden war),
und einer Kalte ausgesetzten Gruppe (bei 22°C 3 Wochen lang untergebracht, bevor mit dem Aussetzen ge-
genulber 4°C begonnen wurde). Bei den Kalte ausgesetzten Mausen wurden die Mause, beginnend am Mor-
gen, 4°C ausgesetzt, indem sie 1, 6, 24 oder 48 Stunden vor dem Toéten der Mause und Gewinnung der Ge-
webe in einem Raum mit 4°C platziert wurden.

[0220] Im Alter von sechs Wochen wurden die Mause getétet und die Gewebe gewonnen. Es wurde gemaf
den oben definierten Verfahren eine quantitative RT-PCR fur das Gehirngewebe durchgefihrt, und die Menge
der im Gehirn produzierten UCP4-mRNA wurde quantifiziert. Statistische Unterschiede in den Gruppen wur-
den unter Verwendung der geschitzten Analyse der geringsten signifikanten Unterschiede nach Fisher be-
stimmt (L. Ott, An Introduction to Statistical Methods and Data Analysis, 3. Auflage, PWS-Kent Publishing Co.,
Boston (1988)). Die Daten, die in den Fig. 10A bis 10G dargestellt sind, stellen Mittelwerte +/- SEM dar. Ein
Sternchen zeigt einen statistischen Unterschied von zumindest p < 0,05 an.

[0221] Fig. 10A zeigt das UCP4-mRNA-Vorkommen in der Kontrollgruppe der Mause. Die Fig. 10B bis 10E
veranschaulichen das UCP4-mRNA-Vorkommen in der Gruppe von Mausen, die fur 1, 6, 24 bzw. 48 Stunden
Kélte ausgesetzt waren. Fig. 10F veranschaulicht das UCP4-mRNA-Vorkommen bei der Gruppe von Mausen
mit verringertem Nahrungsangebot, und Fig. 10G veranschaulicht das UCP4-mRNA-Vorkommen bei einer an
Warme akklimatisierten Gruppe von Mausen.

[0222] Die Fig. 10B bis 10E zeigen alle eine Zunahme der UCP4-mRNA-Expression bei den Kélte ausgesetz-
ten Mausen im Vergleich zu der in Fig. 10A gezeigten Kontrollgruppe. Die Fig. 10F und 10G zeigen keinen
ahnlichen Anstieg der UCP4-mRNA-Expression bei den Mausen mit verringertem Nahrungsangebot bzw. den
an Warme akklimatisierten Mausen im Vergleich zu der in Fig. 10A gezeigten Kontrollgruppe.

Hinterlegung von Material

[0223] Die folgenden Materialien wurden bei der American Type Culture Collection, 10801 University Blvd.,
Manassas, VA 20110-2209, USA (ATCC), hinterlegt:

Material ATCC-Hinterlegungsnr. Hinterlegungsdatum
DNA77568-1626 203134 18. August 1998

[0224] Diese Hinterlegung erfolgte unter den Bestimmungen des Budapester Vertrags Uber die internationale
Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen fir die Zwecke von Patentverfahren sowie unter den dar-
unter fallenden Regelungen (Budapester Vertrag). Dadurch wird der Erhalt einer lebensfahigen Hinterlegungs-
kultur fir eine Zeitspanne von 30 Jahren ab dem Hinterlegungsdatum sichergestellt. Die Hinterlegung wird von
der ATCC unter den Bedingungen des Budapester Vertrags verfigbar gemacht und unterliegt einem Abkom-
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men zwischen Genentech, Inc. und der ATCC, das die dauerhafte und uneingeschrankte Verfigbarkeit der
Nachkommenschaft der Hinterlegungskultur fiir die Offentlichkeit nach der Erteilung des einschlagigen US-Pa-
tents oder nach der Offenlegung einer beliebigen US- oder auslandischen Patentanmeldung fiir die Offentlich-
keit sicherstellt, welche auch immer zuerst vorliegt, sowie die Verfiigbarkeit der Nachkommenschaft fir jeman-
den, der vom Préasidenten des US-Patentamts nach 35 USC '122 und den entsprechenden Bestimmungen des
Prasidenten gemaf (unter anderem 37 CFR '1.14 mit besonderem Verweis auf 886 OG 638) als dazu berech-
tigt bestimmt wurde, sicherstellt.

