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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein die Identifizierung und Isolierung von neuen, hierin als
DNA47361 bezeichneten DNAs, und die rekombinante Produktion neuer menschlicher (als PRO385 bezeich-
neter) Toll-Homologe, fiir welche diese DNAs kodieren.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Membrangebundene Proteine und Rezeptoren kénnen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung, Diffe-
renzierung und Erhaltung vielzelliger Organismen spielen. Das Schicksal vieler individueller Zellen, z. B. die
Vermehrung, Migration, Differenzierung oder Wechselwirkung mit anderen Zellen ist typischerweise von Infor-
mationen bestimmt, die von anderen Zellen und/oder aus der unmittelbaren Umgebung erhalten werden. Diese
Informationen werden haufig von sekretierten Polypeptiden (beispielsweise mitogenen Faktoren, Uberlebens-
faktoren, zytotoxischen Faktoren, Differenzierungsfaktoren, Neuropeptiden und Hormonen) Ubertragen, die
dann wieder von verschiedenen Zellrezeptoren oder membrangebundenen Proteinen erhalten und interpretiert
werden. Derartige membrangebundene Proteine und Zellrezeptoren umfassen, sind jedoch nicht einge-
schrankt auf Cytokinrezeptoren, Rezeptorkinasen, Rezeptorphosphatasen, an Zell-Zell-Wechselwirkungen
beteiligte Rezeptoren und Zelladhasionsmoleklle, wie z. B. Selectine und Integrine. Zum Beispiel wird die
Ubertragung von Signalen, die Zellwachstum und Differenzierung regulieren, zum Teil durch Phosphorylierung
verschiedener Zellproteine reguliert. Proteintyrosinkinasen — Enzyme, die diesen Prozess katalysieren — kon-
nen ebenfalls als Wachstumsfaktorrezeptoren agieren. Beispiele umfassen Fibroblastenwachstumsfaktor-Re-
zeptor und Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor.

[0003] Membrangebundene Proteine und Rezeptormolekiile haben verschiedene industrielle Anwendungs-
moglichkeiten, einschliellich als pharmazeutische und diagnostische Mittel. Rezeptor-lmmunoadhasine kon-
nen beispielsweise als therapeutische Mittel eingesetzt werden, um die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zu
blockieren. Die membrangebundenen Proteine kénnen auflerdem fir das Screening von potentiellen Pep-
tid-Inhibitoren oder kleinen Inhibitor-Molekilen der mafRgeblichen Rezeptor/Ligand-Wechselwirkung einge-
setzt werden.

[0004] Es werden von der Industrie sowie in der Wissenschaft Anstrengungen unternommen, neue native Re-
zeptorproteine zu identifizieren. Viele Anstrengungen konzentrieren sich auf das Screening von rekombinanten
Saugetier-DNA-Bibliotheken, um die kodierenden Sequenzen fir neue Rezeptorproteine zu identifizieren.

[0005] Die Klonierung des Toll-Gens von Drosophila, eines Pradeterminations-Gens, das eine zentrale Rolle
bei der Etablierung des embryonalen, dorsal-ventralen Musters spielt, ist von Hashimoto et al., Cell 52,
269-279 (1988) beschrieben worden. Das Drosophila-Toll-Gen kodiert fir ein integrales Membranprotein mit
einer extrazytoplasmatischen Domane von 803 Aminosauren und einer zytoplasmatischen Domane von 269
Aminosauren. Die extrazytoplasmatische Domane weist ein potentielles membrandurchdringendes Segment
auf und enthalt mehrere Kopien eines an Leucin reichen Segments, eines Strukturmotivs, das sich in vielen
Transmembranproteinen findet. Das Toll-Protein steuert die Bildung des dorsal-ventralen Musters in Drosophi-
la-Embryos und aktiviert den Transkriptionsfaktor Dorsal bei Bindung an seinen Liganden Spatzle. (Morisato
und Anderson, Cell 76, 677-688 (1994).) In der adulten Drosophila nimmt der Toll/Dorsal-Signalweg an der ge-
gen Pilze gerichteten Immunantwort teil. (Lenaitre et al., Cell 86, 973-983 (1996)).

[0006] Ein menschliches Homolog des Drosophila-Toll-Proteins ist von Medzhitov et al., Nature 388, 394-397
(1997) beschrieben worden. Dieses menschliche Toll ist wie das Drosophila-Toll ein Transmembranprotein des
Typs | mit einer extrazellularen Doméane bestehend aus 21 tandemwiederholten, an Leucin reichen Motiven
(an Leucin reiche Region — LRR), die durch eine Nicht-LRR-Region voneinander getrennt sind, und einer zy-
toplasmatischen Domane, die zur zytoplasmatischen Doméane des menschlichen Interleukin-1-(IL-1-)Rezep-
tors homolog ist. Eine konstitutiv aktive Mutante des menschlichen, in menschliche Zelllinien transfizierten Tolls
erwies sich als fahig, die Aktivierung von NF-kB und die Expression von NF-kB-gesteuerten Genen fiir die Ent-
ziindungs-Cytokine IL-1, IL-6 und IL-8, sowie die Expression des konstimulatorischen Molekiils B7.1, das fir
die Aktivierung nativer T-Zellen erforderlich ist, zu induzieren. Es ist vorgeschlagen worden, das Toll in Wirbel-
tieren als nicht-klonaler Rezeptor des Immunsystems fungiert, der Signale zur Aktivierung einer angeborenen
sowie einer adaptiven Immunantwort in Wirbeltieren ausldésen kann. Das von Medzhitov et al. (siehe oben) be-
schriebene menschliche Toll-Gen wurde am starksten in Milz und Peripherblut-Leukozyten (PBL) exprimiert,
und die Autoren schlugen vor, dass seine Expression in anderen Geweben auf die Gegenwart von Makropha-
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gen und dendritischen Zeilen zurtickzufihren sein kdnnten, in denen es als Frihwarnsystem fir Infektionen
agieren konnte. Die offentliche GenBank-Datenbank enthalt die folgenden Toll-Sequenzen: Tollt (DNAX#
HSU88540-1, die mit der zufallssequenzierten Volllangen-cDNA #HUMRSC786-1 identisch ist); Toll2 (DNAX#
HSU88871-1); Toll3 (DNAX# HSU88879-1); und Toll4 (DNAX# HSU88880-1, die mit der von Medzhitov et al.
(siehe oben) beschriebenen Sequenz identisch ist). Eine Toll-Teilsequenz (Toll5) ist von GenBank unter DN-
AX# HSUB88881-1 verfiigbar.

[0007] Weitere menschliche Homologe des Drosophila-Toll-Proteins, die als Toll-artige Rezeptoren
(huTLRs1-5) bezeichnet werden, wurden kurzlich kloniert und erwiesen sich als das Spiegelbild der topogra-
phischen Struktur des Drosophila-Gegenstiicks (Rock et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 588-593 (1998)).
Die Uberexpression einer konstitutiv aktiven Mutante von einem der menschlichen TLR (Toll-Protein-Homolog
— Medzhitov et al. (siehe oben); TLR4 — Rock et al. (siehe oben)) fuhrt zur Aktivierung von NF-kB und der In-
duktion der Entziindungs-Cytokine und konstimulatorischen Molekiile. Medzhitov et al. (siehe oben).

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0008] Die Anmelder haben einen neuen cDNA-Klon identifiziert, der flir neue menschliche Toll-Polypeptide
kodiert, die in der vorliegenden Erfindung als PRO285 (kodiert von DNA40021), PRO286 (kodiert von
DNA42668) und PRO358 (kodiert von DNA47361) bezeichnet werden.

[0009] In einer ihrer Ausfliihrungsformen stellt die Erfindung ein isoliertes Nucleinsauremolekil bereit, das
eine DNA umfasst, die fir ein Polypeptid kodiert, das zumindest 80% Sequenzidentitat, vorzugsweise zumin-
dest 95% Sequenzidentitat mit (a) einem DNA-Molekiil aufweist, das fir ein PRO358-Polypeptid kodiert, das
die Aminosaurereste 20 bis 811 aus Fig. 12A-B (Seq.-ID Nr. 13) aufweist, oder zum Komplement des
DNA-Molekiils. Das komplementare DNA-Molekil bleibt vorzugsweise unter zumindest maRig stringenten
und, gegebenenfalls, unter hochstringenten Bedingungen stabil an eine derartige kodierende Nucleinsaurese-
quenz gebunden.

[0010] In einer weiteren Ausfiihrungsform umfasst das isolierte Nucleinsauremolekil ein Polynucleotid, das
zumindest 95% Sequenzidentitat mit einem Polynucleotid aufweist, das fur ein Polypeptid kodiert, das die Se-
quenz der Aminosauren 1 bis 811 aus Fig. 12A-B (Seq.-ID Nr. 13) oder das Komplement des DNA-Molekiils
umfasst.

[0011] In einer speziellen Ausfiihrungsform stellt die Erfindung ein isoliertes Nucleinsduremolekdil bereit, das
DNA umfasst, die flr native PRO358-Polypeptide oder Varianten davon mit oder ohne die N-terminale Signal-
sequenz und mit oder ohne die Transmembranregionen der entsprechenden Sequenzen voller Lange kodiert.
In einem ihrer Aspekte umfasst die isolierte Nucleinsaure DNA, die fiir ein reifes, natives PRO358-Polpeptid
voller Lange kodiert, das die Aminosaurereste 1 bis 811 aus Fig. 12A-B (Seq.-ID Nr. 13) aufweist oder kom-
plementar zu einer derartigen kodierenden Nucleinsauresequenz ist. In einem weiteren Aspekt betrifft die Er-
findung ein isoliertes Nucleinsauremolekiil, das fiir ein natives PRO358-Polypeptid ohne eine N-terminale Si-
gnalsequenz kodierende DNA umfasst oder komplementar zu einer derartigen kodierenden Nucleinsaurese-
quenz ist. In noch einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung Nucleinsaure, die fir inaktivierte For-
men oder fiir Formen der nativen PRO385-Proteine voller Lange kodiert, bei denen die Transmembrandomane
deletiert ist.

[0012] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein isoliertes Nucleinsduremolekiil, das fir ein
PRO358-Polypeptid kodiert, das DNA umfasst, die an das Komplement der Nucleinsaure zwischen den Res-
ten von 111 bis einschlieRlich 2544 aus Fig. 13A-B (Seq.-ID Nr. 14) hybridisiert. Vorzugsweise ftritt die Hybri-
disierung unter stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingungen auf.

[0013] In einer weiteren Ausflihrungsform der Erfindung umfasst das isolierte Nucleinsduremolekil den am
7. November 1997 unter der ATCC-Nummer 209431 hinterlegten Klon (DNA 47361-1249).

[0014] In noch einer weiteren Ausfihrungsform stellt die Erfindung einen Vektor bereit, der DNA umfasst, die
fir PRO358-Polypeptide oder ihre in den Anspriichen dargelegten Varianten kodiert. Folglich kann der Vektor
jegliche der hierin oben definierten isolierten Nucleinsauremolekiile umfassen.

[0015] In einer besonderen Ausfiihrungsform stellt die Erfindung einen Vektor bereit, der ein Polynucleotid

umfasst, das zumindest etwa 80% Sequenzidentitat aufweist, vorzugsweise zumindest etwa 85% Sequenzi-
dentitat, noch bevorzugter zumindest etwa 90% Sequenzidentitdt, am bevorzugtesten zumindest etwa 95%
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Sequenzidentitat mit einem Polynucleotid, das fur ein Polynucletid kodiert, das die Sequenz der Aminosauren
20 bis 811 aus Fig. 12A-B (Seq.-ID Nr. 13) oder das Komplement eines solchen Polynucleotids umfasst. In
einer besonderen Ausfiihrungsform umfasst der Vektor DNA, die fir das neue Toll-Homolog (PRO358) mit oder
ohne die N-terminalen Signalsequenz (etwa Aminosauren 1 bis 19) oder eine Transmembrandomane (etwa
Aminosauren 576-595), deletierte oder inaktivierte Variante davon oder die extrazellulare Doméne (etwa Ami-
nosauren 20 bis 595) des reifen Proteins oder ein Protein kodiert, das eine beliebige dieser Sequenzen um-
fasst. Eine Wirtszelle, die einen solchen Vektor umfasst, wird ebenfalls bereitgestellt.

[0016] Eine einen derartigen Vektor enthaltende Wirtszelle wird ebenfalls bereitgestellt. Beispielhaft konnen
die Wirtszellen CHO-Zellen, E. coli oder Hefe sein.

[0017] Aufierdem wird ein Verfahren zur Herstellung von PRO358-Polypeptiden bereitgestellt und umfasst
das Kultivieren von Wirtszellen unter Bedingungen, die zur Expression von PRO358 und Gewinnung von
PRO358 aus der Zellkultur geeignet sind.

[0018] In einer weiteren Ausfiihrungsform stellt die Erfindung isolierte PRO358-Polypeptide bereit. Die Erfin-
dung stellt ein isoliertes PRO358-Polypeptid nativer Sequenz oder Varianten davon bereit. Insbesondere stellt
die Erfindung ein isoliertes PRO358-Polypeptid nativer Sequenz bereit, die in bestimmten Ausfliihrungsformen
die Aminosauresequenz umfasst, die Reste 20 bis 575 oder 20 bis 811 oder 1 bis 811 aus Fig. 12A-B (Seq.-ID
Nr. 13) umfasst.

[0019] In einer weiteren Ausfiihrungsform stellt die Erfindung Hybridmolekdle bereit, die PRO358-Polypeptide
umfassen, die an eine heterologe Polypeptid- oder Aminosauresequenz fusioniert sind. Ein Beispiel eines der-
artigen Hybridmolekiils umfasst ein PRO358-Polypeptid, das an eine Epitopmarkersequenz oder an eine
Fc-Region eines Immunglobulins fusioniert ist. Ein Beispiel eines derartigen Hybridmolekils umfasst ein
PRO358-Polypeptid (einschliel3lich seiner Varianten, bei denen das Signalpeptid und/oder die Transmembran-
domane und gegebenenfalls die intrazellulare Domane deletiert sind), das an eine Epitopmarkersequenz oder
an eine Fc-Region eines Immunglobulins fusioniert ist. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt die Fu-
sion die extrazellulare Domane von PRO285, fusioniert an eine konstante Immunglobulinregion, die zumindest
die CH2- und CH3-Domanen umfasst.

[0020] In einer weiteren Ausfiihrungsform stellt die Erfindung einen Antikorper bereit, der spezifisch an
PRO358-Polypeptide bindet. Gegebenenfalls ist der Antikdrper ein monoklonaler Antikérper. Die Erfindung
umfasst speziell Antikdrper mit Doppelspezifitaten, z. B. bispezifische Antikdrper, die mehr als ein Toll-Poly-
peptid binden.

[0021] Die Erfindung betrifft aulRerdem eine Zusammensetzung, die einen spezifisch an ein PRO358-Poly-
peptid bindenden Antikérper in Kombination mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager umfasst, sowie
die medizinischen Verwendungen derartiger Antikorper, insbesondere zur Behandlung von septischem
Schock.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0022] Fig. 1 zeigt das Expressionsmuster des menschlichen Toll-Rezeptors 2 (huTLR2) (Rock et al., siehe
oben). a. Northern-Analyse von mehreren menschlichen, mit einer TLR2-Sonde sondierten Immungeweben.
PBL, Peripherblut-Leukozyten. b. Angereicherte Expression von TLR2- in Makrophagen und transkriptionelle
Up-Regulation von TLR2 als Reaktion auf LPS. Quantitative RT-PCR wurde verwendet, um die relativen Ex-
pressionsstarken von TLR2 in PBL, T-Zellen, Makrophagen (M®) und LPS-stimulierten Makrophagen (M® +
LPS) zu ermitteln.

[0023] Fig. 2. TLR2 vermittelt LPS-induzierte Signalisierung. a. 293-Zellen, die TLR2 stabil exprimieren, er-
werben LPS-Reaktionsfahigkeit. Entweder eine Population stabiler, gD.TLR2 exprimierender Klone (293-TLR2
pop1) oder ein einzelner Klon von gD.TLR2 exprimierenden Zellen (293-TLR2-Klon 1) oder Kontrollzellen
(293-MSCV), die mit dem Expressionsvektor alleine stabil transfiziert waren, wurden mit pGL3.ELAM.tk vori-
bergehend transfiziert und dann mit 1 ug/ml 055:B5-Enhancer fir 6 Stunden mit oder ohne LBP in serumfreiem
Medium stimuliert. Die Aktivierung des ELAM-Enhancers wurde wie in den Beispielen beschrieben gemessen.
Es wurden Ergebnisse aus zwei unabhangigen Experimenten erlangt. Keine Stimulierung wurde bei Verwen-
dung des Kontroll-Reporterplasmids beobachtet, dem der ELAM-Enhancer fehlte (Daten nicht dargestellt). Die
Expression des Reporterplasmids war in unbehandelten Zellen oder in mit LBP alleine behandelten Zellen
gleich (Daten nicht dargestellt). b. Western-Blot, der die Expression von epitopmarkiertem TLR2 in 293-Zellen
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zeigt. c. Zeitverlauf der TLR2-abhangigen, LPS-induzierten Aktivierung und Translokation von NF-kB. Kernex-
trakte wurden hergestellt aus Zellen, die mit 055:B5-LPS (10 pg/ml) und LBP fiir die angegebenen Zeiten be-
handelt waren (oben), oder aus Zellen, die mit 1 yM Cycloheximid (CHX) fir 1 Stunde vorbehandelt und mit 1
pg/ml LPS fur 1 Stunde in Gegenwart von LBP in serumfreiem Medium stimuliert waren (unten). d. Wirkung
von mCD14 auf die NF-kB-Aktivierung durch TLR2. Vektor-Kontrolle (193-MSCV) oder 293-TLR2-pop1-Zellen
wurden mit dem Reporterplasmid und einem CD14-Expressionsvektor (+mCD14) bzw. Vektor-Kontrolle
(-mCD14) transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die transfizierten Zellen mit 055:B5-LPS fiir 6 Stunden in Ge-
genwart von LBP in serumfreiem Medium stimuliert. Die dargestellten Daten reprasentieren drei unabhangige
Experimente.

[0024] Fig.3. Domanenfunktion von TLR2 bei der Signalisierung. a. lllustrationen von verschiedenen
TLR2-Konstrukten. TLR2-WT, die epitopmarkierte Form von TLR2 voller Lange, TLR2-A1 und -A2 stellen eine
von 13 bzw. 141 Aminosauren am Carboxylterminus dar. CD4-TLR2, ein menschliches CD4-TLR2-Hybrid, bei
dem die extrazellulare Doméane von TLR2 durch die Aminosauren 1-205 von menschlichem CD4 ersetzt ist.
EDC, extrazellulare Domane; TM, Transmembranregion; ICD, intrazellulare Doméane. b. C-terminale Reste, die
fur die IL-1R- und TLR2-Signaltbertragung entscheidend sind. Restenummern sind an der rechten Seite jedes
Proteins dargestellt. Der Pfeil bezeichnet die Position der TLR2-A1-Trunkation. *, Reste, die fur die IL-R1-Sig-
nallibertragung entscheidend sind (Heguy et al., J. Biol. Chem. 267, 2605-2609 (1992); Croston et al., J. Biol.
Chem. 270, 16514-16517 (1995)). |, identische Aminos&ure;:, konservative Anderungen. c. TLR-R2-Varianten
sind unfahig, NF-kB als Reaktion auf LPS und LBP zu induzieren. 293-Zellen wurden vorubergehend mit
pGL3.ELAM.tk und Expressionsvektoren transfiziert, die fir TLR2 oder TLR2-Varianten voller Lange wie an-
gegeben kodieren. Die Zellen wurden auRerdem mit einem CD14-Expressionsplasmid (+mCD14) oder mit ei-
nem Kontrollplasmid (-mCD14) transfiziert. Die gleich starke Expression jedes Proteins wird mittels Wes-
tern-Blot unter Verwendung von entweder Anti-gD- oder CD4-Antikdrper bestatigt (unten). Der Luciferase-Test
wurde wie in den Beispielen beschrieben durchgefiihrt. Die Daten wurden aus Doppelexperimenten erhalten.

[0025] Fig. 4. Hohe Potenz von E. coli K12 LPS (LCD25) und seine Bindung an TLR2. a. Dosis-Reakti-
ons-Kurve verschiedener LPS-Praparate. b. Spezifische Wechselwirkung von [°H]-LPS (LCD25) mit der extra-
zellularen Domane von TLR2. Spezifische Bindung wurde an TLR2-Fc, nicht jedoch an entweder Fc alleine
oder an Fusionsproteine beobachtet, welche die extrazellularen Doméanen von Rse, Axl, Her2 oder Her4 ent-
hielten. Die Bindung an TLR2-Fc trat spezifisch mit LCD25-LPS in Konkurrenz, nicht jedoch mit detoxifiziertem
LPS.

[0026] Fig.5. TLR2 ist fur die LPS-induzierte |IL-8-Expression erforderlich. 293-MSCV-Vektorkontroll- und
293-TLR2-Zellen, die mCD14 voribergehend exprimierten, wurden mit LBP alleine oder gemeinsam mit dem
angegebenen Typ von LPS bei Konzentrationen von 1 pg/ml in serumfreiem Medium fiir 6 Stunden stimuliert.
Es wurden gleiche Mengen an poly-(A)-RNAs fur die Northern-Analyse verwendet.

[0027] Eig. 6. Nucleotidsequenz, die fur huTLR2 kodiert (Seq.-ID Nr. 11) kodiert.
[0028] Fig. 7. Aminosauresequenz von huTLR2 (Seq.-ID Nr. 12).

[0029] Fig. 8 zeigt die abgeleitete Aminosauresequenz eines menschlichen Toll-Proteins nativer Sequenz,
die PRO358 genannt wird (Seq.-ID Nr. 13). In der Figur bilden die Aminosauren 1 bis 19 eine mutmalliche
Signalsequenz, die Aminosauren 20 bis 575 sind die mutmalliche extrazellulare Doméane, wobei die Amino-
sauren 20 bis 54 die Eigenschaften von leucinreichen Wiederholungen aufweisen, die Aminosauren 576 bis
595 sind eine mutmalRliche Transmembrandomane, wahrend die Aminosauren 596 bis 811 eine intrazellulare
Domane bilden.

[0030] Fig. 9A-B (Seq.-ID Nr. 14) zeigen die Nucleotidsequenz einer menschlichen Toll-Protein-cDNA nativer
Sequenz, die DNA47361 genannt wird, die fur das reife, Volllangen-Toll-Protein PRO358 kodiert. Da die dar-
gestellte Sequenz gewisse aullere Sequenzen enthalt, ist das ATG-Startcodon unterstrichen und das
TAA-Stopcodon eingerahmt.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

|. Definitionen

[0031] Die Ausdriicke ,PRO358-Polypeptid", ,PRO358", ,PRO358-Tollhomolog" und grammatikalische Vari-
anten davon umfassen bei Verwendung hierin die nativen Sequenzen von PRO358-Toll-Proteinen und Varian-
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ten (die hierin genauer definiert werden). Das PRO358-Polypeptid kann aus zahlreichen Quellen, wie z. B. aus
menschlichen Gewebetypen oder aus einer anderen Quelle, isoliert oder durch Rekombinations- oder Synthe-
severfahren oder durch beliebige Kombination dieser und dhnlicher Techniken hergestellt werden.

[0032] Ein ,PRO358 nativer Sequenz" umfasst ein Polypeptid aus der Natur, das dieselbe Sequenz wie
PRO358 aufweist. Derartige Toll-Polypeptide nativer Sequenz kdnnen aus der Natur isoliert und durch rekom-
binante oder synthetische Mittel hergestellt werden. Der Ausdruck ,PRO358 nativer Sequenz" umfasst aus-
drucklich natirlich vorkommende trunkierte oder sekretierte Formen der hierin offenbarten PRO358-Polypep-
tide (z. B. eine Sequenz der extrazellularen Domane), natirlich vorkommende Variantenformen (z. B. alternativ
gespleildte Formen) und natirlich vorkommende allelische Varianten. In einer der Ausfihrungsformen der Er-
findung ist das PRO358 nativer Sequenz ein reifes oder Volllangen-PRO358-Polypeptid nativer Sequenz, das
die Aminosauren 20 bis 811 aus Fig. 12A-B (Seq.-ID Nr. 13) mit oder ohne N-terminale Signalsequenz (Ami-
nosauren 1 bis 19) und mit oder ohne N-terminales Methionin umfasst. In einer weiteren Ausflihrungsform ist
das PRO358 nativer Sequenz die I6sliche Form des Volllangen-PRO358, das die extrazellulare Domane des
Volllangenproteins (Aminosauren 29 bis 575) mit oder ohne die N-terminale Signalsequenz umfasst, und mit
oder ohne N-terminales Methionin.

[0033] Unter dem Ausdruck ,PRO358-Variante" wird ein unten definiertes, aktives PRO358-Polypeptid ver-
standen, das zumindest 80%, vorzugsweise zumindest etwa 85%, noch bevorzugter zumindest etwa 90%, am
bevorzugtesten zumindest etwa 95% Aminosauresequenzidentitat zu PRO358 aufweist, das die in Fig. 12A-B
(Seq.-ID Nr. 13) gezeigte, abgeleitete Aminosauresequenz aufweist. Derartige Varianten umfassen beispiels-
weise PRO358-Polypeptide, worin ein oder mehrere Aminosaurereste am N- oder C-Terminus der Sequenzen
aus Fig. 11A-B (Seq.-ID Nr. 13) addiert bzw. deletiert sind. Varianten umfassen insbesondere transmembran-
domanendeletierte und inaktivierte Varianten der nativen Sequenz PRO358, die auch Teil oder alles ihrer in-
trazellularen deletierten Domane aufweisen kdnnen. Bevorzugte Varianten sind jene, die einen hohen Grad an
Sequenzidentitat zur extrazellularen Domane eines PRO358-Polypeptids nativer Sequenz aufweisen. In einer
speziellen Ausfiihrungsform behalten die PRO358-Varianten der vorliegenden Erfindung zumindest einen
C-terminalen Abschnitt der intrazellularen Doméane des entsprechenden nativen Proteins bei, und besonders
bevorzugt behalten sie den Grofiteil der intrazellularen und extrazellularen Domanen bei. Allerdings kénnen
derartige Varianten in Abhangigkeit von ihrer vorgesehenen Verwendung verschiedene Aminosaureanderun-
gen, z. B. Substitutionen, Deletionen und/oder Insertionen, innerhalb dieser Regionen aufweisen.

[0034] ,Prozentuelle(%-)Aminosauresequenzidentitat" bezlglich der hierin identifizierten PRO358-Sequen-
zen ist als der prozentuelle Anteil an Aminosaureresten in einer Kandidatensequenz definiert, die mit den Ami-
nosaureresten in der PRO358-Sequenz identisch sind, und zwar nach gegebenenfalls erforderlicher Anglei-
chung der Sequenzen und Einflihrung von Liicken, um die maximale prozentuelle Sequenzidentitat zu erlan-
gen, wobei jegliche konservativen Substitutionen als Teil der Sequenzidentitat unberticksichtigt bleiben. Eine
Angleichung zum Zwecke der Ermittlung der prozentuellen Aminosauresequenzidentitdt kann auf verschiede-
ne fachbekannte Arten erzielt werden, beispielsweise unter Verwendung 6ffentlich zuganglicher Computersoft-
ware, wie z. B. BLAST-, ALIGN- oder Megalign-(DNASTAR-)Software. Der Fachmann kann die geeigneten Pa-
rameter zur Messung der Angleichung ermitteln, einschlielich jeglicher Algorithmen, die zur Erzielung maxi-
maler Angleichung Uber die volle Lange der verglichenen Sequenzen bendtigt werden. Die ALIGN-Software
wird zur Ermittlung der Aminosauresequenzidentitat bevorzugt.

[0035] In einem speziellen Aspekt ist die ,prozentuelle(%-)Aminosauresequenzidentitat” bezuglich der
PRO358-Sequenzen hierin als der prozentuelle Anteil an Aminosaureresten in einer Kandidatensequenz defi-
niert, die mit den Aminosaureresten in der PRO358-Sequenz identisch sind, und zwar nach gegebenenfalls
erforderlicher Angleichung der Sequenzen und Einfliihrung von Liicken, um die maximale prozentuelle Se-
quenzidentitat zu erlangen, wobei jegliche konservativen Substitutionen als Teil der Sequenzidentitat nicht be-
ricksichtigt werden. Die hierin verwendeten %-Identitat-Werte werden mittels WU-BLAST-2 erzeugt, das von
(Altschul et al., Methods in Enzymology 266, 460-480 (1996); http://blastwustl/edu/blast/README.html) erhal-
ten wurde. WU-BLAST-2 verwendet mehrere Suchparameter, wovon die meisten auf Standardwerte eingestellt
werden. Die verstellbaren Parameter werden auf die folgenden Werte eingestellt: Overlap span = 1, overlap
fraction = 0,125, Word threshold (T) = 11. Die HSP S- und HSP S2-Parameter sind dynamische Werte und wer-
den vom Programm selbst in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der jeweiligen Sequenz und Zusam-
mensetzung der jeweiligen Datenbank festgesetzt, gegen die die Sequenz von Interesse durchsucht wird: je-
doch kdnnen die Werte verstellt werden, um die Empfindlichkeit zu steigern. Ein Wert fir die %-Aminosaure-
sequenzidentitat wird ermittelt, indem die Anzahl identischer Reste durch die Gesamtanzahl an Resten der
Jangeren" Sequenz in der angeglichenen Region dividiert wird (mittels WU-Blast-2 zur Maximierung der An-
gleichung eingefiihrte Liicken werden ignoriert).
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[0036] Der Ausdruck ,Positive" umfasst im Zusammenhang mit dem wie oben beschrieben durchgeflihrten
Sequenzvergleich Reste in den verglichenen Sequenzen, die nicht identisch sind, sondern ahnliche Eigen-
schaften aufweisen (z. B. als Folge konservativer Substitutionen). Der %-Wert an Positiven wird ermittelt, in-
dem der Bruchteil an Resten, die in der BLOSUM-62-Matrix eine positive Bewertung erhalten, durch die Ge-
samtanzahl der Reste in der oben definierten, langeren Sequenz dividiert wird.

[0037] ,Prozentuelle(%-)Nucleinsdauresequenzidentitat” ist bezliglich der hierin identifizierten DNA47361-Se-
quenzen als der prozentuelle Anteil an Nucleotiden in einer Kandidatensequenz definiert, die mit den Nucleo-
tiden in den DNA47361-Sequenzen identisch sind, und zwar nach gegebenenfalls erforderlicher Angleichung
der Sequenzen und Einfihrung von Liicken, um die maximale prozentuelle Sequenzidentitat zu erlangen. Eine
Angleichung zum Zwecke der Ermittlung der prozentuellen Nucleinsduresequenzidentitat kann auf verschie-
dene fachbekannte Weisen erzielt werden, beispielsweise unter Verwendung 6ffentlich zuganglicher Compu-
tersoftware, wie z. B. BLAST-, ALIGN- oder Megalign-(DNASTAR-)Software. Der Fachmann kann die geeig-
neten Parameter zur Messung der Angleichung ermitteln, einschlieRlich jeglicher Algorithmen, die zur Erzie-
lung maximaler Angleichung Uber die volle Lange der verglichenen Sequenzen bendtigt werden. Die
ALIGN-Software wird zur Ermittlung der Nucleinsauresequenzidentitat bevorzugt.

[0038] Im Speziellen ist die ,prozentuelle(%-)Nucleinsduresequenzidentitat" bezuglich der kodierenden Se-
quenz der PRO358-Polypeptide hierin als prozentueller Anteil von Nucleotidresten in einer Kandidatense-
quenz definiert, die mit den Nucleotidresten in der fir PRO358 kodierenden Sequenz identisch sind. Die hierin
verwendeten Identitatswerte wurden mittels BLASTN-Modul des auf Standardparameter eingestellten
WU-BLAST-2 erzeugt, wobei ,overlap span" und ,overlap fraction" auf 1 bzw. 0,125 eingestellt waren.

[0039] Unter ,isoliert" wird bei der Beschreibung der verschiedenen hierin offenbarten Polypeptide ein Poly-
peptid verstanden, das identifiziert und aus einer Komponente seiner nattirlichen Umgebung abgesondert
und/oder gewonnen worden ist. Verunreinigende Komponenten seiner nattrlichen Umgebung sind Materia-
lien, die typischerweise die diagnostischen oder therapeutischen Verwendungen flir das Polypeptid stéren wiir-
den und kénnen Enzyme, Hormone und andere proteinische oder nicht-proteinische Geloststoffe umfassen. In
bevorzugten Ausfiihrungsformen wird das Polypeptid gereinigt, und zwar (1) auf ein Ausmal, das ausreicht,
um zumindest 15 Reste N-terminaler oder interner Aminosauresequenz durch Verwendung eines Drehbe-
cher-Sequenzierers zu erlangen, oder (2) bis zur Homogenitat mittels SDS-PAGE unter nicht reduzierenden
oder reduzierenden Bedingungen unter Verwendung von Coomassie-Blau- oder vorzugsweise Silberfarbung.
Isoliertes Polypeptid umfasst Polypeptid in situ in rekombinanten Zellen, da zumindest eine Komponente der
natirlichen Umgebung von PRO358 nicht vorhanden sein wird. Fir gewohnlich wird jedoch das isolierte Poly-
peptid durch zumindest einen Reinigungsschritt hergestellt.

[0040] Ein ,soliertes” DNA47361-Nucleinsauremolekiil ist ein Nucleinsauremolekiil, das identifiziert und von
zumindest einem verunreinigenden Nucleinsauremolekil abgetrennt ist, mit dem es flir gewohnlich in der na-
turlichen Quelle der DNA47361-Nucleinsaure assoziiert ist. Ein isoliertes DNA47361-Nucleinsauremolekiil
liegt nicht in der Form oder in dem Milieu vor, in der/dem es sich in der Natur findet. Isolierte DNA47361-Nuc-
leinsduremolekile unterscheiden sich daher von dem DNA47361-Nucleinsduremolekil, wie es in natlrlichen
Zellen existiert. Jedoch umfasst ein isoliertes DNA47361-Nucleinsduremolekil in Zellen enthaltene
DNA47361-Nucleinsauremolekiile, die flir gewdhnlich DNA47361 exprimieren, wo sich das Nucleinsauremo-
lekil beispielsweise an einem anderen chromosomalen Ort als dem natirlicher Zellen befindet.

[0041] ,Toll-Rezeptor 2", ,TLR2" und ,huTLR2" werden austauschbar verwendet und beziehen sich auf einen
von Rock et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 588-593 (1998) als ,HUTLR2" bezeichneten menschlichen
Toll-Rezeptor. Die Nucleotid- und Aminosauresequenzen von huTLR2 sind in Fig. 10 (Seq.-ID Nr. 11) bzw. 11
(Seq.-ID Nr. 12) gezeigt.

[0042] Der Ausdruck ,Expressionsvektor" wird verwendet, um einen Vektor zu definieren, in dem eine fir ein
hierin beschriebenes Toll-Homolog-Protein kodierende Nucleinsaure operabel an Kontrollsequenzen gebun-
den ist, die fahig sind, seine Expression in geeigneten Wirtszellen zu beeinflussen. Vektoren tragen fiir ge-
wohnlich eine Replikationsstelle (obgleich dies nicht erforderlich ist wenn Chromosomenintegration erfolgt).
Expressionsvektoren umfassen aulRerdem Markersequenzen, die fahig sind, fir eine Phanotypselektion in
transformierten Zellen zu sorgen. Beispielweise wird E. coli typischerweise unter Verwendung von pBR322
transformiert, einem von einer E. coli-Spezies hergeleiteten Plasmid (Bolivar et al., Gene 2, 95 (1977)).
pBR322 enthalt Gene fir Ampicillin- und Tetracyclin-Resistenz und stellt daher ein einfaches Mittel zur Identi-
fizierung transformierter Zellen sowohl zum Zwecke der Klonierung, als auch zum Zwecke der Expression be-
reit. Expressionsvektoren werden auferdem im Idealfall Sequenzen enthalten, die zur Kontrolle der Transkrip-
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tion und Translation zweckdienlich sind, z. B. Promotoren und Shine-Dalgarno-Sequenzen (fiir Prokaryoten)
oder Promotoren und Enhancer (fir Saugetierzellen). Die Promotoren kénnen, missen aber nicht induzierbar
sein; sogar fur leistungsfahige konstitutive Promotoren, wie z. B. den CMV-Promotor fir Saugetierwirte erwies
sich, dass sie LHR ohne Wirtszelltoxizitat produzieren. Obgleich es denkbar ist, dass Expressionsvektoren kei-
nerlei die Expression kontrollierende, replikative Sequenzen oder Selektionsgene enthalten mussen, kann ihre
Abwesenheit die Identifizierung von Hybridtransformanten und die Erzielung eines hohen Ausmales an Hyb-
ridimmunglobulinexpression behindern.

[0043] Der Ausdruck ,Kontrollsequenzen" bezieht sich auf DNA-Sequenzen, die zur Expression einer opera-
bel gebundenen kodierenden Sequenz in einem bestimmten Wirtsorganismus notwendig sind. Die Kontrollse-
quenzen, die beispielsweise flir Prokaryoten geeignet sind, umfassen einen Promotor, gegebenenfalls eine
Operatorsequenz und eine Ribosombindungsstelle. Eukaryotische Zellen setzen bekanntermafen Promoto-
ren, Polyadenylierungssignale und Enhancer ein.

[0044] Eine Nucleinsaure ist ,operabel gebunden", wenn sie in eine funktionelle Beziehung zu einer anderen
Nucleinsauresequenz gesetzt ist. Beispielsweise ist DNA fir eine Prasequenz oder einen Sekretionsleader
operabel an DNA fir ein Polypeptid gebunden, wenn sie als Praprotein exprimiert wird, das an der Sekretion
des Polypeptids beteiligt ist; ein Promotor oder Enhancer ist operabel an eine kodierende Sequenz gebunden,
wenn er die Transkription der Sequenz beeinflusst; oder eine Ribosombindungsstelle ist operabel an eine ko-
dierende Sequenz gebunden, wenn sie so positioniert ist, dass die Translation erleichtert wird. Im Allgemeinen
bedeutet ,operabel gebunden”, dass die verbundenen DNA-Sequenzen zusammenhangend sind und im Falle
eines Sekretionsleaders zusammenhangend sind und sich in Lesephase befinden. Jedoch miissen Enhancer
nicht zusammenhangend sein. Die Bindung wird durch Ligation an zweckdienlichen Restriktionsstellen erzielt.
Falls derartige Stellen nicht vorhanden sind, dann werden synthetische Oligonucleotidadaptoren oder Linker
gemalf herkdbmmlicher Praxis verwendet.

[0045] Der Ausdruck ,Antikérper" wird im weitesten Sinne verwendet und umfasst im Speziellen einzelne mo-
noklonale Anti-PRO358-Antikérper (einschliefl3lich Agonisten-, Antagonisten- und neutralisierende Antikorper)
und Anti-PRO358-Antikdrperzusammensetzungen mit polyepitopischer Spezifitat. Der Ausdruck ,monoklona-
ler Antikdrper" bezieht sich bei Verwendung hierin auf einen Antikérper, der aus einer Population von im We-
sentlichen homogenen Antikorper erlangt wurde, d. h., dass die die Population umfassenden individuellen An-
tikdrper mit Ausnahme von maoglichen natirlich vorkommenden Mutationen, die in geringen Mengen vorhan-
den sein kdnnen, identisch sind.

[0046] Der Ausdruck ,Antagonist" wird hierin im weitesten Sinne verwendet und umfasst jegliches Molekiil,
das eine biologische Aktivitat eines hierin offenbarten Toll-Rezeptors teilweise oder vollstandig blockiert, ver-
hindert, hemmt oder neutralisiert. In ahnlicher Weise wird der Ausdruck ,,Agonist" im weitesten Sinne verwen-
det und umfasst jegliches Molekilil, das eine biologische Aktivitat eines hierin offenbarten nativen Toll-Rezep-
tors nachahmt oder verstarkt. Geeignete Agonisten- oder Antagonisten-Molekiile umfassen ausdrticklich Ago-
nisten- und Antagonisten-Antikorper oder Antikdrper-Fragmente, Fragmente oder Aminosauresequenzvarian-
ten nativer Toll-Rezeptor-Polypeptide, Peptide, kleine organische Molekile usw.

[0047] ,Aktiv" oder ,Aktivitat" beziehen sich zum Zwecke hierin auf (eine) Form(en) von PRO358, welche die
biologischen und/oder immunogenen Aktivitaten von nativem oder natirlich vorkommendem PRO358 beibe-
halten. Eine bevorzugte ,Aktivitat" ist die Fahigkeit, die Aktivierung von NF-kB und/oder die Expression von
NF-kB-kontrollierten Genen fir die Entziindungscytokine IL-1, IL-6 und IL-8 zu induzieren. Eine weitere bevor-
zugte ,Aktivitat" ist die Fahigkeit, die erworbene und/oder adaptive Immunantwort in Wirbeltieren zu aktivieren.
Eine aulerdem bevorzugte ,Aktivitat" ist die Fahigkeit, die Gegenwart von an Mikroorganismen vorhandenen
konservativen Molekilstrukturen wahrzunehmen und im Speziellen die Fahigkeit, die Lipopolysaccha-
rid-(LPS-)Signalisierung zu vermitteln. Dieselbe Definition von ,Aktivitat" trifft auf Agonisten (z. B. Agonis-
ten-Antikérper) von PRO358-Polypeptiden zu. Wie oben erwahnt ist die ,Aktivitat" eines Antagonisten (ein-
schlieBlich Agonisten-Antikdrper) eines PRO358-Polypeptids als die Fahigkeit definiert, jeglichen der oben
identifizierten Aktivitaten eines PRO358-Polypeptids entgegenzuwirken, z. B. teilweise oder vollstandig zu blo-
ckieren, zu verhindern, zu hemmen oder zu neutralisieren.

[0048] Die ,Stringenz" von Hybridisierungsreaktionen kann von einem gewohnlich Fachkundigen leicht ermit-
telt werden und ist im Allgemeinen eine empirische Berechnung, die von der Sondenlange, Waschtemperatur
und Salzkonzentration abhangt. Im Allgemeinen erfordern langere Sonden hohere Temperaturen fir die rich-
tige Annelierung, wahrend kiirzere Sonden niedrigere Temperaturen benétigen. Die Hybridisierung hangt im
Alilgemeinen von der Fahigkeit denaturierter DNA ab, wieder zu annelieren, wenn komplementare Strange in
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einem Milieu unter ihrer Schmelztemperatur zugegen sind. Je hdher der Grad an erwiinschter Homologie zwi-
schen Sonde und hybridisierbarer Sequenz, desto hoher die relative Temperatur, die eingesetzt werden kann.
Es folgt daraus, dass hdhere relative Temperaturen dazu neigen, die Reaktionsbedingungen stringenter zu
machen, wahrend niedrigere Temperaturen dies weniger tun. Fir weitere Einzelheiten und Erklarungen zur
Stringenz und zu Hybridisierungsreaktionen siehe Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology
(1995).

[0049] Die hierin definierten ,stringenten Bedingungen" oder ,Bedingungen hoher Stringenz" kénnen durch
jene gekennzeichnet sein die: (1) niedrige lonenstarke und hohe Temperatur fiirs Waschen einsetzen, bei-
spielsweise 0,015 M Natriumchlorid/0,0015 M Natriumcitrat/0,1% Natriumdodecylsulfat bei 50°C; (2) ein De-
naturierungsmittel wahrend der Hybridisierung einsetzen, wie z. B. Formamid, beispielsweise 50% (Vol./Vol.)
Formamid mit 0,1% Rinderserumalbumin/0,1% Ficoll/0,1% Polyvinylpyrrolidon/50 mM Natriumphosphatpuffer
bei pH 6,5 mit 750 mM Natriumchlorid, 75 mM Natriumcitrat bei 42°C; (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-L6-
sung, beschallte Lachsspermien-DNA (50 pg/ml), 0,1% SDS und 10% Dextransulfat bei 42°C mit Waschvor-
gangen bei 42°C in 0,2 x SSC (Natriumchlorid/Natriumcitrat) und 50% Formamid bei 55°C, gefolgt von einem
aus EDTA enthaltendem 0,1 x SSC bei 55°C bestehendem Waschvorgang hoher Stringenz einsetzen.

