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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft die Erfordernis von PTX3-Aktivitat fiir die weibliche Fertilitat. Eine genetische
Mutation, die die PTX3-Aktivitat reduziert, fihrt zu weiblicher Sterilitat.

[0002] Pentraxine sind eine Uberfamilie 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 Entziindungsme-
diatoren hergestellt werden; insbesondere werden sie direkt durch Interleukin-6 induziert [2-3].

[0003] Lange Pentraxine teilen sich Ahnlichkeiten mit den klassischen kurzen Pentraxinen, aber sie unter-
scheiden sich durch die Gegenwart einer nicht verwandten N-terminalen Domane, die an die C-terminale Pen-
traxindomane gekoppelt ist, wie auch durch die genomische Organisation, chromosomale Lokalisierung, zel-
lulare 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-a (TNFa) induzierbares Gen in Fibroblasten [5] identifiziert wurde. PTX3 wird auch durch Ma-
krophagen und andere Zellarten und Gewebe bei der Stimulierung mit primaren Entziindungsmediatoren
(LPS, IL-1, TNFa) hergestellt [6-8]. PTX3 besteht aus einer Pentraxin-dhnlichen C-terminalen 203-Aminosau-
rendomane und einer nicht-verwandten N-terminalen 178-Aminosaurendomane. 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 |V, Fibronectin oder Gelatine. Im Gegensatz dazu, bindet PTX3 spezifisch mit hoher Affinitat an Clq durch
die Pentraxindomane [9]. PTX3-Plasmaspiegel sind bei normalen Bedingungen sehr niedrig (< 2 ng/ml), aber
sie steigen bei verschiedenen pathologischen Zustanden (10 bis 100 ng/ml) einschlieBlich 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 mogliches integrales Membranpentraxin [18-9]. Die in vivo Funktion von langen
Pentraxinen wurde nicht eindeutig definiert.

[0005] PTXS3 besteht aus zwei strukturellen Domanen; einer N-terminalen Doméane, die nicht mit irgendeinem
bekannten Molekil verwandt ist, und einer C-terminalen Doméane, die den kurzen Pentraxinen, wie C-reakti-
vem Protein gleicht (Breviario et al., J. Biol. Chem., 267:22190-22197, 1992). Eine wesentliche Ahnlichkeit wur-
de zwischen menschlichem PTX3 (hPTX3) und Maus PTX3 (mPTX3) gefunden. Der Grad der |dentitat zwi-
schen menschlichen und Maus-PTX3-Genen betragt 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 Ahnlichkeit zwischen hPTX3- und mPTX3-Sequenzen ist ein
Zeichen fur den hohen Grad der Konservierung von Pentraxinen wahrend der Evolution (Pepys & Baltz, Adv.
Immunol., 34:141-212, 1983). Eine Ubersicht iiber 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 fiir die therapeutische Behandlung von Krebs,
Entziindung und Infektionskrankheiten.

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

[0008] WO 02/36151 beschreibt die Verwendung von PTX3 fir die Herstellung eines Medikamentes fir die
Pravention 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 praovulatorischen Zeitraum als ein Stromabwarts-Protein in der GDF-9-Signaltransdukti-
onskaskade zeigt.

[0010] Im Gegensatz zu dem Vorangehenden, zeigten die Untersuchung von Mausen, 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-Aktivitat bei weiblicher Fertilitat.

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

[0012] Pharmazeutische Zusammensetzungen, Verfahren fiir 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 Reproduktionsfahigkeit eines weiblichen Subjektes mit
einem Defekt in der Reproduktion zu erhdhen, besteht. Die Entdeckung, dass PTX3-Aktivitat erforderlich ist,
kann als eine Therapie flur einen weiblichen Patienten oder ein Tier mit einem Defekt in der Reproduktion oder
fur die Diagnose ihrer Reproduktionsfahigkeit verwendet werden.

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

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

[0016] Der Nachweis von PTX3 bei einem weiblichen Subjekt und die Korrelation dieser Menge mit ihrer Re-
produktionsfahigkeit ist eine weitere Aufgabe der Erfindung. Mutationen in dem menschlichen PTX3-Genort
wirden im Chromosom 3q24-g28 auftreten; Mutationen in den wechselwirkenden Genen wirden aulerhalb
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 Reproduktionsfahigkeit, Fertilitat oder Steri-
litdt 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 Ansprichen 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 —/— Mausen.
Cumuli oophori wurden 14 bis 16 Stunden nach hCG-Behandlung gewonnen. Sie werden nach der Sammlung
(A und B) oder 4 Stunden spater (C und D) gezeigt. In PTX3 +/+-Mausen (A und C) bilden Granulosazellen
einen kompakten und stabilen Cumulus um die Oocyte (Pfeil "da mettere"). Bei PTX3 -/~ Mausen (B und D)
stehen sie mit der Oocyte nur lose in Verbindung und der Cumulus ist nach 4 Stunden vollstandig verschwun-
den. Histologische Untersuchung der Ovarien von PTX3 +/+ (E)- und PTX3 —/- (F)-Mausen 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 spater
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 ug der Gesamt-RNA wurden auf jede Bahn gegeben. Ethidiumbromidfarbung 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) -Mausen 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-Stromaufwartsregulationsorte (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-Aminosduresequenzen zeigt, dass
312 von 381 Resten identisch (82 %) und 351 Reste zumindest dhnlich (92 %) sind. Beide Gene enthalten drei
Exons. Das erste kodiert 43 Aminosaurereste, das zweite kodiert 135 Aminosaurereste mit keiner hohen Ahn-
lichkeit zu bekannten Sequenzmotiven und das dritte kodiert 203 Aminosé&urereste mit Ahnlichkeit zu Pentra-
xinen. Eine Pentraxin-ahnliche Domane beinhaltet zwei Cys-Reste an den Positionen 162 und 254 und eine
Consensus "Pentraxin-ahnliche" Sequenz His-Xaa-Cys-Xaa-Ser/Thr-Trp-Xaa-Ser (SEQ ID NO: 11).

