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Herstellung polyklonaler, monospezifischer Antikérper gegen die
uPAR-Varianten del4, del5 und del4+5 sowie deren Verwendung fiir

diagnostische und therapeutische Zwecke
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung und Verwendung
spezifischer Antikdrper zum Nachweis humanen tumor-assoziierten
Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Rezeptor (uPAR) Deletionsvariantenin

biologischen Proben.

Neue Erkenntnisse zur Rolle des tumorzell-assoziierten Urokinase-Rezeptors
bei Tumorinvasion und Metastasierung solider maligner Tumore sind
entscheidende Voraussetzungen fur die Entwicklung neuer, an der
Tumorbiologie orienfierter Therapiestrategien, insbesondere bei Mamma-
und Ovarialkarzinomen. Sowohl das invasive Wachstum dieser Tumore als
auch die Entwicklung von Tumormetastasen sind bekanntermaRen
multifaktorielle Prozesse, bei denen Proteasen des Plasminogen-
Aktivierungssystems, wie der Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (uPA)
und sein Inhibitor (PAI-1), eine entscheidende Rolle spielen. Der uPA-
Rezeptor (UPAR; CD 87) nimmt dabei durch seine Fahigkeit, das uPA-
Enzymsystem auf der Zelloberflache zu fokussieren und zu aktivieren, eine
Schlisselposition ein. Da uPAR in Tumoren aufgrund seiner Struktur in
verschiedenen molekularen Formen vorkommen kann, ist seine funktionelle

und biochemische Charakterisierung im Tumorgewebe schwierig.

Der Urokinase-Rezeptor, uPAR, ein stark und heterogen glykosyliertes
Protein mit einer relativen Masse von 45 - 60 kDa, ist (iber einen GPI-
Lipidanker in der Zellmembran verankert. In der Primérstruktur des uPAR
lassen sich drei homologe Domaénen, die jeweils von zwei Exons des uPAR-

Gens kodiert werden, unterscheiden. Die Wechselwirkung mit uPA wird vor
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allem durch Domane | (DI) des uPAR vermitteit. In Domane Il (Dil) und/oder
Domane Il (DI} sind jedoch weitere Determinanten fiir die uPA/uPAR-
Interaktion lokalisiert. Mit einer weiteren Bindungsstelle (wahrscheinlich in
DI/} kann uPAR mit hoher Affinitdt an Vitronektin, ein Protein der
extrazellutédren Matrix, binden, wobei auch hier eine Wechselwirkung mit DI
von Bedeutung zu sein scheint. Nach der Bindung von uPA kann die
intrazellulédre Signaltransduktion offenbar {ber verschiedene Wege
ablaufen. In der Zellmembran von aktivierten Monozyten bildet uPAR z.B.
mit anderen Membran- und "second messenger"-Proteinen multimere
Komplexe, die eine Signaltransduktion bewirken und auf deren funktionelle

Kooperation hindeuten.

Es ist bekannt, dass der uPAR nicht nur einer posttranslationalen
Regulation und reversiblen Aktivierung infolge der zellularen Stimulation
und Ligandenbindung unterliegt. Aufgrund seiner Struktur kann uPAR auch
in verschiedenen molekularen Formen vorkommen, deren biclogische
Aktivitat im Gewebe, vorallem bei Tumorgeschehen unterschiedlich sein
konnte. Nach Abspaltung des Glykanlipidankers Uber zell-assoziierte
Enzyme kann uPAR in seiner I&slichen Form (suPAR) in Korperfiussigkeiten
von Tumorpatienten nachgewiesen werden. Darliber hinaus wurden fiir den
uPAR unterschiedliche Glykosylierungsvarianten beschrieben. So fiihrt die
Stimulation von Zellen (z.B. durch Phorbolester) zu einer deutlichen
Erhéhung des Glykosylierungsgrades von uPAR. Milde
Chymotrypsinandauung spaltet das uPAR Molekul zwischen DI und DIl. Die
resultierenden Fragmente DI und DII/HI wirken in vitro bei verschiedenen
Zelltypen chemotaktisch. Zum Vorkommen der uPAR Fragmente DI bzw.
DI/Il in vivo sowie ihrer biologischen Funktionen findet man nur wenige
Aussagen in der Literatur. Beschrieben wurde bislang lediglich, dass eine
DI/l uPAR-Variante (unter Abspaltung von DI} in einigen Tumorzelllinien
sowie in Ovarialzystenflissigkeit von Ovarialkarzinomen vorkommen kann.

Ein tumor-selektives Vorkommen von uPAR-Deletionsvarianten ist bisher



10

15

20

25

30

WO 02/082077 PCT/EP02/03799

nicht bekannt. AuRerdem existiert bisher kein Verfahren, welches in der

Lage ware, selektiv die uPAR-Deletionsvarianten zu detektieren.

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass in Tumorzellen eine
selektiv erhdhte Expression von uPAR-Deletionsvarianten nachweisbar ist.
Weiterhin wird ein Verfahren bereitgestellt, welches tumorassoziierte uPAR-
Varianten zu charakterisieren vermag, insbesondere Deletionsvarianten des
uPAR im Ovarial- und Mammakarzinom. Die durch Anwendung des
Verfahrens erhaltenen Ergebnisse kénnen in der Tumordiagnostik und
insbesondere als Parameter zur Prognosebeurteilung verwendet werden.
Das Verfahren umfasst vorzugsweise die Verwendung von uPAR-
Antikérpern unter Bedingungen, die eine selektive Bestimmung von uPAR-
Deletionsvarianten erlauben, zum Nachweis von uPAR-Varianten in
biologischen Proben, z.B. in einem ELISA-Verfahren. Dabei werden
vorzugsweise Antikérper eingesetzt, die selektiv an uPAR-
Deletionsvarianten binden. Weiterhin werden uPAR-Deletionsvarianten als
Targets fiir eine therapeutische Intervention und fur ein Wirkstoff-Screening

bereitgestellt.

Ein Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauren, welche fr
Deletionsvarianten des humanen uPAR-Rezeptors kodieren und bei denen
vozugsweise ein oder zwei Exons der vollstéandigen Sequenz, Exon 4 und
Exon 5, mindestens teilweise fehlen und/oder im Wesentlichen vollstandig
fehlen. Diese Nukleinsduren kodieren vorzugsweise fir Polypeptide, die
selektiv in Tumoren und Tumorzellen exprimiert werden, insbesondere in
Mamma- und Ovarialkarzinomen des Menschen. "Selektive Expression™
bedeutet in diesem Zusammenhang, dass eine unterschiedliche
Expressionsstirke in Tumorzellen und Normaizellen in einem geeigneten

Test qualitativ oder/und quantitativ nachweisbar ist.

Die Figuren 1 (SEQ ID No. 1 und 2), 2 (SEQ ID No. 3 und 4) und 3 (SEQ ID

No. 5 und 6) zeigen die Nukleotid- und Aminosduresequenzen von
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bevorzugten tumorassoziierten uPAR-Deletionsvarianten del4, del4 + 5 und
del 5. Die Sequenz der Deletionsvariante del5 geméaR Figur 3 (SEQ ID No.
5 und 6) ist bereits in einer 6ffentlich zugénglichen Datenbank (Genbank
Accession Nr. UO8839) beschrieben. Es findet sich jedoch dort keinerlei
Hinweis auf eine tumorselektive Expression dieser Deletionsvariante. Die
Figuren 4A,B, 5A,B und 6A,B zeigen einen Vergleich der Nukleotid- und
Aminosauresequenzen der Deletionsvarianten mit der entsprechenden
Wildtypsequenz (SEQ ID No. 7 und 8).

Neben den Nukleotidsequenzen in den Figuren 1-3, den dazu
komplementédren Sequenzen und den Sequenzen die im Rahmen der
Degeneration des genetischen Codes diesen Nukleotidsequenzen
entsprechen, umfasst die vorliegende Erfindung auch Nukleotidsequenzen,
die mit einer der zuvor genannten Sequenzen und bevorzugt mit den
Fusionsliibergangen hybridisieren. Vorzugsweise ist die erfindungsgemaRe
Nukleotidsequenz eine doppelstrangige oder einzelstrangige DNA, sie kann
jedoch auch eine RNA sein. Besonders bevorzugt umfasst die
erfindungsgemaRe Nukleinsdure einen Abschnitt der dargesteliten
Nukleotidsequenzen oder eine Sequenz, die eine ldentitat von mehr als
80%, vorzugsweise mehr als 90% und besonders bevorzugt mehr als 95%
zu einer der dargestellten Nukleotidsequenzen oder einen vorzugsweise
mindestens 18 Nukleotide langen Abschnitt davon aufweist. Der

Identitatsgrad | wird dabei wie folgt bestimmt:

1{in %) = N
. — x 100
L
wobei N die Anzahl der Ubereinstimmenden Basen zwischen zu

untersuchender Sequenz und Basissequenz und L die Lange der

Basissequenz ist.

Erfindungsgemalie Nukleinsduren sind vorzugsweise aus Saugern und

insbesondere aus dem Menschen erhaitlich, z.B. durch eine Nukleinsiure-
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Amplifikation, wie z.B. durch PCR. Andererseits kénnen Nukleinsauren
auch durch rekombiante Methoden und/oder durch chemische Synthese

erzeugt werden.

ErfindungsgeméaRe Sonden und Primer sind dadurch gekennzeichnet, dass
sie selektiv die uPAR-Deletionsvarianten und nicht die native Sequenz
erkennen, d.h. selektiv mit einer fir eine uPAR-Deletionsvariante
kodierenden Nukleinsaure hybridisieren. Sie kénnen nach bekannten
Techniken als Hybridisierungssonden und/oder als Amplifikationsprimer
verwendet werden. Sie Uberspannen vorzugsweise einen Deletionsbereich,
d.h. der Beginn der Sequenz liegt stromaufwarts des Beginns der Deletion,

und das Ende der Sequenz liegt stromabwarts des Endes der Deletion.

Die Primer und Sonden sind bevorzugt mit Markern oder
Markierungsgruppen versehen. Bevorzugt sind auch Primerkombinationen,
die zur ldentifizierung verschiedener mRNA/cDNA-Spezies geeignet sind.
Besonders bevorzugt sind solche Primer, die die uPAR-Deletionsbereiche in

del4 oder/und del5 oder/und dei4 + 5 tberspannen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die von den oben
definierten Nukleinsauren kodierten Polypeptide bzw. deren Verwendung
als diagnostiscﬁe und therapeutische Targets. Diese Polypeptide umfassen
vorzugsweise die Aminosauresequenzen von Figur 1 fir del4 (SEQ ID No.
2), Figur 2 fiir del4 +5 (SEQ ID No. 4) und Figur 3 fur del5 (SEQ ID No. 6).