[0225] Der Zessionar der vorliegenden Anmeldung hat zugestimmt, dass, sollte eine Kultur der hinterlegten
Materialien bei Zucht unter geeigneten Bedingungen absterben oder verloren gehen oder zerstért werden, die
Materialien nach Benachrichtigung umgehend durch andere desselben Typs ersetzt werden. Die Verfiigbarkeit
des hinterlegten Materials ist nicht als Lizenz zur Durchfiihrung der Erfindung entgegen den Rechten auszule-
gen, die unter der Autoritat einer Regierung in Einklang mit ihren Patentgesetzen erteilt wurden.
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aggaaggctt
cacgtagtgt
ggttgtgttt
tcattggagg
actgacctag
aggaaaacca
tagctgaagg
caaagagcag
gaaacactac

acggtttatc
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g gt

v v

Thr ,Thi,
o;Zlbg

Thr Pro Leu Glu

225

Cys Ser Gly Leu

Ile Lys

Gly Leu

Gln Gly

Trp Leu

Glu Lys

tgtcecgtcec
ccccgagcega
gctagcaacce
gagaagcagc
tataggggaa
tctaaagctt
attctggagg
ggcaaaagtg
gatgatggct
tgaaggttca
ttgcgattte
aggaatacga
cactggtgaa
ttggtattga

aagtttatgt

240

Ser Arg

255

Leu Tyr

270

Glu Gly

285

Arg Met

300

Ile Arg

315

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750
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ccagalgata caat&aaads BOO -
° k4 G L] = - . N

tvz~. ¥

aggaagggéa cttttgtata 850

ttcaaggtga aggattcatg 900

ctgagaatga ccccttggtc 950

cagagagatg agtggagtca 1000

cacactggc 1039

cgteccocggag
gagcgagcaa
gcaacecttte
agcagctctt

ggggaatggt

aagctttgge

\bctggactgg tagcttctat tctgggaaca
cagaataatg aatcaaccac gagataaaca
aatcatcgac tgactgcttg attcaggctg
agtctatata aaggcttttt accatcttgg
aatggtgttc tggcttactt atgaaaaaat
gtccatttta agaattctgc agatatccat
<210> 3
<211> 31
<212> DNA
<213> kunstlich
<220>
<223> kanstliche Sequenz 1-31
<400> 3
cgcggatccc gttatcgtct tgcgctactg c 31
<210> 4
<211> 34
<212> DNA
<213> kiinstlich
<220> A
<223> kunstliche Sequenz 1-34
<400> 4
gcggaattct taaaatggac tgactccact catc 34
<210> 5
<211> 1248
<212> DNA
<213> kunstlich
<220>
<223> kunstliche Sequenz 1-1248
<220>
<221> unbekannt
<222> 1231
<223> unbekannte Base
<400> 5
cgttatcgtc ttgcgctact gctgaatgtce
ggcttttgee gectgaceccag agatggcecccec
tecggetgeg cggctaccgt ggccgagcta
cacaaaaact cgactccaaa tgcaaggaga
gagacggtgc aagagaatct gccccctata
ctagggatca ttgaagagga aggctttcta
acccgceeatt tacagacacg tagttattte

tggaggtcga
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gaggaggaga
attccﬁactg
ccctggatcet
gcteggttgg
gcgcacagcc
aaggagtgac

atggtcacat

50

100

150

200

250

300

350



ébgaacatct
ccectttgga
gtttttagee
gaaaaaggaa
gcatttgcaa
ctgggtacce
ccacttatga
gacaatatca
ttctattctg
aaccacgaga
tgcttgattc
ctttttacca
ttacttatga
cctaaagatg
ggcatctgca
ctattccaca
aaacccaagt