BESCHREIBUNG DER SPEZIFISCHEN AUSFUHRUNGSARTEN 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 ungefahr 900
kDa. Er wanderte in der Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden und nichtreduzierenden Bedingungen
als eine vorherrschende Bande von ungefahr 440 kDa (z.B. 9- oder 10-mer von ungefahr 45 kDa Protomeren)
mit zwei geringeren Banden in dem 540 bis 600 kDa-Bereich. Circulardichroismusanalyse wies daraufhin, dass
PTX3 Gberwiegend B-Faltblattstruktur mit etwas a-helikaler Struktur enthielt. pPTX3-Polypeptid oder ein Kom-
plex davon kann indirekt durch ein Bindungsmolekdl (z.B. Antikdrper, natlrlicher oder nichtnatlrlicher Pep-
tid-Nachahmer) fiir das PTX3-Genprodukt identifiziert, isoliert oder nachgewiesen werden.

[0022] PTX3-Polypeptid und seine Varianten (sprich Deletion, Domanenneukombination oder -duplikation, In-
sertion, Substitution oder Kombinationen davon) sind auch fiir die Bestimmung von Strukturfunktionsbeziehun-
gen nutzlich (z.B. Alaninscanning, konservative oder nicht-konservative Aminosauresubstitution). 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 zufallige Mutagenese oder Genneukombination
unter Verwendung von PTX3 kann verwendet werden, um neue und verbesserte Funktionen in Ubereinstim-
mung mit den Selektionskriterien zu erwerben. Mutierte, polymorphe und analoge PTX3-Polypeptide werden
durch geeignete mutierte, polymorphe und analoge PTX3-Polynucleotide kodiert. Strukturaktivitdtsbeziehun-
gen von PTX3 kénnen unter Verwendung varianter Polypeptide, die durch ein Expressionskonstrukt, das in
eine Wirtszelle mit oder ohne endogenes PTX3 transfiziert wurde, hergestellt wurden, untersucht werden. So
kénnen Mutationen in diskreten Domanen des PTX3-Polypeptids mit abnehmender oder sogar zunehmender
Aktivitat bei der Funktion des Proteins vergesellschaftet sein.

[0023] Eine PTX3-Nucleotidsequenz kann verwendet werden, um ein Fusionspolypeptid mit mindestens ei-
ner heterologen Peptiddomane (z.B. eine Affinitats- oder Epitopmarkierung) herzustellen. Oligopeptid ist nltz-
lich fur die Herstellung spezifischen Antikérpers und Epitopkartierung von PTX3-spezifischem Antikdrper. Ein
Polypeptid kann mindestens 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 oder mehr Aminosauren
lang sein (einschlieBlich dazwischenliegenden Bereichen davon). Oligopeptid kann mit einer Affinitdtsmarkie-
rung eines spezifischen Bindungspaares konjugiert sein (z.B. Antikdrper-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 Lange (z.B. SEQ ID
NO: 2 oder 9) oder ein kiirzeres Fragment (z.B. N-terminale oder C-terminale Domane) hergestellt werden;
wahlweise einschlieBlich einer heterologen Peptiddomane. PTX3-Polypeptid kann durch chemische Mittel syn-
thetisiert, aus naturlichen 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
Uberwachen, 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 fur RT-PCR-As-
says verwendet werden, um PTX3-Transkripthaufigkeit innerhalb der Zellen zu quantifizieren. Amplifikations-
primer kénnen zwischen 15 und 30 Nucleotiden lang sein (vorzugsweise ungefahr 25 Nucleotiden), verbinden
sich entweder mit dem Sinn- oder Gegensinn-Strang (vorzugsweise wird das Paar komplementar 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 nutzlich fur die Entwicklung und Nutzung von PTX3-Primern und ande-
ren Oligonucleotiden sein, um zugehdérige RNA und DNA innerhalb von Zellen zu quantifizieren.

[0025] Die Bindung von Polynucleotiden oder Polypeptiden kann in einer L6sung oder in einem Substrat statt-
finden. Das Assayformat kann die Trennung von Gebundenem von Nicht-Gebundenem erforderlich machen
oder nicht. Nachweisbare Signale kdnnen 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 Sensitivitat und/oder Spezifitdt zu verbes-
sern. Das Anbringen eines Polynucleotids oder Polypeptids, wechselwirkenden Proteins oder Bindungsmole-
kiils an einem Substrat vor, nach oder wahrend der Bindung, fihrt 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] Anderungen in der Genexpression kénnen sich in der Zelle durch Hervorrufen von transkriptionaler In-
itiierung, Transkriptstabilitdt, Translation des Transkripts in Proteinprodukt, Proteinstabilitat, 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,
Nucleinsaurehybridisierung, Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR), Run-On-Transkripti-
on, Southern-Hybridisierung, metabolische Proteinmarkierung, Antikérperbindung, Immunprazipitation (IP),
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), Radioimmunoassay (RIA), Fluoreszenzmarkierung oder histo-
chemische Farbung, 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 fur
den bequemen Nachweis verwendet werden. Reportergene beinhalten z.B. alkalische Phosphatase, 3-Galak-
tosidase (LacZ), Chloramphenicolacetyltransferase (CAT), B-Glucoronidase (GUS), Luciferasen (LUC), griine
und rote fluoreszierende Proteine (GFP bzw. RFP), Meerrettichperoxidase (HRP), B-Lactamase und Derivate
davon (z.B. blaue EBFP, Zyan-ECFP, gelb-griine EYFP, destabilisierte GFP-Varianten, stabilisierte GFP-Vai-
anten oder Fusionsvarianten, die als LIVING COLORS fluoreszierende Proteine durch Clontech verkauft wer-
den). Reportergene wiirden zugehérige 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), fur das zugehorige Antikdrper oder Affinitatsharze erhaltlich sind. Beispiele fir Me-
dikamente, fur die selektierbare Markergene, die Resistenz Ubertragen, 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. Antikdrper-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 kénnen als
ein Affinitatsreagens verwendet werden, um Wechselwirkungen, die spezifische Bindung eines Transkriptes
oder Proteinproduktes des Expressionsvektors involvieren, zu identifizieren, zu isolieren und nachzuweisen.
Vor oder nach der Affinitdtsbindung des Transkriptes oder Proteinproduktes kann das Mitglied, das an das Po-
lynucleotid oder Polypeptid gebunden ist, an sein zugehoriges Bindungsmitglied gebunden werden. Dies kann
einen Komplex in Lésung oder immobilisiert an einen Trager hervorrufen. Eine Proteaseerkennungsstelle (z.B.
fur Enterokinase, Faktor Xa, ICE, Secretasen, Thrombin) kann zwischen nebeneinanderliegenden Domanen
eingeschlossen werden, um ortspezifische Proteolyse, die diese Domanen trennt und/oder Proteinaktivitat in-
aktiviert, zu erlauben.