[0050] ,MaRig stringente Bedingungen" kénnen so festgelegt werden, wie sie von Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laborstory Manual, New York, Cold Spring Harbor Press (1989) beschrieben sind, und umfassen
die Verwendung von Waschlésung und Hybridisierungsbedingungen (z. B. Temperatur, lonenstarke und
%-SDS), die weniger stringent als die oben beschriebenen sind. Ein Beispiel maRig stringenter Bedingungen
ist die Inkubation tiber Nacht bei 37°C in einer Losung, die Folgendes umfasst: 20% Formamid, 5 x SSC (150
mM NaCl, 15 mM Trinatriumcitrat), 50 mM Natriumphosphat (pH 7,6), 5 x Denhardt-Losung, 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 wird erkennen, wie Temperatur, lonenstarke usw. erforderlichenfalls einzustel-
len sind, um Einflussgrof3en, wie z. B. Sondenlange und dergleichen Rechnung zu tragen.

[0051] Der Ausdruck ,epitopmarkiert" bezieht sich bei Verwendung hierin auf ein Hybridpolypeptid, das ein an
ein ,Markerpolypeptid" fusioniertes FIZZ-Polypeptid umfasst. Das Markerpolypeptid hat eine ausreichende An-
zahl von Resten, um ein Epitop bereitzustellen, gegen das ein Antikdrper hergestellt werden kann, ist jedoch
ausreichend kurz, so dass es nicht die Aktivitat des Polypeptids stort, an das es fusioniert ist. Das Markerpo-
lypeptid ist aullerdem vorzugsweise ziemlich einzigartig, so dass der Antikdrper im Wesentlichen nicht mit an-
deren Epitopen kreuzreagiert. Geeignete Markerpolypeptide weisen im Allgemeinen zumindest sechs Amino-
saurereste und Ublicherweise zwischen etwa 8 und 50 Aminosaureresten (vorzugsweise zwischen etwa 10
und 20 Aminosaureresten) auf.

[0052] Wie hierin verwendet bezeichnet der Ausdruck ,Immunoadhasin" antikdrperartige Molekile, welche
die Bindungsspezifitdt eines heterologen Proteins (eines ,Adhasins") mit den Effektorfunktionen konstanter Im-
munglobulindomanen vereint. Strukturell umfassen die Immunoadhasine eine Fusion einer Aminosaurese-
quenz mit der gewlinschten Bindungsspezifitat, die nicht die Antigenerkennungs- und Bindungsstelle eines An-
tikorpers ist (d. h. heterolog ist), mit der Sequenz der konstanten Immunglobulindomane. Der Adhasin-Ab-
schnitt eines Immunoadhasinmolekils ist typischerweise eine zusammenhangende Aminosauresequenz, die
zumindest die Bindungsstelle eines Rezeptors oder eines Liganden umfasst. Die Sequenz der konstanten Im-
munglobulindomane im Immunoadhasin kann von jeglichem Immunglobulin, wie z. B. IgG-1-, IgG-2-, IgG-3-
oder IgG-4-Subtypen, IgA (einschlieBlich IgA-1 und IgA-2), IgE, IgD oder IgM erlangt werden.

[0053] ,Behandlung" bezieht sich auf therapeutische Behandlung sowie auf prophylaktische oder praventive
MaRnahmen, worin das Ziel die Verlangsamung (Linderung) des pathologischen Leidens oder Stérung ist, auf
die abgezielt wird. Jene, die einer Behandlung bediirfen, umfassen jene, bei denen die Stérung bereits vorliegt,
sowie jene, die fir die Stérung anfallig sind oder jene, die vor der Stérung zu bewahren sind.

[0054] ,Chronische" Verabreichung bezieht sich auf Verabreichung des/der Mittel(s) auf kontinuierliche Weise
im Gegensatz zur akuten Weise, so dass die anfangliche therapeutische Wirkung (Aktivitat) fir einen langeren
Zeitraum aufrechterhalten wird.

[0055] ,Saugetier" zum Zwecke der Behandlung bezieht sich auf jegliches als Saugetier klassifiziertes Tier,

einschliellich Menschen, Nutztiere, Zoo-, Sport- und Haustiere, wie z. B. Hunde, Katzen, Rinder, Pferde, Scha-
fe, Schweine usw. Vorzugsweise ist das Saugetier der Mensch.
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[0056] Verabreichung ,in Kombination mit" einem oder mehreren weiteren therapeutischen Mitteln umfasst
simultane (gleichzeitige) und aufeinander folgende Verabreichung in beliebiger Reihenfolge.

[0057] Der Ausdruck ,Lipopolysaccharid" oder ,LPS" wird hierin als Synonym von ,Endotoxin" verwendet. Li-
popolysaccharide (LPS) sind charakteristische Komponenten der auReren Membran Gram-negativer Bakteri-
en, z. B. Escherichia coli. Sie bestehen aus einem Polysaccharid-Abschnitt und einem Fett, das Lipid A ge-
nannt wird. Das Polysaccharid, das sich von Spezies zu Spezies unterscheidet, besteht aus der O-spezifischen
Kette (aufgebaut aus sich wiederholenden Einheiten von drei bis acht Zuckern) und dem zweiteiligen Kern. Li-
pid A umfasst praktisch immer zwei Glucosamin-Zucker, die durch Phosphat und eine variable Anzahl an Fett-
sauren modifiziert sind. Fir weitere Informationen siehe beispielsweise Rietschel und Brade, Scientific Ameri-
can, August 1992, S. 54-61.

[0058] Der Ausdruck ,septischer Schock" wird hierin im weitesten Sinne verwendet, einschlielich aller Defi-
nitionen, die in Bone, Ann. Intern. Med. 114, 332-333 (1991), offenbart sind. Im Speziellen beginnt septischer
Schock mit einer systemischen Reaktion auf Infektion, einem Syndrom, das Sepsis genannt wird. Wenn dieses
Syndrom zu Blutunterdruck und Organ-Dysfunktion flihrt, wird es septischer Schock genannt. Septischer
Schock kann durch Gram-positive Organismen und Pilze sowie durch Endotoxin enthaltende Gram-negative
Organismen ausgelost werden. Demgemal ist die vorliegende Definition nicht auf ,Endotoxin-Schock" einge-
schrankt.

Il. Zusammensetzungen und Verfahren der Erfindung
A. PRO358 voller Lange

[0059] Die vorliegende Erfindung stellt neu identifizierte und isolierte Nucleotidsequenzen bereit, die fiir ein
Polypeptid kodieren, die in der vorliegenden Anmeldung PRO358 genannt werden. Insbesondere haben die
Anmelder cDNAs identifiziert und isoliert, die flir PRO358-Polypeptide kodieren, wie in den untenstehenden
Beispielen ausflihrlicher offenbart wird. Unter Verwendung von BLAST- und FastA-Sequenzangleichungscom-
puterprogrammen haben die Anmelder gefunden, dass die kodierende Sequenz von PRO358 hdchst homolog
zu den DNA-Sequenzen HSU88540 1, HSU88878 1, HSU88879_1, HSU88880_1, HSU88881_1 und
HSU79260 1 in der Gen-Bank-Datenbank ist. Mit Ausnahme vn HSU79260_1 sind die angeflihrten Proteine
als menschliche tollahnliche Rezeptoren identifiziert worden.

[0060] Demgemall wird derzeit angenommen, dass die in der vorliegenden Anmeldung offenbarten
PRO358-Proteine neu identifizierte menschliche Homologe des Drosophila-Proteins Toll sind und wahrschein-
lich eine wichtige Rolle bei der adaptiven Immunitat spielen. Im Spezielleren kénnte PRO358 an Entziindun-
gen, septischem Schock und Reaktion auf Pathogene beteiligt sein und moglicherweise eine Rolle bei ver-
schiedenen medizinischen Leiden spielen, die durch Immunreaktion verscharft werden, wie z. B. bei Diabetes,
ALS, Krebs, Rheumatoidarthritis und Geschwiren. Die Rolle von PRO358 als Pathogenmustererkennungsre-
zeptoren, die die Gegenwart konservierter Molekularstrukturen wahrnehmen, die an Mikroben vorkommen,
wird durch die in der vorliegenden Anmeldung offenbarten Daten weiter erhartet, wobei die Daten zeigen, dass
ein bekannter menschlicher Toll-Rezeptor, TLRZ2, ein direkter Vermittler der LPS-Signalisierung ist.

B. PRO358-Varianten

[0061] Zusatzlich zu den hierin beschriebenen PRO358 nativer Sequenz und voller Lange ist vorgesehen,
dass Varianten dieser Sequenzen hergestellt werden kénnen. PRO358-Varianten kénnen hergestellt werden,
indem geeignete Nucleotidveranderungen in die PRO358-DNA eingefiihrt oder die gewiinschten Varian-
ten-Polypeptide synthetisiert werden. Der Fachkundige wird anerkennen, dass Aminosaureveranderungen die
posttranslationellen Prozesse der PRO358-Polypeptide verandern kénnen, wie z. B. Verandern der Anzahl
oder Position von Glykosylierungsstellen oder Verandern der Merkmale der Membranverankerung.

[0062] Variationen im PRO358 nativer Sequenz und voller Lange oder in verschiedenen Doméanen von hierin
beschriebenem PRO358 kénnen beispielsweise unter Anwendung jeglicher Technik oder Richtlinien fiir kon-
servative und nicht-konservative Mutationen vorgenommen werden, wie sie beispielsweise im US-Patent Nr.
5.364.934 dargelegt sind. Variationen kénnen eine Substitution, Deletion oder Insertion eines oder mehrerer
fur das PRO358-Polypeptid kodierender Codons sein, das in einer Veranderung der Aminosauresequenz im
Vergleich zu entsprechenden Polypeptiden nativer Sequenz resultiert. Gegebenenfalls erfolgt die Variation
durch Substitution von zumindest einer Aminosaure mit jeglicher anderen Aminosaure in einer oder mehreren
Doméanen von PRO358. Bei der Entscheidung, welcher Aminosaurerest ohne nachteilige Beeinflussung der
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gewunschten Aktivitat insertiert, substituiert oder deletiert werden koénnte, kann man sich durch Vergleichen
der Sequenz von PRO358 mit jener von homologen, bekannten Proteinmolekilen und Minimieren der Anzahl
an vorgenommenen Aminosauresequenzanderungen in Regionen hoher Homologie leiten lassen. Aminosau-
resubstitutionen kénnen das Ergebnis des Ersetzens einer Aminosaure durch eine andere Aminosaure sein,
die ahnliche strukturelle und/oder chemische Eigenschaften aufweist, wie z. B. das Ersetzen eines Leucins
durch ein Serin, d. h. konservative Aminosaureersetzungen. Insertionen oder Deletionen kénnen gegebenen-
falls im Bereich von 1 bis 5 Aminosauren liegen. Die zuldssige Variation kann ermittelt werden, indem Inserti-
onen, Deletionen oder Substitutionen von Aminosauren in der Sequenz vorgenommen und die resultierenden
Varianten auf Aktivitat in dem in den unten stehenden Beispielen beschriebenen In-vitro-Test getestet werden.

[0063] Die Variationen kdnnen unter Anwendung von Verfahren hergestellt werden, die auf dem Gebiet der
Erfindung bekannt sind, wie z. B. Oligonucleotid-vermittelte (ortsgerichtete) Mutagenese, Alanin-Scanning und
PCR-Mutagenese. Ortsgerichtete 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
Techniken kénnen an der klonierten DNA durchgefiihrt werden, um die PRO358-Varianten-DNA herzustellen.

[0064] Scanning-Aminosaureanalyse kann au3erdem eingesetzt werden, um eine oder mehrere Aminosau-
ren entlang einer zusammenhangenden Sequenz zu identifizieren. Unter den bevorzugten Scanning-Amino-
sauren sind relativ kleine, neutrale Aminosauren. Derartige Aminosauren umfassen Alanin, Glycin, Serin und
Cystein. Alanin ist typischerweise eine bevorzugte Scanning-Aminosaure unter dieser Gruppe, da sie die tUber
den Beta-Kohlenstoff hinausgehende Seitenkette eliminiert und mit geringerer Wahrscheinlichkeit die Haupt-
kettenkonformation der Variante verandert.

[0065] Alanin ist auRerdem typischerweise bevorzugt, weil es die haufigste Aminosaure ist. Weiters findet es
sich haufig sowohl in verborgenen, als auch in exponierten Positionen (Creighton, The Proteins, W. H. Free-
man & Co., N. Y.; Chothia, J. Mol. Biol. 150, 1 (1976)). Falls Alaninsubstitution keine ausreichenden Mengen
der Variante liefert, kann eine isoterische Aminosaure verwendet werden.

[0066] Varianten der hierin offenbarten PRO358-Toll-Proteine umfassen Proteine, bei denen die Transmem-
brandomanen deletiert oder inaktiviert worden sind. Transmembranregionen sind hdchst hydrophobe oder li-
pophile Doméanen, welche die geeignete GréRRe aufweisen, um die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran zu
durchdringen. Es wird von diesen angenommen, dass sie die nativen, reifen PRO285-, PR0O286- und
PRO358-Polypeptide in der Zellmembran verankern. Im PRO358 erstreckt sich die Transmembrandomane
von etwa der Aminosaureposition 576 bis etwa zur Aminosaureposition 595.

[0067] Die Deletion oder Substitution der Transmembrandomane erleichtert die Gewinnung und stellt eine
I6sliche Form eines PRO358-Polypeptids bereit, indem dessen Zell- oder Membranlipid-Affinitat vermindert
und dessen Wasserldslichkeit verbessert wird. Wenn die Transmembran- und Zytoplasma-Domanen deletiert
werden, vermeidet man die Einfiihrung potentiell immunogener Epitope entweder durch Exposition von an-
sonsten intrazellularen Polypeptiden, die vom Korper als fremd erkannt werden kdnnten, oder durch Insertion
heterologer Polypeptide, die potentiellimmunogen sind. Ein prinzipieller Vorteil eines transmembrandomanen-
deletierten PRO358 ist es, dass es in das Kulturmedium rekombinanter Wirte sekretiert wird. Diese Variante
ist in Korperfliissigkeiten wie Blut 16slich und hat keine nennenswerte Affinitat fir Zellmembranlipide, was seine
Gewinnung aus rekombinanter Zellkultur betrachtlich vereinfacht.

[0068] Es ist aus der bevorstehenden Diskussion offensichtlich, dass Substitutionen, Deletionen, Insertionen
oder beliebige Kombinationen davon eingeflihrt werden kénnen, um zum endgultigen Konstrukt zu gelangen.
Es kann allgemein gesagt werden, dass I0sliche Varianten keine funktionstiichtige Transmembrandoméane auf-
weisen und vorzugsweise keine funktionsfahige zytoplasmatische Sequenz aufweisen werden. Dies kann im
Allgemeinen durch Deletion der mal3geblichen Domane erzielt werden, obgleich adaquate Insertions- oder
Substitutionsvarianten zu diesem Zweck ebenfalls wirkungsvoll sind. Beispielsweise wird die Transmembran-
domane durch jegliche Aminosauresequenz, z. B. eine zufallige oder vorherbestimmte Sequenz von etwa 5
bis 50 Serinen, Threoninen, Lysinen, Argininen, Glutaminen, Asparaginsauren und ahnliche hydrophile Reste
substituiert, die allesamt ein hydrophiles Hydropathie-Profil aufweisen. Wie die Deletions-(trunkierten)
PR0O285-, PRO286- und PRO358-Varianten werden diese Varianten in das Kulturmedium rekombinanter Wirte
sekretiert.

[0069] Weitere Deletionsvarianten der reifen PRO358-Polypeptide voller Lange (oder transmembrandoma-
nendeletierte und inaktivierte Formen davon) umfassen Varianten, aus denen das N-terminale Signalpeptid
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(vermutlich identifiziert fir PRO358 als Aminosauren 1 bis 26) und/oder das initierende Methionin deletiert
worden sind. Die native Signalsequenz kénnte auch durch ein anderes (heterologes) Signalpeptid, das jenes
eines anderen Toll-artigen Proteins sein kdnnte, oder durch eine andere menschliche oder nicht-menschliche
(z. B. Bakterien-, Hefe- oder nicht-menschliche Saugetier-) Signalsequenz ersetzt werden.

[0070] Es wird angenommen, dass die intrazellulare Domane und insbesondere ihr C-terminaler Abschnitt fir
die biologische Funktion dieser Polypeptide wichtig ist. Wenn es demgemaR das Ziel ist, Varianten herzustel-
len, die die biologische Aktivitat eines entsprechenden Toll-artigen Proteins beibehalten, wird zumindest ein
wesentlicher Teil dieser Regionen beibehalten und wenn Veranderungen, wenn tberhaupt, vorgenommen wer-
den, umfassen sie konservative Aminosauresubstitutionen und/oder Insertionen oder Aminosauren, die hin-
sichtlich ihrer Eigenschaften jenen ahnlich sind, die in der Region vorhanden sind, in welche die Aminosaure
insertiert wird. Wenn jedoch eine wesentliche Modifizierung der biologischen Funktion eines nativen Toll-Re-
zeptors erforderlich ist (wenn es z. B. das Ziel ist, Antagonisten der jeweiligen Toll-Polypeptide herzustellen),
umfassen die Veranderungen die Substitution und/oder Insertion von Aminosauren, die sich hinsichtlich ihrer
Eigenschaften von der Aminosaure an der abgezielten Position im entsprechenden nativen Toll-Polypeptid un-
terscheiden.

[0071] Nattrlich vorkommende Aminosauren werden auf Basis der gemeinsamen Seitenketteneigenschaften
in Gruppen unterteilt:

(1) hydrophob: Norleucin, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) neutral hydrophob: Cys, Ser, Thr;

(3) sauer: Asp, Gluy;

(4) basisch: Asn, GIn, His, Lys, Arg;

(5) Reste, welche die Kettenausrichtung beeinflussen: Gly, Pro; und

(6) aromatisch: Trp, Tyr, Phe.

~— — ~— ~—

[0072] Konservative Substitutionen umfassen den Austausch eines Elements innerhalb einer der Gruppen
durch ein anderes Element derselben Gruppe, wogegen nicht-konservative Substitutionen das Austauschen
eines Elements einer dieser Klassen gegen ein anderes bedingen. Von Varianten, die durch nicht-konservative
Substitutionen erlangt wurden, wird erwartet, dass sie in erheblicheren Veranderungen der biologischen Eigen-
schaften/Funktion der erlangten Variante resultieren.

[0073] Aminosaureinsertionen umfassen amino- und/oder carboxyl-terminale Fusionen, die hinsichtlich der
Lange von einem Rest bis zu Polypeptiden reichen, die hundert oder mehr Reste enthalten, sowie Intrase-
quenz-Insertionen einzelner oder mehrerer Aminosaurereste. Intrasequenz-Insertionen (d. h. Insertionen in-
nerhalb der Aminosauresequenz des PRO358-Proteins) kdnnen im Allgemeinen im Bereich von etwa 1 bis 10
Resten, bevorzugter 1 bis 5 Resten, bevorzugter 1 bis 3 Resten liegen. Beispiele terminaler Insertionen um-
fassen die PRO358-Polypeptide mit einem N-terminalen Methioninrest, einem Artefakt seiner direkten Expres-
sion in bakterieller rekombinanter Zellkultur, und die Fusion einer heterologen N-terminalen Signalsequenz mit
dem N-Terminus des PRO358-Molekiils, um die Sekretion des reifen 1-TRAF-Proteins aus rekombinanten
Wirtszellen zu erleichtern. Derartige Signalsequenzen werden im Allgemeinen von der daher dazu homologen
vorgesehenen Wirtszellspezies erhalten.

[0074] Geeignete Sequenzen umfassen STII oder Ipp flr E. coli, Alpha-Faktor fiir Hefe und Virussignale, wie
z. B. Herpes gD fiir Saugetierzellen.

[0075] Andere Insertionsvarianten der hierin offenbarten nativen Toll-artigen Moleklle umfassen die Fusion
des N- oder C-Terminus des Molekiils nativer Sequenz an immunogene Polypeptide, z. B. bakterielle Polypep-
tide, wie z. B. B-Lactamase oder ein Enzym, dass vom trp-Locus von E. coli kodiert wird, oder Hefeprotein, und
C-terminale Fusionen mit Proteinen, die eine langere Halbwertszeit aufweisen, wie z. B. Immunglobulinregio-
nen (vorzugsweise konstante Immunglobulinregionen, um Immunadhasine zu liefern), Albumin oder Ferritin,
wie beschrieben in der am 6. April 1989 veréffentlichten WO 89/02922. Zur Produktion von Immunglobulinfu-
sionen siehe auch US-Patent Nr. 5.428.130, erteilt am 27. Juni 1995.

[0076] Da es haufig schwierig ist, die Eigenschaften einer Toll-artigen Proteinvariante im Voraus vorherzusa-
gen, ist einzusehen, dass ein Screening notwendig sein wird, um die optimale Variante auszuwahlen. Zu die-
sem Zweck sind biochemische oder andere Screeningtests griffbereit, wie z. B. jene, die hierin unten beschrie-
ben sind.
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C. Modifikationen der PRO358-Toll-Proteine

[0077] Kovalente Modifikationen der menschlichen PRO358-Toll-Homologe sind im Schutzumfang dieser Er-
findung enthalten. Eine Art der kovalenten Modifizierung umfasst das Umsetzen der abgezielten Aminosaure-
reste des PRO358-Proteins mit einem organischen Derivatisierungsmittel, das fahig ist, mit ausgewahlten Sei-
tenketten oder den Resten des N- oder C-Terminus zu reagieren. Die Derivatisierung mit bifunktionellen Rea-
genzien ist beispielsweise zur Vernetzung von PRO358 mit einer wasserunldslichen Tragermatrix oder Ober-
flache zweckdienlich, und zwar zur Verwendung im Verfahren zur Reinigung von Anti-PRO358-Antikérpern
und umgekehrt. Haufig verwendete Vernetzungsmittel umfassen z. B. 1,1-Bis(diazoacetyl)-2-phenylethan,
Glutaraldehyd, N-Hydroxysuccinimidester, z. B. Ester mit 4-azidosalicylsdure, homobifunktionelle Imidoester,
einschliellich Disuccinimidylester wie z. B. 3,3'-Dithiobis-(succinimidylpropionat), bifunktionale Maleimide wie
z. B. Bis-N-maleimido-1,8-octan und Mittel wie z. B. Methyl-3[(p-azidophenyl)dithio]propioimidat.

[0078] Andere Modifizierungen umfassen die Deamidierung von Glutaminyl- und Asparagylresten zu den ent-
sprechenden Glutamyl- bzw. Aspartylresten, Hydroxylierung von Prolin und Lysin, Phosphorylierung von Hy-
droxygruppen von Seryl- und Threonylresten, Methylierung der a-Aminogruppen von Lysin-, Arginin- und His-
tidinseitenketten (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San
Francisco, S. 79-86 (1983)), Acetylierung des N-terminalen Amins und Amidierung jeglicher C-terminalen Car-
boxylgruppen.

[0079] Die Derivatisierung mit bifunktionellen Reagenzien ist zur Herstellung intramolekularer Aggregate der
Toll-artigen Rezeptoren hierin mit Polypeptiden sowie zur Vernetzung dieser Polypeptide an eine wasserunls-
liche Tragermatrix oder Oberflache zur Verwendung in Tests oder fur Affinitatsreinigung zweckdienlich. Aul3er-
dem stellt eine Untersuchung von Interkettenvernetzungen direkte Informationen Uber die Konformationsstruk-
tur bereit. Haufig verwendete Vernetzungsmittel umfassen 1,1-Bis(diazoacetyl)-2-phenylethan, Glutaraldehyd,
N-Hydroxysuccinimidester, homobifunktionelle Imidoester und bifunktionelle Maleimide. Derivatisierungsmit-
tel, wie z. B. Methyl-3-[(p-azidophenyl)dithio]propioimidat liefern photoaktivierbare Zwischenprodukte, die fahig
sind, Vernetzungen in Gegenwart von Licht zu bilden. Alternativ dazu werden reaktive wasserunlosliche Mat-
rices, wie z. B. mit Bromcyan aktivierte Kohlenhydrate und die in den US-Patenten Nr. 3.959.642; 3.969.287;
3.691.016; 4.195.128; 4.247.642; 4.229.537; 4.055.635; und 4.330.440 beschriebenen reaktiven Substrate fur
die Proteinimmobilisierung und Vernetzung eingesetzt.

[0080] Ein weiterer Typ der kovalenten Modifizierung der PRO358-Polypeptide, der im Schutzumfang dieser
Erfindung enthalten ist, umfasst das Verandern des nativen Glykosylierungsmusters des Polypeptids. Unter
Lverandern des nativen Glykosylierungsmusters" wird fiir die Zwecke hierin das Deletieren einer oder mehrerer
Kohlenhydratgruppierungen, die sich in der nativen Sequenz finden (entweder durch Entfernen der zugrunde
liegenden Glykosylierungsstelle oder durch Deletieren der Glykosylierung durch chemische und/oder enzyma-
tische Mittel), und/oder das Anfiigen einer oder mehrerer Glykosylierungsstellen verstanden, die in der nativen
Sequenz nicht vorkommen. AuRerdem umfasst der Ausdruck qualitative Anderungen der Glykosylierung der
nativen Proteine, umfassend eine Veranderung der Beschaffenheit und Anteile der vorliegenden Kohlenhyd-
rate.

[0081] Das Anfiigen von Glykosylierungsstellen an die PRO358-Polypeptide kann durch Verandern der Ami-
nosauresequenz erzielt werden. Die Veranderung kann beispielsweise durch Anfiigen oder Ersatz eines Serin-
oder Threoninrestes an/in die/der native(n) Sequenz vorgenommen werden (flir O-gebundene Glykosylie-
rungsstellen). Die Aminosduresequenz kann gegebenenfalls durch Anderungen auf DNA-Ebene verandert
werden, insbesondere durch Mutieren der fiir die PRO358-Polypeptide kodierenden DNA an vorgewahlten Ba-
sen, so dass Codons erzeugt werden, die in die gewiinschten Aminosauren translatiert werden.

[0082] Ein weiteres Mittel zur Erhéhung der Anzahl an Kohlenhydratgruppierungen an den PRO358-Polypep-
tiden ist die chemische oder enzymatische Kopplung von Glykosiden an das Polypeptid. Derartige Verfahren
sind auf dem Gebiet der Erfindung beschrieben, z. B. in WO 87/05330, veroffentlicht am 11. September 1987
und in Aplin und Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., S. 259-306 (1981).

[0083] Die Entfernung von Kohlenhydratgruppierungen, die an den PRO285-, PR0O286- und PRO358-Poly-
peptiden vorhanden sind, kann chemisch oder enzymatisch oder durch Mutationssubstitution von Codons er-
zielt werden, die fir Aminosaurereste kodieren, die als Glykosylierungsziele dienen. Chemische Deglykosylie-
rungstechniken sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt und werden beispielsweise von Hakimuddin et al.,
Arch. Biochem. Biophys. 259, 52 (1987) und von Edge et al., Anal. Biochem. 118, 131 (1981) beschrieben. Die
enzymatische Spaltung von Kohlenhydratgruppierungen an Polypeptiden kann durch Verwendung einer Viel-
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zahl von Endo- und Exo-Glykosidasen wie von Thotakura et al., Meth. Enzymol. 138, 350 (1987) beschrieben
erzielt werden.

[0084] Eine weitere Art der kovalenten Modifizierung umfasst das Binden der PRO358-Polypeptide an eine
Vielzahl von nicht-proteinartigen Polymeren, z. B. Polyethylenglycol (PEG), Polypropylenglykol oder Polyoxy-
alkylene in der Weise, wie sie in den US-Patenten Nr. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192
oder 4.179.337 dargelegt ist.

[0085] Die PRO358-Polypeptide der vorliegenden Erfindung kénnen auRerdem auf eine Weise modifiziert
werden, bei der ein Hybridmolekiil gebildet wird, das PRO358 oder ein Fragment davon umfasst, das an ein(e)
weitere(s), heterologe(s) Polypeptid oder Aminosauresequenz fusioniert ist. In einer der Ausfiihrungsformen
umfasst ein derartiges Hybridmolekil eine Fusion des PRO358-Polypeptids mit einem Marker-Polypeptid, das
ein Epitop bereitstellt, an das ein Anti-Marker-Antikdrper selektiv binden kann. Der Epitop-Marker wird im All-
gemeinen am Amino- oder Carboxylterminus eines nativen PRO358-Molekiils oder einer Variante davon plat-
ziert. Die Gegenwart derartiger Epitop-markierter Formen kann unter Verwendung eines Antikdrpers gegen
das Marker-Polypeptid nachgewiesen werden. AulRerdem ermdglicht die Bereitstellung des Epitop-Markers die
einfache Reinigung der PRO358-Polypeptide mittels Affinitdtsreinigung unter Verwendung eines Anti-Mar-
ker-Antikorpers oder einer anderen Art von Affinitatsmatrix, die an den Epitop-Marker bindet.

[0086] Verschiedene Marker-Polypeptide und ihre jeweiligen Antikérper sind auf dem Gebiet der Erfindung
wohlbekannt. Beispiele umfassen Poly-Histidin-(Poly-His-) oder Poly-Histidin-Glycin-(Poly-His-Gly-) Epi-
top-Marker; das flu-HA-Marker-Polypeptid und sein Antikérper 12CA5 (Field et al., Mol. Cell. Biol. 8,
2159-2165 (1988)); den c-myc-Marker und die 8F9-, 3C7-, 6E10-, G4-, B7- und 9E10-Antikérper dagegen
(Evan et al., Molecular and Cellular Biology 5, 3610-3616 (1985)); und der Herpes-Simplex-Virus-Glykoprotein
D (gD-) Marker und sein Antikérper (Paborsky et al., Protein Engineering 3(6), 547-553 (1990)). Andere Mar-
ker-Polypeptide umfassen das Flag-Peptid (Hopp et al., BioTechnology 6, 1204-1210 (1988)); das KT3-Epi-
top-Peptid (Martin et al., Science 255, 192-194 (1992)); ein a-Tubulin-Epitop-Peptid (Skinner et al., J. Biol.
Chem. 266, 15163-15166 (1991)); und den T7-Gen-10-Protein-Peptidmarker (Lutz-Freyermuth et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87, 6393-6397 (1990)).

[0087] In einer weiteren Ausfiihrungsform kann das Hybridmolekiil eine Fusion der PRO358-Polypeptide oder
von Fragmenten davon mit einem Immunglobulin oder einer bestimmten Region eines Immunglobulins umfas-
sen. Fur eine zweiwertige Form des Hybridmolekils kdnnte eine derartige Fusion die an die Fc-Region eines
Ig-, wie z. B. IgG-Molkelils sein. Die Ig-Fusionen umfassen vorzugsweise die Substitution einer |6slichen
(transmembrandomanendeletierten oder inaktivierten) Form eines PRO358-Polypeptids anstelle von zumin-
dest einer variabeln Region in einem Ig-Molekil. Zur Produktion von Immunglobulinfusionen siehe auch
US-Patent Nr. 5.428.130, erteilt am 27. Juni 1995.

D. Herstellung von PRO358-Polypeptiden

[0088] Die untenstehende Beschreibung betrifft in erster Linie die Herstellung von PRO358-Toll-Homologen
durch Kultivieren von Zellen, die mit einem Vektor transformiert oder transfiziert sind, der fir diese Proteine
kodierende Nucleinsaure (z. B. DNA47361) enthalt). Es ist selbstverstandlich vorgesehen, dass alternative
Verfahren, die auf dem Gebiet der Erfindung wohlbekannt sind, zur Herstellung von PRO358 oder Varianten
davon eingesetzt werden kénnen. Zum Beispiel kénnen die PRO358-Sequenz oder Abschnitte davon durch
direkte Peptidsynthese unter Verwendung von Festphasentechniken hergestellt werden (siehe z. B. Stewart et
al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J. Am. Chem.
Soc. 85, 2149-2154 (1963)). Eine In-vitro-Proteinsynthese kann unter Verwendung manueller Techniken oder
automatisiert durchgefiihrt werden. Die automatisierte Synthese kann beispielsweise unter Verwendung eines
Applied Biosystems Peptide Synthesizers (Foster City, CA) unter Anwendung der Anleitungen des Herstellers
erzielt werden. Verschiedene Abschnitte von PRO358 kénnen chemisch gesondert oder kombiniert unter An-
wendung chemischer oder enzymatischer Verfahren synthetisiert werden, um PRO358 voller Lange herzustel-
len.

1. Isolierung von fiir PRO358 kodierender DNA
[0089] Fir PRO358 kodierende DNA kann aus einer cDNA-Bibliothek erlangt werden, die aus Geweben her-
gestellt wurde, von denen angenommen wird, das sie die PRO358-mRNA besitzen und sie in einem nachweis-

baren Ausmalf’ exprimieren. Demgemaf kann menschliche PRO358-DNA leicht aus einer aus menschlichem
Gewebe hergestellten cDNA-Bibliothek auf eine Weise erlangt werden, wie sie in den Beispielen beschrieben
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wird. Das zugrunde liegende Gen kann ebenfalls aus einer Genom-Bibliothek oder durch Oligonucleotidsyn-
these erlangt werden. Zusatzlich zu den in den Beispielen beschriebenen Bibliotheken kann fiir die menschli-
chen Toll-Proteine der vorliegenden Erfindung kodierende DNA beispielsweise aus Milzzellen oder Peripher-
blut-Leukozyten (PBL) isoliert werden.

[0090] Bibliotheken kdnnen mit Sonden (wie z. B. Antikérpern gegen das PRO358-Protein oder Oligonucleo-
tide von zumindest etwa 20-80 Basen) gescreent werden, die so konstruiert sind, dass sie das Gen von Inte-
resse oder das von ihm kodierte Protein identifizieren. Das Screenen der cDNA- oder Genom-Bibliothek mit
der gewahlten Sonde kann unter Verwendung von Standardverfahren durchgefiuhrt werden, wie zum Beispiel
jenen, die in Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laborstory Manual, New York, Cold Spring Harbor Labor-
story Press (1989) beschrieben sind. Ein alternatives Mittel zur Isolierung des fir PRO358 kodierenden Gens
ist die Verwendung des PCR-Verfahrens (Sambrook et al., siehe oben; Dieffenbach et al., PCR Primer: A La-
borstory Manual, Cold Spring Harbor Laborstory Press (1995)).

[0091] Die unten stehenden Beispiele beschreiben Techniken zum Screenen einer cDNA-Bibliothek. Die als
Sonden gewahlten Oligonucleotidsequenzen sollten von ausreichender Lange und ausreichend eindeutig
sein, damit falsch-positive Resultate minimiert werden. Das Oligonucleotid ist vorzugsweise markiert, so dass
es bei Hybridisierung an DNA in der gescreenten Bibliothek nachgewiesen werden kann. Markierungsverfah-
ren sind auf dem Gebiet der Erfindung wohlbekannt und umfassen die Verwendung von radioaktiven Markern
wie z. B. ?P-markiertes ATP, Biotinylierung oder Enzymmarkierung. Hybridisierungsbedingungen, einschlieR-
lich maRiger und hoher Stringenz werden in Sambrook et al., siehe oben, bereitgestellit.

[0092] Bei derartigen Bibliotheks-Screeningverfahren identifizierte Sequenzen kénnen mit anderen bekann-
ten Sequenzen, die in 6ffentlichen Datenbanken, wie z. B. GenBank oder anderen privaten Sequenzdatenban-
ken hinterlegt und verfiigbar sind, verglichen und an diese angeglichen werden. Sequenzidentitat (entweder
auf Aminosaure- oder auf Nucleotid-Ebene) innerhalb definierter Regionen des Molekils oder tber die volle
Lange der Sequenz hinweg kann durch Sequenzangleichung unter Verwendung von Computersoftwarepro-
grammen, wie z. B. ALIGN, DNAstar und INHERIT ermittelt werden, die verschiedene Algorithmen einsetzen,
um Homologie/Sequenzidentitat zu messen.

[0093] Nucleinsaure, die eine firr Protein kodierende Sequenz aufweist, kann durch Screenen ausgewahlter
cDNA- oder Genom-Bibliotheken unter Verwendung der hierin erstmals offenbarten, hergeleiteten Aminosau-
resequenz erlangt werden, und, falls erforderlich, unter Verwendung herkémmlicher Primerextensionsverfah-
ren, wie sie in Sambrook et al., siehe oben, beschrieben sind, um Vorlaufer und Prozessierungszwischenpro-
dukte von mRNA nachzuweisen, die nicht in cDNA revers transkribiert worden sind.

2. Auswahl und Transformation von Wirtszellen

[0094] Wirtszellen werden mit hierin zur Produktion der menschlichen Toll-Proteine beschriebenen Expressi-
ons- oder Klonierungsvektoren transfiziert oder transformiert und auf herkdmmlichen Nahrmedien kultiviert, die
in geeigneter Weise zur Induktion von Promotoren, zum Selektieren von Transformanten oder Amplifizieren
der fur die gewlinschten Sequenzen kodierenden Gene modifiziert worden sind. Die Kultivierungsbedingun-
gen, wie z. B. Medium, Temperatur, pH und dergleichen kdnnen vom getbten Fachmann ohne ibermaRiges
Experimentieren gewahlt werden. Im Allgemeinen finden sich Prinzipien, Protokolle und praktische Techniken
zur Maximierung der Produktivitat von Zellkulturen in Mammalial Cell Biotechnology: A Practical Approach, M.
Butler (Hrsg.), IRL Press (1991) und Sambrook et al. sieche oben.

[0095] Verfahren der Transfektion sind dem Durchschnittsfachmann bekannt, beispielsweise CaPO, und
Elektroporation. In Abhangigkeit von der verwendeten Wirtszelle wird die Transformation unter Verwendung
von Standardtechniken durchgefiihrt, die flir derartige Zellen geeignet sind. Die Calciumbehandlung, die wie
in Sambrook et al. (siehe oben) beschrieben Calciumchlorid einsetzt, oder die Elektroporation werden allge-
mein fur Prokaryoten oder andere Zellen verwendet, die wesentliche Zellwandbarrieren enthalten. Die Infektion
mit Agrobacterium tumefaciens wird zur Transformation gewisser Pflanzenzellen verwendet, wie von Shaw et
al., Gene 23, 315 (1983) und in der am 29. Juni 1989 veroffentlichten WO 89/05859 beschrieben wird. Fir Sau-
getierzellen ohne derartige Zellwande kann das Calciumphosphat-Prazipitationsverfahren von Graham und
van der Eb, Virology 52, 456-457 (1978) eingesetzt werden. Allgemeine Aspekte von Saugetierzellen-Wirts-
systemtransformationen sind im US-Patent Nr. 4.399.216 beschrieben worden. Transformationen in Hefe wer-
den typischerweise nach dem Verfahren von Van Solingen et al., J. Bact. 130, 946 (1977) und Hsiao et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 3829 (1979) ausgefiihrt. Jedoch kénnen auch andere Verfahren zur Einflihrung
von DNA in Zellen verwendet werden, wie z. B. mittels Kernmikroinjektion, Elektroporation, Bakterienprotoplas-
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tenfusion mit intakten Zellen, oder Polykationen, z. B. Polybren, Polyornithin. Zu verschiedenen Techniken zur
Transformation von Saugetierzellen siehe Keown et al., Methods in Enzymology 185, 527-537 (1990) und
Mansour et al., Nature 336, 348-352 (1988).

[0096] Geeignete Wirtszellen zur Klonierung oder Expression der DNA in die Vektoren hierin umfassen Pro-
karyoten-, Hefe- oder hdhere Eukaryotenzellen. Geeignete Prokaryoten umfassen, sind jedoch nicht einge-
schrankt auf Eubakterien, wie z. B. Gramnegative oder Gram-positive Organismen, beispielsweise Enterobac-
teriaceae, wie z. B. E. coli. Verschiedene E. coli-Stdmme sind Offentlich zuganglich, wie z. B. E. coli
K12-Stamm MM294 (ATCC 31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); E. coli-Stamm W3110 (ATCC 27.325) und
K5 772 (ATCC 53.635).

[0097] Zusatzlich zu Prokaryoten sind eukaryotische Mikroben, wie z. B. Fadenpilze oder Hefe geeignete Klo-
nierungs- und Expressionswirte flir menschliche Toll-kodierende Vektoren. Saccharomyces cerevisiae ist ein
haufig verwendeter niederer eukaryotischer Wirtsmikroorganismus.

[0098] Geeignete Wirtszellen zur Expression der glykosylierten menschlichen Toll-Proteine stammen von
mehrzelligen Organismen. Beispiele von Zellen wirbelloser Tiere umfassen Insektenzellen, wie z. B. Drosophi-
la S2 und Spodoptera Sf9 sowie Pflanzenzellen. Beispiele zweckdienlicher Saugetierwirtszelllinien umfassen
Chinahamster-Eierstock-(CHO-) und COS-Zellen. Speziellere Beispiele umfassen die mit SV40 transformierte
Affennieren-CV1-Linie (COS-7, ATCC CRL 1651); menschliche embryonale Nierenlinie (293 oder 293-Zellen,
subkloniert zum Wachstum in Suspensionskultur, Graham et al., J. Gen Virol. 36, 59 (1977)); Chinahamster-Ei-
erstockzellen/-DHFR (CHO, Urlaub und Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216 (1980)); Maus-Sertolizel-
len (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23, 243-251 (1980)); menschliche Lungenzellen (W138, ATCC CCL 75);
menschliche Leberzellen (Hep G2, HB 8065); und Maus-Mammatumor (MMT 060562, ATCC CCL51). Es wird
davon ausgegangen, dass der Fachmann auf dem Gebiet der Erfindung fahig ist, die geeignete Wirtszelle aus-
zuwabhlen.

3. Auswahl und Verwendung eines Replikationsvektors

[0099] Die fiir PRO358 kodierende Nucleinsaure (z. B. cDNA oder genomische DNA) kann zur Klonierung
(DNA-Amplifikation) oder zur Expression in einen replizierbaren Vektor insertiert werden. Es sind verschiedene
Vektoren 6ffentlich zuganglich. Der Vektor kann in Form eines Plasmids, Cosmids, Virusteilchens oder Phagen
vorliegen. Die geeignete Nucleinsduresequenz kann durch eine Vielzahl von Verfahren in den Vektor insertiert
werden. Im Allgemeinen wird DNA in (eine) geeignete Restriktionsendonucleasestelle(n) unter Anwendung
von Techniken insertiert, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind. Vektorkomponenten umfassen im All-
gemeinen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf eine oder mehrere Signalsequenzen, einen Replikationsstart-
punkt, ein oder mehrere Markergene, ein Enhancerelement, einen Promotor und eine Transkriptionsterminati-
onssequenz. Die Konstruktion geeigneter Vektoren, die eine oder mehrere dieser Komponenten enthalten,
setzt standardmafige Ligationstechniken ein, die dem gelibten Fachmann bekannt sind.

