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Beschreibung

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft die Erfordernis von PTX3-Aktivität für die weibliche Fertilität. Eine genetische 
Mutation, die die PTX3-Aktivität reduziert, führt zu weiblicher Sterilität.

[0002] Pentraxine sind eine Überfamilie von Proteinen, die durch eine zyklische multimere Struktur charakte-
risiert wird [1]. Die klassischen kurzen Pentraxine, C-reaktives Protein (CRP) und Serum Amyloid-P-Bestand-
teil (SAP), sind akute Phase-Proteine bei Mensch bzw. Maus, die in der Leber in Antwort auf Entzündungsme-
diatoren hergestellt werden; insbesondere werden sie direkt durch Interleukin-6 induziert [2-3].

[0003] Lange Pentraxine teilen sich Ähnlichkeiten mit den klassischen kurzen Pentraxinen, aber sie unter-
scheiden sich durch die Gegenwart einer nicht verwandten N-terminalen Domäne, die an die C-terminale Pen-
traxindomäne gekoppelt ist, wie auch durch die genomische Organisation, chromosomale Lokalisierung, zel-
luläre Quelle, induzierende Stimuli und Liganden, die erkannt werden. Langes Pentraxin 3 (PTX3) ist das erste 
lange Pentraxin, das als ein Interleukin-1 (IL-1) induzierbares Gen in endothelialen Zellen [4] und als Tumor-
nekrosefaktor-α (TNFα) induzierbares Gen in Fibroblasten [5] identifiziert wurde. PTX3 wird auch durch Ma-
krophagen und andere Zellarten und Gewebe bei der Stimulierung mit primären Entzündungsmediatoren 
(LPS, IL-1, TNFα) hergestellt [6-8]. PTX3 besteht aus einer Pentraxin-ähnlichen C-terminalen 203-Aminosäu-
rendomäne und einer nicht-verwandten N-terminalen 178-Aminosäurendomäne. Wenn sie sezerniert werden, 
ordnen sich glykosylierte PTX3-Protomere (45 kDa) so an, dass sie 10 bis 20 Multimere bilden [9]. PTX3 bindet 
nicht an klassische Pentraxinliganden, wie Phosphoethanolamin, Phosphocholin, Hochpyruvatagarose, Kolla-
gen IV, Fibronectin oder Gelatine. Im Gegensatz dazu, bindet PTX3 spezifisch mit hoher Affinität an Clq durch 
die Pentraxindomäne [9]. PTX3-Plasmaspiegel sind bei normalen Bedingungen sehr niedrig (≤ 2 ng/ml), aber 
sie steigen bei verschiedenen pathologischen Zuständen (10 bis 100 ng/ml) einschließlich Infektionen [10] an.

[0004] Andere lange Pentraxine, die nach PTX3 geklont wurden, beinhalten Meerschweinchenapexin [11, 
12], das in dem Spermaacrosom exprimiert wird, XL-PXN1 von Xenopus laevis [13], neuronales Ratten-Pen-
traxin 1 (NP1) [14], menschliches NP1 und NP2 [15, 16], Maus NP1 und NP2 [15], Narp [17] und neuronalen 
Pentraxinrezeptor (NRP), ein mögliches integrales Membranpentraxin [18-9]. Die in vivo Funktion von langen 
Pentraxinen wurde nicht eindeutig definiert.

[0005] PTX3 besteht aus zwei strukturellen Domänen; einer N-terminalen Domäne, die nicht mit irgendeinem 
bekannten Molekül verwandt ist, und einer C-terminalen Domäne, die den kurzen Pentraxinen, wie C-reakti-
vem Protein gleicht (Breviario et al., J. Biol. Chem., 267:22190-22197, 1992). Eine wesentliche Ähnlichkeit wur-
de zwischen menschlichem PTX3 (hPTX3) und Maus PTX3 (mPTX3) gefunden. Der Grad der Identität zwi-
schen menschlichen und Maus-PTX3-Genen beträgt 82 % und erreicht 90 %, wenn konservative Substitutio-
nen in Betracht gezogen werden (Introna et al., Blood, 87:1862-1872, 1996). Die Gene sind in syntenischen 
Chromosomorten lokalisiert. Der hohe Grad an Ähnlichkeit zwischen hPTX3- und mPTX3-Sequenzen ist ein 
Zeichen für den hohen Grad der Konservierung von Pentraxinen während der Evolution (Pepys & Baltz, Adv. 
Immunol., 34:141-212, 1983). Eine Übersicht über die Pentraxine wird durch Gewurz et al. (Curr. Opin. Immu-
nol., 7:54-64, 1995) gegeben.

[0006] WO 99/32516 beschreibt die Verwendung von PTX3 für die therapeutische Behandlung von Krebs, 
Entzündung und Infektionskrankheiten.

[0007] US-Patent 5,767,252 beschreibt einen Wachstumsfaktor für neuronale Zellen, der zu der Pentraxinfa-
milie gehört.

[0008] WO 02/36151 beschreibt die Verwendung von PTX3 für die Herstellung eines Medikamentes für die 
Prävention und Behandlung autoimmuner Pathologien.

[0009] Varani S., et al.; Mol. Endocrinol., 2002, June, 16(6):1154-67 berichten, dass weibliche Individuen mit 
einem Pentraxin-3-Knockout subfertil sind, was eine wichtige Rolle von PTX3 bei der Cumulus-Oocyt-Wech-
selwirkung in dem präovulatorischen Zeitraum als ein Stromabwärts-Protein in der GDF-9-Signaltransdukti-
onskaskade zeigt.

[0010] Im Gegensatz zu dem Vorangehenden, zeigten die Untersuchung von Mäusen, die an ihrem 
PTX3-Genort genetisch modifiziert wurden, und die durch homologe Rekombination in embryonalen Stamm-
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zellen hergestellt wurden, und die Effekte davon, die Beteiligung der PTX3-Aktivität bei weiblicher Fertilität.

[0011] Es ist eine Aufgabe der Erfindung, das rekombinante menschliche PTX3 für ein Medikament zur Stei-
gerung der weiblichen Fertilität zu verwenden. Die Effekte der weiblichen Sterilität können gelindert werden, 
die reproduktive Fähigkeit kann gesteigert oder verringert werden, wie gewünscht, die weibliche Fertilität kann 
verstärkt werden oder Kombinationen davon. Andere Behandlungen, wie in vitro Fertilisation erfordern invasive 
Eingriffe und eine komplizierte Technologie. Der Bedarf an Therapien, die die weibliche Fertilität beeinflussen, 
wird dadurch angegangen. Andere Vorteile und Verbesserungen werden unten diskutiert oder werden aus der 
Offenbarung hier offensichtlich.

[0012] Pharmazeutische Zusammensetzungen, Verfahren für die Verwendung und Herstellung von ihnen und 
weitere Aufgaben werden unten beschrieben.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0013] Eine Aufgabe der Erfindung ist es, ein Medikament bereitzustellen, das aus einem rekombinanten 
menschlichen PTX3 in einer Menge, die ausreicht, die Reproduktionsfähigkeit eines weiblichen Subjektes mit 
einem Defekt in der Reproduktion zu erhöhen, besteht. Die Entdeckung, dass PTX3-Aktivität erforderlich ist, 
kann als eine Therapie für einen weiblichen Patienten oder ein Tier mit einem Defekt in der Reproduktion oder 
für die Diagnose ihrer Reproduktionsfähigkeit verwendet werden.

[0014] Das Subjekt kann ein weiblicher Patient oder ein weibliches Tier sein. Die Zusammensetzung kann für 
die systemische Verabreichung geeignet sein oder für die lokale Verabreichung adaptiert sein (sprich, inner-
halb oder um ein weibliches reproduktives Organ herum). Die Zusammensetzung kann verwendet werden, um 
Sterilität zu behandeln.