[0029] Sonden und Primer kénnen verwendet werden, um ein PTX3-Gen oder eine Variante davon zu iden-

tifizieren. Z.B. kann eine Sonde oder ein Primer, der spezifisch fur 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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schliellen, dass die Quelle des Genes anwesend bzw. abwesend ist. Genetische Polymorphismen und Muta-
tionen in dem PTX3-Gen kénnen spezifisch durch Positionierung einer potentiell nicht Ubereinstimmenden 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, abhangig davon, ob die Sequenz des Zieles
an dieser Position komplementéar bzw, nicht komplementar zu der Base ist, nachgewiesen werden.

[0030] Genetische Polymorphismen und Mutationen kénnen auch durch eine Anderung in der Lange des Re-
striktionsfragmentes (RFLP), Nuclease-geschiitzten Fragmentes (z.B. S1-Nuclease, Deoxyribonuclease |, Ri-
bonuclease A, H oder T1) oder eines amplifizierten Produktes nachgewiesen werden. Fur komplizierte gene-
tische Fingerabdriicke mag die Identifizierung von jedem Bestandteil nicht notwendig sein, da ein visueller
Seit-an-Seit-Vergleich Unterschiede leicht nachweisen kénnte (z.B. RAPD). Unterschiede kdnnen auch durch
Anderungen in dem Molekulargewicht (MW) oder isoelektrischen Punkt (pl) des PTX3-Proteins durch Gelelek-
trophorese bzw. isoelektrische Fokussierung nachgewiesen werden.

[0031] Die Gegenwart von PTX3-Protein kann als ein Hinweis auf PTX3-Aktivitat in menschlichen oder tieri-
schen Flussigkeiten oder Geweben verwendet werden. Die Flissigkeit 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 fir festes Gewebe, auf dispergiertem oder homogenisiertem Gewebe, in Lésung
(z.B. verdunnte oder unverdiinnte Kérperflissigkeit, Waschung) oder auf einem Zellausstrich oder "touch prep"
nachgewiesen werden. Oocyten, die fertilisiert werden kénnen, kénnen 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 Deoxyribonucleinsdure (DNA) und/oder Ribonucleinsdure (RNA) ist. Die physikalische Form des Vek-
tors kann einstrangig oder doppelstrangig sein; seine Topologie kann linear oder zirkular sein. Der Vektor ist
vorzugsweise eine doppelstrangige Deoxyribonucleinsdure (dsDNA) oder wird in eine dsDNA nach Einfihrung
in eine Zelle (z.B. Insertion eines Retrovirus in ein Wirtsgenom als ein Provirus) konvertiert. Der Vektor kann
ein oder mehrere Bereiche von einem Saugetier-, Insekt-, Pflanzen- oder Pilzgen oder einem Virus (z.B. Ade-
novirus, Adeno-assoziiertes Virus, Cytomegalovirus, Geflligelpockenvirus, Herpes simplexvirus, Lentivirus,
Moloney-Leukamievirus, Mausbrustkrebsvirus, Rous-Sarcomvirus, SV40-Virus, Vacciniavirus), wie auch Be-
reiche, die flr genetische Manipulation geeignet sind (z.B. selektierbaren Marker, Linker mit multiplen Erken-
nungsstellen fur Restriktionsendonucleasen, Promotor fir in vitro Transkription, Primerannealingsstellen fir in
vitro Replikation) mit einschlief3en. Der Vektor kann mit Proteinen und anderen Nucleinsduren in einem Trager
(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 fir die Einfihrung von ihnen in das weibliche Reproduktionssystem (z.B. Endometrium, Ovar) liegt
innerhalb des Bereiches des Fachwissens.

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

[0034] Fur PTX3 spezifischer Antikdrper kann fiir Inhibition oder Nachweis verwendet werden. Polyklonale
oder monoklonale Antikdrper kdnnen 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 affinitdtsgereinigt 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 Antikdrper gebunden sind, beinhaltet, sein. Antikbrperfragmente
kénnen durch proteolytische Spaltung oder Gentechnik hergestellt werden; humanisierter Antikérper und Ein-
zelketten-Antikdrper kann durch Transplantation von Sequenzen von Antigen-Bindungsdomanen eines Anti-
korpers auf Gerustmolekule hergestellt werden. Andere Bindungsmolekdle (z.B. Agonisten oder Antagonisten
von Ligand-Rezeptorbindung) kénnen 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 vollstandiger Lange, das durch das Gen oder Fragment/Fragmente davon kodiert wird, sein. Der Antikorper
kann fir PTX3 spezifisch sein oder er kann mit anderen Pentraxinen kreuzreagieren, abhangig davon, wie gut
das durch den Antikdrper 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) kdnnen diagnostisch verwen-
det werden, um PTX3-Nucleinsaure oder Protein nachzuweisen oder fur die Behandlung, um PTX3-Aktivitat
zu inhibieren (z.B. Transkription, Translation, Processing, Sekretion, Rezeptorbindung). Insbesondere sind
Wirkstoffe, die die PTX3-Transkription und PTX3-Bindung an einen Rezeptor beeinflussen, erwiinscht.

[0036] Verbindungen der Erfindung oder Derivate davon kénnen 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 fir die
Herstellung eines Medikamentes zur Steigerung der Reproduktionsfahigkeit bei einem weiblichen Subjekt mit
einem Defekt in der Reproduktion herzustellen.

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

[0039] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kénnen in vitro an Zellen in Kultur, in vivo an Zellen im
Korper oder ex vivo an Zellen auBerhalb eines Subjektes, die dann dem Koérper desselben Subjektes oder ei-
nes anderen wieder zugeflihrt werden, verabreicht werden. Das Subjekt ist eine Frau im reproduktionsfahigen
Alter; sie will schwanger werden.