gatctcacaa

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 6

ccgagaggtt

aatcagtcat

‘aatccaactg

actggaagga
aaatcttagc
aatatacaaa
tacagtgaaa
tgactcacgg
ggaacaccag
taaacaagga
aggctgttca
tcttggctga
aaaaatcaga
caacécttaa
acacataccc
gagactgatt
tctctttgac

ggccatccaa

58
DNA
kiinstlich

DE 699 37 644 T2 2008.10.30

gtgtttggca aaagtggfagh® tgahcdttat ado ¢ ¢”,
. : - - _ _ - ] >

tggagggatg
acctagtgaa
aaaccattgc
tgaaggagga
gagcagcact
cactacttgg
tttatcaagt
ccgatgtcat
aggggacttt
aggtgaagga
gaatgacccc
gagatgagtg
agatacagtg
cctattattt
tatagggggc

tcctettttt

atggctggtg ttattggcca 450

*a

ggttcagatg caaatggaag 500

gatttcgtgg
atacgaaggc
ggtgaatatg
tattgaatac
tratgttcty
caaaagcaga
tgtataaatc
ttcatgagtc
ttggtcaatg
gagtcagtcc
ttcagtatta
ctacctcttt
agcactttat

gtccaaaagt

tgagaccceg nacagcattt

kiinstliche Sequenz 1-58

tgtacatcat
tttgggcagg
ggagatttaa
accacttgag
gactggtagc
ataatgaatc
atcgactgac
tatataaagg
gtgttctggc
attttaaacc
ttgaaatatg
aggaagacac
ttttttctgg

gatctggtcg

550

600

650

700

750

800

850

900

2950

1000

1050

1100

1150

1200

tctaaaga 1248

cgcggatceg aaatggacta caaggacgac gatgacaagt cegtcccgga 50

ggaggagg 58

<210> 7

<211> 35

<212> DNA

<213> kinstlich

<220>

<223> kiinstliche Sequenz 1-35
<400> 7

gcgaagcttg ccatggttgg actgaagcct tcaga 35
<210> 8

<211> 33

<212> DNA
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<213> kunstlich

<220>

<223> kinstliche Sequenz 1-33
<400> 8

cgcgaattct caaaacggtg attcccgtaa cat 33
<210> 9

<211> 61

<212> DNA

<213> kunstlich

<220>

<223> kunstliche Sequenz 1-61
<400> 9 '

gcgaagcettg ccatggacta caaggacgac gatgacaagg ttggactgaa 50

gccttcagac g 61

<210> 10
<211> 19
<212> DNA
<213> kunstlich
<220> :
<223> kunstliche Sequenz 1-19
<400> 10
aatgcctatc gccgaggag 19
<210> 11
<211> 20
<212> DNA
<213> kanstlich
<220>
<223> kunstliche Sequenz 1-20
<400> 11
gtaggaactt gctcgtccgg 20
<210> 12
<211> 22
<212> DNA
<213> kanstiich
<220>
<223> konstliche Sequenz 1-22
<400> 12
tgctcgeget cacgcagaga tg 22
<210> 13
<211> 24
<212> DNA
<213> knstlich
<220>

<223> kiinstliche Sequenz 1-24
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<400> 13
gaaatcgtgc gtgacatcaa agag 24
<210> 14
<211> 23
<212> DNA
<213> kinstlich
<220>
<223> kinstliche Sequenz 1-23
<400> 14
ctccttctge atcctgtcag caa 23
<210> 15
<211> 22
<212> DNA
<213> kunstlich
<220>
<223> kunstliche Sequenz 1-22
<400> 15
cggtteccgat gececctgagge te 22
<210> 16
<211> 307
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 16
Met Gly Gly Leu Thr Ala Ser Asp Val His Pro
1 5 10