[0015] Eine andere Aufgabe der Erfindung ist es, Verfahren für die Verabreichung der pharmazeutischen Zu-
sammensetzung an ein Subjekt, das Bedarf für eine Behandlung weiblicher Sterilität hat, in einer Menge, die 
ausreicht, die Reproduktionsfähigkeit des Subjektes zu steigern, bereitzustellen.

[0016] Der Nachweis von PTX3 bei einem weiblichen Subjekt und die Korrelation dieser Menge mit ihrer Re-
produktionsfähigkeit ist eine weitere Aufgabe der Erfindung. Mutationen in dem menschlichen PTX3-Genort 
würden im Chromosom 3q24-q28 auftreten; Mutationen in den wechselwirkenden Genen würden außerhalb 
des PTX3-Genortes auftreten. Die Funktion einer PTX3-Variante kann durch Vergleich mit bekannten 
PTX3-Sequenzen oder anderen Pentraxinsequenzen; Faltung, Glycosylierung, Sezernierung oder Bildung von 
Multimeren; Rezeptorbindung oder Signaltransduktion; Effekt auf Reproduktionsfähigkeit, Fertilität oder Steri-
lität oder Kombinationen davon bestimmt werden.

[0017] Weitere Aspekte der Erfindung werden einer Person, die auf dem Fachgebiet bewandert ist, aus der 
folgenden Beschreibung und den Ansprüchen und den Verallgemeinerungen dazu offensichtlich sein.

KURZE BESCHREIBUNGEN DER ZEICHNUNGEN UND DES SEQUENZPROTOKOLLS

[0018] Fig. 1A – 1F veranschaulichen die abnormale Morphologie von Cumuli oophori von PTX3 –/– Mäusen. 
Cumuli oophori wurden 14 bis 16 Stunden nach hCG-Behandlung gewonnen. Sie werden nach der Sammlung 
(A und B) oder 4 Stunden später (C und D) gezeigt. In PTX3 +/+-Mäusen (A und C) bilden Granulosazellen 
einen kompakten und stabilen Cumulus um die Oocyte (Pfeil "da mettere"). Bei PTX3 –/– Mäusen (B und D) 
stehen sie mit der Oocyte nur lose in Verbindung und der Cumulus ist nach 4 Stunden vollständig verschwun-
den. Histologische Untersuchung der Ovarien von PTX3 +/+ (E)- und PTX3 –/– (F)-Mäusen zeigt normale an-
trale Follikel.

[0019] Fig. 2A – 2D zeigen PTX3-mRNA und Proteinexpression in ovariellem Gewebe. (A) Die Kinetik der 
PTX3-Expression im Ovar nach hormonell-induzierter Superovulation (PMS-Behandlung, 48 Stunden später 
gefolgt durch hCG-Behandlung) werden auf dem mRNA-Niveau gezeigt. Die Ovarien wurden 0, 6, 16, 24 oder 
48 Stunden nach PMS-Behandlung und dann 2, 6, 16, 24 oder 48 Stunden nach hCG-Behandlung gesammelt. 
10 μg der Gesamt-RNA wurden auf jede Bahn gegeben. Ethidiumbromidfärbung des Gels wird in der unteren 
Tafel gezeigt. (B) In situ Hybridisierung des Ovars: Ganulosazellen exprimieren PTX3-mRNA nur in reifen Fol-
likeln. (C) PTX3-Expression durch Cumuli oophori (C.O.), Cumulus-Oophorus-Zellen (C.O.-Zellen) und Oocy-
ten wurde durch Western-Blotting nachgewiesen. Cumuli oophori wurden aus vier PTX3 +/+- und PTX3 –/– su-
perovulierten Weibchen gewonnen; Cumulus-Oophorus-Zellen und Oocyten wurden von 7 bzw. 14 PTX3 +/+ 
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superovulierten Weibchen erhalten. (D) Phasenkontrast (rechte Tafeln) und Immunofluoreszenzanalyse (linke 
Tafeln) von Cumuli oophori von PTX3 –/– (untere Tafeln) und PTX3 +/+ (obere Tafeln) -Mäusen werden veran-
schaulicht.

[0020] Sequenzen einer menschlichen cDNA und ihr translatierter offener Leserahmen (SEQ ID NO: 1 bzw. 
2), eine Maus-cDNA und ihr translatierter offener Leserahmen (SEQ ID NO: 3 bzw. 4), menschliche und 
Maus-Stromaufwärtsregulationsorte (SEQ ID NO: 5 bzw. 6) und PCR-Primer (SEQ ID NO: 7 bis 10) werden in 
dem Sequenzprotokoll gezeigt. Die Anordnung menschlicher und Maus-Aminosäuresequenzen zeigt, dass 
312 von 381 Resten identisch (82 %) und 351 Reste zumindest ähnlich (92 %) sind. Beide Gene enthalten drei 
Exons. Das erste kodiert 43 Aminosäurereste, das zweite kodiert 135 Aminosäurereste mit keiner hohen Ähn-
lichkeit zu bekannten Sequenzmotiven und das dritte kodiert 203 Aminosäurereste mit Ähnlichkeit zu Pentra-
xinen. Eine Pentraxin-ähnliche Domäne beinhaltet zwei Cys-Reste an den Positionen 162 und 254 und eine 
Consensus "Pentraxin-ähnliche" Sequenz His-Xaa-Cys-Xaa-Ser/Thr-Trp-Xaa-Ser (SEQ ID NO: 11).

BESCHREIBUNG DER SPEZIFISCHEN AUSFÜHRUNGSARTEN DER ERFINDUNG

[0021] Natives PTX3 wird glycosyliert (potentieller N-gekoppelter Glycosylierungsort an Position 203). Ein 
multimerer PTX3-Komplex eluierte bei Gelfiltration mit einem relativen Molekulargewicht von ungefähr 900 
kDa. Er wanderte in der Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden und nichtreduzierenden Bedingungen 
als eine vorherrschende Bande von ungefähr 440 kDa (z.B. 9- oder 10-mer von ungefähr 45 kDa Protomeren) 
mit zwei geringeren Banden in dem 540 bis 600 kDa-Bereich. Circulardichroismusanalyse wies daraufhin, dass 
PTX3 überwiegend β-Faltblattstruktur mit etwas α-helikaler Struktur enthielt. pPTX3-Polypeptid oder ein Kom-
plex davon kann indirekt durch ein Bindungsmolekül (z.B. Antikörper, natürlicher oder nichtnatürlicher Pep-
tid-Nachahmer) für das PTX3-Genprodukt identifiziert, isoliert oder nachgewiesen werden.

[0022] PTX3-Polypeptid und seine Varianten (sprich Deletion, Domänenneukombination oder -duplikation, In-
sertion, Substitution oder Kombinationen davon) sind auch für die Bestimmung von Strukturfunktionsbeziehun-
gen nützlich (z.B. Alaninscanning, konservative oder nicht-konservative Aminosäuresubstitution). Z.B. Faltung 
und Processing von PTX3-Protein, Sekretion von PTX3-Protomer und Bildung von Multimeren, Ligandenbin-
dung am Rezeptor, Signaltransduktion oder Kombinationen davon. Siehe Wells (Bio/Technology, 13:697-651, 
1995) und US-Patent 5,534,617. Gerichtete Evolution durch zufällige Mutagenese oder Genneukombination 
unter Verwendung von PTX3 kann verwendet werden, um neue und verbesserte Funktionen in Übereinstim-
mung mit den Selektionskriterien zu erwerben. Mutierte, polymorphe und analoge PTX3-Polypeptide werden 
durch geeignete mutierte, polymorphe und analoge PTX3-Polynucleotide kodiert. Strukturaktivitätsbeziehun-
gen von PTX3 können unter Verwendung varianter Polypeptide, die durch ein Expressionskonstrukt, das in 
eine Wirtszelle mit oder ohne endogenes PTX3 transfiziert wurde, hergestellt wurden, untersucht werden. So 
können Mutationen in diskreten Domänen des PTX3-Polypeptids mit abnehmender oder sogar zunehmender 
Aktivität bei der Funktion des Proteins vergesellschaftet sein.