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

[0041] Eine pharmazeutischen Zusammensetzung kann als eine Formulierung verabreicht werden, die fiir die
direkte Anwendung an dem weiblichen Reproduktionssystem (z.B. Endometrium, Ovar) adaptiert oder fir die
Passage durch den Darm oder die Blutzirkulation geeignet ist. Alternativ kbnnen pharmazeutische Zusammen-
setzungen zu dem Kulturmedium zugegeben werden. Zusatzlich zu der aktiven Verbindung kénnen solche Zu-
sammensetzungen pharmazeutisch akzeptable Trager 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 kénnen auf jedem bekannten Wege verabreicht werden. Bei-
spielhaft kann die Zusammensetzung auf einem mukdsem, pulmonalem, topischen oder anderen lokalisiertem
oder systemischem Weg (z.B. enteral und parenteral) verabreicht werden. Insbesondere kann das Erreichen
einer effektiven Menge von PTX3-Aktivitat in oder um das reproduktive System erwiinscht sein. Dies kann die
Verwendung von lokaler Applikation, Implantation nahe eines Reproduktionsorganes oder vaginale Zapfchen
involvieren. Der Begriffe "parenteral” beinhaltet subkutane, intradermale, intramuskulére, intravendése, intraar-
terielle, intrathekale und andere Injektions- oder Infusionstechniken ohne Beschrankung.

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

[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 kdénnen auch variiert werden, um eine transiente oder anhaltende Konzentration der Verbindung
oder des Derivates davon in einem Subjekt zu erreichen und in dem erwiinschten therapeutischen Ansprechen
zu resultieren. Aber es liegt auch innerhalb des Fachwissens mit Dosierungen auf niedrigerem Niveau zu be-
ginnen, als erforderlich ist, um den erwlinschten therapeutischen Effekt zu erreichen, und die Dosierung all-

7/26



DE 602 10 297 T2 2007.01.11

mahlich zu steigern, bis der erwiinschte Effekt erreicht ist.

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

[0046] Die Menge der verabreichten Verbindung ist abhangig von solchen Faktoren, wie z.B. Bioaktivitat und
Bioverfugbarkeit der Verbindung (z.B. Halbwertszeit im Korper, Stabilitdt und Metabolismus); chemische Ei-
genschaften der Verbindung (z.B. Molekulargewicht, Hydrophobie und Ldslichkeit); Wege und Zeitplanung der
Verabreichung und dergl.. Es wird auch verstanden werden, dass spezifische Dosierungsspiegel, die fir jedes
spezielle Subjekt erreicht werden sollen, von einer Vielzahl von Faktoren abhangen, einschliel3lich 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 Sterilitat bei einem betroffenen Subjekt. Fiir ein gegebenes Subjekt kann die Verbesse-
rung eines Symptoms, seine Verschlechterung, Regression oder Progression durch ein objektives oder sub-
jektives Mafy bestimmt werden. Die Behandlung kann auch die Kombination mit anderen existierenden Be-
handlungsmethoden und Wirkstoffen (z.B. Superovulation) involvieren. So kann Kombinationsbehandlung
durchgefiihrt werden.

BEISPIELE

[0048] Heterozygote weibliche und mannliche Mause, die genetisch fir das PTX3-Gen modifiziert wurden,
sind normal und fruchtbar. Die Ziichtung untereinander ergab die vorhergesagte Anzahl von homozygoten
Nullmdusen mit einer Mendel'schen Frequenz. Die Ziichtung zwischen homozygoten Weibchen und Mann-
chen (PTX3 —/-) ist jedoch vollstandig infertil. Die Ziichtungsergebnisse zeigten an, dass homozygote Mann-
chen normalerweise fertil sind, wenn sie mit Wildtyp (PTX3 +/+) oder heterozygoten (PTX3 +/-) Weibchen ge-
paart werden, wahrend PTX3 -/~ -Weibchen immer infertil sind, unabhangig von dem mannlichen Genotyp.
Paarungsexperimente zeigten an, dass es keine Unterschiede zwischen PTX3 —/— und PTX3 +/+-Weibchen
in der Frequenz der Kopulationspfropfen ("plugs") nach spontaner Paarung wahrend 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 —/—-Mausen) oder hormonell
induzierten ovulierten Eiern (durchschnittlichen 35 pro Maus, n = 9, bei PTX3 +/— und 27 pro Maus, n = 18,
bei PTX3 —/—Mausen) war bei +/+ — und —/—Mausen vergleichbar. Die Daten stammten von einem reprasen-
tativen Experiment von vier durchgefiihrten. Die Oocyten- und Zona pellucida-Morphologie war normal und die
ersten Polkorperchen wurden bei ungefahr 50 % der Oocyten, die man 16 Stunden nach Human-Chorion-Go-
nadotropin (hCG)-Behandlung sowohl von PTX3 +/+- wie auch PTX3 —/—-Mausen erhielt, beobachtet (Tabelle
1). Diese Daten weisen darauf hin, dass Ovulation und Oocytenreifung normal und nicht die Ursache der In-
fertilitat sind. Im Gegensatz dazu wurden morphologische Abnormitaten der Cumuli oophori, die von dem Ovi-
dukt von PTX3 —/—Mausen 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 I6sten sich innerhalb kurzer Zeit (15 bis 60 Minuten bei
PTX3 —/- gegenuber mehreren Stunden bei PTX3 +/+ Cumuli) nach der Sammlung (14 bis 16 Stunden nach
hCG oder an Tag 0,5 nach naturlicher Paarung) ab, was schnell zu Oocytendenudation flhrte.
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TABELLE 1

NORMALE PAARUNGSFREQUENZ UND OVULATION BEI PTX3 -/—~MAUSEN

PTX3 +/+ PTX3 -/~ P-Wert
Paarungsfreqguenz
Spontan (a)
1. Tag 4/9 2/10 NS
2. Tag 2/5 2/8 NS
3. Tag 2/3 2/5 NS
Nach Superovulation 4/4 8/8 NS
Ovulation spontan (b): ovulierende Mduse 4/4 5/5 NS
Eier pro Maus 7 7,8 -4
Nach Superovulation: ovulierende Mause 5/5 6/6 NS
Eier pro Maus 37,8 33,3 -
Gegenwart von Polkoérperchen in den 53/98 54/109 NS
ovulierten Eiern (c) (54 %) (49 %) -

(a) Weibchen wurden mit Mannchen fiir einen Zeitraum von 4 Tagen untergebracht und taglich auf die Gegen-
wart von Pfropfen untersucht.