[0100] Die PRO358-Proteine kénnen nicht nur direkt rekombinant produziert werden, sondern auch als Fusi-
onspolypeptid mit einem heterologen Polypeptide, das eine Signalsequenz und ein anderes Polypeptid mit ei-
ner spezifischen Spaltstelle am N-Terminus des reifen Proteins oder Polypeptids sein kann. Im Allgemeinen
kann die Signalsequenz eine Komponente des Vektors sein, oder kann ein Abschnitt der PRO358-DNA sein,
die in den Vektor insertiert wird. Die Signalsequenz kann eine prokaryotische Signalsequenz sein, die bei-
spielsweise aus der Gruppe der Alkalische-Phosphatase-, Penicillinase-, Ipp- oder hitzestabilen Enterotoxin
lI-Leader gewahlt ist. Flr die Hefesekretion kann die Signalsequenz z. B. der Hefe-Invertase-Leader, a-Fak-
tor-Leader (einschlielllich Saccharomyces- und Kluyveromyces-a-Faktor-Leader, Letzterer beschrieben im
US-Patent Nr. 5.010.182) oder Saure-Phosphatase-Leader, der Glucoamylase-Leader aus C. albicans (EP
362.179, verodffentlicht am 4. April 1990) oder das in der am 15. November 1990 verdéffentlichten WO 90/13646
beschriebene Signal sein. Bei der Saugetierzellexpression kdnnen Saugetier-Signalsequenzen verwendet
werden, um die Sekretion des Proteins zu steuern, wie z. B. Signalsequenzen aus sekretierten Polypeptiden
derselben oder einer verwandten Spezies, sowie virale Sekretionsleader.

[0101] Expressions- sowie Klonierungsvektoren enthalten eine Nucleinsduresequenz, die es dem Vektor er-
moglicht, sich in einer oder mehreren gewahlten Wirtszellen zu replizieren. Derartige Sequenzen sind fir eine
Vielzahl von Bakterien, Hefe und Viren bekannt. Der Replikationsstartpunkt aus dem Plasmid pBR322 ist fiir
die meisten Gramnegativen Bakterien geeignet, der 2u-Plasmid-Startpunkt ist fiir Hefe geeignet und verschie-
dene Virusstartpunkte (SV40, Polyoma, Adenovirus, VSV oder BPV) sind zur Klonierung von Vektoren in Sau-
getierzellen geeignet.
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[0102] Expressions- und Klonierungsvektoren enthalten typischerweise ein Selektionsgen, das auch selek-
tierbarer Marker genannt wird. Typische Selektionsgene kodieren fir Proteine, die (a) Resistenz gegen Antibi-
otika oder andere Toxine verleihen, z. B. Ampicillin, Neomycin, Methotrexat oder Tetracyclin verleihen, (b) au-
xotrophe Defekte komplementieren oder (c) kritische Nahrstoffe bereitstellen, die aus komplexen Medien nicht
verflgbar sind, z. B. das fiir D-Alanin-Racemase kodierende Gen fiir Bacilli.

[0103] Ein Beispiel geeigneter selektierbarer Marker fir Saugetierzellen sind jene, welche die Identifizierung
von Zellen ermdglichen, die zur Aufnahme der PRO-358-Nucleinsdure kompetent sind, wie z. B. DHFR oder
Thymidinkinase. Eine geeignete Wirtszelle beim Einsatz von DHFR der Wildform ist die hinsichtlich DHFR-Ak-
tivitat defiziente CHO-Zelllinie, die wie von Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216 (1980) beschrie-
ben hergestellt und vermehrt wird. Ein geeignetes Selektionsgen zur Verwendung in Hefe ist das im Hefeplas-
mid YRp7 vorhandene trp1-Gen (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 fir einen mutierten
Hefestamm bereit, dem die Fahigkeit fehlt, sich in Tryptophan zu vermehren, beispielsweise ATCC Nr. 44076
oder PEP4-1 (Jones, Genetics 85, 12 (1977)).

[0104] Expressions- und Klonierungsvektoren enthalten tblicherweise einen Promotor, der operabel an die
fur das PRO358-Protein kodierende Nucleinsauresequenz gebunden ist, um die mMRNA-Synthese zu steuern.
Promotoren, die von einer Vielzahl an mdglichen Wirtszellen erkannt werden, sind wohlbekannt. Zur Verwen-
dung bei prokaryotischen Wirten geeignete Promotoren umfassen die 3-Lactamase- und Lactose-Promotor-
systeme (Chang et al., Nature 275, 615 (1978); Goeddel et al., Nature 281, 544 (1979)), Alkalische-Phospha-
tase, ein Tryptophan-(trp-)Promotorsystem (Goeddel, Nucleic Acids Res. 8, 4057 (1980); EP 36.776) und Hy-
bridpromotoren, 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 werden auRerdem eine Shine-Dalgarno-(S. D.-) Sequenz
enthalten, die operabel an die fir PRO358 kodierende DNA gebunden ist.

[0105] Beispiele geeigneter Promotorsequenzen zur Verwendung bei Hefewirten umfassen die Promotoren
fir 3-Phosphoglyceratkinase (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255, 2073 (1980)) oder andere glykolytische En-
zyme (Ness 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.

[0106] Andere Hefepromotoren, die induzierbare Promotoren mit dem zusatzlichen Vorteil der Wachstums-
bedingungen kontrollierten Transkription sind, sind die Promotorregionen fiir Alkoholdehydrogenase 2, Isocy-
tochrom C, Saure-Phosphatase, mit dem Stickstoffmetabolismus assoziierte, abbauende Enzyme, Metallothi-
onein, Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase und Enzyme, die fiir Maltose- und Galactoseverwertung ver-
antwortlich sind. Geeignete Vektoren und Promotoren zur Verwendung bei der Hefeexpression werden in EP
73.657 naher beschrieben.

[0107] Die Transkription von PRO358 aus Vektoren in Sdugetier-Wirtszellen wird beispielsweise von Vekto-
ren gesteuert, die aus den Genomen von Viren, z. B. Polyoma-Virus, Gefliigelpocken-Virus (UK 2.211.504, ver-
offentlicht am 5. Juli 1989), Adenovirus (wie z. B. Adenovirus 2), Rinder-Papillomavirus, Vogel-Sarcomavirus,
Cytomegalovirus, einem Retrovirus, Hepatitis-B-Virus und Simian-Virus 40 (SV40), aus heterologen Sauge-
tier-Promotoren, z. B. dem Actinpromotor oder einem Immunglobulin-Promotor und aus Hitzeschock-Promo-
toren unter der Vorraussetzung erlangt werden, das derartige Promotoren mit den Wirtszellsystemen kompa-
tibel sind.

[0108] Die Transkription einer fiir das PRO358-Polypeptid kodierenden DNA durch héhere Eukaryoten kann
gesteigert werden, indem eine Enhancersequenz in den Vektor insertiert wird. Enhancer sind cis-agierende
DNA-Elemente, die Ublicherweise 10 bis 300 bp lang sind, die an einem Promotor agieren, um seine Trans-
kription zu steigern. Es sind zahlreiche Enhancersequenzen aus Saugetiergenen bekannt (Globin, Elastase,
Albumin, a-Fetoprotein und Insulin). Typischerweise wird man jedoch einen Enhancer aus einem Virus euka-
ryotischer Zellen verwenden. Beispiele umfassen den SV40-Enhancer, den Polyoma-Enhancer an der spaten
Seite des Replikationsstartpunkts und Adenovirus-Enhancer. Die Enhancer kdnnen an einer Position 5' oder
3' der fir PRO358 kodierenden Sequenz gespleidt werden, befinden sich jedoch vorzugsweise an einer Stelle
5' des Promotors.

[0109] Bei eukaryotischen Wirtszellen (Hefe, Pilze, Insekten, Pflanzen, Tiere, Mensch oder kernhaltigen Zel-
len aus anderen mehrzelligen Organismen) verwendete Expressionsvektoren werden aulierdem Sequenzen
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enthalten, die zur Termination der Transkription und zur Stabilisierung der mRNA notwendig sind. Derartige
Sequenzen sind Ublicherweise von den 5'- und, gelegentlich, 3'-untranslatierten Regionen eukaryotischer oder
viraler DNAs oder cDNAs erhaltlich. Diese Regionen enthalten Nucleotidsegmente, die als polyadenylierte
Fragmente im untranslatierten Abschnitt der fiir PRO358 kodierenden mRNA transkribiert werden.

[0110] Weitere Verfahren, Vektoren und Wirtszellen, die zur Anpassung an die Synthese von PRO285 in re-
kombinanter Wirbeltierzellkultur geeignet sind, werden in Gething et al., Nature 293, 620-625 (1981); Mantei
et al., Nature 281, 40-46 (1979); EP 117.060; und EP 117.058 beschrieben.

4. Detektion von Genamplifikation/Genexpression

[0111] Genamplifikation und/oder Genexpression kann in einer Probe direkt gemessen werden, beispielswei-
se durch herkémmliches Southern-Blotting, Northern-Blotting zur Quantifizierung der mRNA-Transkription
(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5201-5205 (1980)), Dot-Blotting (DNA-Analyse) oder In-situ-Hybridi-
sierung unter Verwendung einer geeignet markierten Sonde auf Basis der hierin bereitgestellten Sequenzen.
Alternativ dazu kénnen Antikérper eingesetzt werden, die spezifische Duplexe, einschlieBlich DNA-Duplexe,
RNA-Duplexe und DNA-RNA-Hybridduplexe oder DNA-Protein-Duplexe erkennen kdnnen. Die Antikérper
kénnen ihrerseits markiert sein und der Test kann ausgefiihrt werden, wo der Duplex an eine Oberflache ge-
bunden ist, so dass bei der Bildung des Duplex an der Oberflache die Gegenwart von an den Duplex gebun-
denem Antikérper nachgewiesen werden kann.

[0112] Die Genexpression kann alternativ dazu durch immunologische Verfahren, wie z. B. immunohistoche-
mische Farbung von Zellen oder Gewebeschnitten und Tests von Zellkultur- oder Korperflissigkeiten gemes-
sen werden, um die Expression des Genprodukts direkt zu quantifizieren. Fir die immunohistochemische Far-
bung und/oder den Test von Probenflissigkeiten zweckdienliche Antikérper konnen entweder monoklonale
oder polyklonale Antikrper sein und in jeglichem Saugetier hergestellt werden. Zweckdienlicherweise kénnen
die Antikorper gegen PRO358-Polypeptide nativer Sequenz oder gegen ein synthetische Peptid auf Basis der
hierin bereitgestellten DNA-Sequenzen oder gegen eine an PRO358-DNA fusionierte und fiir ein spezifisches
Antikorperepitop kodierende exogene Sequenz hergestellt werden.

5. Polypeptidreinigung

[0113] PRO358-Formen kdénnen aus Zellkulturmedium oder aus Wirtszelllysaten gewonnen werden. Falls es
membrangebunden ist, kann es unter Verwendung einer geeigneten Tensidldsung (z. B. Triton-X 100) oder
durch enzymatische Spaltung aus der Membran freigesetzt werden. Bei der Expression von PRO358 einge-
setzte Zellen kdnnen durch verschiedene physikalische oder chemische Mittel, wie z. B. Einfrier-Auftau-Zyklen,
Beschallung, mechanisches Aufbrechen oder zelllysierende Mittel aufgebrochen werden.

[0114] Es kann wiinschenswert sein, PRO358 von rekombinanten Zellproteinen oder Polypeptiden abzutren-
nen. Die folgenden Verfahren sind beispielgebend fiir geeignete Reinigungsverfahren: mittels Fraktionierung
an Silika oder an einem lonentauscherharz, wie z. B. DEAE; Chromatofokussierung; SDS-PAGE; Ammonium-
sulfatfallung; Gelfiltration, beispielsweise unter Verwendung von Sephadex G-75; Protein A-Sepharose-Saulen
zur Entfernung von Verunreinigungen, wie z. B. I1gG; und metallkomplexierende Saulen zur Bindung Epi-
top-markierter Formen des Toll-Proteins. Verschiedene Verfahren der Proteinreinigung kdnnen eingesetzt wer-
den, und derartige Verfahren sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt und beispielsweise bei Deutscher,
Methods in Enzymology 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag;
New York (1982) beschrieben. Der/die Reinigungsschritt(e) hangt/hangen beispielsweise von der Beschaffen-
heit des verwendeten Produktionsprozesses und dem jeweils produzierten Toll-Protein ab.

E. Verwendungen fiir die Toll-Proteine und kodierenden Nucleinsduren

[0115] Nucleotidsequenzen (oder ihr Komplement), die fiir Toll-Proteine der vorliegenden Erfindung kodieren,
haben verschiedene Anwendungen auf dem Gebiet der Molekularbiologie, einschlieRlich Verwendungen als
Hybridisierungssonden, bei der Chromosomen- und Genkartierung und bei der Erzeugung von Anti-Sen-
se-RNA und DNA. Toll-Nucleinsaure wird auch fir die Herstellung von PRO358-Polypeptiden durch hierin be-
schriebene rekombinante Techniken zweckdienlich sein.

[0116] Die DNA40021-Gene nativer Sequenz und voller Lange, die flir PRO358 oder Abschnitte davon ko-

dieren, kénnen als Hybridisierungssonden fiir eine cDNA-Bibliothek verwendet werden, um das Gen voller
Lange zu isolieren oder noch weitere Gene zu isolieren (beispielsweise jene, die fiir natlirlich vorkommende
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Varianten von PRO358 oder ihre weiteren menschlichen Homologe oder Homologe aus anderen Spezies ko-
dieren), die eine gewinschte Sequenzidentitat mit der in Fig. 1, Fig. 3 und 12A-B offenbarten PRO358-Se-
quenz aufweisen. Optional betragt die Lange der Sonden etwa 20 bis etwa 50 Basen. Die Hybridisierungsson-
den koénnen von der Nucleotidsequenz aus Fig. 13A-B (Seq.-ID Nr. 14) abgeleitet werden oder aus genomi-
schen Sequenzen, die Promotoren, Enhancerelemente und Introns einer nativen Sequenz umfassen. Beispiel-
haft wird ein Screeningverfahren das Isolieren der kodierenden Region von PRO358 unter Verwendung der
bekannten DNA-Sequenz umfassen, um eine gewahlte Sonde von etwa 40 Basen zu synthetisieren. Hybridi-
sierungssonden kénnen mit einer Reihe von Markern markiert sein, einschliellich Radionucleotiden, wie z. B.
2P oder **S, oder enzymatischen Markern, wie z. B. alkalische Phosphatase, an die Sonde gekoppelt tiber Avi-
din/Biotin-Kopplungssysteme. Markierte Sonden mit einer Sequenz, die zu derjenigen von PRO358 (DNA
47361) der vorliegenden Erfindung komplementar ist, kbnnen zum Screenen von Bibliotheken menschlicher
cDNA, genomischer DNA oder mRNA verwendet werden, um zu ermitteln, an welche Elemente derartiger Bi-
bliotheken die Sonde hybridisiert. Hybridisierungstechniken werden in den unten stehenden Beispielen aus-
fuhrlicher beschrieben.

[0117] Die Sonden kénnen auRerdem in PCR-Techniken eingesetzt werden, um einen Pool von Sequenzen
zur Identifizierung nahe verwandter Toll-Sequenzen zu erzeugen.

[0118] Nucleotidsequenzen, die fiir ein Toll-Protein hierin kodieren, kénnen auflerdem verwendet werden, um
Hybridisierungssonden zur Kartierung des Gens zu konstruieren, das fir dieses Toll-Protein kodiert, sowie flr
die genetische Analyse von Individuen mit genetischen Stérungen. Die hierin bereitgestellten Nucleotidse-
quenzen kénnen an ein Chromosom und spezifische Regionen eines Chromosoms kartiert werden, und zwar
unter Anwendung bekannter Techniken, wie z. B. In-situ-Hybridisierung, Bindungsanalyse gegen bekannte
chromosomale Marker und Hybridisierungs-Screening mit Bibliotheken.

[0119] Die menschlichen Toll-Proteine der vorliegenden Erfindung kénnen aulerdem in Tests verwendet wer-
den, um andere Proteine oder Molekule zu identifizieren, die an der Toll-vermittelten Signalibertragung betei-
ligt sind. Beispielsweise ist PRO358 zweckdienlich bei der Identifizierung der bislang unbekannten naturlichen
Liganden menschlicher Toll-Proteine oder anderer Faktoren, die (direkt oder indirekt) an der Aktivierung
und/oder Signalisierung durch einen menschlichen Toll-Rezeptor, wie z. B. potentielle, mit einem Toll-Rezeptor
assoziierte Kinasen beteiligt sind. AuRerdem kdnnen Inhibitoren der Rezeptor/Ligand-Bindungswechselwir-
kung identifiziert werden. An derartigen Bindungswechselwirkungen beteiligte Proteine kénnen aul3erdem ver-
wendet werden, um auf Peptide oder kleine Moleklle zu screenen, die Inhibitoren oder Agonisten der Bin-
dungswechselwirkung sind. Es kdnnen Screeningtests konstruiert werden, um Leitsubstanzen zu finden, wel-
che die biologische Aktivitat eines nativen Toll-Polypeptids oder eines Liganden fir ein natives Toll-Polypeptid
nachahmen. Derartige Screeningtests umfassen Tests, die dem Hochdurchsatz-Screening chemischer Biblio-
theken zuganglich sind, wodurch sie sich besonders zur Identifizierung kleiner Molekiile als Medikamentkan-
didaten eignen. Vorgesehene kleine Molekiile umfassen synthetische organische oder anorganische Verbin-
dungen. Die Tests kdnnen in einer Vielzahl von Formaten durchgefiihrt werden, einschliel3lich Protein-Prote-
in-Bindungstests, biochemische Screeningtests, Immuntests und auf Zellen basierende Tests, die auf dem Ge-
biet der Erfindung gut charakterisiert sind.

[0120] In-vitro-Tests setzen ein Gemisch aus Verbindungen, einschlieBlich eines Toll-Rezeptor-Polypeptids
ein, das Teil eines Fusionsprodukts mit einem anderen Peptid oder Polypeptid, z. B. einem Marker zur Detek-
tion oder Verankerung usw. sein kann. Das Testgemisch kann auRerdem (fir Bindungstests) ein natlirliches
intra- oder extrazellulares Toll-bindendes Ziel umfassen (d. h., einen Toll-Liganden oder ein weiteres Molekiil,
das bekanntermallen den Toll-Rezeptor aktiviert und/oder durch diesen signalisiert). Obgleich native Bin-
dungsziele verwendet werden kénnen, wird haufig bevorzugt, einen Abschnitt derartiger nativer Bindungsziele
zu verwenden (z. B. Peptide), solange der Abschnitt fir eine Bindungsaffinitat und Aviditat gegeniiber dem ge-
genstandlichen Toll-Protein sorgt, die im Test leicht gemessen werden kann. Das Testgemisch enthalt auRer-
dem einen pharmakologischen Kandidaten-Wirkstoff. Kandidaten-Wirkstoffe umfassen zahireiche chemische
Klassen und sind typischerweise organische Verbindungen, vorzugsweise kleine organische Verbindungen
und werden aus einer Reihe von Quellen erlangt, einschlieRlich aus Bibliotheken synthetischer oder natirlicher
Verbindungen. Eine Vielzahl anderer Reagenzien kann ebenfalls im Gemisch enthalten sein, wie z. B. Salze,
Puffer, neutrale Proteine, z. B. Albumin, Detergenzien, Proteaseinhibitoren, Nucleaseinhibitoren, antimikrobi-
elle Mittel usw.

[0121] Bei In-vitro-Bindungstests wird das erhaltende Gemisch unter Bedingungen inkubiert, wonach das

Toll-Protein ohne die Gegenwart des Kandidaten-Molekiils das zellulare Bindungsziel, einen Abschnitt oder ein
Analogon davon spezifisch mit einer Referenzaffinitat bindet. Die Komponenten des Gemischs kdénnen in jeg-
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licher Reihenfolge zugegeben werden, die fur die erforderlichen Bindungen sorgt, und Inkubationen kénnen
bei jeglicher Temperatur durchgefiihrt werden, welche die optimale Bindung fordert. Inkubationszeiten werden
gleichermalen fir optimale Bindung gewahilt, jedoch auch minimiert, um ein schnelles Hochdurchsatz-Scree-
ning zu erleichtern.

[0122] Nach der Inkubation wird die durch das Mittel beeinflusste Bindung zwischen dem Toll-Protein und ei-
nem oder mehreren Bindungszielen mithilfe jeglicher zweckmaRigen Technik nachgewiesen. Fur zellfreie Bin-
dungstests wird haufig ein Trennschritt verwendet, um gebundene von ungebundenen Komponenten zu tren-
nen. Die Trennung kann durch Prazipitation (z. B. TCA-Prazipitation, Immunoprazipitation usw.), Immobilisie-
rung (z. B. an ein festes Substrat) usw., gefolgt vom Waschen, zum Beispiel Membranfiltration (z. B. lonentau-
scherpapier P-18 von Whatman, hydrophobe GFC-Membran von Polyfiltronic usw.), Gelchromatographie (z.
B. Gelfiltration, Affinitat usw.) herbeigefiihrt werden. Fir Toll-abhangige Transkriptionstests wird die Bindung
durch eine Anderung der Expression eines Toll-abhéngigen Reporters nachgewiesen.

[0123] Die Detektion kann auf jegliche zweckdienliche Weise ausgefiihrt werden. Fur zellfreie Bindungstests
umfasst einer der Komponenten fir gewdhnlich einen Marker oder sie ist daran gekoppelt. Der Marker kann
einen direkten Nachweis als Radioaktivitat, Lumineszenz, optische Dichte oder Elektronendichte bereitstellen,
oder einen indirekten Nachweis bereitstellen, wie z. B. einen Epitopmarker, ein Enzym usw. Eine Vielzahl an
Verfahren kann verwendet werden, um den Marker in Abhangigkeit von der Beschaffenheit des Markers und
anderen Testkomponenten nachzuweisen, z. B. durch optische Dichte oder Elektronendichte, Strahlungsemis-
sionen, strahlungslose Energielibertragungen usw. oder indirekt mit Antikbrperkonjugaten.

[0124] Nucleinsauren, die fir PRO358 oder ihre modifizierten Formen kodieren, kdnnen au’erdem verwen-
det werden, um entweder transgene nicht-menschliche Tiere oder nicht-menschliche ,Knockout"-Tiere zu er-
zeugen, die wiederum bei der Entwicklung und beim Screening therapeutisch zweckdienlicher Reagenzien
verwendbar sind. Ein transgenes Tier (z. B. eine Maus oder Ratte) ist ein nicht-menschliches Tier mit Zellen,
die ein Transgen enthalten, wobei das Transgen in einem pranatalen, z. B. embryonalen Stadium in das Tier
oder einen Vorfahren des Tiers eingefiihrt worden ist. Ein Transgen ist eine DNA, die in das Genom einer Zelle
integriert ist, aus dem sich ein transgenes Tier entwickelt. cDNA kann verwendet werden, um fiir PRO358 ko-
dierende, genomische DNA zu klonieren, und zwar in Ubereinstimmung mit etablierten Techniken und den ge-
nomischen Sequenzen, die zur Erzeugung transgener Tiere verwendet werden, die Zellen enthalten, die flr
PRO358 kodierende DNA exprimieren. Verfahren zur Erzeugung von nicht-menschlichen transgenen Tieren,
insbesondere Tieren wie z. B. Mausen und Ratten, sind auf dem Gebiet der Erfindung Ublich geworden und
sind beispielsweise in den US-Patenten Nr. 4.736.866 und 4.870.009 beschrieben. Typischerweise wird auf
bestimmte Zellen fiir die Transgeninkorporation mit gewebespezifischen Enhancern abgezielt. Transgene
nicht-menschliche Tiere, die eine Kopie eines in einem embryonalen Stadium in die Keimbahn des Tiers ein-
geflihrte Kopie eines fir PRO358 kodierenden Transgens enthalten, kdnnen verwendet werden, um die Wir-
kung der erhéhten Expression von fir PRO358 kodierender DNA zu untersuchen. Derartige Tiere kénnen als
Versuchstiere fir Reagenzien verwendet werden, von denen angenommen wird, dass sie Schutz vor z. B. pa-
thologischen Zustanden verleihen, die mit seiner Expression verbunden sind. Gemal diesem Aspekt der Er-
findung wird ein Tier mit dem Reagens behandelt und ein vermindertes Auftreten des pathologischen Zustands
im Vergleich zu unbehandelten, das Transgen tragenden Tieren wirde eine mdgliche therapeutische Interven-
tion flr den pathologischen Zustand anzeigen.

[0125] Alternativ dazu kdnnen nicht-menschliche Wirbeltier- (z. B. Sdugetier-)Homologe von PRO358 ver-
wendet werden, um ein nicht-menschliches ,Knockout"-Tier zu konstruieren, das ein defizientes oder veran-
dertes flir PRO358 kodierendes Gen aufweist, und zwar als Folge der homologen Rekombination zwischen
dem endogenen, fliir PRO358-Protein kodierenden Gen und veranderter genomischer, flir PRO358 kodieren-
der, in eine embryonale Zelle des nicht-menschlichen Tiers eingeflihrter DNA. Beispielsweise kann fir
PRO358 kodierende cDNA verwendet werden, um fiir PRO358 kodierende genomische DNA nach etablierten
Techniken zu klonieren. Ein Abschnitt der fiir PRO358 kodierenden genomischen DNA kann deletiert oder
durch ein anderes Gen ersetzt werden, wie z. B. durch ein Gen, das fiir einen selektierbaren Marker kodiert,
der zur Beobachtung der Integration verwendet werden kann. Typischerweise sind mehrere Kilobasen unver-
anderter, flankierender DNA (sowohl am 5'-, als auch am 3'-Ende) im Vektor enthalten (siehe z. B. Thomas und
Capecchi, Cell 51, 503 (1987) flr eine Beschreibung von homologen Rekombinationsvektoren). Der Vektor
wird in eine embryonale nicht-menschliche Stammzelllinie eingefiihrt (z. B. durch Elektroporation) und es wer-
den Zellen ausgewabhlt, in denen die eingefiihrte DNA homolog mit der endogenen DNA rekombiniert hat (Sie-
he z. B. Li et al., Cell 69, 915 (1992)). Die gewahlten Zellen werden dann in eine Blastozyte eines
nicht-menschlichen Tiers (z. B. einer Maus oder Ratte) injiziert, um Aggregationshybride auszubilden (siehe z.
B. Bradley, in: Teratocarcinomas and Embryonic Stern Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson (Hrsg.),
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IRL, Oxford, S. 113-152 (1987)). Ein nicht-menschlicher Hybridembryo kann dann in ein geeignetes schein-
trachtiges, weibliches, nicht-menschliches Pflegetier implantiert und der Embryo ausgetragen werden, um ein
nicht-menschliches ,Knockout"-Tier zu erzeugen. Nachkommen, welche die homolog rekombinierte rekombi-
nante DNA in ihren Keimzellen beherbergen, kdnnen mittels Standardtechniken identifiziert und verwendet
werden, um Tiere zu zuchten, bei denen alle Zellen des Tiers die homolog rekombinierte DNA enthalten.
Nicht-menschliche Knockout-Tiere kdnnen beispielsweise hinsichtlich ihrer Fahigkeit charakterisiert werden,
sich gegen gewisse pathologische Zustande zu wehren, und hinsichtlich ihrer Entwicklung pathologischer Zu-
stédnde aufgrund der Abwesenheit der PRO358-Polypeptide.

[0126] Fur die hierin offenbarten Toll-Polypeptide kodierende Nucleinsaure kann auRerdem in der Genthera-
pie verwendet werden. Bei Gentherapieanwendungen werden Gene in Zellen eingefihrt, um die In-vivo-Syn-
these eines therapeutisch wirksamen Genprodukts, z. B. zum Ersatz eines defizienten Gens zu erzielen. ,Gen-
therapie" umfasst sowohl die herkémmliche Gentherapie, wobei eine dauerhafte Wirkung durch eine einzige
Behandlung erzielt wird, als auch die Verabreichung von gentherapeutischen Mitteln, was die einmalige oder
wiederholte Verabreichung einer therapeutische wirksamen DNA oder mRNA umfasst. Antisense-RNAs und
DNAs koénnen als therapeutische Mittel zum Blockieren der Expression gewisser Gene in vivo verwendet wer-
den. Es ist bereits gezeigt worden, dass kurze Antisense-Oligonucleotide in Zellen importiert werden kénnen,
wo sie als Inhibitoren agieren, und zwar trotz ihrer niedrigen intrazelluldren Konzentrationen, die von ihrer be-
schrankten Aufnahme durch die Zellmembran verursacht werden (Zamecnit 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.

[0127] Es gibt eine Reihe von verfligbaren Techniken zur Einfihrung von Nucleinsauren in lebensfahige Zel-
len. Die Techniken variieren in Abhangigkeit davon, ob die Nucleinsaure in vitro, oder in vivo in die Zellen des
vorgesehenen Wirts transferiert wird. Techniken, die fiir den Transfer von Nucleinsaure in Saugetierzellen in
vitro geeignet sind, umfassen die Verwendung von Liposomen, Elektroporation, Mikroinjektion, Zellfusion,
DEAE-Dextran, das Calciumphosphatprazipitationsverfahren usw. Die gegenwartig bevorzugten In-vivo-Gen-
transfertechniken umfassen die Transfektion mit viralen (typischerweise retroviralen) Vektoren und die Virus-
hillprotein-Liposom-vermittelte Transfektion (Dzau et al., Trends in Biotechnology 11, 205-210 (1993)). Unter
manchen Umstanden ist es wiinschenswert, die Nucleinsaurequelle mit einem Mittel bereitzustellen, das auf
die Zielzellen abzielt, wie z. B. einem fiir ein Zelloberflachenmembranprotein oder die Zielzelle spezifischen
Antikorper, einem Liganden flir einen Rezeptor auf der Zielzelle usw. Wo Liposomen eingesetzt werden, kén-
nen Proteine, die an ein mit Endozytose in Verbindung stehendes Oberflachenmembranprotein binden, zum
Abzielen und/oder zur Erleichterung der Aufnahme verwendet werden, z. B. Capsidproteine oder Fragmente
davon, die fir einen bestimmten Zelltyp tropisch sind, Antikoper fir Proteine, die im Zyklus internalisiert wer-
den, Proteine, die auf intrazellulare Lokalisierung abzielen und die intrazellulare Halbwertszeit erhdhen. Die
Technik der Rezeptor-vermittelten Endozytose wird beispielsweise von Wu et al., J. Biol. Chem. 262,
4429-4432 (1987), und Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990) beschrieben. Fir ei-
nen Uberblick tiber die gegenwartig bekannten Genmarkierungs- und Gentherapie-Protokolle siehe Anderson
et al., Science 256, 808-813 (1992).

[0128] Die verschiedenen im Zusammenhang mit den Toll-Proteinen hierin aufgezahlten Verwendungen sind
auch fir Agonisten der nativen Toll-Rezeptoren gliltig, die zumindest eine biologische Funktion eines naiven
Toll-Rezeptors nachahmen.

F. Anti-Toll-Protein-Antikdrper

[0129] Die vorliegende Erfindung stellt auflerdem Anti-Toll-Protein-Antikdrper bereit. Beispielhafte Antikdrper
umfassen polyklonale, monoklonale, humanisierte, bispezifische Antikdrper und Heterokonjugat-Antikorper.

1. Polyklonale Antikérper

[0130] Die Anti-Toll-Protein-Antikorper kénnen polyklonale Antikérper umfassen. Verfahren zur Herstellung
polyklonaler Antikorper sind dem geiibten Fachmann bekannt. Polyklonale Antikdrper kénnen in einem Sau-
getier beispielsweise durch eine oder mehrere Injektionen eines Immunisierungsmittels und, falls erwiinscht,
eines Adjuvans hergestellt werden. Typischerweise wird das Immunisierungsmittel und/oder Adjuvans durch
mehrere subkutane oder intraperitoneale Injektionen in das Saugetier injiziert. Es kann zweckdienlich sein, das
Immunisierungsmittel an ein Protein zu konjugieren, das im zu immunisierenden Saugetier bekanntermallen
immunogen ist. Beispiele derartiger immunogener Proteine umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf
Keyhole-Limpet-Hamocyanin, Serumalbumin, Rinderthyroglobulin und Sojabohnen-Trypsininhibitor. Beispiele
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von Adjuvantien, die eingesetzt werden kdénnen, umfassen Freund'sches komplettes Adjuvans und
MPL-TDM-Adjuvans(Monophosphoryl-Lipid A, synthetisches Trehalosedicorynomycolat). Das Immunisie-
rungsprotokoll kann vom Fachmann auf dem Gebiet der Erfindung ohne ibermaRiges Experimentieren ge-
wahlt werden.

2. Monoklonale Antikorper

[0131] Die Anti-Toll-Protein-Antikérper kdnnen alternativ dazu monoklonale Antikdrper sein. Monoklonale An-
tikdrper kdnnen unter Verwendung von Hybridomverfahren hergestellt werden, wie z. B. jenen, die von Kohler
und Milstein, Nature 256, 495 (1975) beschrieben werden. In einem Hybridomverfahren wird eine Maus, ein
Hamster oder ein anderes geeignetes Wirtstier typischerweise mit einem Immunisierungsmittel immunisiert,
um Lymphozyten hervorzubringen, die Antikorper produzieren oder zur Produktion von Antikérpern fahig sind,
die spezifisch an das Immunisierungsmittel binden. Alternativ dazu kénnen Lymphozyten in vitro immunisiert
werden.

[0132] Das Immunisierungsmittel wird typischerweise die PRO358-Polypeptide oder ein Fusionsprotein da-
von umfassen. Im Allgemeinen werden entweder Peripherblutlymphozyten (PBLs) verwendet, falls Zellen
menschlichen Ursprungs erwiinscht sind, oder es werden Milzzellen oder Lymphknotenzellen verwendet, falls
nicht-menschliche Saugetierquellen gewiinscht sind. Die Lymphozyten werden dann mit einer immortalisierten
Zelllinie unter Verwendung eines geeigneten Fusionierungsmittels, wie z. B. Polyethylenglykol, fusioniert, um
eine Hybridomzelle auszubilden (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, S.
59-103 (1986)). Immortalisierte Zelllinien sind fiur gewdhnlich transformierte Saugetierzellen, insbesondere
Myelomzellen, die von Nagern, Rind und Mensch stammen. Ublicherweise werden Ratten- oder Maus-Mye-
lomzelllinien eingesetzt. Die Hybridomzellen kénnen in einem geeigneten Kulturmedium kultiviert werden, das
vorzugsweise eine oder mehrere Substanzen enthélt, die das Wachstum oder Uberleben der unfusionierten,
immortalisierten Zellen hemmt. Wenn beispielsweise den Ausgangszellen das Enzym Hypoxanthin-Gua-
nin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT oder HPRT) fehlt, wird das Medium fiir die Hybridome typischerweise
Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (,HAT-Medium") umfassen, wobei diese Substanzen das Wachstum
von HGPRT-defizienten Zellen verhindert.

[0133] Bevorzugte immortalisierte Zelllinien sind jene, die effizient fusionieren, eine starke Expression des
Antikorpers durch die selektierten, Antikérper produzierenden Zellen fordern und gegen ein Medium, wie z. B.
HAT-Medium empfindlich sind. Bevorzugtere immortalisierte Zelllinien sind Maus-Myelomlinien, die beispiels-
weise vom Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California und der American Type Culture Collec-
tion, Rockville, Maryland bezogen werden kdnnen. Menschliche Myelomzelllinien und Maus-Mensch-Hetero-
myelomzelllinien sind auRerdem fiir die Produktion menschlicher monoklonaler Antikorper beschrieben wor-
den (Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, Marcel Dekker Inc., New York, S. 51-63 (1987)).

[0134] Das Kulturmedium, in dem die Hybridomzellen kultiviert werden, kann dann auf die Gegenwart von ge-
gen PRO358 gerichteten Antikorpern getestet werden. Vorzugsweise wird die Bindungsspezifitat der von den
Hybridomzellen produzierten monoklonalen Antikdrper mittels Immunoprazipitation oder durch einen In-vit-
ro-Bindungstest, wie z. B. den Radioimmuntest (RIA) oder Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA) be-
stimmt. Derartige Techniken und Tests sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt. Die Bindungsaffinitat des
monoklonalen Antikdrpers kann beispielsweise mittels Scatchard-Analyse von Munson und Pollard, Anal. Bi-
ochem. 107, 220 (1980) bestimmt werden.

[0135] Nach Identifizierung der gewlinschten Hybridomzellen konnen die Klone mittels Grenzverdiinnungs-
verfahren subkloniert und mittels Standardverfahren geziichtet werden (Goding, siehe oben). Geeignete Kul-
turmedien zu diesem Zweck umfassen beispielsweise Dulbecco's Modified Eagle's Medium und RM-
P1-1640-Medium. Alternativ dazu kénnen die Hybridomzellen in vivo in Aszites in einem Saugetier geziichtet
werden.

[0136] Die von den Subklonen sekretierten monoklonalen Antikérper kénnen aus dem Kulturmedium oder
aus der Aszitesflissigkeit durch herkdmmliche Immunglobulinreinigungsverfahren, wie z. B. Protein A-Sepha-
rose, Hydroxylapatitchromatographie, Gelelektrophorese, Dialyse oder Affinitatschromatographie isoliert oder
gereinigt werden.

[0137] Die monoklonalen Antikdrper konnen auflerdem durch DNA-Rekombinationsverfahren hergestellt
werden, wie z. B. jenen, die im US-Patent Nr. 4.816.567 beschrieben sind. Fir die monoklonalen Antikérper

22/95



DE 698 38 888 T2 2008.12.11

der Erfindung kodierende DNA kann leicht unter Anwendung herkémmlicher Verfahren isoliert und sequenziert
werden (z. B. durch Verwendung von Oligonucleotidsonden, die fahig sind, spezifisch an Gene zu binden, die
fur die Schwer- und Leichtketten von Maus-Antikérpern kodieren). Die Hybridomzellen der Erfindung dienen
als bevorzugte Quelle derartiger DNA. Wenn sie einmal isoliert ist, kann die DNA in Expressionsvektoren plat-
ziert werden, die dann in Wirtszellen, wie z. B. Simian-COS-Zellen, Chinahamster-Eierstock-(CHO-)Zellen
oder Myelomzellen transfiziert werden, die ansonsten kein Immunglobulinprotein produzieren, um die Synthe-
se monoklonaler Antikdrper in rekombinanten Wirtszellen zu erlangen. Die DNA kann auf3erdem modifiziert
werden, beispielsweise durch Ersetzen der kodierenden Sequenz fir menschliche konstante Domanen der
Schwer- und Leichtketten anstelle der homologen Maus-Sequenzen (US-Patent Nr. 4.816.567; Morrison et al.,
siehe oben) oder durch kovalentes Verbinden der gesamten oder eines Abschnitts der kodierenden Sequenz
fur ein Nicht-Immunglobulin-Polypeptid an die fiir Immunglobulin kodierenden Sequenz. Die konstanten Doma-
nen eines Antikorpers der Erfindung oder die variablen Doméanen einer der Antigen-kombinierenden Stellen
eines Antikorpers der Erfindung kénnen durch ein derartiges Nicht-Immunglobulin-Polypeptid ersetzt werden,
um einen bivalenten Hybridantikdrper zu erzeugen.

[0138] Die Antikérper kdnnen monovalente Antikdrper sein. Verfahren zur Herstellung monovalenter Antikor-
per sind auf dem Gebiet der Erfindung wohlbekannt. Beispielsweise umfasst eines der Verfahren die rekombi-
nante Expression von Immunglobulin-Leichtkette und modifizierter Schwerkette. Die Schwerkette ist im Allge-
meinen an einem beliebigen Punkt in der Fc-Region trunkiert, so dass die Schwerkettenvernetzung verhindert
wird. Alternativ dazu werden die mafRgeblichen Cysteinreste durch einen anderen Aminosaurerest ersetzt oder
werden deletiert, um eine Vernetzung zu verhindern.

[0139] In-vitro-Verfahren sind ebenfalls zur Herstellung monovalenter Antikdrper geeignet. Der Verdau von
Antikérpern zur Produktion von Fragmenten davon, insbesondere Fab-Fragmenten, kann unter Verwendung
routinemaRiger Techniken erzielt werden, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind.

3. Humanisierte und menschliche Antikérper

[0140] Die Anti-Toll-Antikérper der Erfindung kénnen aulRerdem humanisierte Antikérper und menschliche
Antikoérper umfassen. Humanisierte Formen nicht-menschlicher Antikérper (z. B. Maus-Antikorper) sind Chi-
mare Immunglobuline, Immunglobulinketten oder Fragmente davon (wie z. B. Fv, Fab, Fab', F(ab'), oder an-
dere antigenbindende Untersequenzen von Antikorpern), die eine Minimalsequenz enthalten, die von einem
nicht-menschlichen Immunglobulin stammt. Humanisierte Antikérper umfassen menschliche Immunglobuline
(Empfanger-Antikérper), bei denen Reste einer Complementary-determining-region (CDR) des Empfangers
durch Reste aus einer CDR einer nicht-menschlichen Spezies (Spender-Antikorper), wie z. B. Maus, Ratte
oder Kaninchen mit der gewilinschten Spezifitat ersetzt sind. In manchen Fallen werden Fv-Gerlstreste des
menschlichen Immunglobulins durch die entsprechenden nicht-menschlichen Reste ersetzt. Humanisierte An-
tikdrper kdnnen aulRerdem Reste umfassen, die sich weder im Empfanger-Antikorper, noch in den importierten
CDR- oder Gerust-Sequenzen finden. Im Allgemeinen wird der humanisierte Antikorper im Wesentlichen alle
von zumindest einer und typischerweise zwei variablen Domanen umfassen, bei denen alle oder im Wesentli-
chen alle der CDR-Regionen jenen eines nicht-menschlichen Immunglobulins entsprechen und alle oder im
Wesentlichen alle der FR-Regionen jene einer menschlichen Immunglobulin-Konsensussequenz sind. Der hu-
manisierte Antikdrper wird im Optimalfall auRerdem zumindest einen Abschnitt einer konstanten Immunglobu-
linregion (Fc), typischerweise jene eines menschlichen Immunglobulins umfassen (Jones et al., Nature 321,
522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); und Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596
(1992)).

[0141] Verfahren zur Humanisierung nicht-menschlicher Antikérper sind auf dem Gebiet der Erfindung wohl-
bekannt. Im Allgemeinen weist ein humanisierter Antikdrper einen oder mehrere Aminosaurereste auf, die in
diesen aus einer nicht-menschlichen Quelle eingefliihrt worden sind. Diese nicht-menschlichen Aminosaure-
reste werden haufig als ,Import"-Reste bezeichnet, die typischerweise einer variablen ,Import"-Domane ent-
nommen sind. Die Humanisierung kann im Wesentlichen nach dem Verfahren von Winter und Mitarbeitern
(Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332, 323-327 (1988); Verhoeyen et al.,
Science 239, 1534-1536 (1988)) durch Ersetzen von Sequenzen eines menschlichen Antikdrpers durch die
entsprechenden Nager-CDRs oder CDR-Sequenzen durchgefiihrt werden. Demgemal sind derartige ,huma-
nisierte" Antikérper Hybridantikorper (US-Patent Nr. 4.816.567), worin im Wesentlichen weniger als eine intak-
te menschliche variable Domane durch die entsprechende Sequenz aus einer nicht-menschlichen Spezies er-
setzt worden ist. In der Praxis sind humanisierte Antikorper typischerweise menschliche Antikdrper, bei denen
manche CDR-Reste und méglicherweise manche FR-Reste durch Reste aus analogen Stellen in Nager-Anti-
korpern ersetzt sind.
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[0142] Menschliche Antikdrper kdnnen aulRerdem unter Verwendung verschiedener Techniken hergestellt
werden, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind, einschlieRlich Phagen-Display-Bibliotheken (Hoogen-
boom und Winter, J. Mol. Biol. 227, 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581 (1991)). Die Techniken von
Cole et al. und Boerner et al. sind zur Herstellung menschlicher monoklonaler Antikérper ebenfalls verfiigbar
(Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, S. 77 (1985) und Boerner et al., J. Im-
munol. 147(1), 86-95 (1991)). Gleichermalen kdnnen menschliche Antikdrper durch Einfihren menschlicher
Immunglobulin-Loci in transgene Tiere, z. B. Mause hergestellt werden, bei denen die endogenen Immunglo-
bulingene teilweise oder vollstandig inaktiviert worden sind. Bei Exposition wird die Produktion menschlicher
Antikdrper beobachtet, die jener in Menschen beobachteten in allen Aspekten, einschliel3lich Gen-Umordnung,
Assemblierung und Antikérperrepertoire sehr ahnlich ist. Dieser Ansatz wird beispielsweise in den US-Paten-
ten Nr. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016 und in den folgenden wissenschaft-
lichen Publikationen 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 Biotechnology 14, 845-51
(1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg und Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13,
65-93 (1995).