[0023] Eine PTX3-Nucleotidsequenz kann verwendet werden, um ein Fusionspolypeptid mit mindestens ei-
ner heterologen Peptiddomäne (z.B. eine Affinitäts- oder Epitopmarkierung) herzustellen. Oligopeptid ist nütz-
lich für die Herstellung spezifischen Antikörpers und Epitopkartierung von PTX3-spezifischem Antikörper. Ein 
Polypeptid kann mindestens 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 oder mehr Aminosäuren 
lang sein (einschließlich dazwischenliegenden Bereichen davon). Oligopeptid kann mit einer Affinitätsmarkie-
rung eines spezifischen Bindungspaares konjugiert sein (z.B. Antikörper-Digoxygenin/Hapten/Peptid, Bio-
tin-Avidin/Streptavidin, Glutathion S-Transferase-Glutathion, Maltosebindungsprotein-Maltose, Protein A oder 
G/Immunoglobulin, Polyhistidin-Nickel). Es kann entweder ein PTX3-Polypeptid in voller Länge (z.B. SEQ ID 
NO: 2 oder 9) oder ein kürzeres Fragment (z.B. N-terminale oder C-terminale Domäne) hergestellt werden; 
wahlweise einschließlich einer heterologen Peptiddomäne. PTX3-Polypeptid kann durch chemische Mittel syn-
thetisiert, aus natürlichen Quellen gereinigt, in transfizierten Wirtszellen synthetisiert oder durch Kombinatio-
nen davon hergestellt werden.

[0024] Die PTX3-Nucleotidsequenz oder ein Teil davon kann verwendet werden, um die PTX3-Expression zu 
überwachen, die PTX3-Sequenz zu bestimmen und/oder PTX3-Varianten nachzuweisen. Die Erfindung stellt 
auch Hybridisierungssonden und Amplifikationsprimer bereit (z.B. Polymerasekettenreaktion, Ligationsketten-
reaktion, andere isothermale Amplifikationsreaktionen). Ein Paar von solchen Primern kann für RT-PCR-As-
says verwendet werden, um PTX3-Transkripthäufigkeit innerhalb der Zellen zu quantifizieren. Amplifikations-
primer können zwischen 15 und 30 Nucleotiden lang sein (vorzugsweise ungefähr 25 Nucleotiden), verbinden 
sich entweder mit dem Sinn- oder Gegensinn-Strang (vorzugsweise wird das Paar komplementär zu jedem 
Strang sein) und enden an dem 3'-Ende irgendwo innerhalb der SEQ ID NO: 1, 3 und 5 bis 6 oder ihrer Kom-
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plemente. Daher wird diese Erfindung nützlich für die Entwicklung und Nutzung von PTX3-Primern und ande-
ren Oligonucleotiden sein, um zugehörige RNA und DNA innerhalb von Zellen zu quantifizieren.

[0025] Die Bindung von Polynucleotiden oder Polypeptiden kann in einer Lösung oder in einem Substrat statt-
finden. Das Assayformat kann die Trennung von Gebundenem von Nicht-Gebundenem erforderlich machen 
oder nicht. Nachweisbare Signale können direkt oder indirekt sein, an irgendeinen Teil eines gebundenen 
Komplexes gebunden sein, kompetitiv gemessen werden, amplifiziert werden oder Kombinationen davon. Ein 
Blockierungs- oder Waschschritt kann zwischengeschaltet sein, um Sensitivität und/oder Spezifität zu verbes-
sern. Das Anbringen eines Polynucleotids oder Polypeptids, wechselwirkenden Proteins oder Bindungsmole-
küls an einem Substrat vor, nach oder während der Bindung, führt zu einem Einfangen einer ungebundenen 
Art. Solche Immobilisierung wird an das Substrat unter Waschungsbedingungen stabil gebunden werden. Sie-
he US-Patente 5,143,854 und 5,412,087.

[0026] Änderungen in der Genexpression können sich in der Zelle durch Hervorrufen von transkriptionaler In-
itiierung, Transkriptstabilität, Translation des Transkripts in Proteinprodukt, Proteinstabilität, Glycoproteinrei-
fung, Rate der Faltung oder Sezernierung oder Kombinationen davon manifestieren. Das Gen, Transkript oder 
Polypeptid kann auch durch Techniken wie in vitro Transkription, in vitro Translation, Northern-Hyridisierung, 
Nucleinsäurehybridisierung, Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR), Run-On-Transkripti-
on, Southern-Hybridisierung, metabolische Proteinmarkierung, Antikörperbindung, Immunpräzipitation (IP), 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), Radioimmunoassay (RIA), Fluoreszenzmarkierung oder histo-
chemische Färbung, Mikroskopie und Digitalbildanalyse und Fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse oder Sortie-
rung untersucht werden.

[0027] Ein Reporter- oder selektierbares Markergen, dessen Produkt einfach bestimmt werden kann, kann für 
den bequemen Nachweis verwendet werden. Reportergene beinhalten z.B. alkalische Phosphatase, β-Galak-
tosidase (LacZ), Chloramphenicolacetyltransferase (CAT), β-Glucoronidase (GUS), Luciferasen (LUC), grüne 
und rote fluoreszierende Proteine (GFP bzw. RFP), Meerrettichperoxidase (HRP), β-Lactamase und Derivate 
davon (z.B. blaue EBFP, Zyan-ECFP, gelb-grüne EYFP, destabilisierte GFP-Varianten, stabilisierte GFP-Vai-
anten oder Fusionsvarianten, die als LIVING COLORS fluoreszierende Proteine durch Clontech verkauft wer-
den). Reportergene würden zugehörige Substrate verwenden, die vorzugsweise durch ein chromogenes, flu-
oreszierendes oder lumineszierendes Signal bestimmt werden. Alternativ kann das Assayprodukt durch ein 
heterologes Epitop markiert werden (z.B. FLAG, MYC, SV40-T-Antigen, Glutathiontransferase, Polyhistidin, 
Maltosebindungsprotein), für das zugehörige Antikörper oder Affinitätsharze erhältlich sind. Beispiele für Me-
dikamente, für die selektierbare Markergene, die Resistenz übertragen, existieren, sind Ampicillin, Geneti-
cin/Kanamycin/Neomycin, Hygromycin, Puromycin und Tetracyclin. Ein metabolisches Enzym (z.B. Dihydrofo-
latreduktase, HSV-1-Thymidinkinase) kann als ein selektierbarer Marker bei sensitiven Wirtszellen oder Auxo-
trophen verwendet werden. Z.B. kann Methotrexat die Kopieanzahl eines Polynucleotids, das an einen 
DHFR-selektierbaren Marker gebunden ist, steigern oder Gancyclovir kann einen viralen Thymidinkinase-se-
lektierbaren Marker negativ selektieren.