Gln Leu Phe Ser Ala Pro Ile Ala Ala Cys Leu
20 25

Thr Phe Pro Leu Asp Thr Ala Lys Val Arg Leu
35 40

Glu Cys Pro Thr Ser Ser Val Ile Arg Tyr Lys
50 55

Thr Ile Thr Ala Val Val Lys Thr Glu Gly Arg
65 70

Ser Gly Leu Pro Ala Gly Leu Gln Arg Gln Ile
80 85

Leu Arg Ile Gly Leu Tyr Asp Thr Val Gln Glu
95 100

Gly Lys Glu Thr Ala Pro Ser Leu Gly Ser Lys
110 115

Leu Thr Thr Gly Gly Val Ala Val Phe Ile Gly
125 130

Val val Lys Val Arg Leu Gln Ala Gln Ser His
140 145

Lys Pro Arg Tyr Thr Gly Thr Tyr Asn Ala Tyr
155 160
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Thr

Ala

Gln

Gly

Met

Ser

Phe

Ile

Gln

Leu

Arg

Leu

Asp

Val

Val

Lys

Ser

Leu

Leu

Pro

His

Ile

Gly

val

Gln

Leu

Leu

Ala

Thr

Ala

Thr

Gly

Ile

val
15

Ile
30

Gly
45

Gly
60

Tyx
75

Ser
90

Ala
105

Gly
120

Glu
135

Ile
150

Ala
165



Thr Thr
Leu Met
Asp Leu
Asp Val
Ala Thr
Ile Asn
Met Lys
Leu Val
Phe val

Gln Thr

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

<400>
Met Val

1
Lys Phe
Thr Phe
Glu Ser
Gly val
Arg Ser
Ser Phe

Phe Tyr

Leu Ala

DE 699 37 644 T2 2008.10.30

Glu Gly Leu Thr
170

AArg Ser val Ile

185

Met Lys Glu Ala
200

Pro Cys His Leu
215

Ala Met Ser Ser
230

Ser Pro Pro Gly
245

val Phe Thr Asn
260

Pro Ser Phe Leu
275

Cys Phe Glu Gln
290

Met Asp Cys Ala
305

17

309

PRT

Homo sapiens

17

Gly Phe Lys RAla
S

Leu Gly Ala Gly
20

Pro Leu Asp Thr
35

Gln Gly Pro Val
50

Met Gly Thr Ile
65

Leu Tyr Asn Gly
80

Ala Ser Vval Arg
95

Thr Lys Gly Ser
110

Gly Ser Thr Thr
125

Gly Leu Trp Lys Gly

Ile

Phe

val

Pro

Gln

Glu

Axrg

Leu

Thr
307

Thr

Thr

Ala

Arg

Leu

Leu

Ile

Glu

Gly

Asn Cys

Val Lys

Ser Ala

Val Asp

Tyr Lys

Gly Pro

Leu Gly

Lys Arg

Asp Val

Ala Ala

Lys Val

Ala Thr

Thr Met

val Ala

Gly Leu

His Ala

Ala Leu

175

Thr Glu
190

Asn Asn
205

Leu Ile
220

val val
235

Ser Val
250

Thr Ala
265

Ser Trp
280

Glu Leu
295

Pro Pro
10

Cys Ile
25

Arg Leu
40

Val Ser
55

Val Arg
70

Gly Leu
85

Tyr Asp
100

Ser Ile
115

Ala val
130
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Thr Thr Pro Asn

Leu

Ile

Ala

Lys

Pro

Phe

Asn

Ser

Thr

Ala

Gln

Ala

Thr

Gln

Ser

Gly

Ala

val

Leu

Gly

Thrx

Asn

Phe

val

Lys

Ala

Asp

Ile

Gln

Glu

Afg

Val

Ser

val

Thr

Ala

Phe

Arg

Cys

Lys

Ile

Ser

Thr

Leu

Gln

Tyr

Gly

Gln

Lys

Arg

Ala

180

Tyr
1958

Asp
210

Cys
225

Phe
240

Ala
255

Gly
270

Met
285

Arg
300

Val
15

Ile
30

Gly
45

Arg
60

Pro
75

Met
90

Gln
105

Leu
120

Gln
135
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Pro Thr Asp Val Val Lys Val Arg Phe Gihedle Gln alasihvg Ada™ ..
140 145 150