4. Bispezifische Antikérper

[0143] Bispezifische Antikdrper sind monoklonale, vorzugsweise menschliche oder humanisierte Antikorper,
die Bindungsspezifitdten flir zumindest zwei verschiedene Antigene aufweisen. Im vorliegenden Fall kann ei-
ner der Bindungsspezifitaten fur das PRO358-Protein, die andere fir ein anderes Antigen und vorzugsweise
fur ein Zelloberflachenprotein oder einen Rezeptor oder eine Rezeptor-Untereinheit sein. Es ist aulRerdem
moglich, bispezifische Antikorper herzustellen, die Spezifitaten gegen zwei unterschiedliche Toll-artige Protei-
ne, wie z. B. beliebige zwei der in der vorliegenden Anmeldung offenbarten Toll-Homologe, oder ein hierin of-
fenbartes Toll-Protein und ein auf dem Gebiet der Erfindung bekanntes Toll-Protein, z. B. TLR2 aufweisen. Der-
artige bispezifische Antikdrper kdnnten die Erkennung verschiedener Pathogenmuster durch Toll-Rezeptoren
blockieren und es wird daher von ihnen erwartet, dass sie signifikante Vorteile bei der Behandlung von Sepsis
und septischem Schock aufweisen.

[0144] Verfahren zur Herstellung bispezifischer Antikérper sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt. Her-
kdommlicherweise basiert die rekombinante Produktion bispezifischer Antikdrper auf der Coexpression von
zwei Immunglobulin-Schwerketten/Leichtketten-Paaren, wobei die beiden Schwerketten verschiedene Spezi-
fitaten aufweisen (Milstein und Cuello, Nature 305, 537-539 (1983)). Wegen der zufalligen Auswahl von Im-
munglobulin-Schwer- und Leichtketten produzieren diese Hybridome(Quadrome) ein mégliches Gemisch aus
zehn verschiedenen Antikérpermolekiilen, von denen nur eines die richtige bispezifische Struktur aufweist. Die
Reinigung des richtigen Molekiils wird Ublicherweise durch affinitatschromatograpische Schritte erzielt. Ahnli-
che Verfahren sind in der am 13. Mai 1993 veréffentlichten WO 93/08829 und in Traunecker et al., EMBO J.
10, 3655-3659 (1991) offenbart.

[0145] Variable Domanen von Antikérpern mit den gewiinschten Bindungsspezifititen (Antikorper-Anti-
gen-kombinierenden Stellen) kénnen an Immunglobulinsequenzen konstanter Domanen fusioniert werden.
Die Fusion erfolgt vorzugsweise mit der konstanten Domane einer Immunglobulin-Schwerkette, die zumindest
einen Teil der Gelenks-, CH2- und CH3-Regionen umfasst. Es wird bevorzugt, dass die erste konstante Region
der Schwerkette (CH1), welche die fir Leichtkettenbindung bendtigte Stelle enthalt, in zumindest einer der Fu-
sionen zugegen ist. DNAs, die fir die Immunglobulin-Schwerketten-Fusionen und, falls erwiinscht, fir die Im-
munglobulin-Leichtkette kodieren, werden in gesonderte Expressionsvektoren insertiert und werden in einen
geeigneten Wirtsorganismus transfiziert. Fr weitere Einzelheiten zur Erzeugung bispezifischer Antikorper sie-
he beispielsweise Suresh et al., Methods in Enzymology 121, 210 (1986).

5. Heterokonjugat-Antikdrper

[0146] Heterokonjugat-Antikérper liegen ebenfalls im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung. Heterokon-
jugat-Antikorper sind aus zwei kovalent verbundenen Antikérpern zusammengesetzt. Derartige Antikorper sind
zum Abzielen von Immunsystemzellen auf unerwiinschte Zellen (US-Patent Nr. 4.676.980) und zur Behand-
lung der HIV-Infektion (WO 91/00360; WO 92/200373; EP 03089) vorgeschlagen worden. Es ist vorgesehen,
dass die Antikorper in vitro unter Verwendung bekannter Verfahren der synthetischen Proteinchemie, ein-
schlieBlich jener Verfahren, die Vernetzungsmittel umfassen, hergestellt werden konnen. Beispielsweise kon-
nen Immunotoxine unter Verwendung einer Disulfidaustauschreaktion oder durch Bilden einer Thioetherbin-
dung konstruiert werden. Beispiele geeigneter Reagenzien zu diesem Zweck umfassen Iminothiolat und Me-
thyl-4-mercaptobutyrimidat und jene, die beispielsweise im US-Patent Nr. 4.676.980 offenbart sind.
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G. Verwendungen fiur Anti-Toll-Protein-Antikdrper

[0147] Die Anti-Toll-Antikérper der Erfindung haben verschiedene Verwendungsmadglichkeiten. Zum Beispiel
kdnnen Anti-PRO-358-Antikorper in diagnostischen Tests auf PRO358 verwendet werden, z. B. zur Detektion
seiner Expression in spezifischen Zellen, Geweben oder Serum. Verschiedenartige diagnostische, auf dem
Gebiet der Erfindung bekannte Testtechniken kbnnen verwendet werden, wie z. B. kompetitive Bindungstests,
direkte oder indirekte Sandwich-Tests und Immunprazipitationstests, die entweder in heterogenen oder in ho-
mogenen Phasen durchgefiihrt werden (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press
Inc., S. 147-158 (1987)). Die in diagnostischen Tests verwendeten Antikdrper kbnnen mit einer nachweisbaren
Gruppierung markiert sein. Die nachweisbare Gruppierung sollte fahig sein, entweder direkt oder indirekt ein
nachweisbares Signal zu produzieren. Zum Beispiel kann die nachweisbare Gruppierung ein Radioisotop, wie
z. B. °H, "C, *P, S oder '®I, eine fluoreszierende oder chemilumineszente Verbindung, wie z. B. Fluores-
cein-Isothiocyanat, Rhodamin oder Luciferin, oder ein Enzym, wie z. B. alkalische Phosphatase, p-Galactosi-
dase oder Meerrettichperoxidase sein. Es kann jegliches auf dem Gebiet der Erfindung bekannte Verfahren
zur Konjugation des Antikorpers an eine nachweisbare Gruppierung eingesetzt werden, einschlielllich jener
Verfahren, 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
werden.

[0148] Anti-PRO358-Antikdrper sind aulRerdem zur Affinitatsreinigung dieser Proteine aus rekombinanter
Zellkultur oder aus natirlichen Quellen zweckdienlich. Bei diesem Verfahren werden die Antikdrper gegen die-
se Toll-Proteine auf einem geeigneten Trager, wie z. B. Sephadex-Harz oder Filterpapier unter Anwendung von
Verfahren immobilisiert, die auf dem Gebiet der Erfindung wohlbekannt sind. Der immobilisierte Antikdrper wird
dann mit einer das Toll-Protein enthaltenden Probe kontaktiert, und danach wird der Trager mit einem geeig-
neten Lésungsmittel gewaschen, das im Wesentlichen alles Material mit Ausnahme des an den immobilisierten
Antikorper gebundenen PRO358-Proteins entfernt. Schliellich wird der Trager mit einem anderen geeigneten
Lésungsmittel gewaschen, welches das Protein vom Antikorper freisetzt.

[0149] Anti-Toll-Rezeptor (d. h. Anti-PRO358-Antikdrper) kann auch zur Blockierung der biologischen Aktivi-
taten der entsprechenden Toll-Rezeptoren zweckdienlich sein. Es wird angenommen, dass die hauptsachliche
Funktion der Familie von Toll-Rezeptoren jene ist, als Pathogenerkennungsrezeptoren zu fungieren, welche
die Gegenwart von auf Mikroben vorhandenen konservierten Molekllmustern wahrnehmen. Lipopolysaccha-
ride (LPS, auch als Endotoxine bekannt), potentiell letale, von verschiedenen Bakterien produzierte Molekiile,
binden an das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) im Blut. Der gebildete Komplex aktiviert dann einen
als CD14 bekannten Rezeptor. Es gibt auf dem Gebiet der Erfindung keinen Konsens dariber, was als nachs-
tes geschieht. Nach einer Hypothese instruiert CD14 nicht direkt Makrophagen, Cytokine, Zelladhasionsprote-
ine und Enzyme zu produzieren, die an der Produktion entziindungsférdernder Vermittler niedrigen Molekular-
gewichts beteiligt sind, sondern ermdglicht es dem LPS, einen zweiten Rezeptor zu aktivieren. Alternativ dazu
ist vorgeschlagen worden, dass LPS gewisse Rezeptoren direkt, ohne die Hilfe von LBP oder CD14 aktivieren
kénnten. Die in der vorliegenden Anmeldung offenbarten Daten weisen darauf hin, dass die menschlichen
Toll-artigen Rezeptoren Signalisierungsrezeptoren sind, die durch LPS in einer LBP- und CD14-reaktiven Wei-
se aktivieren. Da dieser Mechanismus unter physiologischen Bedingungen zu einem haufig fatalen, septischer
Schock genannten Syndrom flihren kann, konnten Anti-Toll-Rezeptor-Antikdrper (genau wie andere Toll-Re-
zeptor-Antagonisten) bei der Behandlung von septischem Schock zweckdienlich sein. Es ist vorauszusehen,
dass die verschiedenen Toll-Rezeptoren unterschiedliche Pathogene erkennen kdnnten, z. B. verschiedene
Stamme von Gram-negativen oder Gram-positiven Bakterien. DemgemaR kann unter gewissen Umstanden
eine Kombinationstherapie mit einem Gemisch von Antikorpern, die spezifisch verschiedene Toll-Rezeptoren
binden, oder die Verwendung von bispezifischen Anti-Toll-Antikérpern wiinschenswert sein.

[0150] Es wird hierin speziell gezeigt, dass Anti-huTLR2-Antikdrper besonders zweckdienlich zur Blockierung
der Induktion dieses Rezeptors durch LPS sind. Da gezeigt worden ist, dass LPS-Exposition zu septischem
Schock fiihren kann (Parrillo, N. Engl. J. Med. 328, 1471-1477 (1993)), sind Anti-huTLR2-Antikérper bei der
Behandlung von septischem Schock maéglicherweise zweckdienlich.

[0151] Die vorangehend im Zusammenhang mit den Anti-Toll-Rezeptor-Antikdrpern aufgezahlten therapeuti-
schen und diagnostischen Verwendungen sind auch auf andere Toll-Antagonisten, d. h., andere Molekiile (Pro-
teine, Peptide, kleine organische Molekile usw.) anwendbar, welche die Toll-Rezeptor-Aktivierung und/oder
die durch Toll-Rezeptoren vermittelte Signallibertragung blockieren.

[0152] Angesichts ihres therapeutischen Potenzials werden die Toll-Proteine (einschliellich Varianten der na-
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tiven Toll-Homologe) und ihre Agonisten und Antagonisten (einschlieflich, jedoch nicht eingeschrankt auf An-
ti-Toll-Antikdrper) in Zusammensetzungen inkorporiert, die fur therapeutische Verwendung zweckdienlich sind.
Therapeutische Zusammensetzungen werden zur Lagerung hergestellt, indem der aktive Bestandteil mit dem
gewunschten Reinheitsgrad mit optionalen physiologisch annehmbaren Tragern, Exzipienten oder Stabilisato-
ren (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. Ausg., A. Osol (Hrsg.), Ausgabe 1980) in Form lyophilisierter
Formulierungen oder wassriger Losungen vermischt wird. Annehmbare Trager, Exzipienten oder Stabilisato-
ren sind fir Empfanger bei den eingesetzten Dosierungen und Konzentrationen nicht toxisch und umfassen
Puffer, wie z. B. Phosphat, Citrat und andere organische Sauren; Antioxidantien, einschlief3lich Ascorbinsaure;
niedermolekulare (weniger als etwa 10 Reste) Polypeptide; Proteine, wie z. B. Serumalbumin, Gelatine oder
Immunglobuline; hydrophile Polymere, wie z. B. Polyvinylpyrrolidon, Aminosauren, wie z. B. Glycin, Glutamin,
Asparagin, Arginin oder Lysin; Monosaccharide, Disaccharide und andere Kohlenhydrate, einschlieRlich Glu-
cose, Mannose oder Dextrine; Komplexierungsmittel, wie z. B. EDTA; Zuckeralkohole, wie z. B. Mannit oder
Sorbitol; salzbildende Gegenionen, wie z. B. Natrium; und/oder nichtionische Tenside, wie z. B. Tween, Pluro-
nics oder PEG.

[0153] Die aktiven Bestandteile kdénnen auflerdem in Mikrokapseln, die beispielsweise durch Koazervati-
onstechniken oder durch Grenzflachenpolymerisation hergestellt werden, beispielsweise Hydroxymethylcellu-
lose- oder Gelatine-Mikrokapseln bzw. Poly-(methylmethacrylat)-Mikrokapseln, in kolloidalen Medikamentab-
gabesystemen (beispielsweise Liposomen, Albumin-Mikrokligelchen, Mikroemulsionen, Nanoteilchen und Na-
nokapseln) oder in Makroemulsionen eingeschlossen sein. Derartige Techniken sind in Remington's Phar-
maceutical Sciences (siehe oben) offenbart.

[0154] Die zur Verabreichung in vivo zu verwendenden Formulierungen mussen steril sein. Die kann leicht
mittels Filtration durch Sterilfiltrationsmembranen von oder nach der Lyophilisierung und Rekonstitution erzielt
werden.

[0155] Therapeutische Zusammensetzungen hierin werden im Allgemeinen in einen Behalter geflillt, der eine
sterile Full6ffnung aufweist, beispielsweise in einen Beutel fir intravendse Lésungen oder in ein Flaschchen
mit einem von einer Injektionsnadel durchstechbaren Stopfen.

[0156] Der Verabreichungsweg steht mit bekannten Verfahren im Einklang, z. B. Injektion oder Infusion Gber
intravendse, intraperitoneale, intrazerebrale, intramuskulare, intraokulare, intraarterielle oder intralasionale
Wege, topische Verabreichung oder durch Depotsysteme.

[0157] Geeignete Beispiele von Praparaten mit nachhaltiger Freisetzung umfassen semipermeable Polymer-
matrices in Form von Formteilchen, z. B. Filmen oder Mikrokapseln. Matrices fiir nachhaltige Freisetzung um-
fassen Polyester, Hydrogele, Polylactide (US-Patente Nr. 3.773.919, EP 58.481), Copolymere von L-Glutamin-
saure und y-Ethyl-L-glutamat (U. Sidman et al., Biopolymers 22(1), 547-556 (1983)), Poly-(2-hydroxyethylme-
thacrylat) (R. Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15, 167-277 (1981) und R. Langer, Chem. Tech. 12, 98-105
(1982)), Ethylenvinylacetat (R. Langer et al., Id.) oder Poly-D-(-)-3-hydroxybuttersaure (EP 133.988). Zusam-
mensetzungen mit nachhaltiger Freisetzung umfassen auRerdem Liposomen. Liposomen, die ein Molekiil ent-
halten, das im Schutzumfang der Erfindung liegt, werden durch an sich bekannte Verfahren hergestellt: DE
3.218.121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 3688-3692 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77, 40304034 (1980); EP 52322; EP 36676 A, EP 88046; EP 143949; EP 142641; Japanische Pa-
tentanmeldung 83-118008; US-Patente Nr. 4.485.045 und 4.544.545; und EP 102.324. Fir gewohnlich sind
die Liposomen vom kleinen (etwa 200-800 Angstrédm) unilamellaren Typ, bei dem der Lipidgehalt héher als
etwa 30 Mol-% Cholesterin ist, wobei der gewahlte Anteil auf die optimale NT-4-Therapie eingestellt wird.

[0158] Eine wirksame Menge des aktiven Bestandteils wird beispielsweise von den therapeutischen Zeilen,
dem Verabreichungsweg und dem Leiden des Patienten abhangen. Demgemaf wird notwendig sein, dass der
Therapeut die Dosierung titriert und den Verabreichungsweg wie erforderlich modifiziert, um die optimale the-
rapeutische Wirkung zu erzielen. Eine typische tagliche Dosis kann im Bereich von 1 pg/kg bis zu 100 mg/kg
oder mehr in Abhangigkeit von den oben erwahnten Faktoren liegen. Typischerweise wird der Kliniker ein Mo-
lekul der vorliegenden Erfindung verabreichen, bis eine Dosis erreicht ist, die fiir die erforderliche biologische
Wirkung sorgt. Der Fortschritt der Therapie kann leicht durch herkdmmliche Tests verfolgt werden.

[0159] Die folgenden Beispiele werden ausschlielllich zu illustrativen Zwecken bereitgestellt und beabsichti-
gen in keiner Weise eine Einschrankung des Schutzumfangs der vorliegenden Erfindung.

[0160] Alle in der vorliegenden Patentbeschreibung zitierten Patente und Literaturstellen sind hiermit zur
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Ganze durch Verweis aufgenommen.
BEISPIELE

[0161] Im Handel erhaltlich Reagenzien, auf die in den Beispielen Bezug genommen wird, wurden, sofern
nicht anders angegeben, nach den Anleitungen der Hersteller verwendet. Die Quelle jener Zellen, die in den
folgenden Beispielen und in der gesamten Patentbeschreibung durch ATCC-Zugangsnummern gekennzeich-
net sind, ist die American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA.

BEISPIEL 1
Isolierung von cDNA-Klonen, die flir menschliches PRO358 kodieren

[0162] Die Sequenzen einer extrazellularen Doméane (ECD) (einschlieRlich der Sekretionssignalsequenz,
wenn eine vorliegt) aus bekannten Elementen der menschlichen Toll-Rezeptorfamilie wurden verwendet, um
EST-Datenbanken zu durchsuchen. Die EST-Datenbanken umfassten o6ffentliche EST-Datenbanken (z. B.
GenBank) und eine proprietare EST-Datenbank (LIFESEQ™, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA). Die Su-
che wurde unter Verwendung des BLAST- oder BLAST2-Computerprogramms durchgefiihrt [Altschul et al.;
Methods in Enzymology 266, 460-480 (1996)] als Vergleich der ECD-Proteinsequenzen mit einer 6-Ras-
ter-Translation der EST-Sequenzen. Diese Vergleiche, die zu einer BLAST-Zahl von 70 (oder in einigen Fallen
90) oder mehr fihrten, die nicht fur bekannte Proteine kodierten, wurden geclustered und in Consen-
sus-DNA-Sequenzen mit dem Programm ,phrap" angeordnet (Phil Green, University of Washington, Seattle,
Washington).

[0163] Ein EST wurde in der Incyte Datenbank identifiziert (INC3115949).

[0164] AufBasis der EST-Sequenz wurden Oligonucleotide synthetisiert, um durch PCR eine DNA-Bibliothek
zu identifizieren, welche die Sequenz von Interesse enthielt und zur Verwendung als Sonden, zum Isolieren
eines Klons der fir PRO358 kodierenden Sequenz voller Lange.

[0165] Ein Paar von PCR-Primern (Vorwarts und Rickwarts) wurde synthetisiert:
TCCCACCAGGTATCATAAACTGAA
(Seq.-ID Nr. 15)

TTATAGACAATCTGTTCTCATCAGAGA
(Seq.-ID Nr. 16)

[0166] Es wurde auch eine Sonde synthetisiert:
AAAAAGCATACTTGGAATGGCCCAAGGATAGGTGTAAATG
(Seq.-ID Nr. 17)

[0167] Um mehrere Bibliotheken auf eine Quelle eines Klons voller Ldnge zu screenen, wurde DNA aus den
Bibliotheken mittels PCR-Amplifikation mit dem oben festgelegten PCR-Primerpaar gescreent. Eine positive
Bibliothek wurde dann verwendet, um fir das PRO358-Gen kodierende Klone unter Verwendung des Sonde-
noligonucleotids und eines der PCR-Primer zu isolieren.

[0168] RNA zur Herstellung der cDNA-Bibliotheken wurde aus menschlichem Knochenmark isoliert (LIB256).
Die cDNA-Bibliotheken, die verwendet wurden, um die cDNA-Klone zu isolieren, wurden durch Standardver-
fahren unter Verwendung von im Handel erhéltlichen Reagenzien wie z. B. von Invitrogen, San Diego, CA her-
gestellt. Die cDNA wurde mit Oligo-dT geprimed, das eine Notl-Stelle enthielt, stumpfendig an Sall-Adaptoren
gebunden, die mit Hdmokinase behandelt worden waren, mit Notl gespalten, in geeigneter Weise durch Gele-
lektrophorese auf eine bestimmte Grofe gebracht und in einer definierten Ausrichtung in den einzigartigen
Xhol- und Notl-Stellen in einen geeigneten Klonierungsvektor kloniert (wie z. B. pRKB oder pRKD, pRK5B ist
ein Vorlaufer von pRKSD, der nicht die Sfil-Stelle enthalt, sieche Holmes et al.; Science 253, 1278-1280 (1991)).

[0169] DNA-Sequenzierung der Klone, die wie oben beschrieben isoliert wurden, ergab die DNA-Sequenz

voller Lange fur PRO358 (Fig. 13A, und 13B, Seq.-ID Nr. 14) und die abgeleitete Proteinsequenz fir PRO358
(Fig. 12A und 12B, Seq.-ID Nr. 13).
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[0170] Die gesamte Nucleotidsequenz des identifizierten Klons (DNA47361) ist in den Fig. 13A-B (Seq.-ID
Nr. 14) dargestellt. Klon DNA47361 enthalt einen einzigen offenen Leseraster mit einer offensichtlichen Trans-
lationsinitiationsstelle (ATG-Startsignal) an Nucleotidpositionen, die in den Fig. 13A und 13B unterstrichen
sind. Der vorhergesagte Polypeptidvorlaufer ist 811 Aminosauren lang, einschliel3lich einer mutmaflichen Si-
gnalsequenz (Aminosauren 1 bis 19), einer extrazellularen Domane (Aminosauren 20 bis 575, einschliellich
leucinreicher Wiederholungen in der Region von Position 55 bis Position 575), einer mutmaflichen Transmem-
brandomane (Aminosauren 576 bis 595). Klon DNA47361 (DNA47361-1249 genannt) ist bei der ATCC hinter-
legt worden und es wurde diesem die ATCC-Hinterlegungsnummer 209431 zugeteilt.

[0171] Auf Basis einer BLAST- und FastA-Sequenzangleichungsanalyse (unter Verwendung des Computer-
programms ALIGN) der Sequenz voller Lange von PRO358 ist die DNA ein menschliches Homolog des Dro-
sophila-Toll-Proteins und ist zu den folgenden menschlichen Toll-Proteinen homolog: Tollt (DNAX#
HSU88540-1, das mit der zufallssequenzierten cDNA# HUMRSC786-1 voller Lange identisch ist); Toll2 (DN-
AX# HSU88878-1); Toll3 (DNAX# HSU88879-1); und Toll4 (DNAX# HSU88880-1).

Beispiel 2
Verwendung von PRO358-DNA als Hybridisierungssonde

[0172] Das folgende Verfahren beschreibt die Verwendung einer fir PRO358 kodierenden Nucleotidsequenz
als Hybridisierungssonde. In der folgenden Beschreibung werden diese Proteine kollektiv als , Toll-Homologe"
bezeichnet.

[0173] Die kodierende Sequenz eines Toll-Homologs umfassende DNA wird als Sonde eingesetzt, um auf ho-
mologe DNAs (wie z. B. jene, die fir natirlich vorkommende Varianten dieser speziellen Toll-Proteine kodie-
ren) in cDNA-Bibliotheken menschlicher Gewebe oder Genombibliotheken menschlicher Gewebe zu scree-
nen.

[0174] Hybridisierung und Waschen von Filtern, die eine der beiden Bibliothek-DNAs enthalten, werden unter
den folgenden hochstringenten Bedingungen durchgefiihrt. Die Hybridisierung von radioaktiv markierter,
Toll-Homolog-hergeleiteter Sonde an die Filter wird in einer L6sung aus 50% Formamid, 5 x SSC, 0,1% SDS,
0,1% Natriumpyrophosphat, 50 mM Natriumphosphat, pH 6,8, 2 x Denhardt-L6sung und 10% Dextransulfat
bei 42°C fir 20 Stunden durchgefiihrt. Das Waschen der Filter wird in einer wassrigen Losung von 0,1 x SSC
und 0,1% SDS bei 42°C durchgefiihrt.

[0175] DNAs, die eine gewiinschte Sequenzidentitat mit der DNA aufweisen, die fir das Toll-Homolog voller
Lange und nativer Sequenz kodiert, kénnen dann unter Verwendung von auf dem Gebiet der Erfindung be-
kannten Standardtechniken identifiziert werden.

Beispiel 3
Expression von PRO358 in E. coli

[0176] Dieses Beispiel illustriert die Herstellung einer unglykosylierten Form von PRO358 (,Toll-Homolog")
durch rekombinante Expression in E. coli.

[0177] Die fir ein Toll-Homolog kodierende DNA-Sequenz wird zundchst unter Verwendung gewahlter
PCR-Primer amplifiziert. Die Primer sollten Restriktionsenzymstellen enthalten, die den Restriktionsenzymstel-
len am gewahlten Expressionsvektor entsprechen. Es kann eine Vielzahl an Expressionsvektoren eingesetzt
werden. Ein Beispiel eines geeigneten Vektors ist pPBR322 (das aus E. coli stammt; siehe Bolivar et al., Gene
2,95 (1977)), das Gene fiir Ampicillin- und Tetracyclinresistenz enthalt. Der Vektor wird mit Restriktionsenzym
verdaut und dephosphoryliert. Die mittels PCR amplifizierten Sequenzen werden dann in den Vektor ligiert. Der
Vektor wird vorzugsweise Sequenzen umfassen, die fir ein Antibiotikaresistenzgen, einen trp-Promotor, einen
Polyhis-Leader (einschliellich der ersten sechs STII-Codons, Polyhis-Sequenz und Enterokinase-Spaltstelle),
die kodierende Region, Lambda-Transkriptionsfaktor und ein argU-Gen kodieren.

[0178] Das Ligationsgemisch wird dann verwendet, um einen gewahlten E. coli-Stamm unter Anwendung der
in Sambrook et al., siehe oben, beschriebenen Verfahren zu transformieren. Transformanten werden aufgrund
ihrer Fahigkeit identifiziert, sich auf LB-Platten zu vermehren, worauf gegen Antibiotikum resistente Kolonien
selektiert werden. Plasmid-DNA kann isoliert und mittels Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung besta-
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tigt werden.

[0179] Selektierte Klone kénnen Uber Nacht in Flissigkulturmedium, wie z. B. mit Antibiotika erganzter
LB-Briihe geziichtet werden. Die Ubernachtkultur kann anschlieRend verwendet werden, um eine Kultur im
gréReren Malstab zu inokulieren. Die Zellen werden dann auf die gewlinschte optische Dichte geziichtet, wo-
bei wahrend der Zichtung der Promotor eingeschaltet wird.

[0180] Nach dem Kultivieren der Zellen fir mehrere weitere Stunden kénnen die Zellen mittels Zentrifugation
geerntet werden. Das mittels Zentrifugation erlangte Zellpellet kann unter Verwendung von verschiedenen, auf
dem Gebiet der Erfindung bekannten Mitteln solubilisiert und das solubilisierte Toll-Homolog dann unter Ver-
wendung einer Metallchelatsaule unter Bedingungen gereinigt werden, die eine starke Bindung des Proteins
ermdglichen.

Beispiel 4
Expression von PRO358 in Saugetierzellen

[0181] Dieses Beispiel illustriert die Herstellung einer glykosylierten Form von PRO358 (,Toll-Homolog")
durch rekombinante Expression in Sdugetierzellen.

[0182] Der Vektor pRKS5 (Siehe EP 307.247, verdffentlicht am 15. Marz 1989) wird als Expressionsvektor ein-
gesetzt. Gegebenenfalls wird die fiir Toll-Homolog kodierende DNA mit gewahlten Restriktionsenzymen in
pRKS ligiert, um die Insertion der fur Toll-Homolog kodierenden DNA unter Verwendung von Ligationsverfahren
zu ermoglichen, wie sie z. B. in Sambrook et al., siehe oben, beschrieben werden. Der resultierende Vektor
wird pRK5-PRO358 genannt.

[0183] In einer der Ausfiihrungsformen kénnen die Wirtszellen 293-Zellen sein. Menschliche 293-Zellen
(ATCC CCL 1573) werden in Gewebekulturplatten auf Konfluenz geziichtet, und zwar in Medium, wie z. B. in
mit Fotalkalberserum und gegebenenfalls Nahrstoffkomponenten und/oder Antibiotika ergadnztem DMEM.
Etwa 10 pg pRK5-PRO-358-DNA wird mit etwa 1 g fir das VA-RNA-Gen kodierender DNA (Thimmappaya et
al., Cell 31, 543 (1982)) vermischt und in 500 pl 1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 0,227 M CacCl, gelést. Diesem
Gemisch werden tropfenweise 500 pl 50 mM HEPES (pH 7,35), 280 mM NacCl, 1,5 mM NaPO, zugegeben und
es wird die Bildung eines Prazipitats flir 10 Minuten bei 25°C ermdglicht. Das Prazipitat wird suspendiert und
den 293-Zellen zugegeben und fir etwa vier Stunden bei 37°C absetzen gelassen. Das Kulturmedium wird ab-
gesaugt und es werden 2 ml 20%iges Glycerin in PBS fir 30 Sekunden zugegeben. Die 293-Zellen werden
dann mit serumfreiem Medium gewaschen, worauf frisches Medium zugesetzt und die Zellen fir etwa 5 Tage
kultiviert werden.

[0184] Ungefahr 24 Stunden nach den Transfektionen wird das Kulturmedium entfernt und durch Kulturmedi-
um (alleine) oder Kulturmedium ersetzt, das 200 uCi/ml **S-Cystein und 200 puCi/ml **S-Methionin enthalt. Nach
12 Stunden Inkubation wird das konditionierte Medium gesammelt, mit einem Zentrifugenfilter konzentriert und
auf ein 15%-iges SDS-Gel geladen. Das verarbeitete Gel kann getrocknet und zur Belichtung eines Film fur
eine definierte Zeit verwendet werden, um die Gegenwart von Polypeptid nachzuweisen. Die die transfizierten
Zellen enthaltenden Kulturen kénnen einer weiteren Inkubation (in serumfreiem Medium) unterzogen und das
Medium in ausgewahlten Biotests getestet werden.

[0185] In einer alternativen Technik kann Toll-Homolog-DNA vortibergehend in 293-Zellen eingefuhrt werden,
und zwar unter Anwendung des von Somparyrac et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 12, 7575 (1981) beschriebenen
Verfahrens. 293-Zellen werden in einer Spinnerflasche auf maximale Dichte geziichtet und es werden 700 ug
pRK5-PRO(358)-DNA zugegeben. Die Zellen werden zunachst mittels Zentrifugation aus der Spinnerflasche
konzentriert und mit PBS gewaschen. Das DNA-Dextran-Prazipitat wird am Zellpellet fir vier Stunden inku-
biert. Die Zellen werden mit 20% Glycerin fur 90 Sekunden behandelt, mit Gewebekulturmedium gewaschen
und wieder in die Gewebekulturmedium, 5 pg/ml Rinderinsulin und 0,1 pg/ml Rindertransferrin enthaltende
Spinnerflasche riickgefihrt. Nach etwa vier Tagen wird das konditionierte Medium zentrifugiert und filtriert, um
Zellen und Trimmer zu entfernen. Die das entsprechende exprimierte Toll-Homolog enthaltende Probe kann
dann mit einem beliebigen gewahlten Verfahren, wie z. B. Dialyse und/oder Saulenchromatographie konzent-
riert und gereinigt werden.

[0186] In einer weiteren Ausfiihrungsform kénnen die Toll-Homologe in CHO-Zellen exprimiert werden. Die
pRK5-Vektoren kénnen unter Verwendung bekannter Reagenzien, wie z. B. CaPO, oder DEAE-Dextran in
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CHO-Zellen transfiziert werden. Wie oben beschrieben kdnnen die Zellkulturen inkubiert und das Medium
durch Kulturmedium (alleine) oder Kulturmedium ersetzt werden, das einen radioaktiven Marker, wie z. B.
%S-Methinin enthalt. Nach dem Feststellen der Gegenwart von PRO358-Polypeptid kann das Kulturmedium
durch serumfreies Medium ersetzt werden. Vorzugsweise werden die Kulturen fur etwa 6 Tage inkubiert und
das konditionierte Medium dann geerntet. Das das exprimierte Toll-Homolog enthaltende Medium kann dann
mit einem beliebigen gewahlten Verfahren konzentriert und gereinigt werden.

[0187] Epitopmarkierte Toll-Homologe kénnen ebenfalls in Wirts-CHO-Zellen exprimiert werden. Die Toll-Ho-
molog-DNA kann aus dem pRK5-Vektor heraus subkloniert werden. Das Subklon-Insert kann einer PCR un-
terzogen werden, um In-Frame mit dem gewahlten Epitopmarker, wie z. B. dem Poly-His-Marker in einen Ba-
culovirus-Expressionsvektor zu fusionieren. Das Poly-His-markierte Insert kann dann in einen SV40-angetrie-
benen Vektor subkloniert werden, der einen Selektionsmarker, wie z. B.

[0188] DHFR zur Selektion stabiler Klone enthalt. Schlie3lich kdnnen die CHO-Zellen (wie oben beschrieben)
mit dem SV40-angetriebenen Vektor transfiziert werden. Es kann wie oben beschrieben eine Markierung
durchgefiihrt werden, um die Expression zu verifizieren. Das das exprimierte Poly-His-markierte Toll-Homolog
enthaltende Kulturmedium kann dann mit einem beliebigen gewahlten Verfahren, wie z. B. Ni?*-Chelat-Affini-
tatschromatographie konzentriert und gereinigt werden.

Beispiel 5
Expression von PRO358 in Hefe

[0189] Das folgende Verfahren beschreibt die rekombinante Expression von PRO358 (,Toll-Homolog”) in He-
fe.

[0190] Zunachst werden Expressionsvektoren fiir intrazelluldre Produktion oder Sekretion eines Toll-Homo-
logs aus dem ADH2/GAPDH-Promotor konstruiert. Flr das gewtinschte Toll-Homolog kodierende DNA, ein ge-
wahltes Signalpeptid und der Promotor werden in geeignete Restriktionsenzymstellen im gewahlten Plasmid
insertiert, um die intrazellulare Expression zu steuern. Zur Sekretion kann flir das gewahlte Toll-Homolog ko-
dierende DNA in das gewahlte Plasmid kloniert werden, und zwar zusammen mit fir den ADH2/GAPDH-Pro-
motor kodierender DNA, der Hefe-a-Faktor-Sekretionssignal/Leader-Sequenz und Linkersequenzen (falls be-
notigt) zur Sekretion.

[0191] Hefezellen, wie z. B. Stamm AB110, kdnnen dann mit den oben beschriebenen Expressionsplasmiden
transformiert und in gewahlten Fermentationsmedien kultiviert werden. Die Uberstande der transformierten
Hefe kdnnen mittels Prazipitation mit 10% Trichloressigsaure und Trennung mittels SDS-PAGE, gefolgt von
Farbung der Gele mit Coomassie-Blau-Farbstoff analysiert werden.

[0192] Rekombinante Toll-Homologe kénnen anschlieflend isoliert und gereinigt werden, indem die Hefezel-
len aus dem Fermentationsmedium mittels Zentrifugation entfernt werden und das Medium dann unter Ver-
wendung gewahlter Kartuschenfilter konzentriert wird. Das das Toll-Homolog enthaltende Konzentrat kann un-
ter Verwendung gewahlter Saulenchromatographieharze weiter gereinigt werden.

Beispiel 6
Expression von PRO358 in Baculovirus-infizierten Insektenzellen

[0193] Das folgende Verfahren beschreibt die rekombinante Expression von PRO358 (,, Toll-Homolog") in Ba-
culovirus-infizierten Insektenzellen.

[0194] Die fiir das Toll-Homolog kodierende Sequenz wird stromauf eines in einem Baculovirus-Expressions-
vektor enthaltenen Epitopmarkers fusioniert. Derartige Epitopmarker umfassen Poly-His-Marker und Immun-
globulinmarker (wie z. B. Fc-Regionen von IgG). Es kann eine Vielzahl von Plasmiden eingesetzt werden, ein-
schlieBlich Plasmide, die aus handelsiiblichen Plasmiden, wie z. B. pVL1393 (Novagen) stammen. Zusam-
menfassend wird die kodierende Sequenz oder der gewlinschte Abschnitt der kodierenden Sequenz (wie z. B.
die fur die extrazellulare Domane kodierende Sequenz) mittels PCR mit Primern amplifiziert, die zu den 5'- und
3'-Regionen komplementar sind. Der 5'-Primen kann flankierende (gewahlte) Restriktionsenzymstellen enthal-
ten. Das Produkt wird dann mit diesen gewahlten Restriktionsenzymen verdaut und in den Expressionsvektor
subkloniert.
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[0195] Der rekombinante Baculovirus wird durch Cotransfizieren des obigen Plasmids und BaculoGold™-Vi-
rus-DNA (Pharmingen) in Spodoptera frugiperda-(,Sf9"-) Zellen (ATCC CRL 1711) unter Verwendung von Li-
pofectin (im Handel von GIBCO-BRL erhaltlich) erzeugt. Nach 4-5 Tagen Inkubation bei 28°C werden die frei-
gesetzten Viren geerntet und fiir weitere Amplifikationen verwendet. Virusinfektion und Proteinexpression wer-
den wie von O'Reilley et al., Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford University Press,
Oxford (1994) beschrieben durchgefihrt.

[0196] Exprimiertes Poly-His-markiertes Toll-Homolog kann dann zum Beispiel mittels Ni**-Chelat-Affinitats-
chromatographie wie folgt gereinigt werden. Extrakte aus rekombinanten virusinfizierten Sf9-Zellen werden wie
von Rupert et al., Nature 362, 175-179 (1993) beschrieben hergestellt. Zusammenfassend werden Sf9-Zellen
in Beschallungspuffer (25 mM Hepes, pH 7,9, 12,5 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA; 10% Glycerin; 0,1% NP-40; 0,4
M KCI) gewaschen, resuspendiert und zweimal fur 20 Sekunden auf Eis beschallt. Die beschallten Proben wer-
den mittels Zentrifugation geklart und der Uberstand wird 50-fach in Beladungspuffer (50 mM Phosphat, 300
mM NaCl, 10% Glycerin, pH 7,8) verdiinnt und durch ein 0,45 um-Filter filtriert. Eine Ni**-NTA-Agarosesaule
(im Handel von Qiagen erhaltlich) wird mit einem Bettvolumen von 5 ml hergestellt, mit 25 ml Wasser gewa-
schen und mit 25 ml Beladungspuffer aquilibriert. Der filtrierte Zellextrakt wird mit 0,5 ml pro Minute auf die Sau-
le aufgegeben. Die S4ule wird mit Beladungspuffer bis zum Erreichen der A,z,-Basislinie gewaschen, worauf
das Fraktionensammeln begonnen wird. Als nachstes wird die Sdule mit einem zweiten Waschpuffer (50 mM
Phosphat; 300 mM NaCl, 10% Glycerin, pH 6,0) gewaschen, der unspezifisch gebundenes Protein eluiert.
Nach neuerlichem Erreichen der A,g,-Basislinie wird die Sdule mit einem Gradienten von 0 bis 500 mM Imida-
zol im zweiten Waschpuffer entwickelt. Es werden 1 ml-Fraktionen gesammelt und mittels SDS-PAGE und Sil-
berfarbung oder Western-Blot mit an alkalische Phosphatase konjugiertem Ni?*-NTA(Qiagen) analysiert. Das
eluierte, His,,-markierte Polypeptid enthaltende Fraktionen werden vereinigt und gegen Beladungspuffer dia-
lysiert.

[0197] Alternativ dazu kann die Reinigung von IgG-markierten (oder Fc-markierten) Toll-Homologen unter
Verwendung bekannter Chromatographietechniken, einschlieBlich beispielsweise Protein A- oder Protein
G-Saulenchromatographie durchgefihrt werden.

Beispiel 7 (Bezugsbeispiel)
NF-kB-Test

[0198] Da die Toll-Proteine tber den NF-kB-Weg signalisieren, kann ihre biologische Aktivitat in einem
NF-kB-Test getestet werden. Bei diesem Test werden Jurkat-Zellen voriibergehend unter Verwendung von Li-
pofectamin-Reagens (Gibco-BRL) nach den Anleitungen des Herstellers transfiziert. 1 ug pB2XLuc-Plasmid,
welches das NF-kB-angetriebene Luciferase-Gen enthalt, wird mit 1 ug pSRaN-Expressionsvektor mit oder
ohne das fir PRO285 kodierende Insert cotransfiziert. Als positive Kontrolle werden Zellen mit PMA (Phor-
bol-Myristylacetat; 20 ng/ml) und PHA (Phytohamagglutinin, 2 pug/ml) fir drei bis vier Stunden behandelt. Die
Zellen werden 2 oder 3 Tage spater zur Messung von Luciferaseaktivitat unter Verwendung von Reagenzien
von Promega lysiert.

Beispiel 8
Herstellung von Antikérpern, die PRO358 binden

[0199] Dieses Beispiel illustriert die Herstellung monoklonaler Antikérper, die PRO358 (,Toll-Homolog”) spe-
zifisch binden kénnen.

[0200] Techniken zur Produktion der monoklonalen Antikérper sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt
und werden beispielsweise in Goding (siehe oben) beschrieben. Immunogene, die eingesetzt werden kénnen,
umfassen gereinigte Toll-Homologe, das gewtinschte Toll-Homolog enthaltende Fusionsproteine und Zellen,
die rekombinante Toll-Homologe an der Zelloberflache exprimieren. Die Wahl des Immunogens kann vom ge-
Ubten Fachmann ohne ibermaRiges Experimentieren getroffen werden.

[0201] Mause, wie z. B. Balb/c, werden mit dem in komplettem Freund'schem Adjuvans emulgierten Toll-Ho-
molog-Immunogen immunisiert und in einer Menge von 1-100 Mikrogramm subkutan oder intraperitoneal inji-
ziert. Alternativ dazu wird das Immunogen in MPL-TDM-Adjuvans (Ribi Immunochemical Research, Mailton,
MT) emulgiert und in die Hinterpfoten des Tiers injiziert. Die immunisierten Mause werden dann 10 bis 12 Tage
spater mit zusatzlichem, im gewahlten Adjuvans emulgierten Immunogen geboostet. Danach kénnen die Mau-
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se aulRerdem mit zusatzlichen Immunisierungsinjektionen fir mehrere Wochen geboostet werden. Serumpro-
ben kénnen aus den Mausen in regelmaligen Abstanden mittels retroorbitaler Blutung zum Testen in ELI-
SA-Tests erlangt werden, um Antikdrper nachzuweisen.