[0028] Ein Polynucleotid kann an ein Linkeroligonucleotid gebunden oder an ein Mitglied eines spezifischen 
Bindungspaares konjugiert sein (z.B. Antikörper-Digoxygenin/Hapten/Peptidepitop, Biotin-Avidin/Streptavidin, 
Glutathion S-Transferase oder GST-Glutathion, Lectin-Zucker, Maltosebindungsprotein-Maltose, Polyhisti-
din-Nickel, Protein-A/G-Immunglobulin). Das Polynucleotid kann durch eine Ligation einer Nucleotidsequenz, 
die das Bindungsmitglied kodiert, konjugiert sein. Ein Polypeptid kann mit einem Mitglied des spezifischen Bin-
dungspaares durch Herstellung der Fusion, die durch ein solches gebundenes oder konjugiertes Polynucleotid 
kodiert wird, oder alternativ durch direkte chemische Bindung an einen reaktiven Rest auf dem Bindungsmit-
glied durch chemische Quervernetzung verbunden sein. Solche Polynucleotide und Polypeptide können als 
ein Affinitätsreagens verwendet werden, um Wechselwirkungen, die spezifische Bindung eines Transkriptes 
oder Proteinproduktes des Expressionsvektors involvieren, zu identifizieren, zu isolieren und nachzuweisen. 
Vor oder nach der Affinitätsbindung des Transkriptes oder Proteinproduktes kann das Mitglied, das an das Po-
lynucleotid oder Polypeptid gebunden ist, an sein zugehöriges Bindungsmitglied gebunden werden. Dies kann 
einen Komplex in Lösung oder immobilisiert an einen Träger hervorrufen. Eine Proteaseerkennungsstelle (z.B. 
für Enterokinase, Faktor Xa, ICE, Secretasen, Thrombin) kann zwischen nebeneinanderliegenden Domänen 
eingeschlossen werden, um ortspezifische Proteolyse, die diese Domänen trennt und/oder Proteinaktivität in-
aktiviert, zu erlauben.

[0029] Sonden und Primer können verwendet werden, um ein PTX3-Gen oder eine Variante davon zu iden-
tifizieren. Z.B. kann eine Sonde oder ein Primer, der spezifisch für ein menschliches PTX3-Gen ist, wie hier 
identifiziert, verwendet werden, um die Gegenwart oder Abwesenheit des Genes nachzuweisen und daraus zu 
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schließen, dass die Quelle des Genes anwesend bzw. abwesend ist. Genetische Polymorphismen und Muta-
tionen in dem PTX3-Gen können spezifisch durch Positionierung einer potentiell nicht übereinstimmenden Ba-
se(Basen) in dem mittleren Teil einer Sonde oder dem 3'-Ende eines Primers, um die Bindung der Sonde oder 
des Primers an sein Ziel zu stabilisieren oder zu destabilisieren, abhängig davon, ob die Sequenz des Zieles 
an dieser Position komplementär bzw, nicht komplementär zu der Base ist, nachgewiesen werden.

[0030] Genetische Polymorphismen und Mutationen können auch durch eine Änderung in der Länge des Re-
striktionsfragmentes (RFLP), Nuclease-geschützten Fragmentes (z.B. S1-Nuclease, Deoxyribonuclease I, Ri-
bonuclease A, H oder T1) oder eines amplifizierten Produktes nachgewiesen werden. Für komplizierte gene-
tische Fingerabdrücke mag die Identifizierung von jedem Bestandteil nicht notwendig sein, da ein visueller 
Seit-an-Seit-Vergleich Unterschiede leicht nachweisen könnte (z.B. RAPD). Unterschiede können auch durch 
Änderungen in dem Molekulargewicht (MW) oder isoelektrischen Punkt (pI) des PTX3-Proteins durch Gelelek-
trophorese bzw. isoelektrische Fokussierung nachgewiesen werden.

[0031] Die Gegenwart von PTX3-Protein kann als ein Hinweis auf PTX3-Aktivität in menschlichen oder tieri-
schen Flüssigkeiten oder Geweben verwendet werden. Die Flüssigkeit kann Blut, Blutprodukt (z.B. Plasma, 
Serum), Lavage, Sputum oder dergl. sein. Beispielhafte Gewebe sind diejenigen des Epithels (z.B. Lunge) 
oder Mucosa (z.B. Mund, Vagina), obwohl die Infektion systemisch sein und andere Gewebearten involvieren 
kann. Das Signal kann in situ für festes Gewebe, auf dispergiertem oder homogenisiertem Gewebe, in Lösung 
(z.B. verdünnte oder unverdünnte Körperflüssigkeit, Waschung) oder auf einem Zellausstrich oder "touch prep"
nachgewiesen werden. Oocyten, die fertilisiert werden können, können durch PTX3-Expression selektiert wer-
den.

KONSTRUKTION EINES SHUTTLE- ODER EXPRESSIONSVEKTORS

[0032] Ein Shuttle- oder Expressionsvektor ist ein rekombinantes Polynucleotid, das in chemischer Form ent-
weder Deoxyribonucleinsäure (DNA) und/oder Ribonucleinsäure (RNA) ist. Die physikalische Form des Vek-
tors kann einsträngig oder doppelsträngig sein; seine Topologie kann linear oder zirkulär sein. Der Vektor ist 
vorzugsweise eine doppelsträngige Deoxyribonucleinsäure (dsDNA) oder wird in eine dsDNA nach Einführung 
in eine Zelle (z.B. Insertion eines Retrovirus in ein Wirtsgenom als ein Provirus) konvertiert. Der Vektor kann 
ein oder mehrere Bereiche von einem Säugetier-, Insekt-, Pflanzen- oder Pilzgen oder einem Virus (z.B. Ade-
novirus, Adeno-assoziiertes Virus, Cytomegalovirus, Geflügelpockenvirus, Herpes simplexvirus, Lentivirus, 
Moloney-Leukämievirus, Mausbrustkrebsvirus, Rous-Sarcomvirus, SV40-Virus, Vacciniavirus), wie auch Be-
reiche, die für genetische Manipulation geeignet sind (z.B. selektierbaren Marker, Linker mit multiplen Erken-
nungsstellen für Restriktionsendonucleasen, Promotor für in vitro Transkription, Primerannealingsstellen für in 
vitro Replikation) mit einschließen. Der Vektor kann mit Proteinen und anderen Nucleinsäuren in einem Träger 
(z.B. in einem Viruspartikel verpackt) assoziiert oder mit einer Chemikalie (z.B. kationischem Polymer) konden-
siert sein, um auf den Eintritt in eine Zelle oder ein Gewebe zu zielen. Die Wahl der Vektorpolynucleotide und 
Verfahren für die Einführung von ihnen in das weibliche Reproduktionssystem (z.B. Endometrium, Ovar) liegt 
innerhalb des Bereiches des Fachwissens.

[0033] Ein Expressionsvektor kann weiter aus einem Regulationsbereich für die Genexpression (z.B. Promo-
tor, Verstärker, Silencer, Splice-Donor- oder Akzeptorstelle, Polyadenylierungssignal, zelluläre Lokalisierungs-
sequenz) bestehen.