Gly Gly Gly Arg Arg Tyr Gln Ser Thr Val Asn Ala Tyr Lys Thr
155 160 165

Ile Ala Arg Glu Glu Gly Phe Arg Gly Leu Trp Lys Gly Thr Ser

170 175 180
Pro Asn Val Ala Arg Asn Ala Ile Val Asn Cys Ala Glu Leu Val
185 190 195
Thr Tyr Asp Leu Ile Lys Asp Ala Leu Leu Lys Ala Asn Leu Met
200 205 210
Thr Asp Asp Leu Pro Cys His Phe Thr Ser Ala Phe Gly Ala Gly
215 220 228
Phe Cys Thr Thr val Ile Ala Ser Pro Val Asp Val Val Lys Thr
230 235 240
Arg Tyr Met Asn Ser Ala Leu Gly Gln Tyr Ser Ser Ala Gly His
245 250 255
Cys Ala Leu Thr Met Leu Gln Lys Glu Gly Pxo Arg Ala Phe Tyr
260 265 270
Lys Giy éhe Met Pro Ser Phe Leu Arg Leu Gly Ser Trp Asn Val
275 280 285
Val Met Phe val Thr Tyr Glu Gln Leu Lys Arg Ala Leu Met Ala
290 295 300
Ala Cys Thr Ser Arg Glu Ala Pro Phe
305 309
<210> 18
<211> 300
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 18
Met Ala Val Lys Phe Leu Gly Ala Gly Thr Ala Ala Cys. Phe Ala
1 5 10 15

Asp Leu Val Thr Phe Pro Leu Asp Thr Ala Lys Val Arg Leu Gln
20 25 30

Ile Gln Gly Glu Asn Gln Ala Val Gln Thr Ala Arg Leu val Gln
35 40 - 45

Tyr Arg Gly Val Leu Gly Thr XIle Leu Thr Met Val Afg Thr Glu
50 SS 60

Gly Pro Cys Ser Pro Tyr Asn Gly Leu Val Ala Gly Leu Gln Arg
65 70 75

Gln Met Ser Phe Ala Ser Ile Arg Ile Gly Leu Tyr Asp Ser Val
80 85 90

Lys Gln Val Tyr Thr Pro Lys Gly Ala Asp Asn Ser Ser Leu Thr
g5 100 105
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Thr Arg Ile Leu Ala Gly Cys Thr Thr Gly Ala Met Ala Val Thr
110 115 120