[0202] Nachdem ein geeigneter AntikOrpertiter detektiert worden ist, kdnnen die bezlglich Antikérper "positi-
ven" Tiere mit einer letzten intravendsen Injektion eines Toll-Homologs injiziert werden. Drei bis vier Tage spa-
ter werden die Mause getotet und die Milzzellen gesammelt. Die Milzzellen werden dann (unter Verwendung
von 35%igem Polyethylenglykol) mit einer gewahlten Maus-Myelomzelllinie, wie z. B. P3X63AgU.1 (erhaltlich
von ATCC, Nr. CRL 1597) fusioniert. Die Fusionen liefern Hybridomzellen, die dann in 96-Napf-Gewebekultur-
platten ausplattiert werden konnen, die HAT-(Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin) Medium enthalten, um
die Vermehrung von nicht fusionierten Zellen, Myelomhybriden und Milzzellhybriden zu hemmen.

[0203] Die Hybridomzellen werden in einem ELISA auf Reaktivitat gegen das entsprechende Toll-Homolog
getestet. Die Feststellung ,positiver" Hybridomzellen, welche die gewiinschten monoklonalen Antikoérper ge-
gen ein Toll-Homolog sekretieren, ist dem Fachmann auf dem Gebiet der Erfindung bekannt.

[0204] Die positiven Hybridomzellen kénnen intraperitoneal in syngenetische Balb/c-Mause injiziert werden,
um Aszites zu produzieren, welche die monoklonalen Anti-Toll-Homolog-Antikérper enthalten. Alternativ dazu
kénnen die Hybridomzellen in Gewebekulturflaschen oder Rollflaschen geziichtet werden. Die Reinigung der
in den Aszites produzierten monoklonalen Antikorper kann unter Verwendung von Ammoniumsulfatfallung, ge-
folgt von Gelausschlusschromatographie erzielt werden. Alternativ dazu kann Affinitdtschromatographie auf
Basis der Bindung von Antikérper an Protein A oder Protein G eingesetzt werden.

Beispiel 9
HUTLR2 vermittelt Lipopolysaccharid-(LPS-) induzierte Zellsignalisierung
Verfahren

[0205] Reagenzien. [*H]-markiertes, unmarkiertes LCD25 und LPS aus S. minnesota R595 wurden von List
Biochemicals (Campbell, CA) und alle anderen LPS von Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) bezogen. LP wur-
de als konditioniertes Medium aus mit einem menschlichen LBP-Expressionsvektor transfizierten 293-Zellen
bereitgestellt. Das TLR2-Fc-Fusionsprotein wurde mittels Baculovirus-System produziert und wie beschrieben
gereinigt. Market al., J. Biol. Chem. 269, 10720-10728 (1994).

[0206] Konstruktion von Expressionsplasmiden. Eine fir menschliches TLR2 kodierende cDNA wurde aus ei-
ner menschlichen Fétallungenbibliothek kloniert. Die vorhergesagte Aminosauresequenz stimmte mit der vor-
her veroffentlichten Sequenz (Rock et al., siehe oben) mit Ausnahme einer Glu—~Asp-Substitution an der Ami-
nosaure 726 Uberein. Die aminosaureterminale Epitopmarker-Version von TLR2 (dG.TLR2) wurde konstruiert,
indem eine Xhol-Restriktionsstelle unmittelbar stromauf von Leucin an Position 17 (der ersten Aminosaure der
vorhergesagten reifen Form von TLR2) angefligt und dieses an die Aminosauren 1-53 von Glykoprotein D aus
Herpes-Simplex-Virus Typ 1 wie beschrieben gebunden wurde. Mark et al., siehe oben. PCR-Produkte wurden
sequenziert und in einen Saugetier-Expressionsvektor subkloniert, der das Puromycin-Resistenzgen enthalt.
C-terminale Trunkationsvarianten von gD.TLR2 wurden konstruiert, indem die cDNA an einer in der kodieren-
den Sequenz der intrazellularen Doméane vorhandenen Blpl-Stelle (Variante A1) oder Nsil-Stelle (Variante A2)
und an einer im 3'-Polylinker des Expressionsvektors vorhandenen Notl-Stelle verdaut wurde, gefolgt von Li-
gation von Oligonucleotidlinkern.

A: 5-TCA GCG GTA AGC-3' (Seq.-ID Nr. 18) und
5.GGC CGC TTA CCG C-3' (Seq.-ID Nr. 19)
A2:  5-TAA GCT TAA CG-3' (Seq.-ID Nr. 20) und
5-GGC CGC TTA AGC TTA TGC A-3' (Seq.-ID Nr. 21).

[0207] Das CD4/TLR2-Hybrid wurde mittels PCR konstruiert und enthielt die Aminosduren 1-205 (das Sig-
nalpeptid und zwei Immunglobulin-artige Domanen) von menschlichem CD4 fusioniert an die Aminosauren
588-784 (die Transmembrandoméane und intrazelluldre Domane) von menschlichem TLPR2 mit einem vom
Linker kodierten Valin an der Verbindungsstelle der CD4- und TLR2-Sequenzen. Das pGL3.ELAM.tk-Repor-
terplasmid enthielt
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S‘Z-GGT ACCTTC TGA'CAT CAT TGT AAT TTT AAG CAT CGT GGA TAT TCC CGG GAA AGT
TTT TGG ATG CCA TTG GGG ATT TCC TCT TTA GAT CTG GCG CGG TCC CAG GTC CAC
TTC GCA TAT TAA GGT GACGCG TGT GGC CTC GAA CAC CGA GCG ACC CTG CAG CGA
CCC GCA AGC TT-3' (SEQ:ID NR, 22),

insertiert zwischen den Sacl- und Hindlll-Stellen des Luciferase-Reporterplasmids pGL3 (Promega). Die C-ter-
minale Epitopmarker-Version LBP (LBP-FLAG) wurde mittels PCR konstruiert, indem eine Asc1-Stelle anstelle
des nativen Stopcodons angefiigt und dieses Fragment in pRK5-FLAG subkloniert wurde, was in der C-termi-
nalen Anfligung der Aminosduren GRA DYK DDD DK resultierte (Seq.-ID Nr. 23).

[0208] Stabile Zelllinien/Pools. Menschliche 293-Urnierenzellen wurden in LGDMEM/HAM-F12-(50:50-)Me-
dium gezichtet, das mit 10% FBS, 2 mM Glutamin und Penicillin/Streptomycin ergénzt war. Zur stabilen Ex-
pression von gD.TLR2 wurden die Zellen mit dem gD.TLR2-Expressionsvektor transfiziert und bei einer End-
konzentration von 1 pg/ml auf Puromycinresistenz selektiert. Ein stabiler Pool von Zellen (293-TLR2 pop1) wur-
de mittels FACS unter Verwendung eines Antikdrpers gegen den gD-Marker isoliert. Sowohl der Pool, als auch
der Einzelzellenklon (293-TLR2-Klon 1) wurden mittels FACS- und Western-Blot-Analyse wie in Mark et al.
(siehe oben) beschrieben charakterisiert.

[0209] Luciferase-Reportertest und Gel-Retentionsanalyse (EMSA). Elterliche oder stabile 29332-Zellen (2 x
10° Zellen pro Napf) wurden in Sechs-Napf-Platten geimpft und am folgenden Tag mit den Expressionsplasmi-
den zusammen mit 0,5 pg des Luciferase-Reporterplasmids pGL3-ELAM.tk und 0,05 pg des Renilla-Lucifera-
se-Reportervektors als innere Kontrolle transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen entweder mit LPS,
LBP oder mit beiden, LPS und LBP behandelt und es wurde die Genaktivitdt gemessen. Die Daten werden als
relative Luciferaseaktivitadt ausgedrickt, indem die Gluhwirmchen-Luciferaseaktivitdt durch jene der Renil-
la-Luciferase dividiert wird. Fir EMSA wurden Kernextrakte hergestellt und in einer DNA-Bindungsreaktion mit
5'-[*P]-radiomarkierten, eine Consensus-NF-kB-Stelle enthaltenden Oligonucleotiden (Santa Cruz Biotechno-
logy, sc-2511) verwendet. Die Identitat von NF-kB im Komplex wurde mittels Supershift mit Antikdrpern gegen
NF-kB bestatigt (Daten nicht dargestellt).

[0210] RNA-Expression. Der Gewebe-Northern-Blot wurde von Clontech bezogen und mit einer Sonde hyb-
ridisiert, welche die extrazellulare Domane von TLR2 umfasst. Polyadenylierte mRNA wurde aus 293-Zellen
oder 293-TLR2-Zellen isoliert, und es wurden Northern-Blots mit menschlichem IL-8-cDNA-Fragment sondiert.
TLR2-Expression wurde unter Anwendung quantitativer PCR unter Verwendung der Realtime,Tag-
Man™"-Technologie ermittelt und an einem Sequenzdetektor, Modell 770 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) im Wesentlichen wie beschrieben analysiert (Luoh et al., J. Mol. Endocrinol. 18, 77-85 (1997)).

[0211] Die Vorwarts- und Rickwartsprimer

5-GCG GGA AGG ATT TTG CGT AA-3’ (Seq.-ID Nr. 24) und
5-GAT CCC AAC TAG ACA AAG ACT GGT C-3' (Seq.-ID Nr. 25)

wurden zusammen mit einer Hybridisierungssonde

5-TGA GAG CTG CGA TAA AGT CCT AGG TTC CCA TAT-3' (Seq.-ID Nr. 26)

eingesetzt, die am 5'-Nucleotid mit einem Reporterfarbstoff FAM und am 3'-Nucleotid mit einem Quench-Farb-
stoff TAMRA markiert war. Makrophagen/Monozyten wurden 16 Stunden mit 1 ug/ml LPS behandelt.

[0212] Rezeptorbindungstest. Um die direkte Bindung zu ermitteln, wurden 20 ng [*H]-LPS mit 600 ng
TLR2-Fc in 100 pl Bindungspuffer (150 mM NaCl, 20 mM Hepes, 0,03% BSA) vermischt, der 15 pl Protein
A-Sepharose enthielt. Nach 3 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden Protein A-Sepharose-Proben
zweimal mit kaltem PBS/0,1% NP-40 gewaschen und in 1% SOS und 25 mM EDTA enthaltendem Bindungs-
puffer resuspendiert und gezahit.

Ergebnisse
[0213] In Drosophila ist der Toll-Rezeptor fur die Bildung des embryonalen dorsal-ventralen Musters erforder-

lich und nimmt auRerdem an der fungiziden Immunantwort in der adulten Fliege teil. Belvin und Anderson, Ann.
Rev. Cell. Biol. 12, 393—416 (1996); Lemaitre et al., Cell 86, 973-983 (1996). Toll ist ein Transmembranprotein
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des Typs |, das eine extrazellulare Domane mit mehreren an Leucin reichen Wiederholungen (LRRs) und eine
zytoplasmatische Domane mit Sequenzhomologie zum Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) und mehrere Pflan-
zen-Krankheitsresistenzproteine enthalt. Wie vorher erwahnt gibt es mehrere menschliche Homologe, die klo-
niert worden sind, wovon manche in der vorliegenden Anmeldung als neue Proteine offenbart sind. Diese
menschlichen Proteine spiegeln die topographische Struktur ihres Drosophila-Gegenstlicks wider. Es hat sich
erwiesen, dass die Uberexpression einer konstitutiv aktiven Mutante von einem menschlichen TLR (TLR4) zur
Aktivierung von NF-kB und Induktion der Entziindungscytokine und konstimulatorischen Molekulen fiihrt
(Medzhitov et al. und Rocke et al., siehe oben).

[0214] Um zu untersuchen, ob menschliche TLRs an der LPS-induzierten Zellaktivierung beteiligt sein kdnn-
ten, untersuchten die Erfinder zunachst die Expression von TLRs in einer Reihe von Immungeweben. Von ei-
nem der TLRs, TLR2, erwies sich, dass es in allen untersuchten Lymphgeweben exprimiert wurde, wobei die
starkste Expression in Peripherblutleukozyten auftrat (Fig. 5a). Die Expression von TLRs ist in Monozyten/Ma-
krophagen, den hauptsachlichen CD14-exprimirenden und LPS-reaktiven Zellen angereichert. Interessanter-
weise wird TLR2 bei Stimulierung isolierter Monozyten/Makrophagen mit LPS up-reguliert (Fig. 5b), und zwar
auf ahnliche Weise, wie es fur CD14 beschrieben worden ist (Matsuura et al., Eur. J. Immunol. 22, 1663-1665
(1992); Croston et al., J. Biol. Chem. 270, 16517-16517 (1995)).

[0215] Dieses Ergebnis regte die Erfinder an zu ermitteln, ob TLR2 an der LPS-vermittelten Zellsignalisierung
beteiligt ist. Die Erfinder konstruierten embryonale 293-Zellen derart, dass sie eine Version von TLR2
(gD-TLR2) exprimierten, die einen aminoterminalen Epitopmarker enthielt. Es wurde ein stabiler Pool von Klo-
nen sowie ein einzelner Klon isoliert, von denen gezeigt wurde, dass sie ein neues Protein von etwa 105 kDa
exprimierten (Fig. 6b), das mit der vorhergesagten Grofie von TLR2 (~89 kDa) und der Gegenwart von 4 mog-
lichen Glykosylierungsstellen (bereinstimmte. Die Erfinder untersuchten die Reaktion von 293- oder
293-TLR2-Zellen und LBP durch Messen der Expression eines vom NF-kB-reaktiven Enhancer des E-Selec-
tin-Gens angetriebenen Reportergens (Croston et al., sieche oben). Wahrend weder LPS- noch LBP-Behand-
lung alleine in signifikanter Genaktivierung resultierten, resultierte die Zugabe von beiden, LPS und LBP, in ei-
ner betrachtlichen Induktion der Reportergenaktivitat in TLR2 exprimierenden Zellen, nicht jedoch in Kon-
troll-293-Zellen (Fig. 6a). Dariiber hinaus fanden die Erfinder unter Verwendung eines Gel-Retentionstests
(EMSA), dass LPS in Kombination mit LBP NK-kB-Aktivitat in TLR2-exprimierenden Zellen induzierte (Fig. 6c¢).
Die Kinetik der LPS-induzierten NF-kB-Aktivitdat in 293-TLR2-Zellen glich jener von Knochenmark- und
Nicht-Knochenmarkzellen (Delude et al., J. Biol. Chem. 269, 22253-22260 (1994); Lee et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90, 9930-9934 (1993)) insofern, als das die Ansammlung von NF-kB im Kern innerhalb von 30 Mi-
nuten nach der Exposition mit LPS maximal ist. Die Aktivierung von NF-kB durch LPS/LBP in 293-TLR2-Zellen
erfordert keine De-novo-Proteinsynthese, da die Vorbehandlung mit Cycloheximid (Fig. 6¢) oder Actinomycin
D (nicht dargestellt) die NF-kB-Aktivierung nicht hemmt.

[0216] Sowohl die membrangebundene Form von CD14 (mCD14), die auf Knochenmarkzellen vorhanden ist,
als auch I6sliches CD14 (sCD14), das im Plasma vorhanden ist (Bazil et al., Eur. J. Immunol. 16, 1583-1589
(1986)), verstarken die Reaktivitat von Zellen gegen LPS. Die Erfinder beobachteten, dass 293-Zellen wenig
oder kein CD14 an ihrer Oberflache exprimieren (Daten nicht dargestellt). Jedoch erhéhte die voriibergehende
Transfektion von 293-Zellen mit mCD14 die Empfindlichkeit und das Ausmal’ der TLR2-vermittelten LPS-Re-
aktionsfahigkeit (Fig. 6d).

[0217] Die oben prasentierten Daten legten nahe, dass TLR2 als Signallbertrager fir LPS fungieren kdnnte.
Um die Rolle der intrazellularen Doméane von TLR2 bei der Vermittlung der LPS-Reaktion zu untersuchen, er-
mittelten die Erfinder, ob TLR2-Varianten mit C-terminalen Trunkationen von entweder 13 (TLR-A1) oder 141
Aminosauren (TLR2-A2) den ELAM-Reporter in voriibergehend transfizierten 293-Zellen regulieren kénnen.
Die Erfinder beobachteten, dass beide C-terminalen Trunkierungsvarianten bezliglich der Aktivierung des Re-
portergens defizient waren, obgleich die Erfinder eine Expression dieser Rezeptoren an der Zelloberflache mit-
tels FACS-Analyse (nicht dargestellt) und mittels Western-Blot (Fig. 7c) nachweisen konnten. Die Region der
intrazelluldren, TLR2-A1-deletierten Doméane zeigt eine auffallige Ahnlichkeit mit einer Region der intrazellula-
ren IL-1R-Domane, die fir die Assoziation mit der IL-1R-assoziierten Kinase IRAK erforderlich ist (Croston et
al., siehe oben) (Fig. 7b). Die Erfinder wiesen auflerdem nach, dass die extrazellulare Domane (ECD) von
TLR2 fir die LPS-Reaktionsfahigkeit insofern erforderlich ist, als dass eine TLR2-Variante, bei der die ECD
von TLR2 durch einen Abschnitt der ECD von CD4 ersetzt war, ebenfalls nicht auf LPS reagierte (Fig. 7a und
7b).

[0218] LPS ist eine komplexes Glykolipid, das aus der proximalen hydrophoben Lipid A-Gruppierung, der dis-
talen hydrophilen O-Antigen-Polysaccharidregion und dem Kernsaccharid besteht, das Lipid A- und O-Anti-
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gen-Strukturen verbindet. Im Gegensatz zum Lipid A-Abschnitt besteht eine betrachtliche Diversitat unter den
O-Antigen-Strukturen aus verschiedenen Gram-negativen Bakterien. Lipid A ist fir LPS-Reaktionen verant-
wortlich und Behandlungen, welche die Fettsaureseitenketten von Lipid A entfernen, inaktivieren LPS. Die Er-
finder verglichen die Potenz von aus verschiedenen Gram-negativen Bakterien hergestelltem LPS sowie LPS,
das mittels alkalischer Hydrolyse ,entgiftet" worden ist. Die Erfinder beobachteten, dass aus Escherichia coli
vom Serotyp LCD25 fir die Aktivierung von TLR2 um nahezu zwei Gréf3enordnungen wirksamer war als das
serologisch unterschiedliche 055:85-LPS aus Escherichia coli (Fig. 8a). Aus S. minnesota R595-LPS herge-
stelltes LPS ist ebenfalls ein wirksamer Induktor der TLR2-Aktivitat, wahrend TLR2 nicht auf ,entgiftetes LPS"
reagierte.

[0219] Die Erfinder untersuchten, ob TLR2 LPS bindet, indem ermittelt wurde, ob eine I6sliche Form der ex-
trazellularen TLR2-Domane (TLR2-Fc) *H-markiertes LPS in einem In-vitro-Test band. Die Erfinder beobach-
teten, dass *H-LCD25-LPS das TLR2-Fc-Fusionsprotein band, nicht jedoch entweder Fc alleine oder Fusions-
proteine, die die ECD mehrerer anderer Rezeptoren enthielten (Fig. 8b). Diese Bindung stand in spezifischer
Konkurrenz zu unmarkiertem LCD25-LPS, nicht jedoch zu entgiftetem LPS. Die vorlaufige Analyse der Bin-
dung von LPS an TLR2-Fc legt nahe, dass die Kd relativ niedrig ist (500-700 nM) und dass die Kinetik der
Bindung sehr langsam ist (Daten nicht dargestellt). Die Erfinder vermuten, dass andere Proteine, wie z. B. LBP
die Bindung von LPS an TLR2 in vivo verstarken kénnten, ganz wie das Uberfiihren von LPS von seiner freien,
aggregierten Form (mizellaren Form) in CD14 durch LBP. Dies steht im Einklang mit den In-vivo-Ergebnissen
der Erfinder, die zeigen, dass LBP erforderlich ist, um eine empfindliche Reaktion von TLR2 auf LPS zu erlan-
gen (Fig. 6a).

[0220] Die ILS-Behandlung von Makrophagen bewirkt die Expression einer Reihe von Entziindungscytoki-
nen. Gleichermalien resultierte die Expression von TLR2 in 293-Zellen in einer > 100fachen Induktion von
IL-8-mRNA als Reaktion auf LPS/LBP, wahrend entgiftetes LPS in diesem Test inaktiv ist (Fig. 9).

[0221] Diese Daten legen nahe, dass TLR2 eine essentielle Rolle bei der angeborenen Immunreaktion, der
ersten Verteidigungslinie gegen mikrobielle Pathogene spielt. TLR2 und CD14 werden beide an Knochenmark-
zellen exprimiert und ihre Induktion wird bei LPS-Behandlung koordiniert induziert. Die Expression von TLR2
in Nicht-Knochenmarkszellen verleiht normalen, nicht reaktionsfahigen Zellen LPS-Reaktionsfahigkeit durch
einen Mechanismus, der von LBP abhangt und durch die Expression von mCD14 verstarkt wird. Die LPS-Be-
handlung von TLR2-exprimierenden Zellen resultiert in der Aktivierung von NF-kB und anschlieender Induk-
tion von Genen, welche die adaptive Reaktion auslésen, wie z. B. IL-8 (Fig. 9). Die Daten der Erfinder legen
nahe, dass TLR2 sowohl an der Wahrnehmung der Gegenwart von LPS, als auch an der Ubertragung dieser
Information Uber die Plasmamembran hinweg teilnimmt, da intakte extrazellulare und intrazelluldre Doméanen
fur LPS-Reaktionen erforderlich sind. Darliber hinaus ist eine Region im C-terminalen Schwanz von TLR2, der
Homologie zu einem Abschnitt des IL-1R aufweist, der fur die Assoziation mit IRAK erforderlich ist, fur die
NF-kB-Aktivierung notwendig.

[0222] Drosophila-Toll und der Toll-verwandte Rezeptor 18-Wheeler spielen eine wichtige Rolle bei der Induk-
tion antimikrobieller Peptide als Reaktion auf Bakterien bzw. Pilze.

[0223] Medzhitov et al., siehe oben. Genetische Daten haben Spatzle als Ligand fir Toll bei der Bildung von
dorsoventralen Mustern impliziert und zur Vermutung gefiihrt, dass ein Homolog von Spatzle fiir die Regulation
menschlicher TLRs bei der Immunreaktion von Bedeutung sein konnte. Die Beobachtungen der Erfinder, dass
die Aktivierung von TLR2 durch LPS nicht durch Cycloheximid blockiert wird und dass die extrazellulare Do-
mane von TLR2 ein niedrigaffiner Rezeptor fiir LPS in vitro ist, steht im Einklang mit einem Modell, bei dem
TLR2 an der LPS-Erkennung teilnimmt. Die Daten der Erfinder schlieBen die Mdglichkeit nicht aus, dass an-
dere Proteine (wie z. B. ein Spatzle-Homolog) die Reaktion von TLR2 auf LPS modifizieren kénnte. Es ist an-
zumerken, dass, obgleich extrazellulare Domanen von TLR2 und Drosophila-Toll beide LRRS enthalten, diese
weniger als 20% Aminosaureidentitat aufweisen. Zweitens sind LRR-Proteine ,Mustererkennungsrezeptoren”
(PRRs) fiir eine Vielzahl von Molekilarten, wie z. B. Proteine, Peptide und Kohlenhydrate. Dangl et al., Cell
91, 17-24 (1997). Drittens ist die Erforderlichkeit von Spatzle bei der Drosophila-Immunreaktion nicht so ein-
deutig wie jene von Toll. Im Gegensatz zu Defekten in Toll induzieren Spatzle-Mutanten normale AusmalRe der
antimikrobiellen Peptide Defensin und Attacin und sind hinsichtlich der Cecropin A-Expression nach Pilzexpo-
sition nur partiell defizient und hinsichtlich der Aktivierung von Dorsal als Reaktion auf Verletzung nicht defizi-
ent. Lemaitre et al., Cell 86, 973-983 (1996); Lemaitre et al., EMBO J. 14, 536-545 (1995).

[0224] Wie vorhin erwahnt, ist TLR2 ein Mitglied der gro3en Familie der menschlichen, mit Toll in Beziehung
stehenden Rezeptoren, einschlieBlich der drei neuen Rezeptoren (kodiert von DNA47361), die in der vorlie-
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genden Anmeldung speziell offenbart sind. Die in diesem Beispiel dargelegten Daten sowie der Beweis der
Beteiligung von TLR4 an der Aktivierung von NF-kB-reaktiven Genen legen nahe, dass es eine Hauptfunktion
dieser Rezeptorenfamilie ist, als Erkennungsrezeptoren fir Pathogenmuster zu agieren, welche die Gegen-
wart von konservierten, an Mikroben vorhandenen molekularer Strukturen wahrnehmen, wie es urspriinglich
von Janeway und Kollegen vorgeschlagen worden ist (Medzhitov et al., siehe oben). Die menschliche TLR-Fa-
milie kénnte ein Ziel fiir therapeutische Strategien zur Behandlung von septischem Schock darstellen.

Beispiel 10
In-situ-Hybridisierung

[0225] Die In-situ-Hybridisierung ist eine machtige und vielseitige Technik zur Detektion und zur Lokalisierung
von Nucleinsauresequenzen in Zell- oder Gewebepraparaten. Sie kann beispielsweise zweckdienlich sein, um
Orte der Genexpression zu identifizieren, die Gewebeverteilung der Transkription zu analysieren, Virusinfekti-
on zu identifizieren und zu lokalisieren, Veranderungen der spezifischen mRNA-Synthese zu verfolgen und die
Chromosomenkartierung zu untersttitzen.

[0226] Die In-situ-Hybridisierung wurde nach einer optimierten Version des Protokolls von Lu und Gillett, Cell
Vision 1, 169-176 (1994) unter Verwendung PCR-erzeugter, *Pmarkierter Ribosonden durchgefiihrt. Zusam-
menfassend wurden formalinfixierte, in Paraffin eingebettete menschliche Gewebe geschnitten, entparaffiniert,
in Proteinase K (20 g/ml) fiir 15 Minuten bei 37°C deproteinisiert und fur die In-situ-Hybridisierung wie von Lu
und Gillett (siehe oben) beschrieben weiterverarbeitet. Eine [**P]-UTP-markierte Antisense-Ribosonde wurde
aus einem PCR-Produkt erzeugt und bei 55°C Uber Nacht hybridisiert. Die Objekttrager wurden in die Kerne-
mulsion Kodak NTB2 eingetaucht und flir 4 Wochen exponiert.

Synthese der ¥*P-Ribosonde

[0227] 6,0 pl (125 mCi) *P-UTP (Amersham BF 1002, SA < 2.000 Ci/mmol) wurden mittels Speed-Vac ge-
trocknet. Jedem getrocknetes *P-UTP enthaltenden Réhrchen wurden die folgenden Bestandteile zugegeben:
2,0 pl 5 x Transkriptionspuffer

1,0 yI DTT (100 mM)

2,0 I NTP-Gemisch (2,5 mM:10 y; jeweils 10 mM GTP, CTP und ATP + 10 pl H,0)

1,0 yl UTP (50 pM)

1,0 yl Rnasin

1,0 pl DNA-Templat (1 pg)

1,0 i H,0

1,0 yl RNA-Polymerase (fir PCR-Produkte T3 = AS, T7 = S, fir gewdhnlich)

[0228] Die Réhrchen wurden bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Es wurde 1 yl RQ1-DNase zugegeben, ge-
folgt von Inkubation bei 37°C fir 15 Minuten. 90 pl TE (10 mM Tris pH 7,6/1 mM EDTA pH 8,0) wurden zuge-
geben und das Gemisch wurde auf DE81-Papier pipettiert. Die verbleibende Ldsung wurde in eine Micro-
con-50-Ultrafiltrationseinheit aingebracht und unter Verwendung von Programm 10 (6 Minuten) zentrifugiert.
Die Filtrationseinheit wurde Uber ein zweites Réhrchen invertiert und unter Verwendung von Programm 2 (3
Minuten) zentrifugiert. Nach der letzten Zentrifugation zur Gewinnung wurden 100 ul TE zugegeben. 1 pl des
Endprodukts wurde auf DE81-Papier pipettiert und in 6 ml Biofluor Il gezahlt.

[0229] Die Sonde wurde auf einem TBE/Harnstoff-Gel laufen gelassen. 1-3 yl der Sonde oder 5 ul der RNA
Mrk Il wurden zu 3 pl Beladungspuffer zugegeben. Nach Erhitzen auf einem Heizblock bei 95°C fir drei Minu-
ten wurde das Gel sofort auf Eis gelegt. Die Napfe des Gels wurden gesplilt, die Probe aufgegeben und bei
180-250 Volt fur 45 Minuten laufen gelassen. Das Gel wurde in Saranfolie eingewickelt und einem XAR-Film
mit einer Verstarkerfolie fir eine Stunde bis Giber Nacht in der Gefriertruhe bei —70°C exponiert.

$P-Hybridisierung

[0230] Vorbehandlung gefrorener Schnitte. Die Objekttrager wurden aus der Gefriertruhe entnommen, auf
Aluminiumschalen gegeben und bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten aufgetaut. Die Schalen wurden fir finf Mi-
nuten in einen 55°C-Inkubator gegeben, um die Kondensation zu vermindern. Die Objekttrager wurden fir 10
Minuten in 4% Paraformaldehyd auf Eis im Abzug fixiert und in 0,5 x SSC fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
gewaschen (25 ml 20 x SSC + 975 ml SQ-H,0). Nach Deproteinierung in 0,5 pug/ml Proteinase K fir 10 Minuten
bei 37°C (12,5 pl einer Stammlésung mit 10 mg/ml in 250 ml des vorgewarmten, RNase-freien RNAse-Puffers)
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wurden die Schnitte in 0,5 y SSC fir 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Die Schnitte wurden in 70%,
95%, 100% Ethanol fiir jeweils 2 Minuten entwassert.

[0231] Vorbehandlung von in Paraffin eingebetteten Schnitten. Die Objekttrager wurden entparaffiniert, in
SQ-H,0 gegeben und zweimal in 2 x SSC bei Raumtemperatur fur jeweils 5 Minuten gespllt. Die Schnitte wur-
den deproteinisiert, und zwar in 20 pg/ml Proteinase K (500 pl von 10 mg/ml in 250 ml Rnase-freiem Puffer,
37°C, 15 Minuten) — menschlicher Embryo, oder 8 x Proteinase K (100 pl in 250 ml Rnase-Puffer, 37°C, 30
Minuten) — Formalingewebe. Anschlielendes Spulen in 0,5 x SSC und Entwasserung wurden wie oben be-
schrieben durchgefihrt.

[0232] Vorhybridisierung. Die Objekttrager wurden In einer Kunststoffbox ausgelegt, die mit Box-Puffer- (4 x
SSC, 50% Formamid) gesattigtem Filterpapier ausgekleidet war. Das Gewebe wurde mit 50 yl Hybridisierungs-
puffer (3,75 g Dextransulfat + 6 ml SQ-H,0) bedeckt, mittels Vortex vermischt und in der Mikrowelle fiir 2 Mi-
nuten mit gelockertem Verschluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden 18,75 ml Formamid, 3,75 ml 20
x SSC und 9 ml SQ-H,0 zugegeben, das Gewebe mittels Vortex gut durchmischt und bei 42°C fiir 1-4 Stunden
inkubiert.

[0233] Hybridisierung. 1,0 x 10° cpom Sonde und 1,0 pl tRNA (Stammlésung mit 50 mg/ml) je Objekttrager wur-
den bei 95°C fiir 3 Minuten erhitzt. Die Objekttrager wurden auf Eis abgekihlt und es wurden 48 pl Hybridisie-
rungspuffer je Objekttrager zugegeben. Nach dem Vortexen wurden 50 pl **P-Gemisch zu 50 pl der Vorhybri-
disierung am Objekttrager zugegeben. Die Objekttrager wurden tiber Nacht bei 55°C inkubiert.

[0234] Waschen. Es wurde fir 2 x 10 Minuten mit 2 x SSC, EDTA bei Raumtemperatur (400 ml 20 x SSC +
16 ml 0,25 M EDTA, V; = 4L) gewaschen, gefolgt von RNaseA-Behandlung bei 37°C flr 30 Minuten (500 pl mit
10 mg/ml in 250 ml Rnase-Puffer = 20 pg/ml). Die Objekttrager wurden 2 x 10 Minuten mit 2 x SSC, EDTA bei
Raumtemperatur gewaschen. Die Stringenz-Waschbedingungen waren die folgenden: 2 Stunden bei 55°C,
0,1 x SSC, EDTA (20 ml 20 x SSC + 16 ml EDTA, V, = 4L).

Ergebnisse
PRO358 (DNA47361)

[0235] Das Expressionsmuster von PRO358 (DNA47361) in menschlichen Erwachsenen- und fotalen Gewe-
ben wurde untersucht. Die folgenden Sonden wurden verwendet, basierend auf der Volllangen-DNA47361-Se-
quenz synthetisiert:

Oligo 1: GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TGG CAA TAA ACT GCGA GAC ACT
(Seq.-ID Nr. 29)

Oligo 2: CTA TGA AAT TAA CCCTCA CTA AAG GGA TTG AGT TGT TCT TGG GTT GTT
(Seq.-ID Nr. 30) |

[0236] In diesem Versuch wurde Expression in darmassoziiertem Lymphoidgewebe und sich entwickelnden
Folliculi lymphatici lienales der Milz im Fétus festgestellt. Geringgradige Expression war in der pALS-Region
von normalem erwachsenem Milzgewebe festzustellen. Obwohl alle anderen Gewebe negativ waren, ist es
mdglich, dass geringe Expressionslevel in anderen Gewebetypen unter empfindlichen Bedingungen beobach-
tet werden kénnten.

Hinterlegung von Material

[0237] Die folgenden Materialien sind bei der American Type Culture Collection, 12301 Parklaven Drive,
Rockville, MD, USA (ATCC) hinterlegt.

Material ATCC-Hinterlegungsnummer Hinterlegungsdatum
DNA47361-1249 209431 7. November 1997

[0238] Diese Hinterlegung wurde gemaR den Bestimmungen des ,Budapester Vertrags Gber die internationa-
le Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen fur die Zwecke von Patentverfahren" (Budapester Ve-
trag) und den darin enthaltenen Regelungen vorgenommen. Dies garantiert die Erhaltung einer lebensfahigen
Kultur der Hinterlegung fur 30 Jahre vom Datum der Hinterlegung an. Die Hinterlegung wird von der ATCC un-
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ter den Bedingungen des Budapester Vertrags zur Verfliigung gestellt und unterliegt einer Vereinbarung zwi-
schen Genentech Inc. und ATCC, was die standige und uneingeschrankte Verfliigbarkeit der Nachkommen-
schaft der Kultur der Hinterlegung fiir die Offentlichkeit bei Erteilung des entsprechenden US-Patents oder bei
Veroffentlichung jeglicher US- oder auslandischer Patentanmeldung gewahrleistet, was auch immer zuerst ein-
tritt, und die Verfligbarkeit der Nachkommenschaft fir jemanden vom US-Commissioner fir Patente und Wa-
renzeichen Bestimmten gewahrleistet, der dazu gemaR 35 USC § 122 und den entsprechenden Regelungen
des Commissioner (einschlieRlich 37 CFR § 1,14 mit besonderer Bezugnahme auf 886 OG 638).

[0239] Der Zessionar der vorliegenden Anmeldung hat zugestimmt, dass die Materialien, falls eine Kultur der
hinterlegten Materialien bei Kultivierung unter geeigneten Bedingungen abstirbt, verloren geht oder zerstort
wird, nach Benachrichtigung unverzlglich durch andere derselben Art ersetzt werden. Die Verfligbarkeit der
hinterlegten Materialien ist nicht als Zugestandnis auszulegen, die Erfindung entgegen der unter der Amtsge-
walt jeglicher Regierung gemaR ihrer Patentrechte gewahrten Rechte in die Praxis umzusetzen.

[0240] Die vorangehende niedergeschriebene Patentschrift wird als ausreichend erachtet, einem Fachkundi-
gen zu ermoglichen, die Erfindung in die Praxis umzusetzen. Die vorliegende Erfindung wird durch das hinter-
legte Konstrukt in seinen Anspriichen nicht eingeschrankt, da die hinterlegte Ausfiihrungsform als einzelne II-
lustration gewisser Aspekte der Erfindung gedacht ist, und jegliche funktionell gleichwertigen Konstrukte daher
im Schutzumfang dieser Erfindung liegen. Die Hinterlegung von Material hierin stellt kein Eingestandnis dar,
dass die hierin enthaltende niedergeschriebene Beschreibung unzulanglich ist, um die praktische Umsetzung
irgendeines Aspekts der Erfindung, einschlielich ihrer besten Ausfihrungsart zu ermdglichen, noch ist sie da-
hingehend auszulegen, dass sie den Schutzumfang der Anspriiche auf die speziellen lllustrationen ein-
schrankt, die sie verkorpert. Tatsachlich werden verschiedene Modifizierungen der Erfindung zusatzlich zu je-
nen, die hierin dargestellt und beschrieben sind, dem Fachkundigen auf dem Gebiet der Erfindung aus der vor-
hergehenden Beschreibung offensichtlich und liegen im Schutzumfang der beigefligten Anspriiche.
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Tyr

Ser

Ser

210

Thr

Glu

Gly

Lys

Thr

290

Pro

Thr

Ala

Asn

Arg

115

Ser

Pro

Ile

Leu

Ile

195

Leu

Leu

Asp

Asn

Asn

275

Glu

Pro

Thr

Ser

Cys

100

Leu

Leu

Pro

Arg

Gly

180

Glu

Lys

Thr

Asp

Cys

260

Asn

Leu

Arg

Asn

Phe

85

Val

Gln

Tyr

Ser

Lys

165

Gln

Lys

Asp

Glu

Phe

245

Pro

Ser

Lys

Trp

Leu

10

His

Pro

Ile

Leu

Leu

150

Glu

Asn

Asp

Asn

Leu

230

Asn

Arg

Pro

Val

Phe
310
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Thr
Arg
Ile
Lys
Asp
135
Gln
Asn
Cys
Ala
Asn
215
Tyr
Asn
Cys
Leu
Leu

295

Lys

Leu

Leu

Pro

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Tyr

Phe

200

Val

Leu

Leu

Tyr

Gln

280

Arg

Asn

Thr
Asp
Leu
105
Arg
Asn
Leu
Thr
Tyr
185
Leu
Thr
Tyr

Asn

Asn
265

Ile

Leu

Ile Asn
75

His Leu
a0

Gly Ser

Ser Phe

Gln Leu

Ser Leu
155

Glu Leu
170

Arg Asn

Asn Leu

Ala Val

Asn Asn

235

Gln Leu

250

Ala Pro

Pro Val

His Ser

Asn Lys
315

40/95

His Ile Pro Asp

Val
Lys
Ser
Leu
140
Glu
Ala
Pro
Thr
Pro
220
Met
Gln
Phe
Asn
Asn

300

Leu

Glu

Asn

Gly

125

Glu

Ala

Asn

Cys

Lys

205

Thr

Ile

Ile

Pro

Ala

285

Ser

Gln

Asn
11C

Leu
Ile
Asn
1le
Tyr
190
Leu
Val
Ala
Leu
Cys
270
Phe

Leu

Glu

Lsp

95

Met

Thr

Pro

Asn

Glu

175

val

Lys

Asp

255

Ala

Esp

Gln

Leu

Ile
80

Phe

Cys

Tyr

Gln

Ile

160

Ile

Ser

val

Pro

Ile

240

Leu

Pro

-Ala

His

Asp
320
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Leu Ser Gln Asn Phe Leu Ala Lys Glu Ile Gly Asp Ala Lys Phe Leu
325 ' 330 335

His Phe Leu Pro Ser Leu Ile Gln Leu Asp Leu Ser Phe Asn Phe Glu
349 345 350

Leu Cln val Tyr Arg Ala Ser Met Asn Leu Ser Gln Ala Phe Ser Ser
355 360 365

Leu Lys Ser Leu Lys Ile Leu Arg Ile Arg Gly Tyr Val Phe Lys Glu
370 ' 375 380 ’

Leu Lys Ser Phe Asn Leu Ser Pro Leu His Asn Leu Gln Asn Leu Glu
385 390 395 400

Val Leu Asp Leu Gly Thr Asn Phe Ile Lys Ile Ala Asn Leu Ser Met
405 410 415

Phe Lys Gln Phe Lys Arg Leu Lys Val Ile Asp Leu Ser Val Asn Lys
420 425 430

Ile Ser Pro Ser Gly Asp Ser Ser Glu Val Gly Phe Cys Ser Asn Ala
435 440 445

Arg Thr Ser Val Glu Ser Tyr Glu Pro Gln Val Leu Glu Gln Leu His
450 455 460

Tyr Phe Arg Tyr Asp Lys Tyr Ala Arg Ser Cys Arg Phe Lys Asn Lys
465 470 475 480

Glu Ala Ser Phe Met Ser Val Asn Glu Ser Cys Tyr Lys Tyr Gly Gln
485 490 495

Thr Leu Asp Leu Ser‘Lys Asn Ser Ile Phe Phe Val Lys Ser Ser A§p
500 505 510

Phe Gln His Leu Ser Phe Leu Lys Cys Leu Asn Leu Ser Gly Asn Leu
515 520 525

Ile Ser Gln Thr Leu Asn Gly Ser Glu Phe Gln Pro Leu Ala Glu .Leu
530 535 540

Arg Tyr Leu Asp Phe Ser Asn Asn Arg Leu Asp Leu Leu His Ser Thr
545 550 555 560

Ala Phe Glu Glu Leu His Lys Leu Glu Val Leu Asp Ile Ser Ser Asn
565 570 575

41/95



Ser

Lys

Ser

Glu

625

Arg

Ile

Met

Ser

Asp

705

Cys

Ser

Asp

Glu

Phe

785

Thr

Pro

His

Asn

Ser

610

Phe

Tyr

Ser

Pro

Phe

690

Leu

Ser

Leu

Leu

Asn

770

Leu

Glu

Gly

Tyr

Leu

585

Ser

Arg

Leu

Lys

Pro

675

Ser

Ser

Arg

fhr

Ser

755

Val

Cys

Val

Ala

Phe
580

Lys

Thr

Gly

Gln

Asn

660

Asn

Trp

His

Ser

Lys

740

Ser

Leu

Thr

Thr

His
820

Gln

Val

Ser

Asn

Leu

645

Ser

Leu

Lys

Asn

Leu

725

Tyr

Asn

Asn

Cys

Ile

805

Ly's

Ser
Leu
Arg
His
630
fhe

Leu

Lys

Gln
710
Lys
Phe
Lys
Asn
Asp
190

Pro

Gly
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Glu

Gln

Thr

615

Leu

Lys

Ser

Asn

Léu

695

Leu

Asn

Leu

Ile

Leu

775

Ala

Tyr

Gln

Gly Ile Thr

Lys

600

Met

Asp

Asn

Phe

Leu

680

Gln

Thr

Leu

Gln

Gln

160

Lys

val

Leu

Ser

585

Leu

Glu

val

Leu

Leu

665

Ser

Cys

Thr

Ile

Asp

745

Met

Met

Trp

Ala

Val
825

Met

Ser

Leu

Leu

650

Pro

Leu

Leu

Val

Leu

730

Ala

Ile

Leu

Phe

Thr
810

Ile Ser Leu

His Met Leu Asn Phe

Met Asn

.Glu Ser

620

Trp Arg
635

Lys Leu

Ser Gly

Ala Lys

Lys Asn

700

Pro Glu

‘715

Lys Asn

Phe Gln

Gln Lys

Leu Leu
780

Val Trp
795

Asp Val

42/95

Asp

605

Leu

Glu

Glu

val

Asn

685

Leu

Arg

Asn

Leu

Thr

765

His

Trp

Thr

Asp

590

Asn

Arg

Gly

Glu

Phe

670

Gly

Glu

Leu

Gln

Arg

750

Ser

His

Val

Cys

Leu
830

Asp
Thr
Asp
Leu
655
Asp
Leu
Thr
Ser
Ile
735
Tyr
Phe
Asn
Asn
Val

815

Tyr

Thr

Ile™

Leu

Asn

640

Asp

Gly

Lys

Leu

Asn

720

Arg

Leu

Pro

Arg

His

800

Gly

Thr



Cys
Val

Trp
865
Tyr
Tyr
Val
Glu
Gln
945
Tyr
Arg
Lys
Gly

Phe

Glu

Ser

850

Asp

Gln

Asp

Ala

Glu

930

Ser

RAla

Leu

Pro

Ser

1010

Trp

1025

Tyx

Ser

<210>2
<211> 3283
<212> DNA
<213> Homo sapiens

Leu
835

Leu

Val

Arg

Thr

Lys

915

Arg

Ile

Lys

Phe

995

Ser

Gln

Gln

Asp Leu

Phe Leu

Trp Tyr

Leu Ile
885

Lys Asp
300

Léu Glu
Asp Trp
Gln Leu
Thr Glu

965

Asp Glu
980

Gln Lys

Val Leu

Cys Leu Lys Asn Ala

Val Phe Lys Glu Thr

1045

Thr

Met

Ile

870

Ser

Pro

Asp

Leu

Ser

950

Asn

Lys

Ser

.Glu Trp Pro

1030

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

Asn

Val
855

Tyr

Pro

Ala

Pro

Pro

935

Lys

Phe

Val

Lys

1015

Leu Ile Leu

840

Met

Asp

Val

Arg

920

Gly

Lys

Lys

Asp

Phe
1000

Met
Phe
Cys
Thr
Glu
Gln

Thr

Val
985
Leu
Thr

Leu

Val

Thr

Cys

Cys

8390

Glu

905 |

Lys

Pro

vVal

Ala

970

Ile

Gln

Asn

Bla Thr Asp Asn

Phe

Ala

Lys

B75

Tyr

Trp

His

Val

Phe

955

Phe

Ile

Leu

Ser

Ser

860

Ala

Asp

Val

Phe

Leu

940

Val

Tyr

Leu

Arg

Leu

845

His

Lys

Ala

Leu

Asn

925

Glu

Met

Leu

Ile

Lys
1005

Ser

Leu

Ile

Phe

Ala

910

Leu

Asn

Thr

Ser

Phe

990

Arg

Pro Gln Ala His

1035

43/95

1020

His

Ile

Tyr

Lys

Ile

895

Glu

Cys

Leu

Asp

His

9175

Leu

Leu

Pro

Val

Ser

Phe

Gly
880
Val
Leu
Leu
Ser
Lys
960
Gln
Glu
Cys

Tyr

Ala
1040



<400> 2
cccatctcaa

ttccattetg”

ctratcceret
actctgccct
gacaagcatt
accattaacc
gagatcgatt
atcaagaggc
tacctggatg
ctcagccttg
aacataqgaaa
tattcaatag
gataacaatg
tacaacaaca
attcttgacc
tgtaaaaata
aaagttttac
atcaacaaac
gctaaatttc
cttcaggtct
aaaattctgc
ttacataatc
aacctcagca
atatcacctt
gaaagttatg
aggagrtgca
aagtatgggc
tttcagcatc
cttaatggca
cggcttgatt
ataagcagta
aagaacctaa
agcaggacca
gttttatgga
gaggaattag
atgcctccaa
aagaaactcc
actgrtccctg
aatcaaatca
gatctcagct
aacaatctga
tggtttgtcet
acttgtgtgg
tgrtgagutag
ctcatggtga
ttctgraagg
gctttractg

gcrtgatcttg
gaagaagact
ttaacataat
gtgatgtcac
tgacagaaat
acataccaga
tcagatgcaa
tgcagattaa
gaaaccagct
aggccaacaa
tactctacct
agaaagatgc
tcacagccgt
tgattgcaaa
taagtggaaa
attctcccct
gtctacacag
tccaggaact
tgcattttct
atcgtgcatc
ggatcagagg
ttcaaaatct
tgtttaaaca
caggagattc
aaccccaggt
gattcaaaaa
agaccttgga
ttrtctttcect
gtgaattcca
tactccattc
atagccatta
aggttctgca
tggagagtga
gagaaggtga
acatctctaa
atctaaagaa
agtgtctaaa
agagattatc
ggagtctgac
caaataaaat
agatgttgct