[0034] Für PTX3 spezifischer Antikörper kann für Inhibition oder Nachweis verwendet werden. Polyklonale 
oder monoklonale Antikörper können durch Immunisierung von Tieren (z.B. Huhn, Hamster, Maus, Ratte, Ka-
ninchen, Ziege, Pferd) mit Antigen hergestellt werden und wahlweise gegen das gleiche oder ein verwandtes 
Antigen affinitätsgereinigt werden. Das Antigen kann natives Protein, Fragment, das durch Proteolyse oder 
Gentechnik hergestellt wurde, Fusionsprotein oder in vitro translatiertes oder synthetisiertes Protein, das min-
destens ein oder mehr Epitope, die an den Antikörper gebunden sind, beinhaltet, sein. Antikörperfragmente 
können durch proteolytische Spaltung oder Gentechnik hergestellt werden; humanisierter Antikörper und Ein-
zelketten-Antikörper kann durch Transplantation von Sequenzen von Antigen-Bindungsdomänen eines Anti-
körpers auf Gerüstmoleküle hergestellt werden. Andere Bindungsmoleküle (z.B. Agonisten oder Antagonisten 
von Ligand-Rezeptorbindung) können durch Screening einer kombinatorischen Bibliothek auf ein Mitglied, das 
Antigen spezifisch bindet (z.B. Phagen-Display-Bibliothek), hergestellt werden. Das Antigen kann ein Protein 
in vollständiger Länge, das durch das Gen oder Fragment/Fragmente davon kodiert wird, sein. Der Antikörper 
kann für PTX3 spezifisch sein oder er kann mit anderen Pentraxinen kreuzreagieren, abhängig davon, wie gut 
das durch den Antikörper erkannte Epitop unter verschiedenen Arten konserviert ist. Siehe z.B. US-Patente 
5,903,484; 5,723,286; 5,733,743; 5,747,334 und 5,871,974.
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[0035] PTX3-spezifische Bindungswirkstoffe (z.B. Polynucleotide, Polypeptide) können diagnostisch verwen-
det werden, um PTX3-Nucleinsäure oder Protein nachzuweisen oder für die Behandlung, um PTX3-Aktivität 
zu inhibieren (z.B. Transkription, Translation, Processing, Sekretion, Rezeptorbindung). Insbesondere sind 
Wirkstoffe, die die PTX3-Transkription und PTX3-Bindung an einen Rezeptor beeinflussen, erwünscht.

[0036] Verbindungen der Erfindung oder Derivate davon können als ein Medikament verwendet werden oder 
verwendet werden, um eine pharmazeutische Zusammensetzung mit einer oder mehreren Nutzungen, die hier 
offenbart werden, zu formulieren.

[0037] Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, das rekombinante menschliche PTX3 für die 
Herstellung eines Medikamentes zur Steigerung der Reproduktionsfähigkeit bei einem weiblichen Subjekt mit 
einem Defekt in der Reproduktion herzustellen.

[0038] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren für die Bestimmung der Reproduk-
tionsfähigkeit bei einer Frau, umfassend den Nachweis der Gegenwart von PTX3-Protein als diagnostischen 
Marker.

[0039] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung können in vitro an Zellen in Kultur, in vivo an Zellen im 
Körper oder ex vivo an Zellen außerhalb eines Subjektes, die dann dem Körper desselben Subjektes oder ei-
nes anderen wieder zugeführt werden, verabreicht werden. Das Subjekt ist eine Frau im reproduktionsfähigen 
Alter; sie will schwanger werden.

[0040] Verbindungen oder Derivate davon können verwendet werden, um ein Medikament oder andere phar-
mazeutische Zusammensetzungen herzustellen. Die Verwendung von Zusammensetzungen, die weiter einen 
pharmazeutisch akzeptablen Träger umfassen, und von Zusammensetzungen, die weiter Bestandteile umfas-
sen, die für die Abgabe der Zusammensetzung an ein Subjekt nützlich sind, sind auf dem Fachgebiet bekannt. 
Die Zugabe von solchen Trägern und anderen Bestandteilen zu der Zusammensetzung der Erfindung liegt völ-
lig innerhalb des Niveaus des Fachwissens auf diesem Gebiet.

[0041] Eine pharmazeutischen Zusammensetzung kann als eine Formulierung verabreicht werden, die für die 
direkte Anwendung an dem weiblichen Reproduktionssystem (z.B. Endometrium, Ovar) adaptiert oder für die 
Passage durch den Darm oder die Blutzirkulation geeignet ist. Alternativ können pharmazeutische Zusammen-
setzungen zu dem Kulturmedium zugegeben werden. Zusätzlich zu der aktiven Verbindung können solche Zu-
sammensetzungen pharmazeutisch akzeptable Träger und andere Inhaltsstoffe enthalten, von denen bekannt 
ist, dass sie die Verabreichung erleichtern und/oder die Aufnahme steigern. Die Zusammensetzung kann in 
einer einzelnen Dosis oder in vielfachen Dosen, die zu verschiedenen Zeiten verabreicht werden, verabreicht 
werden.

[0042] Pharmazeutische Zusammensetzungen können auf jedem bekannten Wege verabreicht werden. Bei-
spielhaft kann die Zusammensetzung auf einem mukösem, pulmonalem, topischen oder anderen lokalisiertem 
oder systemischem Weg (z.B. enteral und parenteral) verabreicht werden. Insbesondere kann das Erreichen 
einer effektiven Menge von PTX3-Aktivität in oder um das reproduktive System erwünscht sein. Dies kann die 
Verwendung von lokaler Applikation, Implantation nahe eines Reproduktionsorganes oder vaginale Zäpfchen 
involvieren. Der Begriffe "parenteral" beinhaltet subkutane, intradermale, intramuskuläre, intravenöse, intraar-
terielle, intrathekale und andere Injektions- oder Infusionstechniken ohne Beschränkung.

[0043] Geeignete Auswahl der Mengen und des Timings der Dosierungen, der Formulierung und der Verab-
reichungswege kann mit den Zielen der Erreichung eines günstiges Ansprechens des Subjektes (z.B. Effizi-
enz) und Vermeidung unnötiger Toxizität oder anderem Schaden (Sicherheit) getroffen werden. Daher bezieht 
sich "effektiv" auf solche Wahlen, die Routinemanipulation von Zuständen involvieren, um einen erwünschten 
Effekt zu erreichen: z.B. Beeinflussung der Reproduktionsfähigkeit, Steigerung der Fertilität oder Verringerung 
der Fertilität.

[0044] Ein Bolus der Formulierung, verabreicht an ein weibliches Subjekt einmal am Tag, ist ein bequemer 
Dosierungsplan. Alternativ kann eine effektive Dosis jeden zweiten Tag, einmal pro Woche oder einmal pro Mo-
nat verabreicht werden. Die Dosierungsspiegel von aktiven Inhaltsstoffen in einer pharmazeutischen Zusam-
mensetzung können auch variiert werden, um eine transiente oder anhaltende Konzentration der Verbindung 
oder des Derivates davon in einem Subjekt zu erreichen und in dem erwünschten therapeutischen Ansprechen 
zu resultieren. Aber es liegt auch innerhalb des Fachwissens mit Dosierungen auf niedrigerem Niveau zu be-
ginnen, als erforderlich ist, um den erwünschten therapeutischen Effekt zu erreichen, und die Dosierung all-
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mählich zu steigern, bis der erwünschte Effekt erreicht ist.

[0045] Die Dosierung kann zeitlich dem Reproduktionszyklus (z.B. Menses) des weiblichen Subjekts ange-
passt werden. Auf eine praktische Art können Körpertemperatur oder Hormonspiegel als Ersatz für Ereignisse 
wie Ovulation und Menstruation bei der Reproduktion verwendet werden.

[0046] Die Menge der verabreichten Verbindung ist abhängig von solchen Faktoren, wie z.B. Bioaktivität und 
Bioverfügbarkeit der Verbindung (z.B. Halbwertszeit im Körper, Stabilität und Metabolismus); chemische Ei-
genschaften der Verbindung (z.B. Molekulargewicht, Hydrophobie und Löslichkeit); Wege und Zeitplanung der 
Verabreichung und dergl.. Es wird auch verstanden werden, dass spezifische Dosierungsspiegel, die für jedes 
spezielle Subjekt erreicht werden sollen, von einer Vielzahl von Faktoren abhängen, einschließlich Alter, Ge-
sundheit, Anamnese, Gewicht, Kombination mit einem oder mehreren anderen Medikamenten und Schwere 
der Erkrankung.