Cys Ala Gln Pro Thr Asp Val Val Lys Val Arg Phe Gln Ala Ser
125 130 135

Ile His Leu Gly Pro Ser Arg Ser Asp Arg Lys Tyr Ser Gly Thr
140 145 150

Met Asp Ala Tyr Arg Thr Ile Ala Arg Glu Glu Gly Val Arg Gly
155 160 165

Leu Trp Lys Gly Thr Leu Pro Asn Ile Met Arg Asn Ala Ile Val
170 175 180

Asn Cys Ala Glu Val Val Thr Tyr Asp Ile Leu Lys Glu Lys Leu
185 190 1385

Leu Asp Tyr His Leu Leu Thr Asp Asn Phe Pro Cys His Phe Val
200 205 210

Ser Ala Phe Gly Ala Gly Phe Cys Ala Thr Val Val Ala Ser Pro
215 220 225

Val Asp Val Val Lys Thr Arg Tyr Met Asn Ser Pro Pro Gly Gln
230 . 235 240

Tyr Phe Ser Pro Leu Asp Cys Met Ile Lys Met Val Ala Gln Glu
245 250 255

Gly Pro Thr Ala Phe Tyr Lys Gly Phe Thr Pro Ser Phe Leu Arg
260 . 265 270

Leu Gly Ser Trp Asn Val Val Met Phe Val Thr Tyr Glu Gln Leu
275 280 285

Lys Arg Ala Leu Met Lys Val Gln Met Leu Arg Glu Ser Pro Phe
290 295 300

Patentanspriiche

1. Isoliertes Nucleinsduremolekil, umfassend:
(a) fur ein UCP4-Polypeptid kodierende DNA mit einer Sequenzidentitadt von zumindest 80% mit einem Nucle-
insduremolekdl, das fur die Sequenz der Aminosaurereste von 1 bis 323 aus Fig. 1 kodiert (Seq.-ID Nr. 1);
(b) das Komplement des DNA-Molekils aus (a);
(c) fur ein UCP4-Polypeptid mit einer Sequenzidentitat von zumindest 80% mit der Sequenz der Aminosaure-
reste von 1 bis 323 aus Fiqg. 1 (Seq.-ID Nr. 1) kodierende DNA; oder
(d) das Komplement des DNA-Molekils aus (c).

2. Isoliertes Nucleinsduremolekil nach Anspruch 1, umfassend die Sequenz an Nucleotiden von 40 bis
1011 aus Eia. 2 (Seq.-ID Nr. 2).

3. Isoliertes Nucleinsduremolekil nach Anspruch 1, umfassend die Nucleotidsequenz aus Fig. 2 (Seq.-ID
Nr. 2).

4. |soliertes Nucleinsduremolekl nach Anspruch 1, worin das Nucleinsduremolekl fur ein UCP4-Polypep-
tid kodierende DNA umfasst und an das Komplement der Nucleinsaure, die Nucleotide von 40 bis 1011 aus
Fig. 2 (Seq.-ID Nr. 2) umfasst, unter Bedingungen hybridisiert, die 50% Formamid, 5 x SSC (0,75 M NacCl,
0,075 M Natriumcitrat), 50 mM Natriumphosphat (pH 6,8), 0,1% Natriumpyrophosphat, 5 x Denhardt-L6sung,
beschallte Lachsspermien-DNA (50 g/ml) (richtig: 50 pg/ml), 0,1% SDS und 10% Dextransulfat bei 42°C um-
fassen, mit Waschschritten bei 42°C in 0,2 x SSC (Natriumchlorid/Natriumcitrat) und 50% Formamid bei 55°C,
gefolgt von einem Waschschritt mit hoher Stringenz, bestehend aus 0,1 x SSC, enthaltend EDTA, bei 55°C.

5. Isoliertes Nucleinsauremolekil nach Anspruch 1, umfassend DNA mit einer Sequenzidentitat von zu-
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mindest 80% mit (a) einem DNA-Molekdl, das fir dasselbe reife Polypeptid kodiert, das von der cDNA in der
ATCC-Hinterlegungsnr. 203134 kodiert wird (DNA 77568-1626), oder (b) dem Komplement des DNA-Molekiils
aus (a).

6. Isoliertes Nucleinsduremolekil nach Anspruch 5, umfassend DNA, die fiir dasselbe reife Polypeptid ko-
diert, das von der cDNA in der ATCC-Hinterlegungsnr. 203134 kodiert wird (DNA 77568-162G) (richtig DNA
77568-1626).

7. lIsoliertes Nucleinsauremolekil nach Anspruch 1, umfassend (a) DNA, die fiir ein Polypeptid kodiert, das
die Sequenz der Aminosaurereste von 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) umfasst, oder (b) das Komplement
der DNA aus (a).

8. Vektor, umfassend die Nucleinsadure nach Anspruch 1.

9. Vektor nach Anspruch 8, operabel an Kontrollsequenzen gebunden, die von einer Wirtszelle erkannt
werden, die mit dem Vektor transformiert wurde.