Neben den dargesteliten Polypeptidsequenzen betrifft die Erfindung auch
Varianten und Fragmente davon. Darunter sind kurze Aminoséaureabschnitte
von den dargestellten Aminoséuresequenzen, die eine Mindestlange von
sechs Aminosauren, besonders bevorzugt eine Mindestlange von acht
Aminosauren, aufweisen und Primarsequenzen aus den Deletionsbereichen,

die verschieden zu der vollstandigen uPAR-Primarsequenz sind, bevorzugt.
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Weiterhin kénnen erfindungsgeméfe Peptide und Polypeptide auch durch

chemische Synthese hergestellt werden.

Die Erfindung umfasst auch allelische Variationen oder SpleiRvariationen
des uPAR-Rezeptor-Proteins, sowie durch rekombinante DNA-Technologie
erzeugte Proteine, die hinsichtlich ihrer biologischen und/oder
immunologischen Aktivitat den dargesteliten Proteinen im Wesentlichen

entsprechen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der
mindestens eine Kopie der erfindungsgemaRen Nukleinsiuren 'enthélt.
Dieser Vektor kann ein beliebiger prokaryontischer oder eukaryontischer
Vektor sein, auf dem sich die erfindungsgemaRe DNA-Sequenz
vorzugsweise in Verbindung mit Expressionssignalen, wie etwa Promotoren
und weiteren Expressionskontrollsequenzen, befindet. Besonders bevorzugt
ist der erfindungsgemafe Vektor ein eukaryontischer Vektor, z. B. ein fiir

hohere Zellen geeigneter Vektor, z.B. ein Plasmidvektor.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle, die mit
einer erfindungsgeméBen Nukleinsdure oder einem erfindungsgemaRen
Vektor transformiert ist. Die Zelle kann sowohl eine eukaryontische als
auch eine prokéryontisqhe Zelle sein. Verfahren zur Transformation von
Zellen mit Nukleinsauren sind allgemeiner Stand der Technik und brauchen
daher nicht néher erlautert zu werden. Beispiele flir bevorzugte Zellen sind
eukaryontische Zellen, insbesondere tierische Zellen und besonders

bevorzugt Saugerzellen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Antikérper gegen
die Deletionsvarianten des uPAR-Polypeptids. Polyklonale Antiseren erhalt
man durch Immunisierung von Versuchstieren mit erfindungsgemaRen
Polypeptiden oder Fragmenten davon. Zur Antikérperherstellung werden

vorzugsweise die erfindungsgeméaRen Peptide und/oder Polypeptide an
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Tragerproteine wie KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) oder BSA (Bovine
Serum Albumin) gekoppeit.

Die resultierenden Konjugate kénnen als Immunogene zur Immunisierung
von Versuchstieren verwendet werden, z.B. von Kaninchen, Hlhnchen,
Hamster, Ziege, Schaf und Pferd. Besonders bevorzugt werden fiir die
Immunisierung Peptide verwendet, die den Fusionsiibergédngen der uPAR-
Deletionsvarianten entsprechen. Die dann resultierenden polyklonalen
Antikdrper weisen im Wesentlichen keine Kreuzreaktivitat gegen natives
uPAR auf. Die Kreuzreaktivitat sollte weniger als 20 % betragen, bevorzugt

weniger als 10 % und besonders bevorzugt weniger als 5 % betragen.

Die erfindungsgemé&Ren Antikérper kénnen auch in Form eines Konjugats
mit einer Markierungsgruppe und/oder cytotoxischen Gruppe vorliegen. Als
Markierungsgruppe kann ein Enzym wie alkalische Phosphatase oder
Peroxidase, ein Fluoreszenzmarker, aber auch eine radioaktive Markierung
verwendet werden. Als cytotoxische Gruppen kénnen Radionuklide oder
Toxine verwendet werden. Derartige Antikérper kénnten dann sowohl fir
diagnostische Tests, insbesondere von Mamma- und Ovarialkarzinom-
gewebe, aber auch fir die Therapie verwendet werden. Beispielsweise
kénnen mit Hilfe der ELISA-Technik Proben auf das Vorhandensein der

Deletionsvarianten im Tumorgewebe untersucht werden.

Die erfindungsgemaRen selektiven Antikérper ermdglichen damit die
Herstellung eines Testsystems zur prognostischen Auswertung von
Tumorgewebsextrakten, um so die Rezidivhaufigkeit oder
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Tumorpatienten zu bestimmen, d.h.
durch die Verwendung der erfindungsgemaRen Antikérper kénnen wertvolle
Informationen zur Prognosestellung von Tumorpatienten gewonnen

werden.
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Diagnostische Untersuchungen kénnen auch mit Hilfe spezifischer
Nukleinsduresonden zum Nachweis auf Nukleinsdureebene, insbesondere
auf Transkriptebene, durchgefiihrt werden. Geeignet sind die
erfindungsgemalRen Sonden/Primer zur Herstellung eines Kits zur
Amplifikation von uPAR-Deletionsvarianten spezifischer mRNA, z.B. in einer
RT-PCR-Anwendung.

Die Erfindung betrifft weiterhin eine pharmazeutische Zusammensetzung,
die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie als aktive Komponente neben
Nukleinsduren, transformierten Zellen, Polypeptiden und Peptiden, auch
selektive  uPAR-Deletionsvarianten-spezifische  Antikérper umfasst.
Besonders bevorzugt ist die Verwendung dieser pharmazeutischen
Zusammensetzung, vorzugsweise eines UPAR-Deletionsvarianten-
spezifischen Antikérpers, als therapeutisches Mittel bei

Tumorerkrankungen, wie Mamma- und Ovarialkarzinomen.

Weiterhin sind Antikérper, die gegen die Deletionsvarianten von uPAR
gerichtet sind, zur Herstellung eines therapeutischen Mittels geeignet,
welches beispielsweise eine selektive Funktionsblockierung bei Tumorzellen
bewirken kann. Dartber hinaus kénnen die Antikérper in Form von
Konjugaten mit einer cytotoxischen Gruppe zur Wachstumshemmung oder

Abt6tung von Tumorzellen eingesetzt werden.

Ein weiter Gegenstand der Erfindung sind Antisense-Nukleinsiuren, z.B.
Oligodesoxynukleotide, welche den Fusionsbereich der uPAR-Varianten
abdecken und gezielt zur Expressionsblockade der uPAR-Varianten

eingesetzt werden kénnen.

Weiterhin wird die Erfindung durch folgende Figuren und Beispiele naher

erlautert:
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Figur 1

Figur 2

Figur 3

Figur 4

Figur 5

Figur 6

Figur 7

Figur 8

PCT/EP02/03799

zeigt die Nukleotid- und Aminoséuresequenz fir die uPAR-
Deletionsvariante del4 (SEQ ID No. 1 und 2).

zeigt die Nukleotid- und Aminosauresequenz fiir die uPAR-
Deletionsvariante del4+5 (SEQ ID No. 3 und 4).

zeigt die Nukleotid-Aminosauresequenz fir die uPAR-

Deletionsvariante delb (SEQ ID No. 5 und 6).

zeigt einen Vergleich der Nukleotidsequenz (A) und der
Aminoséduresequenz (B) mit der Wildtypsequenz (SEQ ID No.
7 und 8) fir die Deletionsvariante uPAR del4.

zeigt einen Vergleich der Nukleotidsequenz (A) und der
Aminosauresequenz (B) mit der Wildtypsequenz (SEQ ID No.
7 und 8) fir die Deletionsvariante uPAR del4 + 5.

zeigt einen Vergleich der Nukleotidsequenz (A) und der
Aminosauresequenz (B) mit der Wildtypsequenz (SEQ ID No.
7 und 8) fur die Deletionsvariante uPAR del5.

zeigt die Detektion wvon suPAR (uPAR-Varianten) in
Uberstanden von CHO-Zellen, die mit uPAR-Varianten-
kodierenden Plasmiden transfiziert wurden. HU277/1lIF10,
HU277/HD13 und ADI entsprechen verschiedenen ELISA-

Systemen.

zeigt die Ergebnisse der Expression von uPAR del5 und uPAR
deld + 5 als Glykophosphoinositol-verankerte Varianten mittels
ELISA. Legende: Kontrollen: WT = CHO-Zellen; RSV = CHO
+ Vektortransfektion; D2+3 und D2+3CP = uPAR
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Figur 9

Figur 10

Figur 11

Figur 12

Figur 13

Figur 14
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10

Varianten ohne Domane 1; del5 = uPAR del5; del4+5 =
uPAR del4 +5

zeigt die Ergebnisse von Expression der uPAR del5 und uPAR
del4 + 5 als Glykophosphoinositol-verankerte Varianten mittels
Durchflusszytometrie. Legende: grau = mouse IgG irrelevant;
hellblau = mAb 1lIF10; blau = HD13.1

zeigt Peptide, die zur Immunisierung ausgewahit wurden.

Identische Aminosauren wurden gelb hervorgehoben.

zeigt die Ergebnisse der Western Blot-Analysen der gemaR

Beispiel 3 isolierten peptidspezifischen Antikorper.

zeigt eine Zusammenfassung der gemal Beispiel 3

durchgefliihrten Western Blot-Analysen.

zeigt die Ergebnisse von gemal Beispiel 3 durchgeflihrten
ELISAs.

zeigt einen Vergleich der Ergebnisse der gemaR Beispiel 3

durchgefiihrten Western Blot-Analysen und ELISAs.
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11
Beispiele:
Beispiel 1: Nachweis von mRNA-SpleiR-Varianten von uPAR

Um zu klaren, ob in Tumorzellen uPAR-mRNA-Varianten existieren, wurde
mRNA aus Mammakarzinomzelllinien, aus nicht-malignen Zelllinien sowie
aus Mammakarzinomgewebe isoliert und RT-PCR unter Verwendung
spezifischer Primer fir die uPAR-Exons 1 und 6 durchgefiihrt. In den nicht-
malignen Zelllinien fanden sich vorwiegend Voll-Lingen-uPAR-cDNA,
wahrend in Mammakarzinomzelllinien zuséatzliche cDNA-Varianten mit
Deletionen in Exon 4 (del4), in Exon 5 (del5) bzw. in Exon 4 +5 (del4 + 5)
nachgewiesen werden konnten. Dies konnte durch Sequenzierung der
Amplifikate bestatigt werden. uPAR-Exonvarianten wurden auch im

Ovarialkarzinomgewebe nachgewiesen.