-ggtgggtrtaa

ggccaggage
atctgactaa
tgatgacagc
ccaagataaa
tgtatgacac
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gcacctctca
aaaaatqggtg
cclaatttcc
tcrtggatgtet

.tcctggaggs

catctccccea
ctgtgrtacct
acccagaagc
actagagata
catcttttcc
gggccaaaac
cttcctaaac
ccctactgtt
aatccaagaa
ttgccctcgt
acagatccct
taactctctt
ggatctgtcc
ccccagcectc
tatgaatcta
atatgrceet
tgaagttctt
atttaaaaga
aagtgaagtt
cctggaacaa
caaagaggct
tctaagtaaa
caaatgcctg
acctttagca
aacagcattt
ttttcaatca
gaaactgatg
gtctcttaga

taacagatac-

aaattcccta
tctcreottg
gaacctggaa
caactgrtcc
gaagtatttt
ccagatgatc
tttgcatcat
ccatacggag
acacaagggc
cctgattcteg
aagtcacctc

ggggratcag
taaagaccca

;gctctgctc
trttccaatgt
aaactccttg
ccaaagaacc
attcccacga
gcgtecttte
attccactgg
tttagtggac
ccgcagggcc
atcagaaaag
tgttattatc
ttgacaaagt
ttgccatcta
gatgatttta
tgttataatg
gtaaatgctt
cagcatgtgc
caaaacttct
atccaattgg
tcacaagcat
aaagagttga
gatcttggca
ctgaaagtca
ggcttctgct
ttacactatct
tcrtttcatge
aatagtatat
aatctgtcag
gagctgagat
gaagagcttc
gaaggaatta
atgaacgaca
actctggaat
ttacaattat
agtttcttge
gccaaaaatg
actttggacc
agaagcctca
ctacaagatg
caaaagacca
aatcggtttc
gtgacrattc
caaagtgtga
ttctcacttt
tatttctggg
cgtctaatat
gctgtgaccg

44/95

tcttcaacca
ggacactgaa
gggctagatg
atgtgatcgt
acaccacgaa
acagactgga
ggtcaaaaaa
tcacttattt
tccecgcectag
agaatctaac
gaaatccttg
taaaagtgct
ctttaacaga
ataacctcaa
ccccatttec
ttgatgcgcet
ccccaagatg
tggccaaaga
atctgtcttt
tttcttcact
aaagctttaa
ctaactttat
tagatctttc
caaatgccag
tcagatatga
ctgttaatga
tttttgtcaa
gaaatctcat
atttggactt
acaaactgga
ctcatatgct
atgacatctc
tcagaggaaa
tcaagaatct
cttctggagt
ggctcaaatc
tcagccacaa
agaatctgat
ccttccagtt
gcttcccaga
tgtgcacctg
cttacctggce
tctcecectgga
ccatatctgt
atgtgtggta
caccagactg
agtgggrtere

gacctcctaca
gagacaaatt
glittccraaa
ggjactgcaca
cctcaccctce
ccatctggta
caacatgtgc
aaaatccctt
cttacagctt
agaactggcc
ttatgtttca
ctccctgaaa
actatatctc
ccaattacaa
ttgtgcgcceg
gacagaatté
gtttaagaac
aattggggat
caattttgaa
gaaaagcctg
cctctecgcca
aaaaattgct
agtgaataaa
aacttctgta
taagtatgca
aagctgctac
gtcctctgat
tagccaaact
ctccaacaac
agttctggat
aaactttacc
ttcctccacc
tcacttagat
gctaaaatta
ttttgatggt
tttcagttgg
ccaactgacc
tcttaagaat
gcgatatctg
aaatgtcctc
tgatgctgtg
cacagatgtg
tctgracacc
atcicrctit
tatttaccat
ttgcrtacgatc

ggcigagctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2228
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



gtggccaaac
tggttaccag
acadtgtttg
ttgtcccatce
aagccctttc
cttgagtggc

ctggccacag
tttgcaaaac

<210>3

<211> 1041
<212> PRT

tggaagaccc
ggcagccagt
tgatgacaga
agaggctcat
d4gaagutccaa
Caacaaaccc
acaatcatgt

‘acaactgcct

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Glu
1

Leu Ile

Ser

Tyr

Ser
50

Cys

Val
65

Thr

Glu Ser

Asn Pro

Gly Leu

Asn

Ser

Pro

Asn

Glu

Phe

Asn

Asn

Met Phe

Gly
20

Ser

Cys Asp

35

Arg Afg

Leu Asp

Gln Gly

85

val
100

Ile Thr

115

Glu Leu

130
Pro Glu
145

Ile- Thr

Leu

Ser

Lys

Leu Glu

Leu Thr

Glu Gly

165

Gln
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aagagagaaa
tctggaaaac
caagtatgca
ggatgaaaaa
gttcctccag
gcaagctcac
ggcctataget
agtttaccaa

Leu Gln

Cys Glu

Glu Lys

Ser

Leu

Lys

cattttaatt
ctttcccaga
aagactgaaa
gttgatgtga
ctccggaaaa
ccatacttct
caggtgttca

ggagaggcct

Met L

10

Ser

Cys Ala G

25

Gln Asn A

40

Gln
55

Leu

Leu Ser

70

Leu Gln

Gln

His'

Asp Gly

Glu

Asp

Asn

Asn

Ala

Val Pro G

Asn

1

Thr
90

Leu

Gly
105

Asn

Phe Leu

120

Asn

135

Asp

Glu
150

Leu

Ile Ser

Gln

Ser

Arg

Leu Pro

Leu Ile

Lys

Pro

Asn

Gln

2008.12.11

tatgrctcga
gcatacagct
atttrtaagat
ttatcttgat
ggctctgtgg
ggcagtgrct
aggaaacggt
ggc

eu Thr Cys

lu Glu Asn

Val
45

sp Ser

1n Thr

60

Val

le
15

Thr His

Ile Asn

‘Gly Ilé

Leu Lys

125

Ile
140

Pro

Gln Asn Asn

155

Leu
170

45/95

Ile Asn Leu Lys Asn

Gly

ggaaagggac
tagcaaaaag
agcattttac
atttcttgag
gagttcrgtc
aaagaacgcce
ctagcccttc

Ile Phe

15

Leu

Phe
30

Ser Arg

Ile Ala Glu

Lys Tyr

Ile Thr Asn

80

Asn
95

Leu His

Gln
110

Ser Asn

Asn Leu

Arg

Ser Gly ‘Leu

Ile Tyr

160

Leu
175

Tvr

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3283

Asn



Leu
Glu
Ser
Arg
225
Asp
Cys
Gly
Leu
Ala

305
Asn
Pro
Tyr
Leu
Asp

385

Leu

‘Phe

Ala

Asp

Phe
210

Lys

Phe

Pro

Ala

Arg

290

Trp

Tyr

Arg

Pro

Arg

3706

Asp

Gly’

Ser

Trp

Leu

Lys

Arg

Ser

275

Tyr

Phe

Leu

Leu

Gln

355

Ala

Phe

hAsn

Asn
180

Val

Ser

Phe

Gly

Cys

260

Ile

Leu

Lys

Val

Glu

340

His

Leu

Gln

Asn

Leu,

420

Cys

Phe

Leu

Leu

Leu

245

Phe

Asn

Asn

Asn

Gly

325

Ile

Ile

His

Pro

Phe

405

Glu

Tyr

Glu

Ser

Ser

230

Ile

Asn

Ile

Leu

Met

310

Glu

Leu

Asn

Leu

Leu

390

Iie

Ile
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Phe

"“Thr

His

215

Asn

Asn

Ala

Asp

Ser

295

Pro

Ile

Asp

Ile

Arg

375

Met

Lys

Ile

Asn Lys
185

Leu Thr
200

Val Pro

Thr Gln

Leu Thr

Pro Phe
265

Arg Phe
280

Ser Thr

His Leu

Val Ser

Leu Ser

345

Ser Arg

360

Gly Tyr

Gln Leu

Gln Ile

Tyr Leu
425

val

Asn

Pro

Ile

Leu

250

Pro

Ala

Ser

Lys

Gly

330

Phe

Asn

vVal

Pro

Asp

410

Ser

46/95

Cys
Leu
Lys
Lys
235
Leu
Cys
Phe
Leu
val
315
Ala
Asn
Phe
Phe
Asn
395

Phe

Glu

Glu

Glu

Leu

220

Tyr

Asp

Val

Gln

Arg

300

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln

380

Leu

Lys

Asn

Lys

Leu

205

Pro

Ile

Leu

Pro

Asn

285

Lys

Asp

Leu

Ile

Lys

365

Glu

Ser

Leu

Arg

Thr
190

Leu

Ser

Ser

Ser

Cys

270

Leu

Ile

Leu

Thr

Lys

350

Leu

Leu

Thr

Phe-

Ile
430

Asn

Ser

Ser

Glu

Gly

255

Asp

Thr

Asn

Glu

Met

335

Gly

Leu

Arg

Ile

Gln

415

Ser

Tie

L"
1)
c

Leu

Glu

240

Asn

Gly

Gln

&la

Ser

Ser

Asn

‘400

Asn

Pro



Leu
Arg
Ser
465
Ala
Gly
Ser
Ile
Asp
545
Leu
Leu
His
Ser
- Asn
625
Leu

Glu

Asp

val

His
450
Asn
Tyr
Pro
Ala
Pro
530

Asn

Ser

Asn
Leu
610
Asp
Thr
Ala

Asn

Lys
435

Ile’

Phe

Gly

Asn

Asn

515

His

Ala

Tyr

Phe

Asn
595

Val

Asp

Arg

Phe

Met
675

Asp

Arg

Lys

Gln

500

Ser

Vval

Ser

Asn

Ile

580

Ile

Glu

Asp

Leu

Leu

660

Leu
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Thr Arg
Lys Arg
His Phe

470

Ala Leu
485

Phe Glu

Asn Ala

Lys Tyr

Ala Leu
550

Ser His
565

Gln Asn
Tyr Thr
Leu Val
Asn Arg

630

Asp Leu
645

Asn Leu

Lys Phe

Gln

Arg.

455

Thr

Asp

Asn

Gln

Leu

535

Thr

Tyr

Phe

Leu

Phe

615

Tyr

Ser

Pro

Phe

Ser
440

Ser

Arg

Leu

Leu

Val

520

Asp

Glu

Phe

Thr

Thr
600

.Ser

Ile

Leu

Ala

Asn
680

Tyr Ala

Thr Asp

Leu

g°)
e
(o]

Ser Leu
490

Pro Asp
505

Leu Ser
Leu Thr
Leu Sér
Arg Ile

570
Asn Leu
Asp Lys
Gly Asn
Ser 1le
Asn Arg

650

Ser Leu
665

Trp Thr

47/95

Asn

Phe

Asn

Ile

Gly

Asn

Asp

555

Ala

Lys

Tyr

Arg

Phe

635

Leu

Thr

Leu Leu

Ser

Glu
460

Lys

Ser

Ala

Thr

Asn

540

Leu

Gly

Val

Asn

Leu

620

Lys

Lys

Glu

Ser
445

Phe

Pro

Ile

Cys

Glu

525

Axrg

Glu

Val

Leu

Leu

605

Asp

Gly

His

Leu

Gln
685

Ser
Asp
Gln
Phe
Leu
510
Phe
Leu
val
Thr
Asn
590
Glu
Ile
Leu
Ile
-His

670

Gln

Phe

Pro

Cys

Phe

495

Asn

Ser

Asp

Leu

His

515

Leu

Ser

Leu

Lys

Pro

Gln

His

Ala

480

Ile

Leu

Ala

Phe

Asp

560

His

Ser

Lys

Trp

Asn

640

Asn

655 °

Ile

Phe t



Arg

Asp.

705

His

Ser

Lys

Leu

Arg

785

Val

Leu

Phe

His

Ala

865

Asp

Val

Val

Ile

Leu
©90

Ser

Asn

Leu

Ser

His

770

Trp

Ile

Glu

Phe

His

850

Lys

Ala

Ile

Leu

Asp
330

G-u

Leu

Js
"
L2

Lys

Ala

755

Gly

Met

Cys

Leu

Thr

835

Leu

Val

Tyr

Asn

Leu

915

Asn

Leu

Ser

Ile

His

740

Leu

Asn

Asp

Ala

Thr

820

Phe

Phe

Lys

Ile

Glu

300

Cys

Leu

Leu

Asp

Ser
125

Leu

Glu

Pro

Glu

Ser

805

Thr

Phe

Tyr

Gly

Ser

885

Leu

Leu

Met
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Asp
Phe
710
His
Asp
Thr
Phe
His
790
Pro
Cys
Ile
Trp
Tyr
870
Tyr

Arg

Glu

Leu
695

Thr
Leu
Leu
Lys
Glu
775
Leu
Gly
Val
Thr
Asp
855
Arg
Asp
Tyr

Glu

Ser
935

Arg
Ser
Pro
Ser
Thr
760
Cys
Asn
Asp
Ser
Thr
840
Val
Ser
Thr
His
Aré

920

Ile

Gly Asn

Ser Leu

Ser Gly
730

Ser Asn
745

Thr Thr
Thr Cys
Val Lys
Gln Arg

810

Asp Val
825

Met Val

Trp Phe

Leu Ser

Lys Asp
890

Leu Glu
905

Asp Trp

Asn Gln

48/95

Lys

Arg

715

Phe

Leu

Lys

Asp

Ile

795

Gly

Thr

Met

Ile

Thr

875

Ala

Glu

Asp

Ser

Leu

700

Thr

Leu

Leu

Leu

Ile

780

Pro

Lys

Leu

Tyr

860

Ser

Ser

Ser

Pro

Lys
940

Leu

Leu

Ser

Lys

Ser

765

Gly

Arg

Ser

Val

Ala

845

Asn

Gln

Val

Arg

Gly

925

Lys

Phe

Leu

Glu

Thr

750

Met

Asp

Leu

Ile

Ile

830

Ala

Val

Thr

Thr

Asp

910

Leu

Thr

Leu

Leu.

val
735

Ile

Leu

Phe

Val

Val

815

Leu

Leu

Cys

Phe

Asp

895

Lys

Ala

Thr

Ser
720

$er
Asn
Glu
Arg’
Asp
800
Ser
Phe
Ala
Leu
Tyr

880

Trp

_Asn

Ile

Val Phe



Val Leu Thr Lys Lys Tyr

945

Tyr Leu Ala’Leu Gln Arg
965

Phe Ile Leu Leu Glu Pro

Arg Gln Arg Ile Cys Lys Ser Ser Ile Leu Gln Trp Pro Asp Asn Pro

980

995

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

950

955

570

985

" 1000

1005

Ala Lys Ser Trp Asn Phe Lys Thr Ala Phe
-960

975

Lys Ala Glu Gly Leu Phe Trp Gln Thr Leu Arg Asn Val Val Leu Thr

1010

1015

1020

Glu Asn Asp Ser Arg Tyr Asn Asn Met Tyr Val Asp Ser Ile Lys Gln
1035

1025

Tyr

<210> 4
<211> 4199
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

gggtaccatt
aaaacatgtt
gtgagttatg
atgactcagt
gcaaatatgt
catttcaagg
accagaacgg
tcaacctaaa
ctggtttgcc
ctaaagaggg
attttaacaa
atttggagtt
gctccctacg
tcaagggatt
atgccccatt
crrtttcaaaa
ttaatgctgce
atttagrggg
ttgacureogtc
actoctctaa

ctgcgcrget
ccttcagtcg
cgccgaagaa
tattgcagag
gacagaacta
gctgcaaaat
aaatcccggt
aaacctaagg
agagtctttg
catttcaaga
agtttgcgag
gctatcacta
caaacttttt
gataaattta
tccatgcgttg
cttgacccaa
ctggrttaaa
agaaatagtc
treraactat
actrrrgect

1030

gcaagttracg
tcaatgctga
aatttttcta
tgcagcaatc
gacctgtctg
ctcactaaaa
atacaatcaa
gagttactgc
acagaactta
cttataaacet
aaaactaaca
tctttcaatt
ctgagcaaca
acattactag
ccttgtgatg
cttcgatacc
aatatgccté
tctggggcat
dtaaagggga
Ctacgggcat

gaatgaaaaa
cctgeattte
gaagctatcc
gtcgactaca
ataatttcat
taaatctaaa
atggcttgaa
ttgaagacaa
gtctaattca
tgaaaaatct
tagaagatgg
ctctttcaca
cccagatcaa
atttaagcgg
gtggtgcttc
taaacctctc
atctgaaggt
ttttaacgat
gttatccaca
tgcatttaag

49/95

ttagaacaac
cctgctaata
ttgtgatgag
ggaagttccc
cacacacata

ccacaaccec

tatcacagac
ccagttaccc
aaacaatata
ctatttggcc
agtatttgaa
cgtgccaccc
atacattagt
gaactgtccg
aattaatata
tagcacttcc
gctggatctt
gctgceccecgce
gcatattaat
aggtrtatgtg

1040

agaaacatgg
tctggttcct
aaaaagcaaa
caaacggtgg
acgaatgaat
aatgtacagc
ggggcatﬁcc
caaataccct
tacaacataa
tggaactgct
acgctgacaa
aaactgccaa
gaagaagatt
aggtgcttca
gatcgttteg
ctcaggaaga
gaattcaact
ttagaaacac
atttccagaa
ttccaggaac

Leu Met Asp Glu Asn Met Asp Val Ile Ile.

Val Leu Gln His Ser Gla Tyr Leu Arg Leu
990

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



tcagagaaga
grtattaatte
ttatttacte
caaatagutc
acccacattc
atggaaaagc
"aaaatcttcc
gtggaactga
tagactttga
gctataattc
atttcacaaa
agtataacct
ttttgtggaa
cacgtctgga
tgccagcgag
cattactcca
ttttaactga
acaggatttc
atttaagttc
ccaaattatc
atttccgaag
tttgtgccag
grgtttcaga
ttatgttggc
tgtgtttage
cttacatttc
gctaccaccet
gggacccggg
cagtatttgt
tggctttgca
cagtgttaca
tccagtggcc
tcttgactga
aactgacgtt
attagttacc
tttgctggcc
ctcagggtgt
tcacactcat
actcatgtaa
aaagagaggt
atctcatcac
atgggagtga
tgctﬁcaqt:
tgatgataga
ctaacacsaic
ttaagctgte
tgcgttcggt
ggtttagatg

tgatttccag
tattaagcaa
Jtcagaaaac
ctcttrtcaa
gaacttitat
cttagattta
tgacattgcc
attttcagcc
taatgctagt
acactatttc
tctaaaagtt
ggaaagcaag
tgatgatgac
tttatccctt
tctcactgaa
gcagtttcct
tagcctatct

‘ccacctaccc

caatctgcta

tatgttggaa

atggatggat

tcctggggat

tgtcactgca

tgccctggcee

taaggtaaaa

ttatgacacc

tgaagagagc
attggccatc
tttaaccaaa

gaggctaatg
gcattctcag
tgacaacccgqg
aaatgattca
aagtcatgat
tattgctatg
cacagttttt
ctcagaggct
gtggttgttt
gccatgcgag
tgctagcaag
tttggccata
ccacctcagt
ggtcatcaac
ttgtgaatat
tLcreeecaa
gettatattec
trrattcaca
ccatttaaga
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cceetgaige
atcgatitca
ajaatatcac
cgtcatatcc
catttcaccc
agcctcaaca
tgtitaaatc
attcctcatg
gctcttactg
agaatagcag
ttaaacttga
tccctggtag
aacaqgtata
aataggctga
ctacatataa
cgtctcgagt
gactttacat
tctggcrttc
aaaacaatca
ctacacggaa
gaacatctga
caaagaggga
gtgatattat
caccatctgt
ggctacaggt
aaagatgcct
cgagacaaaa
atcgacaacc
aaatatgcaa
gatgagaaca
tatttgaggc
aaggcagaag
cggtataaca
ttcgcgecat
taacaaatta
gagggtcagg
gcaatgtagg
tctggattca
ccrtcteccac
atgaagtcac
ttctacttgt
ccagggaaaa
tattttcecct
caggaggceag
tatctaagaa
atcatatatc
gitgciitta
actgagatgg

agcttccaaa
aactrrreca
cgttggtaaa

ggaaacgacg

gTcctrraat
grattttcte
tgtctgcaaa
tcaaatattt
aattgtccga
gcgtaacaca
gccacaacaa
aattagttet
tcteccateet
agcacatccc
atgataatat
tgcttgactt
cttcccttceg
tttctgaagt
acaaatccgce
acccctttga
atgtcaaaat
agagtattgt.
ttttcttcac
tttactggga
ctctttccac
ctgttactga
acgttctcct
tcatgcagag
aaagctggaa
tggatgtgat
tacggcagcg
gcttgteetg
atatgtatgt
aataaagatg
tcccaaaact
agtccaggcec
tgttcaccag
attcctcctg
aaggcagcerue
aatcttttgt
tagaagtaaa
cagctgaaga
tgactgcIgt
ggatcactgt
cttttgccac
tatggctaca
caaatatitg
atagctrrea

50/95

cttatcgacet
aaatterctece
agatacccgg
ctcaacagat
aaagccacaa
cattgggcca
tagcaatgct
ggatttgaca
cttggaagrt
tcatctagaa
catttatact
cagtggcaat
caaaggtctc
aaatgaagca
gttaaagttt
acgtggaaac
gacactgctg
cagtagtctg
acttgaaact
atgcacctgt
tcccagactg
gagtctggag
gttctttatc
tgtttggtte
atcccaaact
ctgggtgata
ttgtctagag
catcaaccaa
ctttaaaaca
tatatttatc
gatctgtaag
gcaaactctg
cgattccatt
caaaggaatg
tagtggttta
cagcataact
agacataggc
ggcrattggc
gcttcatcag
aatrcgaatca
ccacaggtcc
ccaagatggt
cctgggatgg
ggaccatcte
tgtgactaat
tggtratatt
ctgtaacatt
aagcatctte

atcaacttgg
aatctggaaa
cagagttatg
tttgagottg
tgtgctgceee
aaccaatttg
caagtgttaa
aacaatagac
ctagatctca
tttattcaaa
ttaacagata
cgccttgaca
aagaatctga
ttccttaatt
tttaactgga
aaactactct
ctgagtcata
aagcacctcg
aagaccacca
gacattggag
gtagatgtca
ctaacaactt
accaccatgg
atatataatg
ttctatctgatg
aatgagctgce
gagagggatt
agcaagaaaa
gcttrtttact
ctgctggagc
agctccatcc
agaaatgtgg
aagcaatact
acatttctgt
aaacaacaca
gggtcctcig
atcactgggg
caaaggctat
agctagcaaa
aaaasagtgat
caccégct:c
gagctctgat
ccrgctazct
agcagurtgsac
ggrcctaegta
atgcrgtc3t
tgacttczaa
tacttceac

1260
1320
1380
1440
1550
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
38490
3900
3960C
4029
4082
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catttrttaa aagtatgcag ctaaattcga agcttttggt ctatattgit aattgccatt 4140
gctgtaaatc ttaaaatgaa tgaataaaaa tgtttcattt tacaaaaaaa aaaaaaaaa 4199

<210>5

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

taaagaccca gctgtgaccg 20

<210>6

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

atccatgagc ctctgatggg 20

<210>7

<211> 45

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

atttatgtct cgaggaaagg gactggttac cagggcagcc agttc 45

<210>8

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8

gccgagacaa aaacgttctc ¢ ‘ - : 21.

<210> 9

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

catccatgtt ctcatccatt agcc 24

<210>10

<211> 46

<212> DNA

<213> Homo sapiens

51/95



<400> 10
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tcgacaacCCt Catgrcagagc alcaaccCaaa gcaagaaaac agtatc |

<210> 11

<211> 2602
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 11

gttatgccta
cttatttgaa
atggtgtggg
tctctgecett
..ceckcagggce
attagcaaca
‘ggaattaaca
ttatcctata
acattcttaa
catctcacaa
agaaaagatt
cagagctatg
atgaagcagc
ttggaactqc
acaaattcatc
tttcaggtta
tgtaccctta
ggtaaagtgg
gatctgagca
aaagtttttc
ctcagtgaaa
ccctctctac
gagactttgc
tctatgectg
cgaatacaca
aacaatctca
aataagttga
agtaggaatg
actttggaag
gagcagcaag
ccatcccatg
aggécagcac
gtcctgtgec
gccaaaagga
tacagtgagc
aatcccccct
gacaatatca
tttgtgaaga
gagaacaatg

gaaaacattt
cctcttttat
tcttgggggt
gtgaccgcaa
tcacagaagc
gtgacctaca
caatagagga
attacttatc
acttactggg
aattgcaaat
ttgctggact
agccaaaaag
atattttact
gagatactga
tgattaaaaa
tgaaacttte
atggagttgg
aaacgttaac
ctttatattc
tggttccttg
atttgatggt
aaactttaat
tcactctgaa
aaacttgtca
gtgtaacagg
atttattttc
tgactctacc
caataactac
ctggtggcaa
cactggccaa
tgcgtggceca
tggtgtctgg
accgttrtcca
agcccaggaa
gggatgccta
tcaagttgtg
ttgactccat
grtgagtggrg
atgctgccat

Ctcaagaatt
ttgtaggttg
catcatcagc
tggtatctgc
tgtaaaaagc
gaggtgtgtg
agattcrttte
taatttatcg
aaatccttac
cctgagagtg
taccttccte
tttgaagtca
gctggagatt
tttggacact
grttacatte
gaatcagatt
taattttaga
aatccggagg
acttacagaa
tttactttca
tgaagaatac
tttaaggcaa
aaacttgact
gtggccagaa
ctgcattccc
tttgaatttg
agatgcctcc
gttttctaag
taacttcatt
agrtcttgatt
gcaggttcag
cargtgctgt
tggcctgrgg
agctcccagce
ctgggtggag

tcitcataag

tgaaaagagc
caagtatgaa
tctcattcte

agaattacga
aagcactgga
ctctccaagg
aagggcagct
cttgacctgt
aacctccagg
tcttceetgg
tcttcctggt
aaaaccctag
ggaaatatgg
gaggaacttg
attcagaatg
tttgtagatg
ttccatteee
agaaatgtga
tctggattge
gcatctgate
ctgcatattc
agagttaaaa
caacatttaa
ttgaaaaatt
aatcatttgg
aacattgata
aagatgaaat
aagacactgg
ccgcaactca
ctcttaccca
gagcaacttg
tgcrectgeg
gattggccag
gatgtccgec
gctctgrtcc
tatatgaaaa
aggaacatct
aaccitatgg
cgggacttca
cacaaaactg
ctggacrtct
ctggagccca

52/95

tatgctgtca
caatgccaca
aagaatcctc
caggatcttt
ccaacaacag
ctctggtget
gcagtcttga
tcaagcccct

gggaaacatc
acaccttcac
agattgatgc
taagtcatct

ttacaagttc
cagaactatc
aaatcaccga

tagaattaga

atgacagagt

caaggtttte

gaatcacagt

aatcattaga

cagcctgtga
catcattgga
tcagtaagaa

atttgaactt
aaattttaga
aagaacttta
tgttactagt
actcatttca
aattcctcrc
caaattaccet
tctcggtgtce
tgctgatcct
tgatgtgggc
gctatgatgc
tccaggagct
ttcctggcaa
tcrrtgrgee
cccattitecg

trtgagaaaaa

16

aacacaatga
tactttgtqg
caatcaggct
aaactccatt
gatcacctac
gacatccaat
acatttagac
ttcttcttta
tcrtretect
taagattcaa
ttcagatcta
gatccttcat
cgtggaatgt
cactggtgaa
tgaaagtitg

gtttgatgac-

tatagatcca
cttacetttat
agaaaacagt
atacttggat
ggatgcctgg
aaaaaccgga
tagttttcat
atccagcaca
tgttagcaac
tatttccaga
attgaaaatc
cacactgaag
cttcactcag
gtgtgactct
ggaatgtcac
gctcdcgggg
ctggctccag
atttgerrsce
ggagaact:c
gtggatcatt
ttctgaaaac
tcrrereergat

agccattscc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
10290
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220.
2280
2340



cagcgcrtct
gacgaggctc
cccatattta
‘ttcattcaga
actaaaacta

<210> 12
<211> 784
<212> PRT

gcaagctgeg
agcgggaagg

agaccagtct

cataat:ata
caaaacttca

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Pro
1

Leu Ser

Asn Gly

His

Lys

Ile

Thr Leu

Glu
20

Glu

Cys Lys

35

Gly Leu

50

Thr
65

Tyr
Leu Val
Ser

Ser

Sef'Asn

Thr

Ile

Leu

Leu

Leu

Glu Ala

Ser Asn

Thr Ser

85

Gly
100

Ser

Ser Ser

115

Leu Asn

130

Phe
145

Ser
Thr

Phe

Glu Glu

Leu

His

Leu

Leu Gly

Thr

Leu

Ile
165

Lys

Glu
180

DE 698 38 888 T2

gaagataatg
attrtgggta
ttgtctagtet
taaaaactac
aa

Trp Met Val

Ser

Ser Asn

Gly Ser Ser

40
Val

Lys Ser

55

Ser
70

Asp Leu

Asn Gly Ille

Leu Glu His

Ser Trp Phe

120
Asn Pro
135

Tyr

Lys Leu

150

Gln

Gln Arg Lys

Asp Ala Ser

aacaccaaga
aatctgagag
gggatcttta
gtggatgtac

Trp Val

10

Gln
25

Ala

Gly Ser

Leu Asp

Gln Arg

Leu

Ser

Leu

Leu

Cys

2008.12.11

cctacctgga
ctgcgataaa
tgtcactagt
cgtcatttga

Gly Vval

Leu Ser

Asn Ser

45

Ser
60

Asn

val Asn

75

Asn Thr

90

Leu
105

Asp
Lys Pro
Thr

Lys

Ile Leu

Leu

Leq

Leu

Arg

Glu Glu

Ser Tyr

Ile
Cys

30
Ile
Asn
Leu

Asp

Asn

gtggcccatg
gtccrtaggtt
tatagttaag
ggacttgcte

Ile Ser

15

Asp

Pro Ser

Arg Ile

Gln Ala -

80

Ser
95

Phe

Tyr Leu

110

Ser
125

Ser

Gly Glu

140

Val Gly

155

"Phe
170

Asp

Asp
185

Leu

53/95

Ala

Gln

Gly: Leu

Ser Tyr

Leg
Thr
Asn
Thr

Glu

Thr Phe

Ser Leu

Met Asp

160

Phe
175

Pro Lys

190

2400
2460
2520
2580
2602



Ser

Gln

Glu

225

Glu

Arg

Leu

Leu

Asp

305

Arg

Arg

Cys

Glu

Ala

385

Ser

Asn

Gin

Leu

His

210

Cys

Leu

Asn

Asn

Asn

290

Phe

Val

Leu

Asn

370

Trp

Leu

Ile

Trp

Lys

195

Leu

Ser

Val

Gln

275

Gly

Gly

Tyr

Lys

Leu

355

Leu

Pro

Glu

Asp

Pro
435

Ser
Leu
Glu
Thr
Lys
260
Ile
Val
Lys
Leu
Arg
340
Ser
Met
Ser
Lys
Ile
420

Glu

Ile

Leu

Leu

Gly

245

Ile

Ser

Gly

val

Phe

325

Gln

Val

Leu

Thr

405

Ser

Lys

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

Gln

Leu

Arg

230

Glu

Thr

Asn

Glu

310

Tyr

Thr

His

Glu

Gin

390

Gly

Lys

Met

Asn

Glu

215

Asp

Thr

Asp

Leu

Phe

295

Thr

Asp

Val

Leu

Glu

375

Thr

Glu

Asn

Lys

Val

200

Ile

Thr

Asn

Glu

Leu

280

Arg

Leu

Leu

Glu

Lys

360

Tyr

Leu

Thr

Ser

Tyr

440

Ser His Leu Ile Leu

®he Val

Asp Leu

Ser Leu
250

Ser Leu
265

Glu Leu

Ala Ser

Thr Ile

Ser Thr
330

Asn Ser
345

Ser Leu

Leu Lys

Ile Leu

Leu Leu

410

Phe His
425

Leu Asn

54/95

Asp

Asp

235

Ile

Phe

Glu

Asp

Arg

315

Leu

Lys

Glu

Asn

Arg

395

Thr

Ser

Leu

val

220

Thr

Lys

Gln

Phe

Asn

300

Arg

Tyr

vVal

Tyr

Ser

380

Gln

Leu

Met

Ser

205

Thr

Phe

Lys

Val

Asp

285

Asp

Leu

Ser

Phe

Leu

365

Ala

Asn

Lys

Pro

Ser
445

His

Ser

His

Phe

Met
270

'Asp

Leu

Leu

350

Asp

Cys

His

Asn

Glu

430

Thr

Met

Ser

Phe

Thr

255

Lys

Cys

Val

Ile

Thr

335

Val

Leu

Glu

Leu

Leu

415

Thr

Arg

Lys

val

Ser

240

Phe

Leu

Thr

I'le

Pro

320

Glu

Pro

Ser

Asp

Ala
400

Thr

Cys

Iie



His

Ser
465

Glu
Leu
Thr
Glu
Thr
545
Asn
Asp
Gly
Cys
Leu
625
Tyr
Asn

‘Cys

Ile

Ser
450

Ash

Leu

Leu

Phe

Ala

530

Gln

Tyr

Val

Met

His

610

Gln

Asp

Leu

Leu

Ile
690

Val

Asn

Tyz

Pro

Ser

515

Gly
Glu
Leu
Arg
Cys
595
Arg
Ala
Ala
Met
His
675

Asp

Thr

Asn

Ile

Met
500

Lys
Gly
Gln
Cys
Leu
580
Cys
Phe
Lys
Phe
Val

660

Lys

Gly

Leu

Ser
485

Leu

Glu

Asn

Gln

Asp

565

Ser

Ala

His

Arg

Val

645

Gln

Arg

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

Cys

Asn
470

Arg
Leu
Gln
Asn
Ala
550
Ser
Val
Leu
Gly
Lys
630
Ser

Glu

Aép

Ser Ile Glu

Ile
455

Leu

Asn

Val

Leu

Phe

535

Leu

Pro

Ser

Phe

Leu

615

Pro

Tyr

Leu

Phe

Lys
695

Pro

Leu

Asp

520

Ile

Ala

Ser

Glu

Leu

600

Trp

‘Arg

Ser

Ile
680

Ser

Lys

Ser

Leu

Lys

505

Ser

Cys

Lys

His

Cys

585

Leu

Tyr

Lys

Glu

Asn

665

Pro

His

Thr

Leu

Met
490

Ile

Phe

Ser

Val

Val

570

His

Ile

Met

Ala

Arg

650

Phe

Gly

Lys

55/95

Leu

Asn
475

Thr

Ser

His

Cys

Leu

555

Arg

Arg

Leu

Lys

Pro

635

Asp

Asn

Lys

“Thr

Glu Ile
460

Leu Pro

Leu Pro

Arg Asn

Thr Leu
525

Glu Phe
540

Ile Asp

Gly Gln

Thr Ala

Leu Thr
605

Met Met
620

Ser Arg

Ala Tyr

Pro Pro

Trp Ile
685

Val Phe
700

Leu

Gln

Asp

Ala

510

Lys

Leu

Trp

Gln

Leu

590

Gly

Trp

Asn

Trp

Phe

670

Ile

Val

Asp

Leu

Ala

195

Ile

Thr

Ser

Pro

Val

575

Val

Val

Ala

Ile

Val

655

Lys

Asp

Leu

-Val

Lys
480
Ser
Thr
Leu
Phe
Ala
560
Gln
Ser

Leu

Trp

Cys

640

Glu

. Leu

Asn

Ser



Glu Asn Phe
705

His Phe Arg

Leu Glu Pro

Arg Lys Ile

155

Ala Gln Arg
770

<210> 13
<211> 811
<212> PRT

Val

Leu

Ile

740

Met

Glu

Lys

Phe

125

Glu

Asn

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met Arg Leu
L
Ala

Glu Gly

Asn Ser

35

Cys

Ala Thr

50

Thr

Ser
65

Ser Asp

His Asn Arg

Glu Leu Arg

Trp Leu

115

Tyr

Ile

Asp

20

Asn

Thr

Phe

Ile

Tyr

100

Leu

Arg

Ala

Met

Leu

His

Gln

85

Leu

Rla
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Ser

710

Asp

Lys

Thr

Phe

Asn

Pro

Ser

Asp

Ser

70

Gln

Asp

Gly

Glu Trp Cys Lys Tyr Glu Leu Asp Phe

Glu

Lys

Lys

Asn

Ala I

Thr
760

Trp Val

715

Ile
Glu
Leu
Leu

55
Val
Leu

Leu

Leu

Tyr

Leu

Arg

40

Ser

Ser

Asp

Ser

Arg
120

Asr

Asn

Ile

Pro

25

Tyr

Lys

Leu

Asp Ala Ala Ile Leu Ile

730

Pro Gln Arg Phe Cys Lys

Leu Glu Trp Pro Met Asp

Leu Arg Ala Ala Ile Lys

Glu

vVal

Asn

Leu

Lys

90

Asn

Leu

56/95

715

Cys

Glu

Pro

Leu

Arg

75

Thr

Arg

Asp

780

Ser

Arg

Ala

Leu

60

Val

Phe

Leu

Leu

765

Ile

Glu

Asp

45

Phe

Leu

Glu

Lys

Ser
125

Ser
720

Leu
735

Leu
750

Glu

Ser

Val Met
15

Thr

Leu Met
30

Thr

Leu Thr Pro

Gln Leu Gln

Ile Leu Cys

B8O

Phe Asn.Lys

95

Ser Val Thr
110

Phe Asn Asp



Phe

Glu
145

Lys
Leu
Leu
Asp
Lys
225
Asn
Asp
His
His
Glu
305
Leu

Gln

Leu

Asp
130

Ile

Ile

Pro

His

Gly

210

Ser

Ala

Asp

Phe

Asn

290

His

Leu

Met

Asn

Gln
370

Thr

Leu
Ala
His
Ile
195
Ile
Gln
Lys
Leu
Gln
215
Ser
val
Leu
Pro
Phe

355

Leu

Met

.Giy

His

Tyr

180

Val

Lys

Phe

Thr

Pro

Leu

Leu

165

Glu

Leu

Thr

Val

Ser

- 245

Phe

260

Ile

Phe

His

Thr

His

340

Ala

Pro

Leu

Arg

Asp

Phe

Lys

325

Met

Asn

His
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Ile

Ser
150
His
Glu
Pro
Ser
Ser
230
Val
Ile
Asn
Tyr
Arg
310
Met
Leu

Asn

Leu

Cys

135

Gly

Leu

Gly

Met

Lys

215

Tyr

Leu

Leu

Val

Ser

295

Val

Asp

Phe

Ile

Lys
375

Glu
Ala
Asn
Ser
Asp
200
Ile
Glu
Leu
Gln
Thr
280
Asn
Phe
Ile

Pro

Leu

360

Thr

Glu Ala Gly Asn

Lys Ile
Thr Val
170

Leu Pro
185

Thr Asn

Leu Glu
Met Gln

Leu Asn
250

Phe Val
265

Phe Gly
Thr Val
fyr Ile
Glu Asn

330

Asn Tyr
345

Thr Asp

Leu Ile

57/95

Gln
155

Phe

Ile

Phe

Met

Arg

235

Lys

Trp

Gly

Met

Cln

315

Leu

Pro

Glu

Leu

140

Lys

Leu

Leu

Trp

Thr

220

Asn

Val

His

Lys

Rrg

300

Gln

Thr

Thr

Leu

Asn
380

Met Ser His
Ser Asp Phe
Gly Phe Arg

175

Asn Thr Thr
190

Val Leu Leu
205

Asn Ile Asp
Leu Ser Leu

Asp Leu Leu
255

Thr Ser Val
270

Ala Tyr Leu

285

Thr Ile Lys

Asp Lys'Ilé

Ile Ser Asn
335

Lys Phe Gln’