10. Wirtszelle, umfassend den Vektor nach Anspruch 9.

11. Wirtszelle nach Anspruch 10, wobei, es sich bei der Zelle um eine CHO-Zelle handelt.
12. Wirtszelle nach Anspruch 10, wobei es sich bei der Zelle um eine E.-coli-Zelle handelt.
13. Wirtszelle nach Anspruch 10, wobei es sich bei der Zelle um eine Hefe-Zelle handelt.

14. Verfahren zur Herstellung eines UCP4-Polypeptids, umfassend das Ziichten der Wirtszelle nach An-
spruch 10 unter Bedingungen, die fur die Expression des UCP4-Polypeptids geeignet sind, sowie das Gewin-
nen des UCP4-Polypeptids aus der Zellkultur.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Verfahren Folgendes umfasst: (i) das Hybridisieren eines
Test-DNA-Molekiils unter Bedingungen, die 50% Formamid, 5 x SSC (0,75 M NaCl, 0,075 M Natriumcitrat), 50
mM Natriumphosphat (pH 6,8), 0,1% Natriumpyrophosphat, 5 x Denhardt-Lésung, beschallte Lachsspermi-
en-DNA (50 g/ml) (richtig: 50 pg/ml), 0,1% SDS und 10% Dextransulfat bei 42°C umfassen, mit Waschschritten
bei 42°C in 0,2 SSC (Natriumchlorid/Natriumcitrat) und 50% Formamid bei 55°C, gefolgt von einem Wasch-
schritt bei hoher Stringenz, bestehend aus 0,1 x SSC, enthaltend EDTA, bei 55°C, an (a) ein DNA-Molekiil,
das flr ein UCP4-Polypeptid, umfassend die Sequenz an Aminosaureresten von 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID
Nr. 1), kodiert, oder (b) das Komplement des DNA-Moleklils aus (a) und, falls das Test-DNA-Molekiil eine Se-
quenzidentitat von zumindest etwa 80% mit (a) oder (b) aufweist, (ii) das Zichten einer Wirtszelle, umfassend
das Test-DNA-Molekul, unter Bedingungen, die fur die Expression des Polypeptids geeignet sind, sowie (iii)
das Gewinnen des Polypeptids aus der Zellkultur.

16. Isoliertes UCP4-Polypeptid, das von der DNA nach Anspruch 1 kodiert wird.

17. Isoliertes UCP4-Polypeptid, umfassend ein Polypeptid mit einer Sequenzidentitat von zumindest 80%
mit der Sequenz der Aminosaurereste von 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1).

18. Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 17, umfassend Aminosaurereste von 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID
Nr. 1).

19. lIsoliertes UCP4-Polypeptid nach Anspruch 17, worin das UCP4-Polypeptid vom cDNA-Insert des Vek-
tors kodiert wird, das als ATCC-Hinterlegungsnr. 203134 (DNA 77568-1626) hinterlegt ist.

20. Isoliertes UCP4-Polypeptid nach Anspruch 17, bestehend im Wesentlichen aus den Aminosaureresten
1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1).

21. Isoliertes UCP4-Polypeptid nach Anspruch 17, bestehend aus den Aminosaureresten 1 bis 323 aus
Eig. 1 (Seq.-ID Nr. 1).

22. Chimares Molekiil, umfassend ein UCP4-Polypeptid nach Anspruch 16 und an eine heterologe Amino-
sauresequenz fusioniert.
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23. Chimares Molekll nach Anspruch 22, wobei die heterologe Aminosauresequenz eine Epitop-Markie-
rungssequenz ist.

24. Chimares Molekil nach Anspruch 22, wobei die heterologe Aminosauresequenz eine Fc-Region eines
Immunglobulins ist.

25. Antikorper, der spezifisch an ein UCP4-Polypeptid mit einer Sequenzidentitat von zumindest 80% mit
der Sequenz der Aminosaurereste von 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) bindet.