Beispiel 2: Klonierung und Expression verschiedener uPAR-

Deletionsvarianten

Verschiedene uPAR-Deletionsmutanten (Deletion-Exon-4 =del4, del5,
del4+5) wurden generiert, kloniert, sequenziert und in CHO-Zellen
transfiziert (transiente Transfektion). Als Kontrollen dienten Transfektanten
mit der komple;tten uPAR-cDNA (D123) bzw. der cDNA fir DI (D1). Die
Kulturiberstande der transfizierten CHO-Zellen wurden nach 72 h
abgenommen und mittels uPAR-ELISA untersucht. Alle exprimierten uPAR-
Varianten (suPAR) konnten in den jeweiligen Zellkulturiiberstanden
nachgewiesen werden, Vektorkontrolle sowie Kulturmedium waren negativ.
Wahrend die uPAR-Variante mit einer Exon 4-Deletion, sowie das komplette
uPAR Molekil, von ELISA’s in gleicher Weise detektiert wurden, zeigten
sich im Falle des del5 und del4 +5 Expressionsplasmids unterschiedliche
Reaktionsmuster. So wurde die uPAR-del5-Variante im Gegensatz zum
HU/HIF10-ELISA in den HU/HD 13 nur partiell erkannt, wahrend die del4 + 5-

Variante ausséhlieBIich im HU/IIIF10-ELISA nachgewiesen werden konnte.
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Translatierte Proteine aller bekannten uPAR-mRNA Splei-Varianten sind
mit dem HU/IIIF10-ELISA detektierbar {Figur 7).

uPAR del5 und uPAR del4+5 wurden zusatzlich in CHO-Zellen als
Glykophosphoinositol (GPl)-verankerte Varianten exprimiert und die
Expression mittels ELISA (ADI; HU/IIIF10; Figur 8) und
Durchflusszytometrie (FACS-Analyse; Figur 9) nachgewiesen. D2 + 3 und
D2 + 3CP stellen Kontrollvarianten des uPAR dar, denen jeweils die Doméne
| des nativen Proteins fehlt. Der HU/IIIF10-ELISA kann diese Varianten nicht
detektieren, wahrend der ADI-ELISA (American Diagnostica) diese

Varianten erkennt.
Beispiel 3: Herstellung von Antikérpern

Peptide (Figur 10) werden an das Hamocyanin einer Nacktschnecke (KLH,
Keyhole Limpet Hemocyanin), mittels m-Maleimidobenzoesaure-N-hydroxy-
succinimidester (MBS) gekoppelt. KLH wird im Phosphatpuffer mit MBS ca.
30 min bei Raumtemperatur leicht geriihrt und tberschiissiges MBS durch
Gelfiltration entfernt. Danach wird Peptid in Phosphatpuffer gelést und
etwas EDTA-L&sung zugesetzt. Diese Peptidlédsung wird der konzentrierten
MBS-Proteinlésung zugegeben und 4 h bei Raumtemperatur leicht
geschuttelt. Alternativ  hierzu  kénnen die Peptide auch aus

Rinderserumalbumin (BSA) nach Standardprotokolien gekoppelt werden.

Zur Immunisierung werden in der Regel Kaninchen verwendet. die
Immunisierung der Kaninchen erfolgt durch subkutane Injektion von
gekoppeltem Peptid und Freund’chem Adjuvanz. 4 Wochen nach der ersten
Immunisierung wird die erste Booster-Injektion verabreicht. Danach wird in
2-Wochen-Abstanden immunisiert und nach der zweiten Booster-Injektion,
immer 10 Tage nach der Immunisierung, Gber die Ohrvene eine Blutprobe

entnommen. Das aus dem Blut erhaltene Serum wird zur Antikérper-Titer-
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Bestimmung eingesetzt. Der Antikorper-Titer wird durch ein indirektes

ELISA-Verfahren bestimmt.

Zusatzlich zu Kaninchen kénnen auch Hihnchen und Meerschweinchen zur
Gewinnung polyklonaler Antiseren nach Standardprotokollen verwendet
werden. Hier wurden jeweils 6 Tiere jeder Spezies (Kaninchen, Hihnchen
und Meerschweinchen) entsprechend durch mehrere Injektionen
immunisiert, um nach 180 Tagen die Immunisierung zur Gewinnung von

Serum/Eiern zu beenden.

Die erhaltenen Seren und Eier wurden zur Isolierung der peptidspezifischen
Antikorper verwendet und diese in Western Blot-Analysen und ELISA-

Verfahren getestet.

Fir die Charakterisierung der uPAR-Varianten wurden die entsprechenden
uPAR del4, uPAR delb, uPAR del4 + 5 sowie Wildtyp (WT)-uPAR als nicht-
glykosilierte Proteine in E.coli produziert (Expressionsvektor pQE30).
Weiterhin wurde glykosilierter WT-uPAR aus Hamster-Zellen (CHO-uPAR)

verwendet.

Funf von 18 Antikdrpern zeigten gute Reaktivitat. Dies waren Kan1-del4;
Kan2-del4+5; Huhn1-del5; Huhnl-del4 und Huhn1l-del4+5. Diese
Antiseren zeigten keine Reaktion mit CHO-uPAR (Figuren 11, 12, 14).

ELISA-Untersuchungen belegen die Verwendbarkeit der erhaltenen
Antikorper auch zur Analyse von uPAR-Varianten in Tumorextrakten

(Figuren 13,14).
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Beispiel 4: Immunhistochemie

Immunhistochemische Untersuchungen wurden nach Standardprotokollen
an Mammakarzinom-Gewebeschnitten durchgefiihrt. Getestet wurden die

Antiseren Kan1-del4 +5; Kan2-del4 +5; Kan1-del4 und Huhn2-del4 + 5.

Huhn2-del4 +5 reagiert nach Mikrowellenbehandlung auch mit
glykosyliertem WT-uPAR, aber auch zuséatzliche Farbungen sind in der
Tumorzelle aufgrund der Farbung von uPAR-del4 +5 erhalten worden.

Kan1-del4 +5; Kan2-del4 +5 ergeben ein &hnliches Farbungsmuster.
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Anspriiche

Nukleinsdure kodierend flir eine Deletionsvariante eines
Urokinaserezeptors (uPAR),

dadurch gekennzeichnet,

dass ein oder zwei Exons der nativen Sequenz mindestens teilweise

fehlen, ausgenommen die Genbanksequenz U 08839.

- Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,
dass die Sequenzen von Exon 4 und/oder 5 mindestens teilweise

fehlen.

Nukleinsduresequenz nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Sequenzen von Exon 4 und/oder 5 im Wesentlichen

vollstandig fehlen.

Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet,

dass sie fiir eine Deletionsvariante des humanen uPAR kodiert.

Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,

dass sie fir eine tumorassoziierte uPAR-Variante kodiert.

uPAR-spezifisches Oligonukleotid,

dadurch gekennzeichnet,

dass es selektiv mit einer fur eine uPAR-Deletionsvariante
kodierenden Nukleinsaure nach einem der Anspriche 1 bis b

hybridisiert.
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uPAR-spezifisches Oligonukleotid nach Anspruch 6,
dadurch gekennzeichnet,

dass es einen Deletionsbereich Uberspannt.

Rekombinanter Vektor,

dadurch gekennzeichnet,

dass er vorzugsweise in operativer Verknlpfung mit einer
Expressions-Kontrollsequenz mindestens eine Kopie einer

Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 5 aufweist.

Zelle,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie mit einer Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 5

oder einem Vektor nach Anspruch 8 transformiert ist.

Methode fir die rekombinante Herstellung von Polypeptiden, welche

folgende Schritte umfasst:

(a) Bereitstellung einer Nukleinsdure nach einem der Anspriche 1
bis 5 oder eines Vektors nach Anspruch 8,

(b) Einbringen der Nukleinsdure oder des Vektors in eine
geeignete Wirtszelle,

(c) Kultivierung der Wirtszelle in geeignetem Medium zum
Zwecke der Polypeptidexpression,

(d) Isolierung des Expressionsproduktes aus dem Medium

und/oder der Wirtszelle.

Methode nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Wirtszelle eine Saugerzelle, z.B. CHO ist.
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uPAR-Deletionsvariante,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie von einer Nukleinsiure nach einem der Anspriiche 1 bis 5

kodiert ist.

uPAR-Deletionsvariante nach Anspruch 12,
dadurch gekennzeichnet,

dass sie tumorselektiv exprimiert ist.

Fragment einer uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei Exons
der nativen Sequenz mindestens teilweise fehlen,

dadurch gekennzeichnet,

dass es eine Mindestlange von 6 Aminosauren aufweist und eine far
einen uPAR-Deletionsbereich charakteristische Aminosauresequenz

verschieden von der nativen uPAR-Aminosauresequenz aufweist.

Fragment nach Anspruch 14,
dadurch gekennzeichnet,

dass es eine Linge von bis zu 50 Aminoséauren aufweist.

Fragment nach Anspruch 14 oder 15,
dadurch gekennzeichnet,
das es ein fiir eine uPAR-Deletionsvariante charakteristisches

antigenes Epitop besitzt.

Verwendung einer uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei
Exons teilweise fehlen, oder eines Fragments davon, als Immunogen

zur Herstellung von Antikérpern.
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21.
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Antikérper gegen eine uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei
Exons teilweise fehlen,

dadurch gekennzeichnet,

dass er im Wesentlichen keine Kreuzreaktivitat gegen nativen uPAR

aufweist.

Antikoérper nach Anspruch 18,
dadurch gekennzeichnet,
dass er in Form eines Konjugats mit einer Markierungsgruppe

und/oder cytotoxischen Gruppe vorliegt.

Antikérper nach Anspruch 19,
dadurchgekennzeichnet,
dass die cytotoxische Gruppe aus Radionukliden und Toxinen

ausgewabhlt ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung,

dadurch gekennzeichnet,

dass sie als wirksame Komponente umfasst:

(a) eine Nukleinsaure kodierend fir eine uPAR-Deletionsvariante,
bei der ein oder zwei Exons der nativen Sequenz mindestens
teilweise fehlen,

(b) einen Vektor,der eine Nukleinsidure gemaB (a) enthalt,

(c) eine Zelle, die eine Nukleinsdure gemaR (a) oder einen Vektor
gemal (b) enthalt,

(d) eine uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei Exons der
nativen Sequenz mindestens teilweise fehlen, oder ein
antigenes Fragment davon,

(e)  einen Antikdrper gegen eine uPAR-Deletionsvariante, bei der
ein oder zwei Exons der nativen Sequenz mindestens teilweise

fehlen, oder ein antigenes Fragment davon.
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
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Zusammensetzung nach Anspruch 21,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie weiterhin pharmazeutisch Ubliche Trager, Hilfs- und/oder

Zusatzstoffe enthélt.

Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriche 21

oder 22 als diagnostisches oder therapeutisches Mittel.

Verwendung einer Zusammensetzung, vorzugsweise eines
Antikérpers, nach Anspruch 21 als diagnostisches Mittel zur

Prognose des Verlaufs bei Tumorerkrankungen.

Verwendung einer Zusammensetzung, vorzugsweise eines
Antikérpers, nach Anspruch 21 zur Detektion von Tumorzellen in

biologischen Proben.

Verwendung einer Zusammensetzung, vorzugsweise eines
Antikdrpers, nach Anspruch 24 als therapeutisches Mittel zur

Behandlung von Tumorerkrankungen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 24 bis 26 bei Mamma- und

Ovarialkarzinomen.

Verwendung nach Anspruch 23 oder 24 zur Wachstumshemmung

oder Abtétung von Tumorzellen.

Verwendung nach einem der Anspriche 23 bis 28,
dadurch gekennzeichnet,
dass die wirksame Komponente ein Antikérper gegen die uPAR-

Deletions-Varianten del4, delb5 und/oder dei4 + 5 ist.
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31.

32.

33.

34.

35.

20

Verfahren zum selektiven Nachweis von uPAR-Deletions-Varianten in

biologischen Proben welches folgende Schritte umfasst:

(a) Bereitstellen der zu testenden Probe,

(b) Inkontaktbringen der Probe mit einer der Antikérper nach
einem der Anspriche 18 bis 20 und

(c) Nachweisen einer Bindung des Antikérpers an die Probe.

Verfahren nach Anspruch 30,
dadurch gekennzeichnet,

dass der Nachweis durch ELISA erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 30 oder 31,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine Tumorprobe eingesetzt werden, vorzugsweise isoliert aus

Mamma- oder Ovarialkarzinomgewebe.

Methode zur selektiven Expressionshemmung einer uPAR-

Deletionsvariante mittels Oligonukleotiden nach Anspruch 6.

Methode nach Anspruch 33,
dadurch gekennzeichnet,
dass die'OIigonukIeotide den Fusionsbereich einer oder mehrerer

uPAR-Varianten abdecken.

Methode nach den Anspriichen 33 und 34,

dadurch gekennzeichnet,

dass Oligonukleotide verwendet werden, welche selektiv die
Expression der uPAR-Varianten uPAR del4 und/oder del5 und/oder

del4 + del5 zumindest teilweise blockieren.
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36.

37.

38.

39.

21

Methode nach Anspruch 35,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine Mischung von Oligonuklieotiden zur Expressionsblockade

aller uPAR-Varianten del4, del5 und del4 + 5 verwendet wird.

Verwendung der Antikdrper nach einem der Anspriiche 18 bis 20 als

Inhibitoren der Aktivitat von uPAR-Deletionsvarianten.

Verwendung der Antikdrper nach einem der Anspriiche 18 bis 20 als
molekulares Nachweis-System zur Detektion von uPAR-Varianten in

biologischen Proben.

Verwendung einer uPAR-Deletionsvariante, bei der ein oder zwei
Exons der nativen Sequenz mindestens teilweise fehlen, oder einer
dafiir kodierenden Nukleinsdure in einem Verfahren zur
Identifizierung von Wirkstoffen, die selektiv die Aktivitat der uPAR-

Variante modulieren, insbesondere inhibieren.
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. 20 . 40 . 60 . 80
1 ATGGGTCACCCGCCGCTECTGCCGCTGCTCCTGCTGCTCCACACCTGCGTCCCAGCCTCTTGGGGCCTGCGGTGCATGCA 80
NI R R N AR A RN RA RN RN RN NENA RN AN ms N m NN
1 ATGGGTCACCCGCCECTGOTGCCGCTECTGCTGCTGCTCCACACCTGCGTCCCAGCCTCTTGGGGCCTGCGGTGCATGCA 80
. 20 . 40 . 60 . 80
. 100 . 120 . 140 . 160
81 GTGTAAGACCAACGGGGATTGCCGTGTGGARGAGTGCGCCCTGGGACAGGACCTCTGCAGGACCACGATCGTGCGCTTGT 160
NN AR A a A n s s
81 GTGTAAGACCAACGGGGATTCCCGTGTGGAAGAGTGCGCCCTGGGACAGGACCTCTGCAGGACCACGATCGTGCGCTTGT 160
. 100 . 120 . 140 . 160
. 180 . 200 . 220 . 240
161 GGGAAGAAGGAGAAGAGCTGGAGCTGGTGGAGAAAAGCTGTACCCACTCAGAGAAGACCAA CCCTGAGCTATCGG 240
IIIIIIIIIIII|lIlIIII||II|I||lIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIlIHIIIIIHIIIlIIIII
161 GGGRAAGAAGGAGAAGAGCTGGAGCTGGTGGAGAAAAGCTGTACCCACTCAGAGAAGACCAACAGGACCCTGA GG 240
. 180 . 200 . 220 . 240
. 260 . 280 . 300
241 ACTGGCTTGAAGATCA TGTGCGTTAGACTTGTGCAACCAGGGCAACTCT ~—=mm === —— 309
llIIIIIIIIIIIIIHHIIIIIHIIIIHII!IIIIIIlIIHIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIII
241 ACTGGCTTGAAGATCACCAGCCTTAC AGACTTGTGCAACCAGGGCAACTCTGGCCGGGCTGT 320
. 260 . 2so . 300 . 320

321 CACCTATTCCCGAAGCCGTTACCTCGAATGCATTTCCTGTGGCTCATCAGACATGAGCTGTGAGAGGGGCCGGCACCAGA 400
. 340 . 360 . 380 . 400
B0 .
401 GCCTGCAGTGCCGCAGCCCTGAAGAACAGTGCCTCCATCTGGTGACCCACTGGATCCAGGAAGGTGAAGAAGGGCGTCCA 480
. 420 . 440 . 460 . 480
320 . 340 . 360 . 380 .
319 AAGGATGACCGCCACCTCCGTGGCTGTGGCTACCTTCCCGGCTGCCCGGGCTCCAA! CACAACAACGA CTT 398
IIlIIIlIlIIIHIHllHIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIHIHIIIII|IIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIH
CGCCAC CGTGGCTGTGGCT. CCGGCTGCCCGGGCTCCAA CAACAACGACACCTT 560
. 500 D 520 . 540 . 560
400 . 420 . 440 . 460 .
399 CCACTTCCTGAAATGCTGCAACACCACCAAATGCAACGAGGGCCCAATCCTGGAGCTTGAAAATCTGC C 478
IIIllII|IIIII|IIIII|IIIIIIIIIIllIIIIIIII|IIIIH!IIHIIIIIIIHIHIIIIIHIIIIIHII
CACTTCCTGAAATGCTGCAACACCAC TGCAACGAGGGCCCAATCCTGCGAGCTTGAAAATCTGCCGCAGAATGGCC 640
. * 580 . 600 . 620 . 640
. 480 . 500 . 520 .. 540 .
479 GCCAGTGTTACAGCTGCAAGGGGAACAGCACCCATGGATGCTCCTCTGAAGAGACTTTCCTCATTGACTGCCGAGGCCCC 558
I
1 GCCAGTGTTACAGCTGCAAGGGGAACAGCACCCATGGATGCTCCTCTGAAGAGACTTTCCTCATTGACTGCCGAGGCCCC 720
. 660 . 680 . 700 . 720
560 . 580 . 600 . 620 .
599 ATGAATCAATGTCTGGTAGCCACCGGCA CCGAAAAACCAAAGCTATATGGTAAGAGGCTGTGCAA TC 638
IIIIIIIIIIHI||llIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|II|H|I|IIIIHIIIII|I|l|IIIIHIIIIIIl|III
CCGAAAANCCAAAGCT. TGGTAAGAGGCTGTGCAACCH TC 800
. 740 . 760 . 780 . 800
640 . 660 . 680 . 700 .
639 AATGTGCCAACATGCCCACCTGGGTGACGCCTTCAGCATGAA TTGATGTCTCCTGCTGTACTAAAAGTGGCTGTA 718
IIIIIIIIIIIIIIIllI|||IH|II|||IIIIIHIIIIHHIIIIIIIIIIIIIIIHIHIIIIIllIIIIIIH
CACCTGGGTGACGCCTTCAGCATGAA CTAAAAGTGGCTGTA 880
. 820 . . 840 . 860 . 880
720 . 740 . 760 . 780 .
719 ACCACCCAGACCTGGATGTCCAGTACCGCAGTGGGGCTGCTCCTCAGCCTGGC GCCTCACCATCACC 798
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIHIIIIIIIII
GCAGTGGGGCTGCTCCTCAGCCTGGC TCTCAGCCTCACCATCACC 960
. 900 . 920 . 940 . 960
800 . 820 . 840
799 CTGCTAATGACTGCCAGACTGTGGGGAGGCA! TCCTCTGGACCTAA 846
|||||||||||||||||m|||||||||||||||n||||||||m
GACTGTGGGGAGGCA! 1008
. 980 . 1000

% Identity = 83.9 (846/1008)
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81
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187
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igur 4B

. 20 . 40 . 60 . 80
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMOCKTNGDCRVEECALGODLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMOCKTNGDCRVEECALGODLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMQCKTINGDCRVEECALGODLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR

. 20 . 40 . 60 . 80

. 100
TGLKITSLTEVVCGLDLCNOGN S — = = = == = e e et e e e e e e e e e e e e e e e m e GRP
TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNS . GRP
TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNSGRAVTY SRSRYLECI SCGSSDMSCERGRHQSLOCRSPEEQCLDVVTHWIQEGEEGRP

. 100 o« 120 . 140 . 160

D 120 . 140 . 160 . 180
KDDRHLRGCGYLPGCPGSNGFHNNDTFHFLKCCNTTKCNEGPILELENLPONGROCY SCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP
KDDRHLRGCGYLPGCPGSNGFHNNDTFHFLKCCNTTKCNEGP I LELENLPONGRQCYSCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP
KDDRHLRGCGYLPGCPGSNGFHNNDTFHFLKCCNTTKCNEGP ILELENLPONGRQCY SCKGNSTHGC SSEETFLIDCRGP

. 180 - . 200 . 220 . 240

. 200 . 220 . 240 . 260
MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNH IDVSCCTK SGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCOHAHILGDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT

. 260 . 280 LI 300 . 320

o 280

LILMTARLWGGTLLWT*

% Identity = 83.9 (282/336)
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80
80
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Figur 5A
. 20 D 40 . 60 . 80
1 ATGGGTCACCCGCCGCTGCTGCCGCTGCTGCTGCTGCTCCACACCTGCGTCCCAGCCTCTTGGGGCCTGCGGTGCATGCA 80
RN RN NN RN s s s s e mmmm
1 ATGGGTCACCCGCCGCTGCTGCCGCTGCTGCTGCTGCTCCACACCTGCGTCCCAGCCTCTTGGGGCCTGCGGTGCATGCA 80
D 20 . 40 . 60 . 80
. 100 . 120 . 140 . 160
81 GTGTAAGACCAAC! TTGCCGTGTGGAAGAGTGCGCCCTGGGACAGGACCTCTGCAGGACCAC GTGCGCTTGT 160
lIIIIlIIIIIIIIII!IIllllIIIIIIIIIIIIIlIlIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIIlllIlIIIlII
81 GTG TTGCCGTGTGGAAGAGTGCGCCCTGGGACAGGACCTCTGCAGGACCACGATCGTGCGCTTGT 160
. 100 . 120 . 140 . 160
. 180 . 200 . 220 . 240
161 GGGAAGAAGGAGAAGAGCTGGAGCTGGTGGAGAAAAGCTGTACCCACTCAGAGAAGACCAACAGGACCCTGAGCTATCGSG 240
R SN s n e ammnmmmm
161 GGGAAGAAGGAGAAGAGCTGGAGCTGGTGGAGAAAAGCTGTACCCACTCAGAGAAGACCAACAGGACCCTGAGCTATCGG 240
. 180 . 200 o 220 . 240
. 260 . 280 . 300 .
241 ACTGGCTTGAAGATCACCAGCCTTACCGAGGTTGTGTCTGGGTTAGACTTGTGCAACCAGGGCAACTCTG -~~~ mmm e e 310
A NN
241 ACTGGCTTGAAGATCACCAGCCTTACCGAGGTTGTGTGTGGGTTAGACTTGTGCAACCAGGGCAACTCTGGCCCGGCTGT 320
. 260 . 280 . 300 . 320
321 CACCTATTCCCGAAGCCGTTACCTCGAATGCATTTCCTGTGGCTCATCAGACATGAGCTGTGAGAGGGGCCGGCACCAGA 400
. 340 . 360 . 380 . 400
401 mmmmmmmmc@mmmccmcmmmmcmeu 480
. 420 . 440 . 460 . 480
481 AAGGATGACCGCCACCTCCGTGGCTGTGGCTACCTTCCCGGCTGCCCGGGCTCCAATGGTTTCCACAACAACGACACCTT 560
. S00 . 520 . 540 . 560
320 . 340
311 e e TCCTGGAGCTTGAAAATCTGC GAATGGCC 343
lIIIIIIIlIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
561 CCACTTCCTGAAATGCTGCAACACCACCAAATGCAACGAGGGCCCAATCCTGGAGCTTGAAAATCTGCCGCAGAATGGCC 640
. . 580 . 600 . 620 . 640
. 360 . 380 .« 400 . 420
344 GCCAGTGTTACAGCTGCAAGGGGAACAGCACCCATGGATGCTCCTCTGAAGAGACTTTCCTCATTGACTGCCGAGGCCCC 423
R e
641 GCCAGTGTTACAGCTGCAAGGGGAACAGCACCCATGGATGCTCCTCTGAAGAGACTTTCCTCATTGACTGCCGAGGCCCC 720
. 660 . 680 . 700 . 720
. 440 . 460 . 480 . 500
424 A CGGCACTCACGAACCGAAAAACCAAAGCTAT. TC 503
IIIlIIIlIIIIIIIlIIIIIIIlllllIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIII
721 A GAAAAACCAAAGCTAT. TGTGCAACCGCCTC 800
. 740 . 760 . 780 . 800
. 520 . 540 . 560 . 580
504 AATGTGCCAACATGCCCACCTGGGTGACGCCTTCAGCATGAACCACATTGATGTCTCCTGCTGTACTAAAAGTGGCTGTA 583
NI
801 AATGTGCCAACATGCCCACCTGGGTGACGCCTTCAGCATGAACCACATTGATGTCTCCTGCTGTACTAAAAGTGGCTGTA 880
. 820 . 840 . 860 . 880
. 600 . 620 . 640 . 660
584 ACCACCCAGACCTGGA GCAGTGGGGCTGCTCCTCAGCCTGGC CTCACCATCACC 663
IlIlIIIIIIIiIlIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
881 A GACCTGGATG' GCAGTGGGGCTGCTCCT CATCTCAGCCTCACCATCACC 960
D 900 . 920 . 940 . 960
. 680 . 700 .
AR
||
961 CTGCTAATGACTGCCAGACTGTGGGGAGGCACTCTCCTCTGGACCTAA 1008

e 980 . 1000

% Identity = 70.5 (711/1008)
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Figur 5B
. 20 . 40 . 60 . 80
1 MGHPPLLPLLLLIHTCVPASWGLRCMOCKTNGDCRVEECALGQDLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMOCKTNGDCRVEECALGQDLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEXTNRTLSYR
1 MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMOCKTNGDCRVEECALGQDLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR
. 20 . 40 . 60 . 80
. 100
81 TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNS
TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNS
81 TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNSGRAVTYSRSRYLECISCGSSDMSCERGRHQSLQCRSPEEQCLOVVTHWIQEGEEGRP
. 100 . 120 . 140 . 160
. 120 . 140
104 VLELENLPQNGRQCYSCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP

+LELENLPONGRQCYSCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP

161 KDDRHLRGCGYLPGCPGSNGFHNNDTFHFLKCCNTTKCNEGPILELENLPQNGRQCY SCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP
. 180 . 200 . 220 . 240
. 160 . 180 . 200 . 220

142 MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
241 MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHL.GDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLOVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
. 260 . 280 . 300 . 320

222 LLMTARLWGGTLLWT* ‘

321 LLMTARLWGGTLLWT*

% Identity = 70.2 (236/336)

80
80

103
160

141
240

221
320

237
336
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Figur 6A
. 20 . 40 . 60 . 80
1 ATGGGTCACCCGCCGCTGCTGCCGCTGCTGCTGCTGCTCCACACCTGCGTCCCAGCCTCTTGGGGCCTGC 80
IlIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIII!IIHIllIlIlIllIIIIIIIHIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIII
1A GCCGCTGCTGCCGCTGCTGCTGCTGCTCCACAC CAGCCTCTTGGGGCCTGC TGCA 80
. 20 . 40 . 60 . 80
. 100 . 120 . 140 . 160
81 MMGACMGGGGAWCCGMGGAMAGNCGCCCMGGACAMACCNNCAGGACCKGAKGNCW 160
R T
81 GTGTAAGACCAACGGGGATTGCCGTGTGGAAGAGTGCGCCCTGGGACAGGACCTCTGCAGGACCACGATCGTGCGCTTGT 160
. 100 . 120 . 140 . 160
. 180 . 200 . 220 . 240
161 GGGAAGAAGGAGAAGAGCTGGAGCTGGTGGAGAAAAGCTGTACCCACTCAGAGAAGACCAACAGGACCCTGAGCTATCGS 2 40
R nnNnnNannnmnmnnmmmm
161 GGGAAGAAGGAGAAGAGCTGGAGCTGGTGGAGAAAAGCTGTACCCACTCAGAGAAGACCAACAGGACCCTCGAGCTATCGG 240
. 180 . 200 . 220 . 240
. 260 . 280 . 300 . 320
241 ACTGGCTTGAAGATCACCAGCCTTACCGAGGTTGTGTCTGGGTa gactTGTGCAACCAGGGCAACTCTGGCCGGGCTGT 320
IIIHIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIlIIIIIIHIIIIIHIIIHHII|I|l|l|IIIIII
241 ACTGGCTTGAAGATCACCAGCCTTACCGAGGTTGTGTGTGGGTTA GACTTGTGCAACCAGGGCAACTCTGGCCGGGCTGT 320
. 260 . 280 . 300 . 320
. 340 . 360 . 380 . 400
321 CACCTATTCCCGAAGCCGTTAC CTGTGGCTCATCAGACATGAGCTGTGAGAGGGGCCGGCACCAGA 400
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIII A s m
321 CA CTGTGGCTCATCAGACATGAGCTGTGAGAGGGGCCGGCACCAGA 400
. 340 . 360 . 380 . 400
. 420 . 440 . 460 .
R . 7
401 mmmé%cé&mm@mcmmmmcc&mm@mmmmu 480
. 420 . 440 . 460 . 480
481 AAGGATGACCGCCACCTCCG'IGGCIGTGGCTACC’ITCCCGGC’IGCCCGGGCTCCAA‘I‘GG'I"I"I‘CCACAACAACGACACC‘I‘T 560
. 500 . 520 . 540 . 560
480 . 500
473 e e —————— ’ICC‘IGGAGCT'I‘GAAAA GAATGGCC 505
lIIIIIIIHIIHIIIIIHIIHIIIIIII
561 CCACTTCCTGAAATGCTGCAACACCACCAAATGCAACGAGGGCCCAATC TCCTGGAGCTTGAAAATCTGC C 640
. - 580 . 600 . 620 . 640
R . 520 . 540 . 560 . 580
506 GC TGTTACAGCTGCAAGGGGAACA( CTC‘I‘GAAGAGAC'I"I‘I‘C 585
IIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIHIIIIHIIIHIIIIIHIIIIIHIIIIH!IIIII
641 GC TTACAGCTGCAAGGGGAACA( TGCTCCTCTGAAGAS C 720
. 660 . 680 . 700 . 720
. 600 . 620 . 640 . 660
586 A CCGAAAAACCAAA ATGGTAAGA( CTC 665
llIIIIIIlIIIIIIIHIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIllIIIHIHIHIIIIIIIHIIIIIII
721 A CCGAAAAACCAAAGCTAT. GGCTGTGCAACC! 800
. 740 . 760 . 780 . 800
. 680 . 700 . 720 . 740
666 AN CTAAAAGTGGCTGTA 745
IIIHIHHIIIIIIIIIIIIIHIIIIIHIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHI
801 AAr TGTCTCCTGCTG' A 880
. 820 . 840 . 860 . 880
. 760 . 780 . 800 . 820
746 ACCACCCAGACCTGGA' GCAGTGGGGCTGCTCCTCA CTGCCCATCTCAGCCTCACCATCA( 825
HIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIHIHIIIIHHIIHIIII
881 A GCAGTGGGGCTGCTCCT CAGCCTCACCATCACC 960
. 900 . 920 . 940 . 960
. 840 . 860 .
826 CTGctaatgactgccagactgtg ggggaggcactctcctctggaccTAA 873
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
1 CTGCTAA TGTGGGGAGGCACTCTCCTCTGGACCTAA 1008
. 980 . 1000