(b) Ovulation wurde bei Weibchen mit Pfropfen analysiert.

(c) Die Gegenwart der ersten Polkorper wurde in Oocyten, die 15 Stunden nach hCG-Behandlung gewonnen
wurden, bestimmt.

NS nicht signifikant unterschiedlich (p < 0,05) von Kontrolle PTX3 +/+-Mausen durch Fischer's Exact Test

# Die Zahlen beziehen sich auf gepoolte Proben von PTX3 +/+- oder PTX3 —/—M&ausen. Ein dahnlicher Mangel
an Unterschieden wurde bei vier Experimenten mit 5 bis 7 Mausen 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 lebensfahiges Sperma in
dem Ovidukt von Mangelmausen gefunden wurde. Um dem Grund/die Griinde der Infertilitat weiter zu identi-
fizieren, wurden PTX3 +/+-Blastocyten auf pseudoschwangere PTX3 —/—Weibchen Gbertragen, aber es wurde
normale Schwangerschaft und Geburt beobachtet. Dies schliel3t Defekte bei der Implantation und den darauf-
folgenden Vorgangen aus.
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TABELLE 2

BEFRUCHTUNG BEI PTX3 —/—MAUSEN

Befruchtung PTX3 +/+ PTX3 -/- P-Wert

In vivo

Befruchtete Eier Uber Gesamt (a)

Spontane Ovulation: 17/28 (60 %) 0/39 (0 %) <0,0001#
Nach Superovulation: 81/162 (50 %) 0/192 (0 %) <0,0001
In vitro

Nach Zona pellucida-Entfernung
(b) 21/27 (77 %) 21/31 (68 %) NSt

Unter Verwendung von intakten Cu-

muli oophori (c) 79/189 (41,8 %) 68/169 (40 %) NS

(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 gezahit.

# Fischer's-Exact-Test

NS nicht signifikant unterschiedlich (p < 0,05) von Kontroll-PTX3 +/+-Mausen.

[0050] Um zu bestimmen, ob PTX3 —/—Oocyten befruchtet werden kénnten, wurde in vitro Fertilisation (IVF)
unter Verwendung von Wildtyp-Sperma von erwachsenen Mannchen durchgefihrt, um PTX3 +/+ — oder PTX3
—/—Oocyten zu inseminieren (Tabelle 2). IVF wurde zuerst mit Oocyten durchgefiihrt, die von der Zona pellu-
cida befreit und mit dem DNA-spezifischen Fluorochorm Hoechst 33258 gefarbt worden waren, um die Fusion
zu beobachten. Unter diesen Bedingungen wurde normale Spermabindung an PTX3 —/—QOocytenplasmamem-
bran und vergleichbare Fusionsfahigkeit 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-
statigen, dass die Oocytenqualitat bei PTX3-Mangelmausen normal ist. Da der Cumulus oophorus eine kriti-
sche Rolle fiir die in vivo, aber nicht flr die in vitro Fertilisation spielt, legen diese Ergebnisse nahe, dass die
Abnormitaten in dem Cumulus der Infertilitdt von PTX3 —/—Mausen 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 praovulatorischer 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) besta-
tigte die Expression von PTX3-mRNA in dem Ovar, beschrankt 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 extrazellularer Matrix) assoziiert war, da
Hyaluronidasebehandlung, die Cumuluszellen von Oocyten trennt, die Immunreaktivitdt authob (Fig. 2C). Im-
munfluoreszenzanalyse von PTX3 +/+- und —/—Cumuli oophori, die nach hormonell induzierter Superovulation
gesammelt wurden (13 bis 15 Stunden nach hCG), bestatigte die Assoziation von PTX3 mit interzellularer Cu-
mulusmatrix (Fig. 2D).

[0054] Diese Daten legen nahe, dass Sterilitat, die durch PTX3-Mangel hervorgerufen wird, durch einen Man-
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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 ausschlieBlich 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. SchlieRlich wurde PTX3-Protein in der extrazellularen Matrix von
isolierten Cumuli identifiziert, vermutlich produziert durch Granulosazellen. Die Analyse von PTX3 —/—M&usen
identifizierte einen anormalen Cumulus oophorus als einen Determinanten der Infertilitdt. Cumuli oophori von
PTX3 —/—Weibchen zeigten morphologische Abnormitaten. Es fehlte ihnen an gut definierten Corona radiata
und bei in vitro Kultur I6sten sie sich schnell von Oocyten ab. Die "Fragilitat" von PTX3-Mangel-Cumuli kann
eine strukturelle Rolle von PTX3 in dieser besonderen Matrix oder eine Anderung bei den Regulationsmecha-
nismen der Matrixauflésung reflektieren. Diese Ergebnisse identifizieren PTX3 als einen neuen Bestandteil der
extrazellularen Matrix des Cumulus oophorus, der eine Schlisselrolle bei der Fertilitat spielt. Der Cumulus oo-
phorus, obwohl er in vitro nicht essentiell ist, spielt eine Schlisselrolle bei in vivo Befruchtung. Daher sind die
Abnormitaten des Cumulus oophorus wahrscheinlich bei der Infertilitat von weiblichen PTX3 —/—Mausen invol-
viert.

MATERIALIEN UND METHODEN
ERZEUGUNG VON PTX3 —/—M&usen

[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 stromabwarts des ersten kodierenden ATG, zu integrieren. Verfahren
fur die Kultur, Selektion und Identifikation von ES-Zellen wurden wie beschrieben durchgefihrt [20]. FUnf un-
abhangig 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 fur zufallige Integration nachgewiesen. Zwei ES-Zellklone
wurden in C57BI/6-Blastocysten injiziert. Fur die Genotypisierung von Mausen 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 phanotypische Analyse wurde auf den zwei Linien, die
von unabhangigen Klonen stammten, durchgefihrt und die Ergebnisse wurden in einem 129Sv-C57BI/6 ge-
mischten und einem 129Sv Inzucht-genetischen Hintergrund bestatigt. PTX3 +/+-Mause waren
129Sv-C57BI/6 PTX3 —/—Wurfgeschwister oder 129Sv- oder C57BI/6-Mause, die von Charles River, Calco,
Italien erhalten wurden.