26. Antikoérper nach Anspruch 25, wobei der Antikdrper ein monoklonaler Antikdrper ist.

27. Verfahren zur Modulation des Stoffumsatzes in einer Saugetierzelle in vitro, umfassend den Schritt des
Hinaufregulierens oder des Hinabregulierens der UCP4-Polypeptidaktivitat in der Saugetierzelle, wobei das
UCP4-Polypeptid eine Sequenzidentitat von zumindest 80% mit der Sequenz der Aminosaurereste von 1 bis
323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) aufweist.

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die Hinaufregulation der UCP4-Polypeptidaktivitat eine Erhéhung
des Stoffumsatzes bei einem fettleibigen Saugetier stimuliert.

29. Verfahren zur Durchfihrung eines In-vitro-Screening-Tests zur Identifikation eines Molekuls, das die
Expression eines UCP4-Polypeptids mit einer Sequenzidentitat von zumindest 80% mit der Sequenz der Ami-
nosaurereste von 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) verbessert oder hinaufreguliert oder verringert oder hin-
abreguliert, umfassend die Schritte des Aussetzens einer Saugetierzell- oder Saugetiergewebsprobe, von der
angenommen wird, sie wirde UCP4 umfassen, gegenliber einem Kandidatenmolekil und das anschlieliende
Analysieren der Expression von UCP4 in der Probe.

30. Verfahren nach Anspruch 29, weiters umfassend den Schritt der Analyse des mitochondrialen Memb-
ranpotentials in der Probe.

31. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das UCP4-Polypeptid die Aminosaurereste 1 bis 323 aus Fig. 1
(Seq.-ID Nr. 1) umfasst.

32. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die Probe menschliches Gehirngewebe umfasst.

33. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das Kandidatenmolekdil ein kleines Molekill ist, das eine syntheti-
sche organische oder anorganische Verbindung umfasst.

34. Verfahren zur Detektion der In-vitro-Expression von UCP4-Polypeptid mit einer Sequenzidentitat von
zumindest 80% mit der Sequenz der Aminosaurereste 1 bis 323 aus Fig. 1 (Seq.-ID Nr. 1) in einer Saugetier-
zell- oder Saugetiergewebsprobe, umfassend das Kontaktieren einer Saugetierzell- oder Saugetiergewebs-
probe mit einer DNA-Sonde sowie das Analysieren der Expression von UCP4-mRNA-Transkript in der Probe.

35. Verfahren nach Anspruch 34, wobei es sich bei der Probe um menschliches Gehirngewebe handelt.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

I "Old

JASADSATANAALTMIANSMALINYIMS

JLEOMATSINHOTODAVOITOALSSIA TIOUODIAIIONINRISHIAAVILOTISVATOSD
ASSTOHLWINATTILNTATAHNALIALLTADNWNATY VIOINdAMO VM TIOWODIVIDIV
JVHHAOUIY IOIDT T IO TNONOAIATALINV TIODIADVININDDIASAM Td AHIAISH
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OTIVIVVIDONO TILNLTATdALYIAVALYVIOS TS VIdMIOL Td TTIFIIIIASIN
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¢ Old

ODDLIVIVILVIILVLIVOVIOLIOLLVVOVVLLLLVYOOLOV
JLOVOOLOVOILYOHVOVOVILYVVYVVOLV.LLOVLLIODLILLOLOOLYVILOOLLIDIOV
DIVVOVOLIOOLIJLYIIOVLLLLLODOVYVLIVLIVLILOVOLYIOLLYOOVYOLOOVVOLLO
LODOVILLVDLLIDLOVOLIVOILVILVVVLVLIOLLLLDVODDOVVOOVVIVVVIVOVDID
VIOVVILVVOLYVIVYDVIOVVVVILVILOLYOIIDVIIVIVVOODLOLLVIOLLODVLD
DLOVOOLIOLLOLY.LLIOVYILV.LLLODDOVILIVOLVILVLYVIOVOOVOLLOVOOVOVIVVY
DLLV.LODLLOVIJVIVVVOLOVIOVLYOLVLLIOVIIVVLLLYOVODDLIVLIVYOLODLOVID
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