% Identity = 86.6 (873/1008)
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Figur 6B

81
81

158
161

196
241

276
321

. 20 . 40 . 60 . 80
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMOCKTNGDCRVEECALGQDLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMQOCKTNGDCRVEECALGQDLCRTT IVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR
MGHPPLLPLLLLLHTCVPASWGLRCMQCKTNGDCRVEECALGQDLCRTTIVRLWEEGEELELVEKSCTHSEKTNRTLSYR

o 20 . 40 . 60 . 80

. 100 . 120 . 140 .
TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNSGRAVTY SRSRYLECI SCGSSDMSCERGRHQSLQCRSPEEQCLDVVTHWIQEGEE ~~ -
TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNSGRAVTY SRSRYLECISCGSSIMSCERGRHQSLOCRSPEEQCLDVVTHWIQEGEE
TGLKITSLTEVVCGLDLCNQGNSGRAVTY SRSRYLECI SCGSSDMSCERGRHQSLQCRSPEEQCLDVVTHWIQEGEEGRP

. 100 . 120 . 140 . 160

160 . 180 - .
- - -VLELENLPQONGRQCYSCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP
+LELENLPONGROCY SCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP
KDDRHLRGCGYLPGCPGSNGFHNNDTFHFLKCCNTTKCNEGP ITLELENL PONGRQCYSCKGNSTHGCSSEETFLIDCRGP
. 180 . 200 . 220 . 240

200 . 220 . 240 . 260 .
MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNHIDVSCCTK SGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT

MNQCLVATGTHEPKNQSYMVRGCATASMCQHAHLGDAF SMNHIDVSCCTKSGCNHPDLDVQYRSGAAPQPGPAHLSLTIT
. 260 . 280 . 300 . 320
280 .
LLMTARLWGGTLLWT*
LIMTARLWGGTLLWT*
LLMTARLWGGTLLWT*

% Identity = 86.3 (290/336)

PCT/EP02/03799

80

80

157

160

195
240

275
320

291
336



WO 02/082077 PCT/EP02/03799
10/17

Figur 7
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Figur 8
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Figur 9
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Figur 10
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Figur 11
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Figur 12
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Figur 13

,;WE:S,:

10

h o ,Nn|~v.n Ty T T >
L0 sTo | 9
80 To 1 Y0
0 B
> >
- . 5

ge’ o
01

wOTAI/OH|

31
pIop w. S/vIep

::w AD ._:—_._mm

|

‘031
_‘v._%;

e

35.9«>
" 0€l
oST
OO:

'
'

i
'

'
‘

v.v viviviviviviviy,

BVARVE

|
I
H |
i

Hus:(z) uwf

w

B m.\z%

S0
g
e R

Si'o | st
> sto |
2 3

610 )

R BT
€0 o1
e st
I -
e

v,

'

ViVIVIV!]

#p19p

_

~

i
1

011
0S1
0001
(1]
0
s0
>
9°0
9°
§Z'0
>
A
0
€1
¥0

¥0
>

s
o
€0

RY) |

S/piep
" pue-(f) ‘uey|

Supau

yooy
ov'1
vl
ov'1
gl
oLl
011
011
o011
011
oLl
0Ll
0Ll

0T1
0c1
0zl
0zl
01

Sunuunplop

iVIE +EM w1 §/bop 1109°d i 01U “Beas prop-nue-( 1)ULy #

/30

-M<m: :oo m oﬁ:o:ouaﬁcu .«:m ua80zoq "ZUON-YV N SADR|aI

punoidyoeq 449
‘puel§ 93
‘puels 44
A BDAO
AI'®DAO
111 8DAO
[18DA0
9101
1001
0001
666
866
L66
£66
986
Q%bXW-NU&E
6vs1d
LeDeH
L-AOW
divl
L-dON®E
T1Z-8DeN
aqoid

yalenXaIoWwn | n:: uayesA-[[9Z MW VS TI-YdImpues



PCT/EP02/03799

WO 02/082077

17/17

Figur 14
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> Wilex Biotechnology GmbH

<120> Herstellung polyklonaler, monospezifischer Antikérper
gegen die uPAR-Varianten deld, del5 und deld+5 sowie
deren Verwendung fir diagnostische und therapeutische
Zwecke

<130> 24059PWO_DR

<140>
<141>

<150> DE 101 17 381.4
<151> 2001-04-06

<160> 8
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 846
<212> DNA
<213> Human

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(843)

<400> 1
atg ggt cac ccg ccg ctg ctg ccg ctg ctg ctg ctg ctc cac acc tgc 48
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys

gtc cca gee tct tgg gge ctg cgg tgc atg cag tgt aag acc aac ggg 96
Val Pro Ala Ser Trp Gly Leu Arg Cys Met Gln Cys Lys Thr Asn Gly
20 25 30

gat tgc cgt gtg gaa gag tgc gcc ctg gga cag gac ctc tgce agg acc 144
Asp Cys Arg Val Glu Glu Cys Ala Leu Gly Gln Asp Leu Cys Arg Thr
35 40 45

acg atc gtg cgc ttg tgg gaa gaa gga gaa gag ctg gag ctg gtg gag 192
Thr Ile Val Arg Leu Trp Glu Glu Gly Glu Glu Leu Glu Leu Val Glu

50 55 60

aaa agc tgt acc cac tca gag aag acc aac agg acc ctg agc tat cgg 240
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Lys Ser Cys Thr His Ser Glu Lys Thr Asn Arg Thr Leu Ser Tyr Arg
65 70 75 80

act ggc ttg aag atc acc agc ctt acc gag gtt gtg tgt ggg tta gac 288
Thr Gly Leu Lys Ile Thr Ser Leu Thr Glu Val Val Cys Gly Leu Asp
85 90 95

" ttg tgc aac cag ggc aac tct ggg cgt cca aag gat gac cgc cac ctc 336
Leu Cys Asn Gln Gly Asn Ser Gly Arg Pro Lys Asp Asp Arg His Leu
100 105 110

cgt ggc tgt ggc tac ctt ccc ggc tge ccg gge tcec aat ggt ttc cac 384
Arg Gly Cys Gly Tyr Leu Pro Gly Cys Pro Gly Ser Asn Gly Phe His
115 120 125

aac aac gac acc ttc cac ttc ctg aaa tgc tgc aac acc acc aaa tgc 432
Asn Asn Asp Thr Phe His Phe Leu Lys Cys Cys Asn Thr Thr Lys Cys
130 135 140

aac gag ggc cca atc ctg gag ctt gaa aat ctg ccg cag aat ggc cgc 480
Asn Glu Gly Pro Ile Leu Glu Leu Glu Asn Leu Pro Gln Asn Gly Arg
145 150 155 160

cag tgt tac agc tgc aag ggg aac égc acc cat gga tgc tcc tct gaa 528
Gln Cys Tyr Ser Cys Lys Gly Asn Ser Thr His Gly Cys Ser Ser Glu
165 170 175

gag act ttc ctc att gac tgc cga ggc ccc atg aat caa tgt ctg gta 576
Glu Thr Phe Leu Ile Asp Cys Arg Gly Pro Met Asn Gln Cys Leu Val
180 185 190

gce acc ggc act cac gaa ccg aaa aac caa agc tat atg gta aga ggc 624
Ala Thr Gly Thr His Glu Pro Lys Asn Gln Ser Tyr Met Val Arg Gly
195 200 205

tgt gca acc gcc tca atg tgc caa cat gecc cac ctg ggt gac gcec ttc 672
Cys Ala Thr Ala Ser Met Cys Gln His Ala His Leu Gly Asp Ala Phe
210 215 220

agc atg aac cac att gat gtc tcc tgc tgt act aaa agt ggc tgt aac 720
Ser Met Asn His Ile Asp Val Ser Cys Cys Thr Lys Ser Gly Cys Asn
225 230 235 240

cac cca gac ctg gat gtc cag tac cgc agt ggg gct get cct cag cct 768
His Pro Asp Leu Asp Val Gln Tyr Arg Ser Gly Ala Ala Pro Gln Pro

245 250 255

ggc cct gcc cat ctc age ctc acc atc acc ctg cta atg act gcc aga 816
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Gly Pro Ala His Leu Ser Leu Thr Ile Thr Leu Leu Met Thr Ala Arg
260 265 270

ctg tgg gga ggc act ctc ctc tgg acc taa 846
Leu Trp Gly Gly Thr Leu Leu Trp Thr
275 280

<210> 2
<211> 281
<212> PRT
<213> Human

<400> 2
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys

1 5 10 15

Val Pro Ala Ser Trp Gly Leu Arg Cys Met Gln Cys Lys Thr Asn Gly
20 25 30

Asp Cys Arg Val Glu Glu Cys Ala Leu Gly Gln Asp Leu Cys Arg Thr
35 40 45

Thr Ile Val Arg Leu Trp Glu Glu Gly Glu Glu Leu Glu Leu Val Glu
50 55 60

Lys Ser Cys Thr His Ser Glu Lys Thr Asn Arg Thr Leu Ser Tyr Arg
65 70 75 80

Thr Gly Leu Lys Ile Thr Ser Leu Thr Glu Val Val Cys Gly Leu Asp
85 90 95

Leu Cys Asn Gln Gly Asn Ser Gly Arg Pro Lys Asp Asp Arg His Leu
100 105 110

Arg Gly Cys Gly Tyr Leu Pro Gly Cys Pro Gly Ser Asn Gly Phe His
115 120 125

Asn Asn Asp Thr Phe His Phe Leu Lys Cys Cys Asn Thr Thr Lys Cys
130 135 140

Asn Glu Gly Pro Ile Leu Glu Leu Glu Asn Leu Pro Gln Asn Gly Arg
145 150 155 160

Gln Cys Tyr Ser Cys Lys Gly Asn Ser Thr His Gly Cys Ser Ser Glu
165 170 175

Glu Thr Phe Leu Ile Asp Cys Arg Gly Pro Met Asn Gln Cys Leu Val
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180 185 190

Ala Thr Gly Thr His Glu Pro Lys Asn Gln Ser Tyr Met Val Arg Gly
195 200 205

Cys Ala Thr Ala Ser Met Cys Gln'His Ala His Leu Gly Asp Ala Phe
210 215 220

Ser Met Asn His Ile Asp Val Ser Cys Cys Thr Lys Ser Gly Cys Asn
225 230 235 240

His Pro Asp Leu Asp Val Gln Tyr Arg Ser Gly Ala Ala Pro Gln Pro
245 250 255

Gly Pro Ala His Leu Ser Leu Thr Ile Thr Leu Leu Met Thr Ala Arg
260 265 270

Leu Trp Gly Gly Thr Leu Leu Trp Thr
275 280

<210> 3
<211> 711
<212> DNA
<213> Human

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(708)