[0056] Die Verfahren, die Tiere und die Sorge fir sie involvieren, stimmten mit institutionellen Richtlinien ge-
malf nationalem (4D.L. N.116, G.U., suppl. 40, 18-2-1992) und internationalem Gesetz und Grundsatzen (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) tberein. 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 fir Northern-Blotting, Sondenmarkierung und Hybridisierung (Bindung und Waschen) wur-
den wie beschrieben durchgefihrt [21].

[0058] In situ Hybridisierung: Cryostatschnitte (13 um), die vom Wildtyp und PTX3 —/—Qvarien gewonnen, mit
Paraformaldehyd 4 % fixiert und in flissigem Stickstoff gefroren wurden, wurden verwendet, um in situ Hybri-
disierung, wie beschrieben, durchzuflhren [22]. Kurz gefasst, wurden Praparate, die mit Proteinase K und 0,2
N HCI durchlassig gemacht wurden, bei 65°C Gber 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 flir mindestens 10
Tage inkubiert. Nach der Entwicklung wurden die Praparate mit einer Losung von 2 ug/ml Hoechst 33258-Far-
bung gegengefarbt. Flr 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 durchgefihrt (Hybond
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ECL, Amersham) und sie wurden mit einem gereinigten biotinylierten Anti-Maus-PTX3-polyklonalen Hams-
terserum (1 pg/ml), gefolgt durch Streptavidin-HRP (BIOSPA, ltalien), markiert. Markierte Proteine wurden
durch verstarkte 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 natiirlicher Paarung gewonnen [20]. Superovulation wurde durch Behandlung mit 5 Einhei-
ten trachtige Stutenserum (PMS, Folligon, Intervet) und mit 5 Einheiten humanem Choriongonadotropin (hCG,
Corulon, Intervet) 48 Stunden spater 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], gefarbt mit 1 pg/ml
Hoechst-Farbung im M16-Medium (Sigma) [23], und mit Sperma vom BDF-Mannchen durchgefiihrt. Befruch-
tung und Sperma-Ei-Fusion wurde durch Zahlung von Zwei-Zell-Stadium-Embryonen am Tag nach der Inse-
mination von intakten Cumuli oophori und durch Zahlung 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-
gefihrt.
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[0062] Alle Modifikationen und Substitutionen, die in den Sinn der Anspriiche und den Bereich ihrer legalen
Aquivalente fallen, sollen innerhalb ihres Umfanges eingeschlossen werden. Ein Anspruch, der den Ubergang
"umfassend" verwendet, erlaubt den Einschluss von anderen Elementen in den Umfang des Anspruches; die
Erfindung wird auch durch solche Anspriiche beschrieben, die die Ubergangsredewendung "im wesentlichen
bestehend aus" (sprich den Einschluss von anderen Elementen in den Umfang des Anspruches erlaubend,
wenn sie die Ausiibung der Erfindung nicht wesentlich beeinflussen) und den Ubergang "bestehend" (sprich,
nur die Elemente die in dem Anspruch aufgefiihrt sind, erlaubend, anders als die Unreinheiten oder belanglo-
sen Aktivitaten, die normalerweise mit der Erfindung vergesellschaftet sind) anstelle des "umfassend" Begriffes
benutzen. Jeder dieser drei Ubergéange 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, auler es wird darauf ausdrtcklich
in den Anspriichen hingewiesen. So sind die Anspriche die Basis fir die Bestimmung des Umfanges des le-
galen Schutzes, der gewahrt wird, anstatt eine Begrenzung durch die Beschreibung, die in die Anspriiche hi-
neingelesen wird.

[0064] In Unterscheidung dazu ist der vorherige Stand der Wissenschaft ausdriicklich von der Erfindung bis
zu dem Ausmal spezifischer Ausfiuihrungsarten ausgeschlossen, die die beanspruchte Erfindung antizipieren
oder die Neuartigkeit zerstéren wirden. Bei bestimmten Ausfuhrungsarten kann die Gattung von Polynucleo-
tiden oder Polypeptiden in den Anspriichen unter dem Vorbehalt aufgezahlt werden, dass native Nucleinsau-
ren oder Proteine ausgeschlossen sind (z.B. mit einer Nucleotid- oder Aminosauresequenz, 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. Ahnlich kann ein PTX3-Polypeptid bereitgestellt werden, das funktionell dquivalent aber nicht
identisch mit dem Maus- und/oder menschlichen Protein (z.B. mindestens 90 % identisch) durch Anderung von
einem oder mehreren der Aminosaurereste von SEQ ID NO: 2 ist.

[0065] Fureinen Fachmann auf diesem Gebiet wird es offensichtlich sein, dass die Erfindung in anderen spe-
zifischen Formen ausgefihrt werden kann, ohne dass sie von ihrem Geist oder ihren wesentlichen Charakte-
ristika abweicht. Die beschriebenen Ausfiihrungsarten sollten nur als veranschaulichend, nicht als beschran-
kend angesehen werden, da der Umfang des legalen Schutzes, der fiir die Erfindung bereitgestellt wird, eher
durch die anhangenden Anspriiche als durch diese Beschreibung zum Ausdruck gebracht wird.
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Gln Met
50