[0047] Der Begriff "Behandlung" bezieht sich u.a. auf die Verringerung oder Linderung von einem oder meh-
reren Symptomen der Sterilität bei einem betroffenen Subjekt. Für ein gegebenes Subjekt kann die Verbesse-
rung eines Symptoms, seine Verschlechterung, Regression oder Progression durch ein objektives oder sub-
jektives Maß bestimmt werden. Die Behandlung kann auch die Kombination mit anderen existierenden Be-
handlungsmethoden und Wirkstoffen (z.B. Superovulation) involvieren. So kann Kombinationsbehandlung 
durchgeführt werden.

BEISPIELE

[0048] Heterozygote weibliche und männliche Mäuse, die genetisch für das PTX3-Gen modifiziert wurden, 
sind normal und fruchtbar. Die Züchtung untereinander ergab die vorhergesagte Anzahl von homozygoten 
Nullmäusen mit einer Mendel'schen Frequenz. Die Züchtung zwischen homozygoten Weibchen und Männ-
chen (PTX3 –/–) ist jedoch vollständig infertil. Die Züchtungsergebnisse zeigten an, dass homozygote Männ-
chen normalerweise fertil sind, wenn sie mit Wildtyp (PTX3 +/+) oder heterozygoten (PTX3 +/–) Weibchen ge-
paart werden, während PTX3 –/– -Weibchen immer infertil sind, unabhängig von dem männlichen Genotyp. 
Paarungsexperimente zeigten an, dass es keine Unterschiede zwischen PTX3 –/–- und PTX3 +/+-Weibchen 
in der Frequenz der Kopulationspfropfen ("plugs") nach spontaner Paarung während eines Zeitraumes von vier 
Tagen oder nach Superovulation gab (Tabelle 1). Die Anzahl der spontan ovulierten Eier (Tabelle 1) (durch-
schnittlich 7 pro Maus, n = 4, bei PTX3 +/–- und 7,8 pro Maus, n = 8, bei PTX3 –/–-Mäusen) oder hormonell 
induzierten ovulierten Eiern (durchschnittlichen 35 pro Maus, n = 9, bei PTX3 +/–- und 27 pro Maus, n = 18, 
bei PTX3 –/–-Mäusen) war bei +/+ – und –/–-Mäusen vergleichbar. Die Daten stammten von einem repräsen-
tativen Experiment von vier durchgeführten. Die Oocyten- und Zona pellucida-Morphologie war normal und die 
ersten Polkörperchen wurden bei ungefähr 50 % der Oocyten, die man 16 Stunden nach Human-Chorion-Go-
nadotropin (hCG)-Behandlung sowohl von PTX3 +/+- wie auch PTX3 –/–-Mäusen erhielt, beobachtet (Tabelle 
1). Diese Daten weisen darauf hin, dass Ovulation und Oocytenreifung normal und nicht die Ursache der In-
fertilität sind. Im Gegensatz dazu wurden morphologische Abnormitäten der Cumuli oophori, die von dem Ovi-
dukt von PTX3 –/–-Mäusen gesammelt wurden (Fig. 1B und 1D), einheitlich beobachtet, da die Granulosazel-
len lose mit den Oocyten assoziiert waren und nicht die Corona radiata bildeten. Von PTX3 –/– stammende 
Cumuli waren in vitro instabil und Granulosazellen lösten sich innerhalb kurzer Zeit (15 bis 60 Minuten bei 
PTX3 –/– gegenüber mehreren Stunden bei PTX3 +/+ Cumuli) nach der Sammlung (14 bis 16 Stunden nach 
hCG oder an Tag 0,5 nach natürlicher Paarung) ab, was schnell zu Oocytendenudation führte. 
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(a) Weibchen wurden mit Männchen für einen Zeitraum von 4 Tagen untergebracht und täglich auf die Gegen-
wart von Pfropfen untersucht.
(b) Ovulation wurde bei Weibchen mit Pfropfen analysiert.
(c) Die Gegenwart der ersten Polkörper wurde in Oocyten, die 15 Stunden nach hCG-Behandlung gewonnen 
wurden, bestimmt.
NS nicht signifikant unterschiedlich (p < 0,05) von Kontrolle PTX3 +/+-Mäusen durch Fischer's Exact Test
# Die Zahlen beziehen sich auf gepoolte Proben von PTX3 +/+- oder PTX3 –/–-Mäusen. Ein ähnlicher Mangel 
an Unterschieden wurde bei vier Experimenten mit 5 bis 7 Mäusen beobachtet.

[0049] Um zu verstehen, ob und wann die Schwangerschaft unterbrochen wurde, wurden Zygoten und Em-
bryonen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Paarung nach spontaner oder hormonell induzierter Ovulation 
gesammelt. Es wurden weder Oocyten, die sich zu dem Zwei-Zell-Stadium in vivo (Tag 1,5) (Tabelle 2) entwi-
ckelten, noch Oocyten mit zwei Vorkernen (Tag 0,5) jemals beobachtet, sogar wenn lebensfähiges Sperma in 
dem Ovidukt von Mangelmäusen gefunden wurde. Um dem Grund/die Gründe der Infertilität weiter zu identi-
fizieren, wurden PTX3 +/+-Blastocyten auf pseudoschwangere PTX3 –/–-Weibchen übertragen, aber es wurde 
normale Schwangerschaft und Geburt beobachtet. Dies schließt Defekte bei der Implantation und den darauf-
folgenden Vorgängen aus. 

TABELLE 1

NORMALE PAARUNGSFREQUENZ UND OVULATION BEI PTX3 –/–-MÄUSEN
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(a) Die Embryonen wurden 1,5 Tage postcoitum im Zwei-Zellen-Stadium gesammelt.
(b) Die Fusion wurde durch die Farbtransfertechnik 4 Stunden nach Insemination beurteilt.
(c) Zwei-Zell-Embryonen wurden an dem Tag nach Insemination gezählt.
# Fischer's-Exact-Test
NS nicht signifikant unterschiedlich (p < 0,05) von Kontroll-PTX3 +/+-Mäusen.

[0050] Um zu bestimmen, ob PTX3 –/–-Oocyten befruchtet werden könnten, wurde in vitro Fertilisation (IVF) 
unter Verwendung von Wildtyp-Sperma von erwachsenen Männchen durchgeführt, um PTX3 +/+ – oder PTX3 
–/–-Oocyten zu inseminieren (Tabelle 2). IVF wurde zuerst mit Oocyten durchgeführt, die von der Zona pellu-
cida befreit und mit dem DNA-spezifischen Fluorochorm Hoechst 33258 gefärbt worden waren, um die Fusion 
zu beobachten. Unter diesen Bedingungen wurde normale Spermabindung an PTX3 –/–-Oocytenplasmamem-
bran und vergleichbare Fusionsfähigkeit von PTX3 +/+ (77 %) und PTX3 –/– (68 %) Oocyten mit Sperma (Ta-
belle 2) beobachtet. Diese Resultate legen nahe, dass die Sperma-Ei-Bindung und Fusion in der Abwesenheit 
von PTX3 auftreten kann. Intakte Kumuli, die 13 bis 15 Stunden nach hCG-Behandlung gesammelt wurden, 
wurden inseminiert und die Befruchtung von PTX3 –/–-Oocyten und die Progression zum Zwei-Zell-Stadium 
wurde mit einer Frequenz beobachtet, die mit PTX3 +/+-Oocyten vergleichbar war (Tabelle 2). Diese Daten be-
stätigen, dass die Oocytenqualität bei PTX3-Mangelmäusen normal ist. Da der Cumulus oophorus eine kriti-
sche Rolle für die in vivo, aber nicht für die in vitro Fertilisation spielt, legen diese Ergebnisse nahe, dass die 
Abnormitäten in dem Cumulus der Infertilität von PTX3 –/–-Mäusen zugrunde liegen.