<400> 3
atg ggt cac ccg ccg ctg ctg ccg ctg ctg ctg ctg cte cac acc tgc 48
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys

1 5 10 15

gtc cca geec tet tgg ggc ctg cgg tgc atg cag tgt aag acc aac ggg 96
Val Pro Ala Ser Trp Gly Leu Arg Cys Met Gln Cys Lys Thr Asn Gly
20 25 30

gat tgc cgt gtg gaa gag tgc gcc ctg gga cag gac ctc tgc agg acc 144
Asp Cys Arg Val Glu Glu Cys Ala Leu Gly Gln Asp Leu Cys Arg Thr
35 40 45

acg atc gtg cgc ttg tgg gaa gaa gga gaa gag ctg gag ctg gtg gag 192
Thr Ile Val Arg Leu Trp Glu Glu Gly Glu Glu Leu Glu Leu Val Glu
50 55 60
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aaa agc tgt acc cac tca gag aag acc aac agg acc ctg agc tat cgg~ 240
Lys Ser Cys Thr His Ser Glu Lys Thr Asn Arg Thr Leu Ser Tyr Arg
65 70 75 80

act ggc ttg aag atc acc agc ctt acc gag gtt gtg tgt ggg tta gac 288
Thr Gly Leu Lys Ile Thr Ser Leu Thr Glu Val Val Cys Gly Leu Asp
85 90 95

ttg tgc aac cag ggc aac tct gtc ctg gag ctt gaa aat ctg ccg cag 336
Leu Cys Asn Gln Gly Asn Ser Val Leu Glu Leu Glu Asn Leu Pro Gln
100 105 110

aat ggc cgc cag tgt tac agc tgc aag ggg aac agc acc cat gga tgc 384
Asn Gly Arg Gln Cys Tyr Ser Cys Lys Gly Asn Ser Thr His Gly Cys
115 120 125

tcc tct gaa gag act ttc ctc att gac tgc cga ggc ccc atg aat caa 432
Ser Ser Glu Glu Thr Phe Leu Ile Asp Cys Arg Gly Pro Met Asn Gln
130 135 140

tgt ctg gta gcc acc ggc act cac gaa ccg aaa aac caa agce tat atg 480
Cys Leu Val Ala Thr Gly Thr His Glu Pro Lys Asn Gln Ser Tyr Met
145 150 155 160

gta aga ggc tgt gca acc gcc tca atg tgc caa cat gcc cac ctg ggt 528
Val Arg Gly Cys Ala Thr Ala Ser Met Cys Gln His Ala His Leu Gly
165 170 175

gac gcc ttc agc atg aac cac att gat gtc tcc tge tgt act aaa agt 576
Asp Ala Phe Ser Met Asn His Ile Asp Val Ser Cys Cys Thr Lys Ser
180 185 190

ggc tgt aac cac cca gac ctg gat gtc cag tac cgc agt ggg gct gcet 624
Gly Cys Asn His Pro Asp Leu Asp Val Gln Tyr Arg Ser Gly Ala Ala
195 200 205

cct cag cct ggc cct gcc cat ctc age cte acc atc acc ctg cta atg 672
Pro Gln Pro Gly Pro Ala His Leu Ser Leu Thr Ile Thr Leu Leu Met
210 215 220

act gcc aga ctg tgg gga ggc act ctc ctc tgg acc taa 711
Thr Ala Arg Leu Trp Gly Gly Thr Leu Leu Trp Thr
225 230 235

<210> 4
<211> 236
<212> PRT
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<213> Human

<400> 4

Met Gly His
1

Val Pro Ala

Asp Cys Arg

35

Thr Ile Val
50

Lys Ser Cys
65

Thr Gly Leu

Leu Cys Asn

Asn Gly Arg

115

Ser Ser Glu
130

Cys Leu Val
145

Val Arg Gly

Asp Ala Phe

Gly Cys Asn

195

Pro Gln Pro
210

Thr Ala Arg
225

Pro

Ser

20

Val

Arg

Thr

Lys

Gln

100

Gln

Glu

Ala

Cys

Ser

180

His

Gly

Leu

Pro

Trp

Glu

Leu

His

Ile

85

Gly

Cys

Thr

Thr

Ala

165

Met

Pro

Pro

Trp

Leu

Gly

Glu

Trp

Ser

70

Thr

Asn

Tyxr

Phe

Gly

150

Thr

Asn

Asp

Ala

Gly
230

Leu

Leu

Cys

Glu

55

Glu

Ser

Ser

Ser

Leu

135

Thr

Ala

His

Leu

His

215

Gly

Pro

Arg

Ala

40

Glu

Lys

Leu

Val

Cys

120

Ile

His

Ser

Ile

Asp

200

Leu

Thr

Leu

Cys

25

Leu

Gly

Thr

Thr

Leu

105

Lys

Asp

Glu

Met

Asp

185

Val

Ser

Leu

6/13

Leu

10

Met

Gly

Glu

Asn

Glu

90

Glu

Gly

Cys

Pro

Cys

170

Val

Gln

Leu

Leu

Leu

Gln

Gln

Glu

Arg

75

Val

Leu

Asn

Arg

Lys

155

Gln

Ser

Tyr

Thr

Trp
235

Leu

Cys

Asp

Leu

60

Thr

Val

Glu

Ser

Gly

140

Asn

His

Cys

Arg

Ile

220

Thr

Leu

Lys

Leu

45

Glu

Leu

Cys

Asn

Thr

125

Pro

Gln

Ala

Cys

Ser

205

Thr

His

Thr

30

Cys

Leu

Ser

Gly

Leu

110

His

Met

Ser

His

Thr

190

Gly

Leu

Thr

15

Asn

Arg

Val

Tyr

Leu

95

Pro

Gly

Asn

Tyr

Leu

175

Lys

Ala

Leu

PCT/EP02/03799

Cys

Gly

Thr

Glu

Arg

80

Asp

Gln

Cys

Gln

Met

160

Gly

Ser

Ala

Met
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<210> 5
<211> 873
<212> DNA
<213> Human

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(870)

<400> 5
atg ggt cac ccg ccg ctg ctg ccg ctg ctg ctg ctg ctc cac acc tgc 48
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys

gtc cca gcc tct tgg ggc ctg cgg tgce atg cag tgt aag acc aac ggg 96
Val Pro Ala Ser Trp Gly Leu Arg Cys Met Gln Cys Lys Thr Asn Gly
20 25 30

gat tgc cgt gtg gaa gag tgc gcc ctg gga cag gac ctc tgc agg acc 144
Asp Cys Arg Val Glu Glu Cys Ala Leu Gly Gln Asp Leu Cys Arg Thr
35 40 45

acg atc gtg cgc ttg tgg gaa gaa gga gaa gag ctg gag ctg gtg gag 192
Thr Ile Val Arg Leu Trp Glu Glu Gly Glu Glu Leu Glu Leu Val Glu
50 55 60

aaa agc tgt acc cac tca gag aag acc aac agg acc ctg agc tat cgg 240
Lys Ser Cys Thr His Ser Glu Lys Thr Asn Arg Thr Leu Ser Tyr Arg
65 70 75 80

act ggc ttg aag atc acc agc ctt acc gag gtt gtg tgt ggg tta gac 288
Thr Gly Leu Lys Ile Thr Ser Leu Thr Glu Val Val Cys Gly Leu Asp
85 90 95

ttg tgc aac cag ggc aac tct ggc cgg gect gtc acc tat tcec cga age 336
Leu Cys Asn Gln Gly Asn Ser Gly Arg Ala Val Thr Tyr Ser Arg Ser
100 105 110

cgt tac ctc gaa tgc att tcc tgt ggc tca tca gac atg agc tgt gag 384
Arg Tyr Leu Glu Cys Ile Ser Cys Gly Ser Ser Asp Met Ser Cys Glu
115 120 125

agg ggc cgg cac cag agc ctg cag tgc cgc agc cct gaa gaa cag tgc 432
Arg Gly Arg His Gln Ser Leu Gln Cys Arg Ser Pro Glu Glu Gln Cys
130 ' 135 140
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ctg gat gtg gtg acc cac tgg atc cag gaa ggt gaa gaa gtc ctg gag 480
Leu Asp Val Val Thr His Trp Ile Gln Glu Gly Glu Glu Val Leu Glu
145 150 155 160

ctt gaa aat ctg ccg cag aat ggc cgc cag tgt tac agc tgc aag ggg 528
Leu Glu Asn Leu Pro Gln Asn Gly Arg Gln Cys Tyr Ser Cys Lys Gly
165 170 175

aac agc acc cat gga tgc tcc tct gaa gag act ttc ctc att gac tgc 576
Asn Ser Thr His Gly Cys Ser Ser Glu Glu Thr Phe Leu Ile Asp Cys
180 185 190

cga ggc ccc atg aat caa tgt ctg gta gcc acc ggc act cac gaa ccg 624
Arg Gly Pro Met Asn Gln Cys Leu Val Ala Thr Gly Thr His Glu Pro
195 200 205

aaa aac caa agc tat atg gta aga ggc tgt gca acc gecc tca atg tgc 672
Lys Asn Gln Ser Tyr Met Val Arg Gly Cys Ala Thr Ala Ser Met Cys
210 215 220

caa cat gcc cac ctg ggt gac gec ttc age atg aac cac att gat gtc 720
Gln His Ala His Leu Gly Asp Ala Phe Ser Met Asn His Ile Asp Val
225 230 235 240

tcc tge tgt act aaa agt ggc tgt aac cac cca gac ctg gat gtc cag 768
Ser Cys Cys Thr Lys Ser Gly Cys Asn His Pro Asp Leu Asp Val Gln
245 250 255

tac cgc agt ggg gct gct cet cag cct gge cct gec cat cte age cte 8l6
Tyr Arg Ser Gly Ala Ala Pro Gln Pro Gly Pro Ala His Leu Ser Leu
260 265 270

acc atc acc ctg cta atg act gcc aga ctg tgg gga ggc act ctc ctc 864
Thr Ile Thr Leu Leu Met Thr Ala Arg Leu Trp Gly Gly Thr Leu Leu
275 280 285

tgg acc taa 873
Trp Thr
290

<210> 6
<211> 290
<212> PRT
<213> Human

<400> 6
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys
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Val