Gly Glu
Met Ala
Arg Ala

Leu Ala
118

Pro Gly
130

Leu}Ser
Cys Glu
Ser Val
Ile Trp

195

Tyr Gly
210

Gln Ser
Asp Thr

Ser Ser

Ala Thr
275

Leu Leu
290

Phe Asp
Trp Asp
Glu Sex

Ile Gln
355

Ala
Asp
Gly
20
Hig
Arg
Leu

Arg

Leun
100

Arg
Leun
Ala
Thr
His
180
Val
Thr
Leu
val
Glu

260

Thr
Gln
Glu
Arg
Cys

340

Ala
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lle
Asp
5

Leu
Sexr
Glu
Gln
Pro

85

Glu

Leu

Gly

Val

Ala

165

Pro

Lys

Lys

Val

vVal

245

Gln

Val

Ile
Ser
Val
325

His=s

His

Leu
Tyr
His
Glu
Gly
Arg
70
Cys
Prxo
Glu
Ala
Gln
150
Ile
val
Ala
Txp
Leu

230

Ser

Gly

Glu

Gly

Leuy
310

Leu

Ile

Gly

Leu
-10
Glu
Pro
Trp
Met
35

Leu
Ala
Leu
Asp
val
135
Ser
Phe
Arg
Thr
Asn
215§
Val
Leu

Ser

Met

Gln
285

Ala

Ser

Arg

Gly

Cys

Leu

Thr

Asp

40

Lew

Arg

Ala

Leu

Ala
120
Leu
Trp
Phe
Pro
Asp
200
Pro
Val
Gly

Met

Ala
280

Glu

Phe

Glu

Gly

Ala
360

Ala

Met

Glu

2S5

Lys

Leu

Ala

Gly

Gln
105

Glu

Glu

Val

Pro

Met

185

Val

Tyr

Gly

Axqg

Ser
265

Lys

Lys

Sey

Glu

Asn

345

Gln

Leu Trp Ser
-5

Tyr Val Asn
10

Asp Pro Thr
Leu Phe Ile

Gln Ala Thr
60

Glu Leu Gly
75

Gly Pro Ala
90

Glu Ser Arg
Ala Arg Arg
Glu Leu Arg

140

Ala Arg His
155

Met Arg Ser
170

Lys Leu Glu
Leu Asn Lys

Glu Ile Gln
220

Gly Lys Glu
235

Trp Ser His
250

Leuw Trp Ala

Ser His Ser

Asn Gly Cys
300

Gly BArxg 1le
3158

Glu Ile Arg
330
val val Gly

Tyr Val ser
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Ala
Leu
Pro
Met
45

Asp
Ary
Asp

Asp

Pxo
125

Axg
Trp
Lys
Sex
Thr
205
Leu
Asn
Leu

Asn

Val
285

Val val
Asp Asn
15

Cys Asp
30

Leu Glu
Asp Val
Leu Ala

Ala Axg
95

Ala Ser
110

Glu Ala
Thr Arg
Leu Pro

Lys Ile
' 175

Phe Ser
150

Ile Leu
Tyx Leu
Lys Leu

Cys Gly
255

Gly Glu
270

Pro Glu

Cys Val Gly

Thr Gly Phe

Ala Sex Gly

335

Trxp Gly val

350



<210> 5

<211> 1531

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<300>
<301>
<302>
<303>
<304>
<305>
<306>
<307>
<308>
<309>

<400> 5

gaattcceeg
tcatcaacat
aggggcecta
cgggatttte
catgtygaaca
acatgatcct
gaaaagaaac
cceecatteta
acgtcrgtaa
tcgagaccag
tgagtgtggt
cttgaaccea
ggcaacaaga
etcctecaagt
ttcttaatat
tgtacaaagg
acagaaaatgqg

Promotor

(1)..(1317)

NF-kB

272

13
8172-8178
1997-03-28
X97748
1997-11-15

gatetcecett
ttggtggtta
gcatcagcte
ccettactet
cagacetgta
tgcctcgaaa
atacctaaat
ggttaceccag
tcctageaat
cctggetaac
ggegggtgece
ggatgcggag
gcgaaatteca
aftaaagaca
gtiggtttat
aaacatggaa
ctgaaatgat
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Proteinbindung

(1222} ..(1231)

Basile et al.

cktaactetee
tagaactaat
atgggattgt
aatgggaget
tatattgtta
ccttgtagaa
aactasataa
ttgtactagtyg
ttgggaggceg
atggtgaaac
tgtaattcca
gttgecagtga
gtctcaaaaa
agatagcteg
cttggaatea
agttttetat
gatttgectte

Journal of Biological Chemistry

acctttggee
aacccctatc
tgtttttget
catctgtace
gaagcagaaa
taatataatg
gtatattcct
ttgtttgtca
aaggcgggtg
cctgteteta
gctacttggg
geegagatea
aaazaattat
gattggactt
gaccattttc
atataaaggg
agtacccotet

taagctttge
teactteact
ttecteteta
ttttaagttt
tetctaagtt
tccacataat
ttttteccee
taggeegggt
gatcgecetga
ctaaaaatac
aagctgaggt
caccattgea
ctataaaagt
gactttcaga
agtttcaace
ttgtgaaata
gaaatttcte
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ttcecacatgg
cctatgccag
tctttggete
ttattaatat
tacttttaaa
accaagttat
agectbttettt
gaggtggetce
ggtcaggagt
aaaaattaac
aggagaatcg
ctocagectg
ataggtgcaa
gccataacta
tgtaaaacag
ataacagcete
cectaccace

Characterization of the Promoter for the Human Long Pentaxin PTX3

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
780
840
800
960

1020



cctectteat
agaagcccag
gtaaaccttt
eqceteeece
teatccecat
ctcactctcec
gaactttgcg
gcagtgttgg
atagacaatg

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<300>
<301>
<302>
<303>
<304>
<305>
<306>
<307>
<308>
<309>

<400>

atecccagagg
gtggacteta
gtggetecac
tggetttaac
ttgageagqg
ccteccgtgte
atgcatgtgc
tgteaggage
ctgagggtag
tcctttgtat
agatectgtgt
ttatcactat
caggttttac
atgtaaaate
agccactata
gttttttagt
cataaaaatt
gagaaagtat

ccccattgct
tetctctect
geggtttaat
accaaattca
tcaggcttte
tcegetcaas
tetcteceage
ccgagaacte
gactecatce

6
2708
DNA

Promotor

(1)..(1373)
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atcaattcaa
ctttecccte
attgtgcaac
ggggaactce
ctcaqgcattt
ctecagctcac
aatgeatcte
ggatcattat
cactgaggac

Mus musculus

Altmeyer et al.

attacaacag
tgaccectcet
ttecacattt
cgttaeceqea
attaaggact
ttgagagtet
cttgcgattce
catctcatgt
c

ctaattctea
ccaattaatc
cectegetet
gtgccaccag
ctctgctcca
cectecegeca
tgttttgtgc
atgtgaattt

ggagaacagt
tgactgecage
ccecacecage
cattactcat
gecctoteact
gctgtggaaa
tctcetggret
ggacaacgaa

Promoter Structure and Transcriptional Activation ..