[0051] Die Expression von PTX3-mRNA in ovariellen Geweben wurde durch Northern-Blotting und in situ Hy-
bridisierung untersucht. Nach hormonell induzierter Superovulation beginnt die PTX3-mRNA-Expression (be-
urteilt durch Northern-Blotting in ganzem Gewebe) 2 Stunden nach hCG-Behandlung und dauert 12 bis 14 
Stunden (siehe Fig. 2A), korrespondierend zu präovulatorischer Expansion bis ein paar Stunden nach Ovula-
tion [20]. Granulosazellen, die man durch Hyaluronidasebehandlung von Cumuli oophori und Trennung von 
Oocyten erhielt, exprimierten PTX3-Transkripte.

[0052] Die Expression unter normaler Bedingung in der Abwesenheit von Superovulation wurde durch in situ 
Hybridisierung untersucht. In situ Hybridisierung von Organen von unbehandelten Weibchen (Fig. 2B) bestä-
tigte die Expression von PTX3-mRNA in dem Ovar, beschränkt auf Granulosazellen von reifen Follikeln, ohne 
Anzeichen von Transkription in Oocyten.

[0053] Es wurde dann die PTX3-Proteinexpression in ovariellen Geweben analysiert. Western-Blotting deu-
tete darauf hin, dass PTX3 mit PTX3 +/+-Cumuli (insbesondere mit extrazellulärer Matrix) assoziiert war, da 
Hyaluronidasebehandlung, die Cumuluszellen von Oocyten trennt, die Immunreaktivität aufhob (Fig. 2C). Im-
munfluoreszenzanalyse von PTX3 +/+- und –/–-Cumuli oophori, die nach hormonell induzierter Superovulation 
gesammelt wurden (13 bis 15 Stunden nach hCG), bestätigte die Assoziation von PTX3 mit interzellulärer Cu-
mulusmatrix (Fig. 2D).

[0054] Diese Daten legen nahe, dass Sterilität, die durch PTX3-Mangel hervorgerufen wird, durch einen Man-

TABELLE 2

BEFRUCHTUNG BEI PTX3 –/–-MÄUSEN
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gel an Oocytenbefruchtung entsteht, da PTX3-Mangel andere Schritte der Reproduktion, von der Paarung zur 
Ovulation, Implantation und Schwangerschaft, nicht beeinflusst. PTX3-Transkripte werden in dem normalen 
Ovar ausschließlich durch die Granulosazellen reifer Follikel exprimiert, wie auch durch abgetrennte Granulo-
sazellen, aber nicht durch Oocyten. PTX3-mRNA-Expression wird in gesamten ovariellen Geweben nach hor-
monell induzierter Superovulation induziert. Schließlich wurde PTX3-Protein in der extrazellulären Matrix von 
isolierten Cumuli identifiziert, vermutlich produziert durch Granulosazellen. Die Analyse von PTX3 –/–-Mäusen 
identifizierte einen anormalen Cumulus oophorus als einen Determinanten der Infertilität. Cumuli oophori von 
PTX3 –/–-Weibchen zeigten morphologische Abnormitäten. Es fehlte ihnen an gut definierten Corona radiata 
und bei in vitro Kultur lösten sie sich schnell von Oocyten ab. Die "Fragilität" von PTX3-Mangel-Cumuli kann 
eine strukturelle Rolle von PTX3 in dieser besonderen Matrix oder eine Änderung bei den Regulationsmecha-
nismen der Matrixauflösung reflektieren. Diese Ergebnisse identifizieren PTX3 als einen neuen Bestandteil der 
extrazellulären Matrix des Cumulus oophorus, der eine Schlüsselrolle bei der Fertilität spielt. Der Cumulus oo-
phorus, obwohl er in vitro nicht essentiell ist, spielt eine Schlüsselrolle bei in vivo Befruchtung. Daher sind die 
Abnormitäten des Cumulus oophorus wahrscheinlich bei der Infertilität von weiblichen PTX3 –/–-Mäusen invol-
viert.

MATERIALIEN UND METHODEN

ERZEUGUNG VON PTX3 –/–-Mäusen

[0055] Ein genomisches DNA-Fragment von 8,5 kb, umfassend Exons 1 bis 2 des Maus-PTX3-Gens, wurde 
verwendet, um die IRES-LacZ-Kassette, gefolgt von dem PGK-Neomycin-Resistenzgen von dem pWH9-Plas-
mid in Exon 1 an einer Lokalisation 71 bp stromabwärts des ersten kodierenden ATG, zu integrieren. Verfahren 
für die Kultur, Selektion und Identifikation von ES-Zellen wurden wie beschrieben durchgeführt [20]. Fünf un-
abhängig voneinander gerichtete R1-ES-Zellklone wurden durch Southern-Blot-Hybridisierung unter Verwen-
dung von Sonde A (EcoRI/EcoRV 750 bp-Fragment im zweiten Intron) identifiziert. Mit der Sonde B (von dem 
Neomycin-Resistenzgen) wurde kein Anzeichen für zufällige Integration nachgewiesen. Zwei ES-Zellklone 
wurden in C57BI/6-Blastocysten injiziert. Für die Genotypisierung von Mäusen wurde DNA, die von Schwanz-
biopsien stammte, durch Polymerasekettenreaktion mit zwei Primersets (Primerset 1: 5'-AGCAATGCACCTC-
CCTGCGAT-3', SEQ ID NO: 7; 5'-TCCTCGGTGGGATGAAGTCCA-3', SEQ ID NO: 8; Primer Set 2: 5'-CTG-
CTCTTTACTGAAGGCTC-3', SEQ ID NO: 9; 5'-TCCTCGGTGGGATGAAGTCCA-3', SEQ ID NO: 10), die den 
Wildtyp bzw. das Zielallel nachwiesen, amplifiziert. Die phänotypische Analyse wurde auf den zwei Linien, die 
von unabhängigen Klonen stammten, durchgeführt und die Ergebnisse wurden in einem 129Sv-C57BI/6 ge-
mischten und einem 129Sv Inzucht-genetischen Hintergrund bestätigt. PTX3 +/+-Mäuse waren 
129Sv-C57BI/6 PTX3 –/–-Wurfgeschwister oder 129Sv- oder C57BI/6-Mäuse, die von Charles River, Calco, 
Italien erhalten wurden.

[0056] Die Verfahren, die Tiere und die Sorge für sie involvieren, stimmten mit institutionellen Richtlinien ge-
mäß nationalem (4D.L. N.116, G.U., suppl. 40, 18-2-1992) und internationalem Gesetz und Grundsätzen (EEC 
Council Directive 86/609, OJ L. 358, 1, 12-12-1987; NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 
US National Research Council, 1996) überein. Es wurden alle Anstrengungen unternommen, die Anzahl von 
verwendeten Tieren und ihr Leiden zu minimieren.

PTX3-mRNA UND PROTEIN

[0057] RNA wurde aus Zellen extrahiert und unter Verwendung von TRIZOL-Reagens (GIRCO BRL) gerei-
nigt. Bedingungen für Northern-Blotting, Sondenmarkierung und Hybridisierung (Bindung und Waschen) wur-
den wie beschrieben durchgeführt [21].