350

Phe Lys Arg
365

Gly Asn Lys

Leu

Gln
160

Thr
Lys
Arg
Gly
Glu
240
Trp
Glu
Asp
Leu
Tyr
320
Ala
Tyr
Thr

Leu
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Glu Thr Leu Ser Leu Val Ser Cys Phe Ala Asn Asn Thr Pro Leu Glu
385 380 ‘ 395 400

His Leu Asp Leu Ser Gln Asn Leu Leu Gln His Lvs Asn Asp Glu Asn

405 410 415

Cys Ser Trp Pro Glu Thr Val Val Asn Met Asn Leu Ser Tyr Asn Lys
420 425 430
Leu Ser Asp Ser Val Phe Arg Cys Leu Pro Lys Ser Ile Gln Ile
435 440 445

Leu

Asp Leu Asn Asn Asn Gln Ile Gln Thr Val Pro Lys Glu Thr Ile
450 455 460

His

Leu Met Ala Leu Arg Slu Leu Asn Ile Ala Phe Asn Phe Leu Thr

Asp
465 470 475

480

Leu Pro Gly Cys Ser His Phe Ser Arg Leu Ser Val Leu Asn Ile Glu
) 485 490 495

Met Asn Phe Ile Leu Ser Pro Ser Leu Asp Phe Val Gln Ser Cys Gln
500 505 510

Glu Val Lys Thr Leu Asn Ala Gly Arg Asn Pro Phe Arg Cys Thr Cys
515 520 525

Glu Leu Lys Asn Phe Ile Gln Leu Glu Thr Tyr Ser Glu Val Met

Met
530 535 540

Val Gly Trp Ser Asp Ser Tyr Thr Cys Glu Tyr Pro Leu Asn Leu Arg
545 550 555 560

Gly Thr Arg Leu Lys Asp Val His Leu His Glu Leu Ser Cys Asn Thr
565 570 5175

Ala Leu Leu Ile Val Thr Ile Val Val Ile Met Leu Val Leu Gly Leu
580 585 590

Ala Val Ala Phe Cys Cys Leu His Phe Asp Leu Pro Trp Tyr Leu:Arg
595 600 605

Met Leu Gly Gln Cys Thr Gln Thr Trp His Arqg Val Arg Lys Thr Thr
610 6195 620

Gln Glu Gln Leu Lys Arg Asn Val Arg Phe His Rla Phe Ile Ser Tyr
630 635 640

to

58/95



Ser Glu

Glu Lys

Asp Pro

Ser Tyr

690

‘Trp
705

Cys

Asn Ser

Cys Ile

Ala Tyr

Ala Asn

770

Met
785

Tyr

Ser Thr

<210> 14
<211> 3462
<212> DNA

His Ser

645

Asp

Glu Asp

660

Gly
675

Lys Ser

Lys Ser Ile

His Tyr Glu

Asp His Ile

7125

Thr
740

Pro Arg

Leu Glu

755

Trp

Leu Arg Ala

Glu Leu Gln

Ile Ser Leu

805

<213> Homo sapiens

<400> 14

gaatcatcrca
atcttcatca
tcagaaacat
tgccaqaéga
cagacttgac
agagttcaga
ttcaacagct

.cgcacctgca
ttcatatgag
tracatattet
aagggaactg
cccagccaca
trtttcatrct
ggatctcaaa

. Ser

.Phe
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Leu Trp Val Lys Asn Glu

Ile

Ile Ser

Leu

Glu

650

Ile
665

Cys

Asn Ile

680

Phe Val

695

Tyr
710

Ile Leu

His

Tyr

Pro Lys

Leu

Phe

fle

Lys

Asp

Ser Pro

Ala His

Leu

Val

Asn

His

Leu Ile

Tyr Glu

Ser Phe

685

Phe
700

Val

Asn Leu

715

Leu Leu

730

Leu
745

Lys

Arg Arg

760

Ala 1Ile

7175

Thr
790

Phe

Met Arg

gctctgctga
gaaataagtg
tgtagtattg
atgaccaact
acgacactgg
gtctccaaac
accrtrgaat

Asn

Thr

Thr

Val Asn

Glu Leu

Glu

Ala

Lys

Val

Asn

Pro Ile

Leu Leu

Cys Gly

765
Leu Ala
780

Glu Glu

795

Asp Cys

810

gagagtgcaa
gtaaaatcct
ttatgacagc
gctccaacat
atttatccta
tgagagtttt
tcaacaaqgga
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Leu

gccgtggggg

‘tggaaataca

agagggtgat
gtctctaaga

taacctcctt:_

gattctatgce
gttaagatat

Gln

Glu

Asn Leu
6595

Pro

Ser
670

Tyr

Ile Glu Lys

Asn Glu

Phe His Glu

720
Pro Phe
735

Tyr

Lys Lys

750

Leu Phe

Trp

Thr Arg Glu

Ser Arg Gly

800

ttttgagecrc
atgagactéa
gctccagagc
aaggttcccg
tttcaactcc
cataacagaa
ttagatttgt

Phe .



ctaataacagq
ttrcrrttaa
tggaaatcct
atcrgcatcs:
cctgcceas
gggtrcrete
gcaaaagcca
catcggrtct
aattrgtteg
aggcttatct
tggagcatgt
ccaaaatgga
cgaattatcc
tgtttaaaag
tggagacact
tgagtcaaaa
tcaatatgaa
gtattcaaat
atctgatggc
gcagtcattt
ctctggattt
tccggtgtac
tggttggatg
taaaagacgt
tggttactat
cctggtacct
cccaagaaca
attctctgtg
tgatttgcct
gcttcattga
agtggtgcca
atataatict
aactgaaagc
gtgggcteret
aaatgtatga
ctctgatgag
acactgttgg
aataaaaaat
atagaaacac
tttataatcsa
gggaggccaa
tgaaaccctg
grzccagceta
cagtgagqgctyg
aaaaaaagasa
Ctaattcaat
daggtagcrg
ttggigcasa

actgaagagt
tgactttgac
aggtttgagt
aaatact

.
oA ey

cttraaacaca
gcgtgatgga
atctgtaaqgt
attgcttaat

gcatacatca
tgaccacaat
acatttcaga

catagaaaac
tacgaaattce

aactatccaa

ttctttaqgta

tctattacaa

tctgtcatac
acttgaccta
cttacgagaa
cagtagactt

tgttcagagce

ctgtgaatta
gtcagattca

tcatctccac
gctagttctg
caggatgctea
actcaagaga
ggtgaagaat

ttatgaaagc
gaaaagctat

ttatgaattc
tatcttactg
tctcctggaa
ctgggcaaac
actgcagaca
aacagattgt
gatgtacatt
ggttattcce
cttcacaagt
tgaaaaatgt
ggtgggtgac
tctctactaa
cttgggaggce
agatcgagcc
aaaaaaaaaa
aaattatage
ratartrcct
actaatcrglag
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gtaacttggt
accatgccta
ggggcaaaaa
ttcrtaggat
acaaaactgece
atcaagacett
tatgaaatgc
aaagttgatt
gtggaacact
tcatttgact
gtgttttaca
ctgacaatat
caatatttaa
ctgcctcact
agttgctttg
cataaaaatg
aataaattgt
dataataacc
ctaaatattg
tcagttctga
tgccaggaag
aaaaatttca
tacacctgtg
gaattatcte
gggttggctg
ggtcaatgca
aatgtccgat
gaattgatcc
tactttgacc
aagtccatct
tactttgecc
gaacccatrtc
aaaaaagcat
cttcgagctyg
ttcacagagt
ctataaaatc
gatacaacct
ttcatatcag
ttataagggc
ggccaggtge
ccacgaggtc
aaatacaaaa
tgaggcagga
actgcactcc
gaaaaaaatg
acattaatgt
ggtatgqgaas
grrrrogcecea

atttactggce
tcrgrgagga
tacaaaaatc
tcagaactct
acactigrere
caaaaatatt
aacgaaatct
tactctggga
ttcagatccg
actcaaatac
ttcaacagga
caaatgcaca
attttgccaa
tgaaaactct
ctaacaacac
atgaaaattqg
ctgattctgt
aaatccaaac
catttaattt
acattgaaat
ttaaeactct
ttcagcttga
aatacccttrt
gcaacacagc
tggccttctg
cacaeacatg
tccacgeatt
ccaatctaga
ctggcaaaagq
trgrtttgtce
accacaatct
cattctattg
acttggaatg
ctattaatgt
taaatgaaga
ccacagtcct
tratgatggce
tttctagaag
ttatggaaaa
agtggctcac
aagagatgga
attagctggg
gaatcgcecttg
agcctggtga
gaaaacatcc
aatataatat
aaacatatts
ttgaaatggc

60/95

2008.12.

aggtcrcagg
agctggcaac
agatttccag

‘gccrcattat

accaatggac
agaaatgaca
tagtttagaa
cgaccttttc
aaatgtgact
tgtaatgaga
taaaatctat
aatgccacac
taatatctta
cattttgaat
acccttggaa
ctcatggcca
cttcaggtgc
tgtacctaaa
tctaactgat
gaacttcatt
aaatgcggga
aacatattca
aaacctaagg
tcrgttgatt
crgtctccac
gcacagggtt
tatcttcateac
gaaggaagat
cattagtgaa
tcccaacttte
cttccatgaa
cattcccace
gcccaaggat
taatgtatta
gtctcgaggt
tgggaagttg
aatttgacaa
gatttctaag
aggtgttcat
tcttgtaatc
gaccatcctg
cgtgatggtg
aacccgggag
cagagcgaga
Tcatggccac
tacatgccac
atatgutata
a-tgaaataa

11

tatttagatc
atgtcacacc
aaaattgctc
gaagaaggta
acaaattict
aatatagatg
aatgctaaga
cttatcttac
tttggtggta
actataaaat
ttgectittga
atgctttrec
acagacgagt
ggcaataaac
cacttggatc
gaaactgtgg
ttgcccaaaa
gagactattc
ctccctggat
ctcagcccat
agaaatccat
gaggtcatga
ggaactaggt
gtcaccettg
tttgatctge
aggaaaacaa
agtgaacatg
ggtictatct
aatattgtaa
gtccagaatg
aattctgatc
aggtatcata
aggcgtaaat
gccaccagag
tctacaatct
gggaccacat
tatttactaa
aatgtatcct
cccaggattg
ccagcactat
gccaéﬁatqg
cacgcctgta
gtggcagttg
ctccatctca
aaaataaggtu
taaaaagaat
aactactagg
aagigraaag

480
540
600
660
120
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2100
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
30860
3120
3180
3240
3300
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aaatctatac cagatgtagt aacagrggtt tgggtctggg aggttggatt acagggagca 3560
ttcgatttcr atgtigtgta tttcrataat gtttgaattg tttagaatga atctgtattt 3420
crtttataag tagaaaaaas ataaagatag tttttacagc ct 3462

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15

tcccaccagg tatcataaac tgaa 24

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16

ttatagacaa tctgttctca tcagaga : 27

<210> 17

<211> 40

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 17

aaaaagcata cttggaatgg cccaaggata ggtgtaaatg 40

<210> 18

<211> 12

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Linker

<400> 18

tcagcggtaa gc 12

<210> 19

<211>13

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kuinstlichen Sequenz: synthetischer Linker

61/95
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<400> 19
ggccgcttac cgce 13

<210> 20

<211> 11

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Linker

<400> 20

taagcttaac-g . o - 11

<210> 21

<211> 19

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Linker

<400> 21
ggccgctaaa gettatgea
19

<210> 22

<211> 173

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Marker

<400> 22

zztaccttct gacatcattg taattttaag catcgtggat attcccggga aagtttttgg 60
2ccattgg ggatttcctc tttagatctg gcgcggtccc aggtccactt cgcatattaa 120
ggtgacgcgt gtggcctcga acaccgagcg accctgcagc gacccgcaag ctt .. 173

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Marker

62/95
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<400> 23
Gly Arg Ala Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lvys
1 S 10

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24
gcgggaagga ttttgggtaa

<210> 25

<211> 25

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25

gatcccaact agacaaagac tggtc

<210> 26

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 26

tgagadctgc gataaagtcc taggttccca tat

<210> 27

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 27

ggattctaat acgactcact atagggcaaa ctctgccctg tgatgtca

<210> 28

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 28

ctatgaaatt aaccctcact aaagggaacg agggcaattt ccacttag

<210> 29
<211> 48

63/95

20

25

33

48

48
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 29

ggattctaat acgactcact atagggctgg caataaactg gagacact

<210> 30

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 30

ctatgaaatt aaccctcact aaagggattg agttgttctt gggttgtt

64/95
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> GENENTECH, INC.
<120> MENSCHLICHE TOLL-HOMOLOGE
<130> SJK/FP6335244

<140> EP 05023238.8
<141>7.10.1998

<150> PCT/US98/21141
<151>7.10.1998

<150> 09/105.413
<151> 26.6.1998

<150> 60.090.863
<151> 26.6.1998

<150> 60/083.322
<151>28.4.1998

<150> 60/065.311
<151> 13.11.1997

<150> 60/062.250
<151>17.10.1997

<160> 30

<170> FastSEQ fur Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 1049

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Val Phe Pro Met Trp Thr Leu Lys Arg Gln Ile Leu Ile Leu Phe
-1 . 5 _ 10 15- -
Asn Ile Ile Leu Ile Ser Lys Leu Leu Gly Ala Arg Trp Phe Pro Lys
20 25 ' 30
Thr Leu Pro Cys Asp Val Thr Leu Asp Val Pro Lys Asn His Vval Ile
35 40 45
Val Asp Cys Thr Asp Lys His Leu Thr Glu Ile Pro Gly Gly Ile Pro
50 S5 60
Thr Asn Thr Thr Asn Leu Thr Leu Thr Ile Asn His Ile Pro Asp Ile
65 70 75 80
Ser Pro Ala Ser Phe His Arg Leu Asp His Leu Val Glu Ile Asp Phe
85 90. .95
Arg Cys Asn Cys Val Pro Ile Pro Leu Gly Ser Lys Asn Asn Met Cys
100 105 110
Ile Lys Arg Leu Gln Ile Lys Pro Arg Ser Phe Ser Gly Leu Thr Tyr
115 120 125
Leu Lys Ser Leu Tyr Leu Asp Gly Asn Gln Leu Leu Glu Ile Pro Gln
130 135 140
Gly Leu Pro Pro Ser Leu Gln Leu Leu Ser Leu Glu Ala Asn Asn Ile
145 150 155 160
Phe Ser Ile Arg Lys Glu Asn Leu Thr Glu Leu Ala Asn Ile Glu Ile
165 170 175
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Leu

Leu
Ser
225
Gln
Ser
Cys
Leu
val
305
Leu
His
Leu
Leu
Leu
385
Val
Phe

Ile

Tyr
465
Glu
Thr
Phe
Ile
Arg
545
Ala
Ser
Lys
Ser
Glu
625
Arg

Ile

Tyr
Ser
Ser
210
Thr
Glu
Gly
Lys
Thr
290
Pro
Ser
Phe
Gln
Lys
370
Lys
Leu
Lys
Ser
Thr
450
Phe

Ala
Leu
Gln
Ser
530
Tyx
Phe
His
Asn
Ser

610
Phe

Tyr

Ser

Leu
Ile
195
Leu

Leu

Asn
Asn
275
Glu
Pro
Gln
Leu
val
355
Ser
Ser
Asp
Gln
Pro
435
Ser
Arg
Ser
Asp
His
515
Gln
Leu
Glu
Tyr
Leu
595
Ser
Arg

Leu

Lys

Gly
180
Glu
Lys
Thr
Asp
Cys
260
Asn
Leu
Arg

Asn

Pro
340

TYyX
Leu
Phe
Leu
Phe
420
Ser
val
YT
Phe
Leu
500
Leu
Thr
Asp
Glu
Phe
580
Lys
Thr
Gly
Gln

Asn

Gln
Lys
AsSp
Glu
Phe
245
Pro
Ser
Lys
Trp
Phe
325
Ser
Arg
Lys
Asn
Gly
405
Lys
Gly
Glu
Asp
Met
485
Ser
Ser
Leu
Phe
Leu
565
Gln
Val
Ser
Asn
Leu

645
Ser

Asn
Asp
Asn
Leu
230
Asn
Arg
Pro
Val
Phe
310
Leu
Leu
Ala
Ile
Leu
390
Thr
Arg
AsSp
Ser
Lys
470
Ser
Lys
Phe
Asn
Ser
550
His
Ser
Leu
Arg
His
630
Phe

Leu
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Cys
Ala

Asn
215

Tyr
Asn
Cys
Leu
Leu
295
Lys
Ala
Ile
Ser
Leu
375
Ser
Asn
Leu
Ser
Tyr
455
Tyr
val
Asn
Leu
Gly
535
Asn
Lys
Glu
Gln
Thr
615
Leu
Lys

Ser

TYyr
Phe
200
Vval
Leu
Leu
Tyx
Gln
280
Axrg
Asn
Lys
Gln
Met

360
Arg

‘Pro

Phe
Lys
Ser
440
Glu
Ala
Asn
Ser
Lys
520
ser
Asn
Leu
Gly
Lys
600
Met
Asp

Asn

Phe

Tyr
185
Leu
Thr
Tyr
Asn
Asn
265
Ile
Leu
Ile
Glu
Leu
345
Asn
Ile
Leu
Ile
Val
425
Glu
Pro
Arg
Glu
Ile
505
Cys
Glu
Arg
Glu
Ile
585
Leu
Glu
val

Leu

Leu

Arg
Asn
Ala
Asn
Gln
250
Ala
Pro
His
Asn
Ile
330
Asp
Leu
Arg
His
Lys
410
Ile
val
Gln
Ser
Ser
490
Phe.
Leu
Phe
Leu
val
570
Thr
Met
sSer
Leu
Leu

650
Pro

Asn
Leu
val
Asn
235
Leu
Pro
val
Ser
Lys
315
Gly
Leu
Ser
Gly
Asn
395
Ile
Asp
Gly
val
Cys

475
Cys

_Phe

Asn
Gln
Asp
555
Leu
His
Met
Glu
Trp
635
Lys

Ser

66/95

Pro

Thr

‘Pro

220
Met

Gln
Phe
Asn
Asn
300
Leu
Asp
Ser

Gln

Tyr
380
Leu
Ala
Leu
Phe
Leu

460
Axg

Tyx
Val
Leu
Pro
540
Leu
Asp
Met
Asn
Ser
620
Axg

Leu

Gly

Cys
Lys
205
Thr
Ile
Ile
Pro
Ala
285
Ser
Gln
Ala
Phe
Ala
365
val
Gln
Asn
Ser
Cys
445
Glu
Phe
Lys
Lys
Ser
525
Leu
Leu
Ile
Leu
Asp
605
Leu
Glu

Glu

Val

TYyr
130
Leu
val
Ala

Leu

Cys
270
Phe
Leu
Glu
Lys
Asn
350
Phe
Phe
Asn
Leu
val
430
Ser
Gln
Lys
Tyr
Ser
510
Gly
Ala
His
Ser
Asn
590
Asn
Arg
Gly

Glu

Phe

vVal
Lys
Leu
Lys
Asp
255
Ala
Asp
Gln
Leu
Phe
335
Phe
Ser
Lys
Leu
Serxr
415
Asn
Asn
Leu
Asn
Gly
495
Ser
Asn
Glu
Ser
Ser
575
Phe
Asp
Thr
Asp
Leu

655
Asp

Ser
val
Pro
Ile
240
Leu
Pro
Ala
His
ASp
320
Leu
Glu
Ser
Glu
Glu
400
Met
Lys
Ala
His
Lys
480
Gln
Asp
Leu
Leu
Thr
560
Asn
Thr
Ile
Leu
Asn

640

AsSp

Gly



Pro
675
Ser

Met Pro

Phe
690
Leu

Ser
Asp Ser
705
Cys

Ser Arg

Ser Leu Thr
Ser
755

val

Asp Leu

Glu Asn
770
Phe Leu
785

Thr

Cys

Glu val

Pro Gly Ala

Glu Leu
835

Leu

Cys

Val Ser

850

Trp Asp Val

865
. Tyx

Gln Arg

Tyr Asp Thr

Val Ala Lys

915

Glu Glu Arg
- 930

Gln Ser

945

Tyr

Ile

Ala Lys

Arg Leu Met
Phe
995
Ser Ser
1010
Phe Trp Gln
1025

Tyr Ser Gln

Lys Pro

Gly

<210> 2
<211> 3283
<212> DNA
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660

Asn Leu Lys

Trp Lys Lys
Gln
710

Lys

His Asn

Ser Leu

725

Lys Tyr Phe

740

Ser Asn.Lys

Leu Asn Asn

Thr Cys Asp

790

Thr Ile Pro
805

His Lys

820

Asp

Gly

Leu Thr

Phe Leu Met
Ile
870

Ser

Trp Tyr
Ile
885
Asp

Leu

Lys Pro

900
Leu

Glu Asp

Asp Trp Leu

Gln Ser
950

Asn

Leu
Glu
965
Glu

Thr

Asp
980
Gln

Lys

Lys Ser

Val Leu Glu

Cys Leu Lys
103
Val

1045

<213> Homo sapiens

<400> 2
cccatctcaa
ttccattrtyg
cttatccttt
actctgcect
gacaagcatt

gctgatcttg
gaagaagact
ttaacataat
gtgatgtcac
tgacagaaat

665

Leu
680
Gln

Asn

Leu
695
Leu Thr

Asn Leu

Leu Gln-

Ser
Cys
Thr
Ile

Asp

Leu

Leu Lys

Ala Lys

Asn

670

Asn Gly Leu Lys

685

Leu Glu Thr Leu

700

val Pro
715
Leu Lys
730

Ala Phe

745

Ile Gln
760
Leu- Lys
775

Ala val

Tyr

Leu

Gln Ser

Met
Met
Trp
Ala

val

Ile Gln

Leu Leu

Glu
Asn
Gln
Lys

Leu

Asn
720
Arg

Arg Leu Ser

Gln Ile
735
Tyx

Asn
Leu Arg
750
Ser

Leu

Thr
765
His

Phe Pro

His Asn Arg

780

Phe Vval
795
Thr Asp
810

Ile Ser

825

Leu
840
Met

Asn

val
855
TYY

His

Pro Asp

Ala val

Ile
Met
Phe
Cys

Thr

Leu Phe

Thr Ala

Trp
Val
Leu
Ser

Ser

val His
800
Gly

Trp Asn

Thr vVal
815

Tyr

Cys
Leu Thr
830
Ser

Asp

Leu Ile Ser

845

His Leu Phée .

Tyr

860

Cys Lys

875
Cys Tyr
890

Glu Trp

905

Pro Arg
920
Pro Gly
935
Lys Lys

Phe Lys

vVal Asp

Glu

Gln

Thr

Ile

val

Lys His

Pro val

Ala
Asp
val
Phe

Leu

Lys Ile Lys Gly

880

Ala Phe Ile Vval
895

Ala Glu
910

Leu

Leu Leu

Asn Leu
925
Glu

Cys

Asn Leu Ser

940

Val Phe
955
Ala Phe
970

Ile Ile

985

Phe
1000

Lys

Trp Pro Thr

1015

Asn Ala Leu

0

gcacctctca
aaaaatggtg
cctaatttcc
tctggatgtt
tcctggaggt

Leu

Gln Leu

Asn Pro

Ala
1035

Phe Lys Glu Thr val

tgctctgctce
tttccaatgt
aaactccttg
ccaaagaacce
attcccacga

67/95

Val
Tyr
Leu
Arg
Gln

1020 §
Thr Asp Asn His

Met Thr Asp Lys

960
His Gln
975
Leu

Leu Ser

Ile Phe
990

Arg

Glu

Lys Leu
1005

Ala His

Cys

Pro Tyr

Val Ala
1040

tcttcaacca gacctctaca
ggacactgaa gagacaaatt
gggctagatg gtttcctaaa
atgtgatcgt ggactgcaca
acaccacgaa cctcaccctce

60
120
180
240
300



accattaacc
gagatcgatt
atcaagaggc
tacctggatg
ctcagccttyg
aacatagaaa
tattcaatag
gataacaatg
tacaacaaca
attcttgacc
tgtaaaaata
aaagttttac
atcaacaaac
gctaaatttc
cttcaggtct
aaaattctgce
ttacataatc
aacctcagca
atatcacctt
gaaagttatg
aggagttgca
aagtatgggce
tttcagcatc
cttaatggca
cggcttgatt
ataagcagta
aagaacctaa
agcaggacca
gttttatgga
gaggaattag
atgcctccaa
aagaaactcc
actgtccectg
aatcaaatca
gatctcagct
aacaatctga
tggtttgtct
acttgtgtgg
tgtgagttag
ctcatggtga
ttctgtaagg
gcttttattg
gtggccaaac
tggttaccag
acagtgtttg
ttgtcccatc
aagcccttece
cttgagtggc
ctggccacag
tttgcaaaac

<210> 3
<211> 1041
<212> PRT

acataccaga
tcagatgcaa
tgcagattaa
gaaaccagct
aggccaacaa
tactctacct
agaaagatgc
tcacagccgt
tgattgcaaa
taagtggaaa
attctcccecct
gtctacacag
tccaggaact
tgcattttct
atcgtgcatc
ggatcagagg
ttcaaaatct
tgtttaaaca
caggagattc
aaccccaggt
gattcaaaaa
agaccttgga
tttctttcct
gtgaattcca
tactccattc
atagccatta
aggttctgca
tggagagtga
gagaaggtga
acatctctaa
atctaaagaa
agtgtctaaa
agagattatc
ggagtctgac
caaataaaat
agatgttgct
ggtgggttaa
ggccaggagce
atctgactaa
tgatgacagc
ccaagataaa
tgtatgacac
tggaagaccc
ggcagccagt
tgatgacaga
agaggctcat
agaagtccaa
caacaaaccc
acaatcatgt
acaactgcct

<213> Homo sapiens

<400> 3
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catctcccca
ctgtgtacct
acccagaagc
actagagata
catcttttce
gggccaaaac
cttcctaaac
ccctactgtt
aatccaagaa
ttgcectegt
acagatccct
taactctctt
ggatctgtcc
ccccagcectce

tatgaatcta

atatgtcttt
tgaagttctt
atttaaaaga
aagtgaagtt
cctggaacaa
caaagaggct
tctaagtaaa
caaatgcctg
acctttagca
aacagcattt
ttttcaatca
gaaactgatg
gtctcttaga
taacagatac
aaattcccta
tctctctttg
gaacctggaa
caactgttcc
gaagtatttt
ccagatgatc
tttgcatcat
ccatacggag
acacaagggc
cctgattctg
aagtcacctc
ggggtatcag
taaagaccca
aagagagaaa
tctggaaaac
caagtatgca
ggatgaaaaa
gttcctccag
gcaagctcac
ggcctatagt
agtttaccaa

gcgtcctttce
attccactgg
tttagtggac
ccgcagggcce
atcagaaaag
tgttattatc
ttgacaaagt
ttgccatcta
gatgatttta

tgttataatg

gtaaatgctt
cagcatgtgc
caaaacttct
atccaattgg
tcacaagcat
aaagagttga
gatcttggca
ctgaaagtca
ggcttctgcet
ttacattatt
tctttecatgt
aatagtatat
aatctgtcag
gagctgagat
gaagagcttc
gaaggaatta
atgaacgaca
actctggaat
ttacaattat
agtttcttgce
gccaaaaatg
actttggacc
agaagcctca
ctacaagatg
caaaagacca
aatcggtttc
gtgactattc
caaagtgtga
ttctcacttt
tatttctggg
cgtctaatat
gctgtgaccg
cattttaatt
ctttcccaga
aagactgaaa
gttgatgtga
ctccggaaaa
ccatacttct
caggtgttca
ggagaggcct

acagactgga
ggtcaaaaaa
tcacttattt
tccegectag
agaatctaac
gaaatccttg
taaaagtgct
ctttaacaga
ataacctcaa
cceccatttcec
ttgatgcgcect
ccccaagatg
tggccaaaga
atctgtcettt
tttcttcact
aaagctttaa
ctaactttat
tagatctttce
caaatgccag
tcagatatga
ctgttaatga
tttttgtcaa
gaaatctcat
atttggactt
acaaactgga
ctcatatgct
atgacatctc
tcagaggaaa
tcaagaatct
cttctggagt

ggctcaaatc

tcagccacaa
agaaQCtgat
ccttccagtt
gcttcccaga
tgtgcacctg
cttacctgge
tctccctgga
ccatatctgt
atgtgtggta
caccagactg
agtgggtttt
tatgtctcga
gcatacagct
attttaagat
ttatcttgat
ggctctgtgg
ggcagtgtct
aggaaacggt
ggc

ccatctggta
caacatgtgc
aaaatccctt
cttacagctt
agaactggcc
ttatgtttca
ctccctgaaa
actatatctc
ccaattacaa
ttgtgcgcecg
gacagaatta
gtttaagaac
aattggggat
caattttgaa
gaaaagcctg
cctctecgcecceca
aaaaattgct
agtgaataaa
aacttctgta
taagtatgca
aagctgctac
gtcctctgat
tagccaaact
ctccaacaac
agttctggat
aaactttacc
ttccteccacce
tcacttagat
gctaaaatta
ttttgatggt
tttcagttgg
ccaactgacc
tcttaagaat
gcgatatctg
aaatgtcctc
tgatgctgtg
cacagatgtg
tctgtacacc
atctctcttt
tatttaccat
ttgctatgat
ggctgagctg
ggaaagggac
tagcaaaaag
agcattttac
atttcttgag
gagttctgtc
aaagaacgcc
ctagcccttce

Met Glu Asn Met Phe Leu Gln Ser Ser Met Leu Thr Cys Ile Phe Leu

1

5

10

15

Leu Ile Ser Gly Ser Cys Glu Leu Cys RAla Glu Glu Asn Phe Ser Arg

20

25

68/95

30

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3283



Ser
cys
val
65
Glu
Asn
Gly
Glu
Pro
145
Ile
Leu
Glu
Ser
Axg
225
Asp
Cys
Gly
Leu
Ala
305
Asn
Pro
Tyr
Leu
Asp
385
Leu

Phe

Leu

Ser
465
Ala
Gly

Ser

TyY
Ser
50

Thr
Ser
Pro
Leu
Leu
130
Glu
Thr
Ala
Asp
Phe
210
Lys
Phe
Pro
Ala
Arg
290
Txp
Tyr
Arg
Pro
Arg
370
Asp
Gly
Ser
val
His

450
Asn

Tyr
Pro

Ala

Pro
35

Asn
Glu
Phe
Asn
Asn
115
Leu
Ser
Lys
Trp
Gly
195
Asn
Leu
Lys

Arg

Ser
275
Tyr

Phe
Leu
Leu
Gln
355
Ala
Phe
Ile
Asn
Lys
435
Ile
Phe
Gly

Asn

Asn

Cys
Arg
Leu
Gln
Val
100
Ile
Leu
Leu
Glu
Asn
180
val
Ser
Phe
Gly
Cys
260
Ile
Leu
Lys
Val
Glu
340
His
Leu
Gln
Asn
Leu
420
Asp
Arg
Tyr
Lys
Gln

500
Ser

Asp
Arg
Asp
Gly
Gln
Thr
Glu
Thr
Gly
165
Cys
Phe
Leu
Leu
Leu
245
Phe
Asn
Asn
Asn
Gly

325
Ile

Ile.

His
Pro
Phe
405
Glu
Thr
Lys
His
Ala
485
Phe

Asn

Glu
Leu
Leu
70

Leu
His
Asp
Asp
Glu

150
Ile

Tyr
Glu
Ser
Ser
230
Ile
Asn
Ile
Leu
Met
310
Glu
Leu
Asn
Leu
Leu
390
Ile
Ile
Arg
Arg
Phe
470
Leu

Glu

Ala

DE 698 38 888 T2

Lys
Gln
5%

Ser
Gln
Gln
Gly
Asn
135
Leu
Ser
Phe
Thr
His
215
Asn
Asn
Ala
Asp
Ser
295
Pro
Ile

Asp

Ile

Lys
40

Glu
Asp
Asn
Asn
Ala
120
Gln
Ser
Arg
Asn
Leu
200
Val
Thr
Leu
Pro
Arg

280
Ser

His
Val
Leu

Ser

" 360

Arg
375
Met
Lys
Ile
Gln
Arg
455
Thr
Asp

Asn

Gln

Gly
Gln
Gln
Tyr
Ser
440
Ser
Arg
Leu

Leu

Val

Gln
val
Asn
Leu
Gly
105
Phe
Leu
Leu
Leu
Lys
185
Thr

Pro

'Gln

Thr
Phe
265
Phe
Thr
Leu
Ser
Ser
345
Arg
Tyr
Leu

Ile

Leu
425

Tyr
Thr
Pro
Ser
Pxo

505
Leu

Asn
Pro
Phe
Thr
90

Asn
Leu
Pro
Ile
Ile
170
val
Asn
Pro
Ile
Leu
250
Pro
Ala
Ser
Lys
Gly

330
Phe

Asn

val
Pro
Asp
410
Ser
Ala
Asp
Leu
Leu
490
Asp

Ser

Asp
Gln
Ile
75

Lys
Pro
Asn
Gln
Gln
155
Asn
Cys
Leu
Lys
Lys
235
Leu
Cys
Phe
Leu
Val
315
Ala
Asn
Phe
Phe
Asn
395
Phe
Glu
Asn
Phe
Ile
475
Asn

Ile

Gly

69/95

2008.12.11

Ser
Thr
60

Thr
Ile
Gly
Leu
Ile
140

Asn

Leu

"Glu

Glu

Leu
220

Tyr
Asp
val
Gln
Axrg
300
Leu
Phe
Tyr
Ser
Gln
380
Leu
Lys
Asn
Ser
Glu
460
Lys
Sexr

Ala

Thr

Val
45

Val
His
Asn
Ile
Lys
125
Pro
Asn
Lys
Lys
Leu
205
Pro
Ile
Leu
Pro
Asn
285
Lys
Asp
Leu
Ile
Lys
365
Glu
Ser
Leu
Arg
Ser
445
Phe
Pro
Ile
Cys

Glu

Ile
Gly
Ile
Leu
Gln
110
Asn
Ser
Ile
Asn
Thr
190
Leu
Ser
Ser
Ser
Cys
270
Leu
Ile
Leu
Thr
Lys
350
Leu
Leu
Thr
Phe
Ile
430
Sex
Asp
Gln
Phe
Leu

510
Phe

Ala
Lys
Thr
Asn
95

Ser
Leu
Gly
TYr
Leu
1'_7_5
Asn
Ser

Ser

Glu-

Gly
255
Asp
Thr
Asn
Glu
Met
335
Gly
Leu
Axrg
Ile
Gln
415
Ser
Phe
Pro
Cys
Phe
495

Asn

Ser

Glu

Asn
80

His
Asn
Arg

Leu

Asn
160
Tyr

Ile
Leu
Leu
Glu
240
Asn
Gly
Gln
Ala
Phe
320
Leu
Ser
Ser
Glu
Asn
400
Asn
Pro
Gln
His
Ala
480
Ile

Leu

Ala



Ile
Asp
545
Leu
Leu
His
Ser
Asn
625
Leu
Glu
Asp
Arg
Asp
705

His

Ser
Lys

Leu
Arg

785
Val

Leu

Phe

His
Ala

865
Asp
Val
Val

Ile
val
945
TYY
Phe

Arg

Pro
530
Asn
Ser
Glu
Asn
Leu
610
Asp
Thr
Ala
Asn
Leu
690
Ser

Asn

Leu

Ser

His
770
Trp
Ile
Glu

Phe

515
His

Ala
TYY
Phe
Asn
595
Vval
AsSp
Arg
Phe
Met
675
Glu
Leu
Arg
Lys
Ala
755
Gly
Met
Cys
Leu

Thr

- 835

His
850
Lys
Ala
Ile
Leu
Asp
930
Leu
Leu

Ile

Gln

Leu
val
Y
Asn
Leu
915
Asn
Thr
Ala

Leu

Arg
995

Val
Ser
Asn
Ile
580
Ile
Glu
Asp
Leu
Leu
660
Leu
Leu
Ser
Ile
His
740
Leu
Asn
Asp
Ala
Thr
820
Phe
Phe
Lys
Ile
Glu
900
Cys
Leu
Lys
Leu
Leu

980
Ile

Lys
Ala
Ser
565
Gln
Tyr
Leu
Asn
Asp
645
Asn
Lys
Leu
Asp
Ser
725

Leu

Glu

Pro’

Glu
Ser
805
Thr
Phe
Tyr
Gly
Ser
885
Leu
Leu
Met
Lys
Gln
965
Glu

Cys

Tyx
Leu
550
His
Asn
Thr
val
Arg
630
Leu
Leu
Phe
Asp
Phe
710
His
Asp
Thr
Phe
His
790
Pro
Cys
Ile

Trp

Tyr
870
Tyxr
Arg
Glu
Gln
Tyr
950

Pro

Lys
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Leu
535
Thr

Tyr
Phe
Leu

Phe
615
Tyr

Ser
Pro
Phe
Leu
695
Thyr
Leu
Leu
Lys
Glu
775
Leu
Gly
Val
Thr
Asp
855
Arg
ASp
TYr
Glu
Ser
935
Ala
Leu

val

Ser

520
Asp

Glu
Phe
T™hr
Thr
600

Ser
Ile
Leu
Ala
Asn
680

Arg
Ser
Pro

Ser
Thr
760

Cys

Asn

Asp
Ser
Thr
840
Val
Ser
Thr
His
Arg
920
Ile
Lys
Met
Leu

Ser

Leu
Leu
Arg
Asn
585
Asp
Gly
Ser
Asn
Ser
665
Trp
Gly
Ser
Ser
Ser
745
Thr
Thr
val
Gln
Asp
825
Met
Trp
Leu
Lys
Leu

905
Asp

Asn

Ser
Asp
Gln

985
Ile

1000

Thr
Ser
Ile
570
Leu
Lys
Asn
Ile
Arg
650
Leu
Thr
Asn
Leu
Gly
730
Asn
Thr
Cys
Lys
Arg
810
val
val
Phe
Ser
Asp

890
Glu

Trp
Gln
Trp
Glu

970
His

Leu

Asn
Asp
555
Ala
Lys
Tyx
Arg
Phe
635
Leu
Thr
Leu
Lys
Arg
715
Phe
Leu
Lys
Asp
Ile
795
Gly
Thr
Met
Ile
Thr
875
Ala
Glu
ASp
Ser
Asn
955
Asn

Ser

Gln

70/95

Asn
540
Leu
Gly
val
Asn
Leu
620
Lys

Lys

Glu

Leu
Leu
700
Thr
Leu
Leu
Leu
Ile
780
Pro
Lys
Ala
Leu
Tyx
860
Ser
Ser
Ser
Pro
Lys
940
Phe

Met

Gln

Trp

525
Arg

Glu
val
Leu
Leu
605
Asp

Gly

His

Leu

Leu
val
Thr
Asn
590
Glu
Ile
Leu

Ile

His

" 670

Gln
685
Leu
Leu
Ser
Lys
Ser
765
Gly
Arg
Ser
val
Ala
845
Asn
Gln
Val
Axg
Gly
925
Lys
Lys
Asp
TYYX

Pro

Gln
Phe
Leu
Glu
Thr
750
Met
Asp
Leu
Ile
Ile
B30
Ala
Val
Thr
Thr
Asp
910
Leu
Thr
Thr
val
Leu

990
Asp

1005

Asp
Leu
His
575
Leu
Ser
Leu
Lys
Pro
655
Tle
Phe
Leu
Leu
Vval
735
Ile
Leu
Phe
Val
Val
815
Leu
Leu
Cys
Phe
Asp
895
Lys
Ala
Val
Ala
Ile
975

Arg

Asn

Phe
Asp
560
His
Ser
Lys
Trp
Asn
640
Asn
Asp
Pro
Thr
Ser
720
Ser
Asn
Glu
Arg
Asp
800
Ser
Phe
Ala

Leu

TYyTr
880
Trp
Asn
Ile
Phe
Phe
960
Ile

Leu

Pro
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Lys Ala Glu Gly Leu Phe Trp Gln Thr Leu Arg Asn Val Val Leu Thr

71/95

1010 1015 1020
Glu Asn Asp Ser Arg Tyr Asn Asn Met Tyr Val Asp Ser Ile Lys Gln
1025 1030 1035 1040
TYr .-
<210> 4
<211> 4199
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 4
gggtaccatt ctgcgctgct gcaagttacg gaatgaaaaa ttagaacaac agaaacatgg 60
aaaacatgtt ccttcagtcg tcaatgctga cctgcatttt cctgctaata tctggttect 120
gtgagttatg cgccgaagaa aatttttcta gaagctatcc ttgtgatgag aaaaagcaaa 180
atgactcagt tattgcagag tgcagcaatc gtcgactaca ggaagttccc caaacggtgg 240
gcaaatatgt gacagaacta gacctgtctg ataatttcat cacacacata acgaatgaat 300
catttcaagg gctgcaaaat ctcactaaaa taaatctaaa ccacaacccc aatgtacagc 360
accagaacgg aaatcccggt atacaatcaa atggcttgaa tatcacagac ggggcattcc 420
tcaacctaaa aaacctaagg gagttactgc ttgaagacaa ccagttaccc caaataccct 480
ctggtttgcc agagtctttg acagaactta gtctaattca aaacaatata tacaacataa 540
ctaaagaggg catttcaaga cttataaact tgaaaaatct ctatttggcc tggaactgct 600
attttaacaa agtttgcgag aaaactaaca tagaagatgg agtatttgaa acgctgacaa 660
atttggagtt gctatcacta tctttcaatt ctctttcaca cgtgccaccc aaactgccaa 720
gctccecctacg caaacttttt ctgagcaaca cccagatcaa atacattagt gaagaagatt 780
tcaagggatt gataaattta acattactag atttaagcgg gaactgtccg aggtgcttca 840
. atgccccatt tccatgegtg ccttgtgatg gtggtgcttc aattaatata gatcgttttg 900
cttttcaaaa cttgacccaa cttcgatacc taaacctctc tagcacttcc ctcaggaaga 960
ttaatgctge ctggtttaaa aatatgcctc atctgaaggt gctggatctt gaattcaact 1020
atttagtggg agaaatagtc tctggggcat ttttaacgat gctgccccgce ttagaaatac 1080
ttgacttgtc ttttaactat ataaagggga gttatccaca gcatattaat atttccagaa 1140
acttctctaa acttttgtct ctacgggcat tgcatttaag aggttatgtg ttccaggaac 1200
tcagagaaga tgatttccag cccctgatgc agcttccaaa cttatcgact atcaacttgg 1260
. gtattaattt tattaagcaa atcgatttca aacttttcca aaatttctcc aatctggaaa 1320
" ttatttactt gtcagaaaac agaatatcac cgttggtaaa agatacccgg cagagttatg 1380
caaatagttc ctcttttcaa cgtcatatcc ggaaacgacyg ctcaacagat tttgagtttg 1440
- acccacattc gaacttttat catttcaccc gtcctttaat aaagccacaa tgtgctgctt 1500
© atggaaaagc cttagattta agcctcaaca gtattttctt cattgggcca aaccaatttg 1560
aaaatcttcc tgacattgcc tgtttaaatc tgtctgcaaa tagcaatgct caagtgttaa 1620
' gtggaactga attttcagcc attcctcatg tcaaatattt ggatttgaca aacaatagac 1680
' tagactttga taatgctagt gctcttactg aattgtccga cttggaagtt ctagatctca 1740
gctataattc acactatttc agaatagcag gcgtaacaca tcatctagaa tttattcaaa 1800
atttcacaaa tctaaaagtt ttaaacttga gccacaacaa catttatact ttaacagata 1860
agtataacct ggaaagcaag tccctggtag aattagtttt cagtggcaat cgccttgaca 1920
ttttgtggaa tgatgatgac aacaggtata tctccatttt caaaggtctc aagaatctga 1980
cacgtctgga tttatccctt aataggctga agcacatccc aaatgaagca ttccttaatt 2040
tgccagcgag tctcactgaa ctacatataa atgataatat gttaaagttt tttaactgga 2100
cattactcca gcagtttcct cgtctcgagt tgcttgactt acgtggaaac aaactactct 2160
ttttaactga tagcctatct gactttacat cttcccttcg gacactgctg ctgagtcata 2220
acaggatttc ccacctaccc tctggetttc tttctgaagt cagtagtctg aagcacctcg 2280
atttaagttc caatctgcta aaaacaatca acaaatccgc acttgaaact aagaccacca . 2340
ccaaattatc tatgttggaa ctacacggaa acccctttga atgcacctgt gacattggag 2400
atttccgaag atggatggat gaacatctga atgtcaaaat tcccagactg gtagatgtca 2460
tttgtgccag tcctggggat caaagaggga agagtattgt gagtctggag ctaacaactt 2520
gtgtttcaga tgtcactgca gtgatattat ttttcttcac gttctttatc accaccatgg 2580
ttatgttggc tgccctggct caccatttgt tttactggga tgtttggttt atatataatg 2640
tgtgtttagc taaggtaaaa ggctacaggt ctctttccac atcccaaact ttctatgatg 2700
cttacatttc ttatgacacc aaagatgcct ctgttactga ctgggtgata aatgagctgc 2760
gctaccacct tgaagagagC cgagacaaaa acgttctcct ttgtctagag gagagggatt 2820
gggacccggg attggccatc atcgacaacc tcatgcagag catcaaccaa agcaagaaaa 2880



cagtatttgt
tggetttgea
cagtgttaca
tccagtggcc
tcttgactga
aactgacgtt
attagttatc
tttgctggcc
ctcagggtgt
tcacactcat
actcatgtaa
aaagagaggt
atctcatcac
‘ atgggagtga
tgcttcagtt
tgatgataga
ctaacacatc
ttaagctgtt
tgcgttcggt
ggtttagatg
cattttttaa
gctgtaaatc
<210> 5
<211> 20
<212> DNA

tttaaccaaa

gaggctaatg
gcattctcag
tgacaacccg
aaatgattca
aagtcatgat
tattgctatg
cacagttttt
ctcagaggct
gtggttgttt
gccatgcgag