Journal of Biological Chemistry

270
43

25584-15590

1995-10-27
U33842
1995-10-27

6

ctetctgtac
gaaactgaac
actgcccttt
ggtttcaaac
gcctgatgce
tagctatgtt
attccagatg
agaggaattt
tacceetcee
attggagact
agttttttay
tattatgact
acacacacac
tasaacagyg
ttcecgeeet
tgctecacca
cttaatgggt
ccaaaggaaa

tggcattagg
tcgageecac
asacaatatc
ataccetgtc
ttttgacttt
taactgtgaga
ecgtgagggceca
acectatggaa
atcatgatca
tgtatcaget
atcttgettt
tatcaacace
acacacacac
acettgatag
cactttcetg
gaggagtcaa
tattttggag
agtgaaaaaa

acctcacage
agccttagga
gtattgtctc
tttageegtg
gtgttgatte
ttcaateett
¢ctcaggeeag
atccaagage
ggatgtgact
caggggtatc
atttggagtt
tatctaggra
acacacacac
gatatgtcea
ttttactggy
gactagttag
tcacggaatc
aaaagtttic

aceacateag
daaaagcacec
atattgccat
atetcaaata
atgecttatga
attggtgggt
gaaagceact
agccttctgé
ggtaacectce
ctetgggagt
tattcteatg
cttttcactyg
acacacacac
agaataccca
ttttgaccea
tcaagattga
attttctata
cataacttca
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gtttcttaat
ttacaaagcet
cgctttetga
agtgaagecte
tgccetgtte
ggattggtac
tatgagtete
gaggcectgge
ceectoeate
ggtteccctet
ttttaatttt
g9992ggggy
acagtcacta
agcacectaa
gecatactgt
ctrctagage
gecttggtctt
ggagttgtgg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1531

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
200
960
1020
1080



agtaatgaaa
caccecceaa
gtcecagctte
acctcggtqgg
tcceceaaat
catgectttgg
aaacteggat
ctccagecaat
agacctegga
ttcateccace
actcacttcet
aeattatact
tgagaaaaqgc
aaatctttaa
taaagaatag
gaaggagagc
ccacecagga
tgecgccecagy
cgggagggca
cggitcagage
gcagacgeca
¢tcaggcectgg
ctaggcgetg
tgggtcgoec
aagcectrttgt
gctcacacea
aaaagaaaaa
acecggate

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

<220>
<223>

<400>

gctcacacea
agcgctagcea
ccteecectte
tttaacattg
ccaggggaac
agecgtttatt
cactgtagag
gcacctccct
tgactacgag
cgaggagcgt
aggggggcge
ttatttgtga
cagaggtttt
ctgtttttag
tctgtgtcecat
grtgctgggg
caagctgata
agcecactcgga
tgetgttgea
tagggooagnrt
ggctggtgeg
cgecgectagga
tgctggagga
accactggcet
gggacecctca
cgeecaggeag
aacgaggatt

9
21
DNA

Kinstliche
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aatgccaaaa

cttcaggtta

tececctgac
tgcaacctct

tcectcgege
aagggettea

tctegettet

gcgatcoctge
ctcatgtatg
aagtteattt

gattaacata
aagcaaggac
aaattattett
ctatattaat
ctttgagttct
acaggctgaa
acacttgtgt
grgggacaag
ggcecacegac
ggegggegqc
ggegatggag
ggacgceggag
actgeggegg
gcccgeaggt
cactecagagce
cteattgecet
taaaccatca

Sequenz

Oligonucleotidprimer

7

agcaatgcac ctccctgecga t

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

<220>
<223>

<400>

8
21
DNA

Kinstliche

Sequenz

Oligonucleotidprimer

8

tcctcggtgg gatgaagtce a

tgataattcg
cagcaactaa
t¢gectctaa
tcagcteect
tgtgccacey
ctectgectc
tcecectgegy
ttitgtgctct
tgaatttgga
ttaactetet
attaacatag
tgggggaaaa
tgtaacatet
ggcattttct
acacgcacgc
acttggagtc
gtgtectgeg
ctgttcecatea
gacgtcetcc
atggegagge
ccgetgetge
gcgeggegac
acgegecteeqg
aagcccacqgg
cccagtactt
tttaaaagta
gtctggaagt

ccctgtacet
tectcagggg
ttaatectgee
tgecctecea
acattagtca
acactatete
gtgcgaagcea
ctggtetgca
caacgaaata
cagcgtatea
atagccaatg
aaggaaagca
atgatgagtt
cagtragttt
tgttttcaga
accaagagtyg
ttctageccae
tgctggagaa
gtggagagcet
cgtgcgecage
aggagageeg
cecgaggcgac
acctgagcge
tcggetetgt
ttcataggca
tttececaagec
tgacgtcaga
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ctgtgctect
caccagaaaa
tgcagtgtgg
cccaacecae
tteatecget
tcecgggete
aatttegget
gtagtggctg
gacaatggac
aaactacata
aagcaagcets
aggaaatatc
aagttatacg
aacatgtcta
gctatcetta
caacccatgg
geccatgegac
ctecgeagatg
gcageqqgetg
cggtggecec
tgacgecgage
agtgcctgqe
cgtgcagage
cectagagge
cactcacaga
cgaggaacce
ggttcctgat

1140
1200
1260

1320 .

1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2708

21

21



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

<220>
<223>

<400>
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9
20
DNA

Kinstliche Sequenz

Oligonucleotidprimer

9

ctgctcttta ctgaaggctc

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

<220>
<223>

<400>

10
21
DNA

Kinstliche Sequenz

Oligonucleotidprimer

10

tcctcggtgg gatgaagtcce a

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

11
8
PRT

Kunstliche Seqguenz

Consensus "Pentraxin-ahnliche" Sequenz

Weitere Merkmale
(2)..(2)

Jede Aminosdure

Weitere Merkmale
(4)..(4)

Jede Aminosdure

23/26
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<220>

<221> Weitere Merkmale
<222> (5)..(5)

<223> Ser oder Thr
<220>

<221> Weitere Merkmale
<222> (7)..(7)

<223> Jede Aminosaure
<400> 11

His Xaa Cys Xaa Xaa Trp Xaa Ser
1 5

Patentanspriiche

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

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

3. Verwendung gemaR den Ansprichen 1 bis 2, worin das Medikament systemisch zu verabreichen ist.
4. Verwendung gemaf den Anspriichen 1 bis 2, worin das Medikament lokal zu verabreichen ist.

5. Verfahren zur Bestimmung der Reproduktionsfahigkeit 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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Anhangende Zeichnungen
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