[0058] In situ Hybridisierung: Cryostatschnitte (13 μm), die vom Wildtyp und PTX3 –/–-Ovarien gewonnen, mit 
Paraformaldehyd 4 % fixiert und in flüssigem Stickstoff gefroren wurden, wurden verwendet, um in situ Hybri-
disierung, wie beschrieben, durchzuführen [22]. Kurz gefasst, wurden Präparate, die mit Proteinase K und 0,2 
N HCl durchlässig gemacht wurden, bei 65°C über Nacht mit einer radioaktiv-markierten Ribosonde, die aus 
einem PTX3-cDNA enthaltenem Vektor (pBluescript) unter Verwendung eines Stratagene RNA-Transkriptions-
kits hergestellt wurde, inkubiert. Darauf folgend wurden die Proben mit Formamid-enthaltendem Puffer gewa-
schen, luftgetrocknet, in fotografische Emulsion getaucht und bei 4°C in einer dunklen Box für mindestens 10 
Tage inkubiert. Nach der Entwicklung wurden die Präparate mit einer Lösung von 2 μg/ml Hoechst 33258-Fär-
bung gegengefärbt. Für die Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakte, die man von intakten Cumuli 
oophori, Cumuluszellen oder Oocyten, gesammelt von superovulierten Weibchen, erhielt, durch SDS-Polyac-
rylamidgelelektrophorese (Page) getrennt, auf Nitrocellulosefilter wurde Elektroblotting durchgeführt (Hybond 
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ECL, Amersham) und sie wurden mit einem gereinigten biotinylierten Anti-Maus-PTX3-polyklonalen Hams-
terserum (1 μg/ml), gefolgt durch Streptavidin-HRP (BIOSPA, Italien), markiert. Markierte Proteine wurden 
durch verstärkte Chemilumineszenz (ECL, Amersham) bestimmt.

OOCYTEN- UND EMBRYOSAMMLUNG, IN VITRO FERTILISATION UND EMPBRYOTRANSFER

[0059] Cumuli oophori, Zygoten und Embryonen wurden aus dem Oviduct oder dem Uterus von unbehandel-
ten Weibchen nach natürlicher Paarung gewonnen [20]. Superovulation wurde durch Behandlung mit 5 Einhei-
ten trächtige Stutenserum (PMS, Folligon, Intervet) und mit 5 Einheiten humanem Choriongonadotropin (hCG, 
Corulon, Intervet) 48 Stunden später induziert. Cumuli oophori wurden zu verschiedenen Zeiten nach Paarung 
oder 13 bis 15 Stunden nach hCG-Behandlung gesammelt. Cumuluszellen und Oocyten wurden durch Hyalu-
ronidasebehandlung getrennt [20].

[0060] In vitro Fertilisation (IVF) von Eiern, die von superovulierten Weibchen erhalten wurden, wurde mit in-
takten Cumuli oophori, wie beschrieben [20], oder mit Zona pellucida freien Eiern [20], gefärbt mit 1 μg/ml 
Hoechst-Färbung im M16-Medium (Sigma) [23], und mit Sperma vom BDF-Männchen durchgeführt. Befruch-
tung und Sperma-Ei-Fusion wurde durch Zählung von Zwei-Zell-Stadium-Embryonen am Tag nach der Inse-
mination von intakten Cumuli oophori und durch Zählung von Eiern mit fluoreszierendem fertilisierendem Sper-
ma 4 Stunden nach Insemination von Zona pellucida-freien Eiern bestimmt.

[0061] Der Embryotransfer wurde, wie beschrieben [20], unter Verwendung von 3,5 Tage PTX3 +/+-Blasto-
cysten, die in den Uterus von 2,5 Tagen pseudoschwangeren PTX3 –/–-Weibchen implantiert wurden, durch-
geführt.
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[0062] Alle Modifikationen und Substitutionen, die in den Sinn der Ansprüche und den Bereich ihrer legalen 
Äquivalente fallen, sollen innerhalb ihres Umfanges eingeschlossen werden. Ein Anspruch, der den Übergang 
"umfassend" verwendet, erlaubt den Einschluss von anderen Elementen in den Umfang des Anspruches; die 
Erfindung wird auch durch solche Ansprüche beschrieben, die die Übergangsredewendung "im wesentlichen 
bestehend aus" (sprich den Einschluss von anderen Elementen in den Umfang des Anspruches erlaubend, 
wenn sie die Ausübung der Erfindung nicht wesentlich beeinflussen) und den Übergang "bestehend" (sprich, 
nur die Elemente die in dem Anspruch aufgeführt sind, erlaubend, anders als die Unreinheiten oder belanglo-
sen Aktivitäten, die normalerweise mit der Erfindung vergesellschaftet sind) anstelle des "umfassend" Begriffes 
benutzen. Jeder dieser drei Übergänge kann verwendet werden, um die Erfindung zu beanspruchen.

[0063] Es sollte verstanden werden, dass ein Element, das in dieser Beschreibung beschrieben wird, nicht 
als eine Begrenzung der beanspruchten Erfindung ausgelegt werden sollte, außer es wird darauf ausdrücklich 
in den Ansprüchen hingewiesen. So sind die Ansprüche die Basis für die Bestimmung des Umfanges des le-
galen Schutzes, der gewährt wird, anstatt eine Begrenzung durch die Beschreibung, die in die Ansprüche hi-
neingelesen wird.

[0064] In Unterscheidung dazu ist der vorherige Stand der Wissenschaft ausdrücklich von der Erfindung bis 
zu dem Ausmaß spezifischer Ausführungsarten ausgeschlossen, die die beanspruchte Erfindung antizipieren 
oder die Neuartigkeit zerstören würden. Bei bestimmten Ausführungsarten kann die Gattung von Polynucleo-
tiden oder Polypeptiden in den Ansprüchen unter dem Vorbehalt aufgezählt werden, dass native Nucleinsäu-
ren oder Proteine ausgeschlossen sind (z.B. mit einer Nucleotid- oder Aminosäuresequenz, die in dem Se-
quenzprotokoll nicht angegeben ist). Z.B. kann die Degeneration des genetischen Codes verwendet werden, 
um ein Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz bereitzustellen, die SEQ ID NO: 2 kodiert, die aber nicht SEQ 
ID NO: 1 ist. Ähnlich kann ein PTX3-Polypeptid bereitgestellt werden, das funktionell äquivalent aber nicht 
identisch mit dem Maus- und/oder menschlichen Protein (z.B. mindestens 90 % identisch) durch Änderung von 
einem oder mehreren der Aminosäurereste von SEQ ID NO: 2 ist.

[0065] Für einen Fachmann auf diesem Gebiet wird es offensichtlich sein, dass die Erfindung in anderen spe-
zifischen Formen ausgeführt werden kann, ohne dass sie von ihrem Geist oder ihren wesentlichen Charakte-
ristika abweicht. Die beschriebenen Ausführungsarten sollten nur als veranschaulichend, nicht als beschrän-
kend angesehen werden, da der Umfang des legalen Schutzes, der für die Erfindung bereitgestellt wird, eher 
durch die anhängenden Ansprüche als durch diese Beschreibung zum Ausdruck gebracht wird.  
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SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Verwendung des rekombinanten menschlichen PTX3 zur Herstellung eines Medikaments zur Erhöhung 
der Reproduktionsfähigkeit eines weibliches Subjekts mit einem Defekt in der Reproduktion.

2.  Verwendung gemäß Anspruch 1, wobei das Subjekt ein weiblicher Patient oder ein Tier ist.

3.  Verwendung gemäß den Ansprüchen 1 bis 2, worin das Medikament systemisch zu verabreichen ist.

4.  Verwendung gemäß den Ansprüchen 1 bis 2, worin das Medikament lokal zu verabreichen ist.

5.  Verfahren zur Bestimmung der Reproduktionsfähigkeit einer menschlichen Frau, umfassend den Nach-
weis der Gegenwart des PTX3-Protein als diagnostischen Marker in Fluids oder Geweben, die der Frau ent-
nommen wurden.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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