Asp

Thr

Lys

65

Thr

Leu

Arg

Arg

Leu

145

Leu

Asn

Arg

Lys

Gln

225

Ser

Tyr

Pro

Cys

Ile

50

Ser

Gly

Cys

Tyr

Gly

130

Asp

Glu

Ser

Gly

Asn

210

His

Cys

Arg

Ala

Arg

35

Val

Cys

Leu

Asn

Leu

115

Arg

Val

Asn

Thr

Pro

195

Gln

Ala

Cys

Ser

Ser

20

Val

Arg

Thr

Lys

Gln

100

Glu

His

Val

Leu

His

180

Met

Ser

His

Thr

Gly

Trp
Glu
Leu
His
Ile

85
Gly
Cys
Gln
Thr
Pro
165
Gly
Asn
Tyr
Leu
Lys
245

Ala

Gly

Glu

Trp

Ser

70

Thr

Asn

Ile

Ser

His

150

Gln

Cys

Gln

Met

Gly

230

Ser

Ala

Leu

Cys

Glu

55

Glu

Ser

Ser

Ser

Leu

135

Trp

Asn

Ser

Cys

Val

215

Asp

Gly

Pro

Arg

Ala

40

Glu

Lys

Leu

Gly

Cys

120

Gln

Ile

Gly

Ser

Leu

200

Arg

Ala

Cys

Gln

Cys

25

Leu

Gly

Thr

Thr

Arg

105

Gly

Cys

Gln

Arg

Glu

185

val

Gly

Phe

Asn

Pro

9/13

10

Met

Gly

Glu

Asn

Glu

90

Ala

Ser

Arg

Glu

Gln

170

Glu

Ala

Cys

Ser

His

250

Gly

Gln

Gln

Glu

Arg

75

Val

Val

Ser

Ser

Gly

155

Cys

Thr

Thr

Ala

Met

235

Pro

Pro

Cys
Asp
Leu

60
Thr
Val
Thr
Asp
Pro
140
Glu
Tyr
Phe
Gly
Thr
220
Asn

Asp

Ala

Lys

Leu

45

Glu

Leu

Cys

Tyr

Met

125

Glu

Glu

Ser

Leu

Thr

205

Ala

His

Leu

His

Thr

30

Cys

Leu

Ser

Gly

Ser

110

Ser

Glu

Val

Cys

Ile

190

His

Ser

Ile

Asp

Leu

15

Asn

Arg

Val

Tyr

Leu

95

Arg

Cys

Gln

Leu

Lys

175

Asp

Glu

Met

Asp

Val

255

Ser

PCT/EP02/03799

Gly

Thr

Glu

Arg

80

Asp

Ser

Glu

Cys

Glu

160

Gly

Cys

Pro

Cys

Val

240

Gln

Leu
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260 265 270

Thr Ile Thr Leu Leu Met Thr Ala Arg Leu Trp Gly Gly Thr Leu Leu
275 280 285

Trp Thr
290

<210> 7
<211> 1008
<212> DNA
<213> Human

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1005)

<400> 7
atg ggt cac ccg ccg ctg ctg ccg ctg ctg ctg ctg ctc cac acc tgc 48
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys

1 5 10 15

gtc cca gcc tct tgg ggc ctg cgg tgc atg cag tgt aag acc aac ggg 96
Val Pro Ala Ser Trp Gly Leu Arg Cys Met Gln Cys Lys Thr Asn Gly
20 25 30

gat tgc cgt gtg gaa gag tgc gcc ctg gga cag gac ctc tgc agg acc 144
Asp Cys Arg Val Glu Glu Cys Ala Leu Gly Gln Asp Leu Cys Arg Thr
35 40 45

acg atc gtg cgc ttg tgg gaa gaa gga gaa gag ctg gag ctg gtg gag 192
Thr Ile Val Arg Leu Trp Glu Glu Gly Glu Glu Leu Glu Leu Val Glu
50 55 60

aaa agc tgt acc cac tca gag aag acc aac agg acc ctg agc tat cgg 240
Lys Ser Cys Thr His Ser Glu Lys Thr Asn Arg Thr Leu Ser Tyr Arg
65 70 75 80

act ggc ttg aag atc acc agc ctt acc gag gtt gtg tgt ggg tta gac 288
Thr Gly Leu Lys Ile Thr Ser Leu Thr Glu Val Val Cys Gly Leu Asp
85 90 95

ttg tgc aac cag ggc aac tct ggc cgg gct gtc acc tat tec cga agc 336
Leu Cys Asn Gln Gly Asn Ser Gly Arg Ala Val Thr Tyr Ser Arg Ser
100 105 110
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cgt tac ctc gaa tgc att tcc tgt ggc tca tca gac atg agc tgt gag 384
Arg Tyr Leu Glu Cys Ile Ser Cys Gly Ser Ser Asp Met Ser Cys Glu
115 120 125

agg ggc cgg cac cag agc ctg cag tgc cgc agce cct gaa gaa cag tgc 432
Arg Gly Arg His Gln Ser Leu Gln Cys Arg Ser Pro Glu Glu Gln Cys
130 135 140

ctg gat gtg gtg acc cac tgg atc cag gaa ggt gaa gaa ggg cgt cca 480
Leu Asp Val Val Thr His Trp Ile Gln Glu Gly Glu Glu Gly Arg Pro
145 150 155 160

aag gat gac cgc cac ctc cgt ggc tgt ggc tac ctt ccc ggec tgc ccg 528
Lys Asp Asp Arg His Leu Arg Gly Cys Gly Tyr Leu Pro Gly Cys Pro
165 170 175

ggc tcc aat ggt ttc cac aac aac gac acc ttc cac ttc ctg aaa tgc 576
Gly Ser Asn Gly Phe His Asn Asn Asp Thr Phe His Phe Leu Lys Cys
180 185 190

tgc aac acc acc aaa tgc aac gag ggc cca atc ctg gag ctt gaa aat 624
Cys Asn Thr Thr Lys Cys Asn Glu Gly Pro Ile Leu Glu Leu Glu Asn
195 200 205

ctg ccg cag aat ggc cgc cag tgt tac agc tgc aag ggg aac agc acc 672
Leu Pro Gln Asn Gly Arg Gln Cys Tyr Ser Cys Lys Gly Asn Ser Thr
210 215 220

cat gga tgc tcc tct gaa gag act ttc ctc att gac tgc cga ggc ccc 720
His Gly Cys Ser Ser Glu Glu Thr Phe Leu Ile Asp Cys Arg Gly Pro
225 230 235 240

atg aat caa tgt ctg gta gcc acc ggc act cac gaa ccg aaa aac caa 768
Met Asn Gln Cys Leu Val Ala Thr Gly Thr His Glu Pro Lys Asn Gln
245 250 255

agc tat atg gta aga ggc tgt gca acc gcc tca atg tgc caa cat gcc 816
Ser Tyr Met Val Arg Gly Cys Ala Thr Ala Ser Met Cys Gln His Ala
260 265 270

cac ctg ggt gac gcc ttc agc atg aac cac att gat gtc tcc tge tgt 864
His Leu Gly Asp Ala Phe Ser Met Asn His Ile Asp Val Ser Cys Cys
275 280 285

act aaa agt ggc tgt aac cac cca gac ctg gat gtc cag tac cgc agt 912
Thr Lys Ser Gly Cys Asn His Pro Asp Leu Asp Val Gln Tyr Arg Ser
290 ' 295 300
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ggg gct gct cct cag cct gge cct gec cat cte age ctc acc atc acc 960
Gly Ala Ala Pro Gln Pro Gly Pro Ala His Leu Ser Leu Thr Ile Thr
305 310 315 320

ctg cta atg act gcc aga ctg tgg gga ggc act ctc cte tgg acc taa 1008
Leu Leu Met Thr Ala Arg Leu Trp Gly Gly Thr Leu Leu Trp Thr
325 330 335

<210> 8
<211> 335
<212> PRT
<213> Human

<400> 8
Met Gly His Pro Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu His Thr Cys
1 5 10 15

Val Pro Ala Ser Trp Gly Leu Arg Cys Met Gln Cys Lys Thr Asn Gly
20 25 30

Asp Cys Arg Val Glu Glu Cys Ala Leu Gly Gln Asp Leu Cys Arg Thr
35 40 45

Thr Ile Val Arg Leu Trp Glu Glu Gly Glu Glu Leu Glu Leu Val Glu
50 55 60

Lys Ser Cys Thr His Ser Glu Lys Thr Asn Arg Thr Leu Ser Tyr Arg
65 70 75 80

Thr Gly Leu Lys Ile Thr Ser Leu Thr Glu Val Val Cys Gly Leu Asp
85 90 95

Leu Cys Asn Gln Gly Asn Ser Gly Arg Ala Val Thr Tyr Ser Arg Ser
100 105 110

Arg Tyr Leu Glu Cys Ile Ser Cys Gly Ser Ser Asp Met Ser Cys Glu
115 120 125

Arg Gly Arg His Gln Ser Leu Gln Cys Arg Ser Pro Glu Glu Gln Cys
130 135 140

Leu Asp Val Val Thr His Trp Ile Gln Glu Gly Glu Glu Gly Arg Pro
145 150 155 160

Lys Asp Asp Arg His Leu Arg Gly Cys Gly Tyr Leu Pro Gly Cys Pro
165 170 175
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Gly Ser Asn Gly

Cys

Leu

His

225

Met

Ser

His

Thr

Gly

305

Leu

Asn

Pro

210

Gly

Asn

Tyr

Leu

Lys

290

Ala

Leu

Thr

195

Gln

Cys

Gln

Met

Gly

275

Ser

Ala

Met

180

Thr

Asn

Ser

Cys

Val

260

Asp

Gly

Pro

Thr

Phe

Lys

Gly

Ser

Leu

245

Arg

Ala

Cys

Gln

Ala
325

His

Cys

Arg

Glu

230

Val

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Arg

Asn

Asn

Gln

215

Glu

Ala

Cys

Ser

His

295

Gly

Leu

Asn

Glu

200

Cys

Thr

Thr

Ala

Met

280

Pro

Pro

Trp

Asp

185

Gly

Tyr

Phe

Gly

Thr

265

Asn

Asp

Ala

Gly

13/13
Thr

Pro

Ser

Leu

Thr

250

Ala

His

Leu

His

Gly
330

Phe

Ile

Cys

Ile

235

His

Ser

Ile

Asp

Leu

315

Thr

His

Leu

Lys

220

Asp

Glu

Met

Asp

Val

300

Ser

Leu

Phe

Glu

205

Gly

Cys

Pro

Cys

Val

285

Gln

Leu

Leu

Leu

190

Leu

Asn

Arg

Lys

Gln

270

Ser

Tyr

Thr

Trp

Lys

Glu

Ser

Gly

Asn

255

His

Cys

Arg

Ile

Thr
335
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Cys

Asn

Thr

Pro

240

Gln

Ala

Cys

Ser

Thr
320
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