‘tgctagcaag

tttggccata
ccacctcagt
ggtcatcaac
ttgtgaatat
ttcttttcaa
gtttatattt
tttatttaca
ccatttaaga
aagtatgcag
ttaaaatgaa

<213> Homo sapiens

<400> 5
taaagaccca

<210>6
<211> 20
<212> DNA

gctgtgaccg

<213> Homo sapiens

<400> 6

atccatgage ctctgatggg

<210>7
<211> 45
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

aaatatgcaa
gatgagaaca
tatttgaggc
aaggcagaag
cggtataaca
ttcgcgcecat
taacaaatta
gagggtcagg
gcaatgtagg
tctggattca

cctctcccac

atgaagtcac
ttctatttgt
ccagggaaaa
tattttccct
caggaggcag
tatctaagaa
atcatatatc
gttgctttta
actgagatgg
ctaaattcga
tgaataaaaa

aaagctggaa
tggatgtgat
tacggcagcg
gcttgttttg
atatgtatgt
aataaagatg
tcccaaaact
agtccaggcc
tgttcaccag
attcctcctg
aaggcagctt
aatcttttgt
tagaagtaaa
cagctgaaga
tgactgctgt

‘ggatcactgt

cttttgccac
tatggctaca
caaatatttg
atagctttta
agcttttggt
tgtttcattt

ctttaaaaca
tatatttatc
gatctgtaag
gcaaactctg
cgattcecatt
caaaggaatg
tagtggttta
cagcataact
agacataggc
ggctattggce
gcttcatcag
aatcgaatca
ccacaggtcc
ccaagatggt
cctgggatgg
ggaccatctt
tgtgactaat
tggttatatt
ctgtaacatt
aagcatcttt
ctatattgtt
tacaaaaaaa

atttatgtct cgaggaaagg gactggttac cagggcagcc agttc

<210> 8
<211> 21
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8

gccgagacaa aaacgttctc c

<210> 9
<211> 24
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

72/95

gcttetttact
ctgctggagce
agctccatcc
agaaatgtgg
aagcaatact
acatttctgt
aaacaacaca
gggtcctctg
atcactgggg
caaaggctat
agctagcaaa
aaaaagtgat
caccagctcc
gagctctgat
cctgctatct
agcagttgac
ggtcctaata
atgctgtggt
tgacttctaa
tacttcttac
aattgccatt
aaaaaaaaa

2940
3000
3060
3120
3180

3240

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4199

20

20

45

21



<210> 10
<211> 46

<212> DNA

<213> Hom

<400> 10

0 sapiens

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

catccatgtt ctcatccatt agcce

tcgacaacct catgcagagc atcaaccaaa gcaagaaaac agtatt

<210> 11
<211> 2602
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
gttatgccta
cttatttgaa
atggtgtggg
tctctgtectt
ccctcagggce
attagcaaca
ggaattaaca
ttatcctata
acattcttaa
catctcacaa
agaaaagatt
cagagctatg
atgaagcagc
ttggaactgce
acaaattcat
tttcaggtta
tgtaccctta
ggtaaagtgg
gatctgagca
aaagtttttce
ctcagtgaaa
ccctcectetac
gagactttge
tctatgcctg
) cgaatacaca
aacaatctca
aataagttga
agtaggaatg
. actttggaag
gagcagcaag
ccatcccatg
aggacagcac
gtcctgtgece
gccaaaagga
tacagtgagc
aatcccccct
gacaatatca
tttgtgaaga
gagaacaatg
cagcgcttet
gacgaggctc
cccatattta
ttcattcaga
actaaaacté

gaaaacattt
.cctcttttat
tcttgggagt
gtgaccgcaa
tcacagaagc
gtgacctaca
caatagagga
attacttatc
acttactggg
aattgcaaat
ttgctggact
agccaaaaag
atattttact
gagatactga
tgattaaaaa
tgaaactttt
atggagttgg
aaacgttaac
ctttatattc
tggttccttg
atttgatggt
aaactttaat
tcactctgaa
aaacttgtca
gtgtaacagg
atttattttc
tgactctacc
caataactac
ctggtggcaa
cactggccaa
tgcgtggcca
tggtgtctgg
accgtttcca
agcccaggaa
gggatgccta
tcaagttgtg
ttgactccat
gtgagtggtg
atgctgccat
gcaagctgcg
agcgggaagg
agaccagtct
cataattata
caaaacttca

ctcaagaatt
ttgtaggttg
catcatcagc
tggtatctgc
tgtaaaaagc
gaggtgtgtg
agattctttt
taatttatcg
aaatccttac
cctgagagtg
taccttcctt
tttgaagtca
gctggagatt
tttggacact
gtttacattt
gaatcagatt
taattttaga
aatccggagg
acttacagaa
tttactttca
tgaagaatac
tttaaggcaa
aaacttgact
gtggccagaa
ctgcattcce
tttgaatttg
agatgcctcc
gttttctaag
taacttcatt
agtcttgatt
gcaggttcag
catgtgctgt
tggcctgtgg
agctcccagce
ctgggtggag
tcttcataag
tgaaaagagc
caagtatgaa
tctcattctt
gaagataatg
attttgggta
ttgtctagtt
taaaaactac
aa

agaattacga
aagcactgga
ctctccaagg
aagggcagct
cttgacctgt
aacctccagg
tcttccecctgg
tcttcctggt
aaaaccctag
ggaaatatgg
gaggaacttg
attcagaatg
tttgtagatg

ttccattttt’

agaaatgtga
tctggattgt
gcatctgata
ctgcatattc
agagttaaaa
caacatttaa
ttgaaaaatt
aatcatttgg
aacattgata
aagatgaaat

aagacactgg

ccgcaactca
ctcttaccca
gagcaacttg
tgctcctgtg

gattggccag

gatgtccgece
gctctgttcce
tatatgaaaa
aggaacatct
aaccttatgyg
cgggacttca
cacaaaactg
ctggacttct
ctggagccca
aacaccaaga
aatctgagag
gggatcttta
gtggatgtac

73/95

tatgctgtca
caatgccaca
aagaatcctc
caggatcttt
ccaacaacag
ctctggtgcect
gcagtcttga
tcaagccect
gggaaacatc
acaccttcac
agattgatgc
taagtcatct
ttacaagttc
cagaactatc
aaatcaccga
tagaattaga
atgacagagt
caaggtttta
gaatcacagt
aatcattaga
cagcctgtga
catcattgga
tcagtaagaa
atttgaactt

aaattttaga.

aagaacttta
tgttactagt
actcatttca
aattcctctc
caaattacct
tctcggtgte
tgctgatcct
tgatgtgggc
gctatgatgce

_tccaggagcet
‘ttcctggcaa

tctttgtgcet
cccattteceg
ttgagaaaaa
cctacctgga
ctgcgataaa
tgtcactagt
cgtcatttga

aacacaatga
tactttgtgg
caatcaggct
aaactccatt
gatcacctac
gacatccaat
acatttagac
ttcttcttta
tcttttttct
taagattcaa
ttcagatcta
gatccttcat
cgtggaatgt

cactggtgaa’

tgaaagtttg
gtttgatgac
tatagatcca
cttattttat
agaaaacagt
atacttggat
ggatgcctgg
aaaaaccgga
tagttttcat
atccagcaca
tgttagcaac
tatttccaga
attgaaaatc
cacactgaag
cttcactcag
gtgtgactct
ggaatgtcac
gctcacgggg
ctggctccag
atttgtttct
ggagaacttc
gtggatcatt
ttctgaaaac
tctttttgat
agccattccc
gtggcccatg
gtcctaggtt

tatagttaag

ggacttgctet

24

46

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

1020

1080

1140
1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2602



<210> 12

<211> 784
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

Met
1l
Leu
Asn
Gly
Thr

65
Leu
Ser
Ser
Leu
Phe
145
Thr
Glu
Ser
Gln
Glu
225
Glu
Arg
Leu
Leu
Asp
305
Arg
Axrg
Cys
Glu
Ala
385
Ser

Asn

Gln

Pro
Ser
Gly

Leu
50
Tyr

val
Ser
Asn
Asn
130
Ser
Phe
Glu
Leu
His
210
Cys
Leu
Asn
Asn
Asn
290
Pro
Phe
val
Leu
Asn
370
Trp
Leu

Ile

Trp

His
Lys
Ile
35

Thr
Ile
Leu
L.eu
Leu
115
Leu
His
Thr
Leu
Lys
195
Ile
Leu
Ser
val
Gln
275
Gly
Gly
Tyr
Lys
Leu
355
Leu
Pro
Glu

Asp

Pro

Thr
Glu
20

Cys
Glu
Ser
Thr
Gly
100
Ser
Leu
Leu
Lys
Glu
180
Ser
Leu
Glu
Thr
Lys
260
Ile
val
Lys
Leu
Axrg
340
Ser
Met
Ser
Lys
Ile

4290
Glu

Leu
Glu
Lys
Ala
Asn
Ser
85

Ser
Ser
Gly
Thr
Ile
165
Ile
Ile
Leu
Leu
Gly
245
Ile
Ser
Gly
val
Phe
325
Ile
Gln
val
Leu
Thr
405

Ser

Lys

Trp
Ser
Gly
val
Ser
70

Asn
Leu
Ser
Asn
Lys
150
Gln
Asp
Gln
Leu
Arg
230
Glu
Thr
Gly
Asn
Glu
310
Tyxr
Thr
His
Glu
Gln
390
Gly

Lys

Met

DE 698 38 888 T2

Met
Ser
Ser
Lys
55

Asp
Gly
Glu
Trp
Pro
135
Leu
Arg
Ala
Asn
Glu
215
Asp
Thr
Asp
Leu
Phe
295
Thr
Asp
val
Leu
Glu
375
Thr
Glu

Asn

Lys

Val
Asn
Ser
40

Ser
Leu
Ile
His

Phe
120

Tyr
Gln
Lys
Ser
val
200
I 13
Thr
Asn
Glu
Leu
280
Arg
Leu
Leu

Glu

Lys

360

Tyr
Leu
Thr
Ser

Tyx

Trp
Gln
25

Gly
Leu
Gln
Asn
Leu
105
Lys
Lys
Ile
Asp
Asp
185
Ser
Phe
Asp
Ser
Ser
265
Glu
Ala
Thr
Ser
Asn
345
Ser
Leu
Ile
Leu
Phe

425
Leu

Val
10

Ala
Ser
Asp
Arg
Thr
90

Asp
Pro
Thr

Leu

Phe
170

Leu

His
val
Leu
Leu
250
Leu
Leu
Ser
Ile
Thyx
330
Ser
Leu
Lys
Leu
Leu
410
His

Asn

Leu
Ser
Leu
Leu
Cys
15

Ile
Leu
Leu
Leu
Arg
155
Ala
Gln
Leu
Asp
Asp
235
Ile
Phe
Glu
Asp
Arg
315
Leu
Lys
Glu
Asn
Arg

395
Thr

Ser

Leu

74/95

2008.12.11

Gly
Leu
Asn
Ser
60

Val
Glu
Ser
Ser
Gly
140
val
Gly
Ser
Ile
val
220
Thr
Lys
Gln
Phe
Asn
300
Arg
Tyr
val
Tyr
Ser
380
Gln
Leu

Met

Ser

Val
Ser
Ser
45

Asn
Asn
Glu
Tyx
Ser
125
Glu
Gly
Leu
Tyr
Leu
205
Thr
Phe
Lys
val
Asp
285
Asp
Leu
Ser
Phe
Leu
365
Ala
Asn
Lys

Pro

Ser

Ile

Cys
30

Ile
Asn
Leu
Asp
Asn
110
Leu
Thr
Asn
Thr
Glu
190
His
Ser
His
Phe
Met
270
Asp
Arg
His
Leu
Leu
350
Asp
Cys
His
Asn
Glu

430
Thr

Ile
15

Asp
Pro
Axg
Gln

Ser
95

Tyr
Thr
Sex
Met
Phe
175
Pro
Met
Ser
Phe
Thr
255
Lys
Cys
val
Ile
Thr
335
val
Leu
Glu
Leu
Leu
415

Thr

Arg

Ser
Arg
Ser
Ile
Ala
80
Phe
Leu
Phe
Leu
Asp
160
Leu
Lys
Lys
val
Ser
240
Phe
Leu
Thr
Ile
Pro
320
Glu
Pro
Ser
Asp
Ala
400
Thr

Cys

Ile



His
Ser
465
Glu
Leu
Thr
Glu
Thr
545
Asn
Asp
Gly
Cys

Leu
625
Tyr

Asn
Cys
Ile
Glu
705
His
Leu

Arg

Ala

Ser
450
Asn
Leu
Leu
Phe
Ala

530
Gln

Tyr
val
Met
His
610
Gln
Asp
Leu
Leu
Ile
690
Asn
Phe
Glu

Lys

Gln

770

<210> 13

<211> 811

435
val

Asn
Tyr
Pro
Ser
515
Gly
Glu
Leu
Axg
Cys
595
Arg
Ala
Ala
Met
His
675
ASD
Phe
Arg
Pro

Ile

755

Arg

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met
1
Ala

Asn
Ala
Ser

65
His

Arg
Glu
Cys
Thr
50

Ser

Asn

35

Leu
Gly
Ser
Thr
Asp

Arg

Thr
Asn
Ile
Met
500
Lys
Gly
Gln
Cys
Leu
580
Cys
Phe
Lys
Phe
vVal
660
Lys
Ser
Val
Leu
Ile
740

Met

Glu

Ile
Asp
20

Asn
Thr
Phe

Ile

Gly
Leu
Ser
485
Leu
Glu
Asn
Gln
Asp
565
Ser
Ala
His
Arg
val
645
Gln
Arg
Ile
Lys
Phe
725
Glu

Asn

Gly

Arg
Ala
Met
Leu
His

Gln

Cys
Asn
470
Arg
Leu
Gln
Asn
Ala
550
Ser
Val
Leu
Gly
Lys
630
Ser
Glu
Asp
Glu
Ser
710
Asp
Lys

Thr

Phe

Asn

Pro

Ser

AsSp

Ser

DE 698 38 888 T2

Ile
455
Leu
Asn
val
Leu
Phe
535
Leu
Pro
Ser
Phe
Leu

615
Pro

Leu
Phe
Lys
695
Glu
Glu
Lys

Lys

Trp
775

55

70

Gln

Ile
Glu
Leu
Leu
Val

Leu

440
Pro

Phe
Lys
Leu
Asp
520
Ile
Ala
Ser
Glu
Leu
600
Trp
Arg
Ser
Glu
Ile
680
Ser
Trp
Asn
Ala
Thr

760
val

40

Tyr
Leu
Arg
Ser
Sex

Asp

Lys
Ser
Leu
Lys
505
Ser
Cys
Lys
His
Cys
585
Leu
Tyx
Lys
Glu
Asn
665
Pro
His
Cys
Asn
Ile
745
Tyr

Asn

25

Thr
Leu
Met
490
Ile
Phe
Ser
val
val
570
His
Ile
Met
Ala
Arg
650
Phe
Gly
Lys
Lys
Asp
730
Pro
Leu

Leu

Ile Phe

10

Pro Glu
Lys Val
Tyr Asn

Lys Leu

Leu

ASH

475

Thr
Ser
His
Cys
Leu
555
Arg
Arg
Leu
Lys
Pro
635
Asp
Asn
Lys
Thr
TYxr
718
Ala
Gln
Glu

Arg

75

75/95

Cys
Glu
Pro
Leu

Arg

2008.12.11

Glu
460
Leu
Leu
Arg
Thr
Glu
540
Ile
Gly
Thr
Leu
Met
620
Ser
Ala
Pro
Trp
val
700
Glu
Ala
Arg
Trp

Ala
780

60

Leu Lys Thr Phe

Ser
Arg
Ala
Leu

val

445
Ile

Pro
Pro
Asn
Leu
525
Phe
Asp
Gln
Ala
Thr
605
Met
Arg
Tyr
Pro
Ile
685
Phe
Leu
Ile
Phe
Pro

765
Ala

45

Ile
Glu
Asp
Phe
Leu

Glu

Leu
Gln
Asp
Ala
510
Lys
Leu
Trp
Gln
Leu
590
Gly
Trp
Asn
Trp
Phe
670
Ile
Val
Asp
Leu
Cys
750

Met

Ile

30

val

Leu

Leu

Gln

Ile

Asp
Leu
Ala
495
Ile
Thr
Ser
Pro
val
575
Val

val

val
655
Lys
Asp
Leu
Phe
Ile
735
Lys
Asp

Lys

15

val
Lys
480
Ser
Thr
Leu
Phe
Ala
560
Gln
Ser
Leu
Trp
Cys
640
Glu
Leu
Asn
Ser
Ser
720
Leu
Leu

Glu

Ser

Met Thr

Met Thr

Thr Pro

Leu Gln

Leu Cys

80

Phe Asn Lys
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85 90 95
Glu Leu Arg Tyr Leu Asp Leu Ser Asn Asn Arg Leu Lys Ser Val Thr
100 105 110
Trp Tyr Leu Leu Ala Gly Leu Arg Tyr Leu Asp Leu Ser Phe Asn Asp
115 120 125
Phe Asp Thr Met Pro Ile Cys Glu Glu Ala Gly Asn Met Ser His Leu
130 135 140
Glu Ile Leu Gly Leu Ser Gly Ala Lys Ile Gln Lys Ser Asp Phe Gln
145 150 155 S 160
Lys Ile Ala His Leu His Leu Asn Thr val Phe Leu Gly Phe Arg Thr
165 170 175
Leu Pro His Tyr Glu Glu Gly Ser Leu Pro Ile Leu Asn Thr Thr Lys
180 185 190
Leu His Ile Val Leu Pro Met Asp Thr Asn Fhe Trp Val Leu Leu Arg
195 200 205
Asp Gly Ile Lys Thr Ser Lys Ile Leu Glu Met Thr Asn Ile Asp Gly
210 215 220
Lys Ser Gln Phe Val Ser Tyr Glu Met Gln Arg Asn Leu Ser Leu Glu
225 230 235 240
Asn Ala Lys Thr Ser Val Leu Leu Leu Asn Lys Val Asp Leu Leu Trp
245 250 255
Asp Asp Leu Phe Leu Ile Leu Gln Phe Val Trp His Thr Ser Val Glu
260 265 270
His Phe Gln Ile Arg Asn Val Thr Phe Gly Gly Lys Ala Tyr Leu Asp
275 280 285 :
His Asn Ser Phe Asp Tyr Ser Asn Thr Val Met Arg Thr Ile Lys Leu
290 295 300
Glu His Val His Phe Arg Val Phe Tyr Ile Gln Gln Asp Lys Ile Tyr
305 310 315 320
Leu Leu Leu Thr Lys Met Asp Ile Glu Asn Leu Thr Ile Ser Asn Ala
325 330 335
Gln Met Pro His Met Leu Phe Pro Asn Tyr Pro Thr Lys Phe Gln Tyr
340 345 350
Leu Asn Phe Ala Asn Asn Ile Leu Thr Asp Glu Leu Phe Lys Arg Thr
355 360 365
Ile Gln Leu Pro His Leu Lys Thr Leu Ile Leu Asn Gly Asn Lys Leu
370 375 380
Glu Thr Leu Ser Leu Val Ser Cys Phe Ala Asn Asn Thr Pro Leu Glu
385 390 395 400
His Leu Asp Leu Ser Gln Asn Leu Leu Gln His Lys Asn Asp Glu Asn
405 . 410 415
Cys Ser Trp Pro Glu Thr vVal Val Asn Met Asn Leu Ser Tyr Asn Lys
420 425 430
Leu Ser Asp Ser Val Phe Arg Cys Leu Pro Lys Ser Ile Gln Ile Leu
435 440 445
Asp Leu Asn Asn Asn Gln Ile Gln Thr Val Pro Lys Glu Thr Ile His
450 455 460
Leu Met Ala Leu Arg Glu Leu Asn Ile Ala Phe Asn Phe Leu Thr Asp
465 470 475 480
Leu Pro Gly Cys Ser His Phe Ser Arg Leu Ser Val Leu Asn Ile Glu
485 490 495
- Met Asn Phe Ile Leu Ser Pro Ser Leu Asp Phe Val Gln Ser Cys Gln
500 505 510
Glu Val Lys Thr Leu Asn Ala Gly Arg Asn Pro Phe Arg Cys Thr Cys
515 520 525
Glu Leu Lys Asn Phe Ile Gln Leu Glu Thr Tyr Ser Glu Val Met Met
530 535 540
Val Gly Trp Ser Asp Ser Tyr Thr Cys Glu Tyr Pro Leu Asn Leu Arg
545 550 555 560
Gly Thr Arg Leu Lys Asp Val His Leu His Glu Leu Ser Cys Asn Thr
565 570 575
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Ala Leu Leu Ile val Thr Ile Val val Ile Met Leu vVal Leu Gly Leu
580 585 5390
Ala Val Ala Phe Cys Cys Leu His Phe AsSp Leu Pro Trp Tyr Leu Arg
595 600 . 605
Met Leu Gly Gln Cys Thr Gln Thr Trp His Arg Val Arg Lys Thr Thr
610 s 615 620
Gln Glu Gln Leu Lys Arg Asn Val Arg Phe His Ala Phe Ile Ser Tyr
625 630 635 640
Ser Glu His Asp Ser Leu Trp Val Lys Asn Glu Leu Ile Pro Asn Leu
645 650 655
Glu Lys Glu Asp Gly Ser Ile Leu Ile Cys Leu Tyr Glu Ser Tyr Phe
660 - 665 670
Asp Pro Gly Lys Ser Ile Ser Glu Asn Ile Val Ser Phe Ile Glu Lys
675 680 685
Ser Tyr Lys Ser Ile Phe Val Leu Ser Pro Asn Phe Val Gln Asn Glu
690 695 700 .
Trp Cys His Tyr Glu Phe Tyr Phe Ala His His Asn Leu Phe His Glu
705 710 715 720
Asn Ser Asp His Ile Ile Leu Ile Leu Leu Glu Pro Ile Pro Phe Tyr
725 730 735
Cys Ile Pro Thr Arg Tyr His Lys Leu Lys Ala Leu Leu Glu Lys Lys
740 745 750 :
Ala Tyr Leu Glu Trp Pro Lys Asp Arg Arg Lys Cys Gly Leu Phe Trp
755 760 765
Ala Asn Leu Arg Ala Ala Ile Asn Val Asn Val Leu Ala Thr Arg Glu
770 775 780
Met Tyr Glu Leu Gln Thr Phe Thr Glu Leu Asn Glu Glu Ser Arg Gly :
785 790 795 800
Ser Thr Ile Ser Leu Met Arg Thr Asp Cys Leu
805 ' 810

<210> 14

<211> 3462

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

ctc
gaatcatcca cgcacctgca gctctgctga gagagtgcaa gccgzgggzg ;t;gg:gtca
atcttcatca ttcatatgag gaaataagtg gtaaaatcct tgga oot ctecagage
tcagaaacat ttacatattt tgtagtattg ttatgacagc azzgggaaga S ecteaces
.tgccagaaga aagggaactg atgaccaact gctccaacat g cétéctt S ree
cagacttgac cccagccaca acgacactgg atttatccta taitctatgc Catoncagas
agagttcaga ttttcattct gtctccaaac tgagagtttt gitaa oot tragatetgt
ttcaacagct ggatctcaaa acctttgaat tcaacaagga g 2 zcagg ot racate
ctaataacag actgaagagt gtaacttggt atttactggc aggtc o tgtcasace
tttcttttaa tgactttgac accatgccta tctgtgagga agctgiccag R aategete
tggaaatcct aggtttgagt ggggcaaaaa tacaaaaatc agat o e angata
atctgcatct aaatactgtc ttcttaggat tcagaactct tcc ct 2t gaagasssTe
gcctgcccat cttaaacaca acaaaactgc acattgttrt accaatggCa e aantg
gggttctttt gcgtgatgga atcaagactt caaaaatatt igaiitg i
gcaaaagcca atttgtaagt tatgaaatgce aacgaaatc; ag ttgtc astgctasee
catcggttct attgcttaat aaagttgatt tactctggga Cgaict acﬁ Cttogtggta
aatttgtttg gcatacatca gtggaacact ttcagatccg aai gtga o Ctragtaet
aggcttatct tgaccacaat tcatttgact actcaaatac tgta tgtgt retecens
tggagcatgt acatttcaga gtgttttaca ttcaacagga taaaaCacac Stocttttee
ccaaaatgga catagaaaac ctgacaatat caaatgcaca aatgctctta agacoact
cgaattatcc tacgaaattc caatatttaa attttgccaa taatit e e aaae
Coreeeeiay TEVENIOR Coertins Chantaacec acccerpaas cactrsaare
t agacact ttctttagta agttgc A : .
tzggicaaaa tctattacaa cataaaaatg atgaaaattg ciizgggigi gizzzzgagg
tcaatatgaa tctgtcatac aataaattgt ctgattctgt c g ‘
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gtattcaaat acttgaccta aataataacc aaatccaaac tgtacctaaa gagactattce 1500
atctgatggc cttacgagaa ctaaatattg catttaattt tctaactgat ctccctggat 1560
gcagtcattt cagtagactt tcagttctga acattgaaat gaacttcatt ctcagcccat 1620
ctctggattt tgttcagagc tgccaggaag ttaaaactct aaatgcggga agaaatcceat 1680
tccggtgtac ctgtgaatta aaaaatttca ttcagcttga aacatattca gaggtcatga 1740
tggttggatg gtcagattca tacacctgtg aatacccttt aaacctaagg ggaactaggt 1800
taaaagacgt tcatctccac gaattatctt gcaacacagc tctgttgatt gtcaccattg 1860
tggttattat gctagttctg gggttggctg tggccttctg ctgtctccac tttgatctge 1920
cctggtatct caggatgcta ggtcaatgca cacaaacatg gcacagggtt aggaaaacaa 13980
cccaagaaca actcaagaga aatgtccgat.-tccacgcatt tatttcatac agtgaacatg 20490
attctctgtg ggtgaagaat gaattgatcc ccaatctaga gaaggaagat ggttctatct 2100
tgatttgcct ttatgaaagc tactttgacc ctggcaaaag cattagtgaa aatattgtaa 2160
gcttcattga gaaaagctat aagtccatct ttgttttgtc tcccaacttt gtccagaatg 2220
agtggtgcca ttatgaattc tactttgccc accacaatct cttccatgaa aattctgatc 2280
atataattct tatcttactg gaacccattc cattctattg cattcccacc aggtatcata 2340
aactgaaagc tctcctggaa aaaaaagcat acttggaatg gcccaaggat aggcgtaaat 2400
gtgggctttt ctgggcaaac cttcgagctg ctattaatgt taatgtatta gccaccagag 2460
aaatgtatga actgcagaca ttcacagagt taaatgaaga gtctcgaggt tctacaatct 2520
ctctgatgag aacagattgt ctataaaatc ccacagtcct tgggaagttg gggaccacat 2580
acactgttgg gatgtacatt gatacaacct ttatgatggc aatttgacaa tatttattaa 2640
aataaaaaat ggttattccc ttcatatcag tttctagaag gatttctaag aatgtatcct 2700
atagaaacac cttcacaagt ttataagggc ttatggaaaa aggtgttcat cccaggattg 2760
tttataatca tgaaaaatgt ggccaggtgc agtggctcac tcttgtaatc ccagcactat 2820
gggaggccaa ggtgggtgac ccacgaggtc aagagatgga gaccatcctg gccaacatgg 2880
tgaaaccctg tctctactaa aaatacaaaa attagctggg cgtgatggtg cacgcectgta 2940
gtcccagcta cttgggaggc tgaggcagga gaatcgcttg aacccgggag gtggcagttg 3000
cagtgagctg agatcgagcc actgcactcec agcectggtga cagagcgaga ctccatctca 3060
aaaaaaagaa aaaaaaaaaa gaaaaaaatg gaaaacatcc tcatggccac aaaataaggt 3120
ctaattcaat aaattatagt acattaatgt aatataatat tacatgccac taaaaagaat 3180
aaggtagctg tatatttcct ggtatggaaa aaacatatta atatgttata aactattagg 3240
ttggtgcaaa actaattgtg gtttttgcca ttgaaatggc attgaaataa aagtgtaaag 3300
aaatctatac cagatgtagt aacagtggtt tgggtctggg aggttggatt acagggagca 3360
tttgatttct atgttgtgta tttctataat gtttgaattg tttagaatga atctgtattt 3420
cttttataag tagaaaaaaa ataaagatag tttttacagc ct 3462

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
teccaccagg tatcataaac tgaa : 24

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16 .

ttatagacaa tctgttctca tcagaga 27

<210> 17

<211> 40

<212> DNA

' <213> Homo sapiens

<400> 17 :

aaaaagcata cttggaatgg cccaaggata ggtgtaaatg 40

<210> 18

<211> 12
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<212> DNA
<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> synthetischer Linker

<400> 18
tcagcggtaa gc

<210> 19

<211> 13

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> synthetischer Linker

<400> 19
ggccgcttac cgc

<210> 20

<211> 11

<212> DNA

<213> klnstliche Sequenz

<220>
<223> synthetischer Linker

<400> 20
taagcttaac g

<210> 21

<211>19

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>
<223> synthetischer Linker

<400> 21
ggccgctaaa gcttatgea

<210> 22

<211> 173

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> synthetischer Marker

<400> 22

ggtaccttct gacatcattg
atgccattgg ggatttcctce
ggtgacgcgt gtggcctcga

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> kunstliche Sequenz

<220>

DE 698 38 888 T2 2008.12.11

taattttaag catcgtggat attcccggga aagtttttgg
tttagatctg gcgecggtcce aggtccactt cgcatattaa
acaccgagcg accctgecagc gacccgcaag ctt
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<223> synthetischer Marker

<400> 23
Gly Arg Ala Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5 10

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24

gcgggaagga ttttgggtaa. .
<210> 25

<211> 25

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25

gatcccaact agacaaagac tggtc 95

<210> 26

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 26

tgagagctgc gataaagtcc taggttccca tat 33

<210> 27

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 27

ggattctaat acgactcact atagggcaaa ctctgccctg tgatgtca 48

<210> 28

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 28

ctatgaaatt aaccctcact aaagggaacdg agggcaattt ccacttag 48

<210> 29
<211> 48
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 29
ggattctaat acgactcact atagggctgg caataaactg gagacact ' 48

<210> 30

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 30
ctatgaaatt aaccctcact aaagggattg agttgttctt gggttgtt 48

Patentanspriiche

1. Isoliertes Nucleinsduremolekil, umfassend eine Polynucleotidsequenz mit einer Sequenzidentitat von
zumindest 95% mit
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(a) einem DNA-Molekiil, das fir ein PRO358-Polypeptid mit den Aminosaureresten 20 bis 811 aus Fig. 8
(Seq.-ID Nr. 13) kodiert, worin das Polypeptid die Fahigkeit aufweist, die Aktivierung von NF-KB zu induzieren,
oder dem Komplement des DNA-Molekils; oder

(b) einem DNA-Moleklil, das fur dasselbe reife Polypeptid kodiert, das von der menschlichen Toll-Protein-cD-
NA, die bei der ATCC unter der Hinterlegungsnr. 209431 (DNA47361-1249) zu finden ist, kodiert wird, worin
das Polypeptid die Fahigkeit aufweist, die Aktivierung von NF-KB zu induzieren, oder dem Komplement des
DNA-Molekiils.

2. Isoliertes Nucleinsauremolekil nach Anspruch 1, umfassend DNA mit einer Sequenzidentitat von zu-
mindest 95% mit einem DNA-Molekiil, das fiir ein PRO358-Polypeptid mit den Aminosaureresten 1 bis 811 aus
Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13) kodiert, oder dem Komplement des DNA-Molekdils.

3. Isoliertes Nucleinsdauremolekil nach Anspruch 1, umfassend DNA, die fir ein PRO358-Polypeptid mit
den Aminosaureresten 1 bis 811 aus Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13) kodiert.

4. |soliertes Nucleinsauremolekil nach Anspruch 1, umfassend DNA, die fir ein PRO358-Polypeptid mit
den Aminosaureresten 20 bis 575 aus Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13) kodiert.

5. Isoliertes Nucleinsauremolekiil nach Anspruch 1, umfassend DNA, die fir ein PRO358-Polypeptid mit
den Aminosaureresten 586 bis 811 aus Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13) kodiert.

6. Nucleinsauremolekiil nach Anspruch 1, worin die DNA die Nucleotidsequenzen zwischen Nucleotidpo-
sition 111 und Nucleotidposition 2544 aus Fig. 9 (Sequenz aus Seq.-ID Nr. 14) umfasst, oder dessen Komple-
ment.

7. Vektor, umfassend das Nucleinsduremolekil nach einem der vorangegangenen Anspriiche.

8. Vektor nach Anspruch 7, der operabel an Kontrollsequenzen gebunden ist, die von einer Wirtszelle, die
mit dem Vektor transformiert wurde, erkannt werden.

9. Wirtszelle, umfassend den Vektor nach Anspruch 7.

10. Wirtszelle nach Anspruch 9, worin es sich bei der Zelle um eine CHO-Zelle handelt.

11. Wirtszelle nach Anspruch 9, worin es sich bei der Zelle um eine E.-coli-Zelle handelt.

12. Wirtszelle nach Anspruch 9, worin es sich bei der Zelle um eine Hefe-Zelle handelt.

13. Verfahren zur Herstellung eines Toll-Polypeptids, umfassend das Ziichten der Wirtszelle nach einem
der Anspriiche 9 bis 12 unter Bedingungen, die fiir die Expression eines Polypeptids geeignet sind, das von
einem Nucleinsdauremolekil nach einem der Anspriiche 1 bis 6 kodiert wird, sowie das Gewinnen des Polypep-
tids.

14. Isoliertes Polypeptid mit einer Sequenzidentitat von zumindest 80% mit der in Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13)
dargelegten Aminosauresequenz, worin das Polypeptid die Fahigkeit aufweist, die Aktivierung von NF-KB zu
induzieren.

15. Polypeptid nach Anspruch 14 mit den Aminosaureresten 20-811 aus Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13).

16. Polypeptid nach Anspruch 14 mit den Aminosaureresten 20-575 aus Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13).

17. Polypeptid nach Anspruch 14 mit den Aminosaureresten 596-811 aus Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13).

18. Polypeptid nach Anspruch 14, worin das Polypeptid von der Nucleotidsequenz zwischen Nucleotidpo-
sition 111 und Nucleotidposition 2544 aus Fig. 9 (Seq.-ID Nr. 14) kodiert wird.

19. Chimares Molekiil, umfassend ein PRO358-Polypeptid nach einem der Anspriiche 14 bis 18, fusioniert
an eine heterologe Aminosauresequenz.

20. Chimares Molekil nach Anspruch 19, worin es sich bei der heterologen Aminosauresequenz um eine

81/95



DE 698 38 888 T2 2008.12.11

Epitop-Markierungssequenz handelt.

21. Chimares Molekul nach Anspruch 20, worin es sich bei der heterologen Aminosauresequenz um eine
Fc-Region eines Immunglobulins handelt.

22. Antikérper, der spezifisch an das Polypeptid mit der in Fig. 8 (Seq.-ID Nr. 13) dargestellten Aminosau-
resequenz bindet.

23. Antikdérper nach Anspruch 22, worin es sich bei dem Antikdrper um einen monoklonalen Antikdrper
handelt.

24. Antikérper nach Anspruch 23, der in der Lage ist, die Erkennung eines gramnegativen oder gramposi-
tiven Organismus durch das Polypeptid zu blockieren.

25. Antikoérper nach einem der Anspriche 22 bis 24 zur therapeutischen Verwendung.

26. Verwendung des Antikdrpers nach einem der Anspriiche 22 bis 24 zur Herstellung eines Arzneimittels
zur Behandlung eines septischen Schocks.

27. Zusammensetzung, umfassend einen Antikdrper nach einem der Anspriiche 22 bis 24 in einer Beimi-
schung mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

-Relative Expression

PBL T-Zellen M M®
+
LPS

FIG.1B
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GTTATGCCTAGAARACATTTCTCAAGAATTAGAATTACGATATGCTGTCARACACARTGA
CTTATTTGAACCTCTTTTATTTGTAGGTTGAAGCACTGGACAATGCCACATACTTTGTGG
ATGGTGTGGGTCTTGGEGGTCATCATCAGCCTCTCCARGGAAGAATCCTCCAATCAGGCT
TCTCTGTCTTGTGACCGCAATGGTATCTGCARGGGCAGCTCAGGATCTT TARACTCCATT
CCCTCAGGGCTCACAGAAGCTGTAAAARGCCTTGACCTGTCCAACAACAGGATCACCTAC
ATTAGCAACAGTGACCTACAGAGGTGTGTGAACCTCCAGGCTCTGGTGCTGACATCCART
GGAATTAACACAATAGAGGARGATTCTTTTTCTTCCCTGGGCAGTCTTGAACATTTAGAC
TTATCCTATARTTACTTATCTAATTTATCGTCTTCCTGGTTCAAGCCCCTTTCTTCTTTA
ACATTCTTARACTTACTGGGAAATCCTTACARAACCCTAGGGGARACATCTCTTTTTTCT
~ CATCTCACAARATTGCAARTCCTGAGAGTGGGARATATGGACACCTTCACTAAGATTCAA
RAGARAAGATTTTGCTGGACTTACCTTCCTTGAGGAACTTGAGATTGATGCTTCAGATCTA
CAGAGCTATGAGCCARARAGT TTGAAGTCAATTCAGAATGTAAGTCATCTGATCCTTCAT
ATGAAGCAGCATATTTTACTGCTGGAGATTTTTGTAGATGTTACAAGTTCCGTGGAATGT
TTGGAACTGCGAGATACTGAT TTGGACACTT TCCATTTT TCAGAACTATCCACTGGTGAA
ACAPATTCATTGATTAARRAGTTTACATTTAGAAATGTGAARATCACCGATGARAGTTTG
TTTCAGGTTATGAAACTTT TGAATCAGATT TCTGGATTGTTAGAAT TAGAGT TTGATGAC
TGTACCCTTAATGGAGTTGGTARTTT TAGAGCATCTGATAATGACAGAGT TATAGATCCA
GGTAAAGTGGAAACGTTAACAATCCGGAGGCTGCATATTCCAAGGT TTTACTTATTTTAT
GATCTGAGCACTTTATATTCACTTACAGAAAGAGTTAAARGAATCACAGTAGAAAACAGT
AARGTTTTTCTGGTTCCTTGTTTACTTTCACAACATT TARAATCATTAGAATACTTGGAT
CTCAGTGAARRATTTGATGGT TGAAGAATACTTGARARATTCAGCCTGTGAGGATGCCTGG
CCCTCTCTACARACTTTAATTTTAAGGCARRATCATTTGGCATCATTGGARAAAACCGGA
GAGACTTTGCTCACTCTGAAAAACTTGACTAACATTGATATCAGTAAGAATAGTTTTCAT
TCTATGCCTGARACTTGTCAGTGGCCAGAAARGATGARATATTTGAACT TATCCAGCACA
CGAATACACAGTGTAACAGGCTGCATTCCCARGACACTGGARRTTTTAGATGTTAGCARC
ARCAATCTCAATTTATTTTCTTTGAATTTGCCGCAACTCARAGARCTTTATATTTCCAGA
AATAAGTTGATGACTCTACCAGATGCCTCCCTCTTACCCATGTTACTAGTATTGAARATC
AGTAGGARTGCAATAACTACGT TTTCTAAGGAGCAACTTGACTCATTTCACACACTGARG
ACTTTGGAAGCTGGTGGCAATAACTTCATT TGCTCCTGTGAATTCCTCTCCTTCACTCAG
GAGCAGCAAGCACTGGCCAAAGTCTTGATTGATTGGCCAGCARAT TACCTGTGTGACTCT
CCATCCCATGTGCGTGGCCAGCAGGTTCAGGATGTCCGCCTCTCGGTGTCGGAATGTCAC |
AGGRCAGCACTGGTGTCTGGCATGTGCTGTGCTCTGTTCCTGCTGATCCTGCTCACGGGE
GTCCTGTGCCACCGTTTCCATGGCCTGTGGTATATGRAAATGATGTGGGCCTGGCTCCAG
GCCARAAGGAAGCCCAGGARAGCTCCCAGCAGGAACATCTGCTATGATGCATTTGTTTCT
TACAGTGAGCGGGATGCCTACTGGGTGGAGARCCT TATGGTCCAGGAGCTGGAGAACTTC
AATCCCCCCTTCAAGTTGTGTCTTCATAAGCGGGACT TCATTCCTGGCAAGTGGATCATT
GACAATATCATTGACTCCATTGAAAAGAGCCACARBACTGTCTTTGTGCTT TCTGARRAC
TTTGTGAAGAGTGAGTGGTGCAAGTATGAACTGGACT TCTCCCATTTCCGTCTTTTTGAT
GAGAACAATGATGCTGCCATTCTCATTCTTCTGGAGCCCATTGAGAARRAAGCCATTCCC
CAGCGCTTCTGCAAGCTGCGGAAGATARTGARCACCARGACCTACCTGGAGTGGCCCATG
GACGAGGCTCAGCGGGARGGAT TTTGGGTARATCTGAGAGCT GGGATARAGT CCTAGGTT
CCCATATTTARGACCAGTCTTTGTCTAGTTGGGATCTITATGTCACTAGT TATAGT TAAG
TTCATTCAGACATAATTATATAARAACTACGTGGATGTACCGTCATTTGAGGACTTGCTT
ACTAAAACTACAARACTTCAAR G 6
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MPHTLWMVWVLGVIISLSKEESSNQASLSCDRNGICKGSSGSLNSIPSGLTEAVKSLDL
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