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TYROSINKINASE TNK ALS INHIBITOR FUR DEN NUKLAREN TRANSKRIPTIONSFAKTOR KAPPA B

(NF-B)

Beschreibung

Die Erfindung betrifft einen Inhibitor fiir den nukledren Transkriptionsfaktor kappa B
(NFxB).

Der nukleire Transkriptionsfaktor kappa B — kurz NF«B - fordert Tumorwachstum und
Metastasierung, spielt eine Rolle in der Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen,  ischimischer = Erkrankungen,  Kachexie, sowie  bei
Autoimmunerkrankungen und bei der Regulation der Expression des HIV-1 Gens.

NF«B ist ein Heterodimer, bestehend aus den Proteinuntereinheiten p50 und p65. Im
inaktiven Zustand liegt NFxB gebunden an seinen inhibierenden Proteinkomplex I-kB
im Cytosol vor. Zur Aktivierung von NFxB wird I-kB nach Phosphorylierung durch
IKB Kinase-Komplexe (IKK) mittels des 26-S Proteasoms abgebaut und NFxB wird
freigesetzt. AnschlieBend gelangt NFxB in den Zellkern, wo es an die DNA bindet und
die Transkription aktiviert. Auf diese Weise werden iberwiegend Gene exprimiert,
welche fiir die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-o, Interleukine),
induzierbarer Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), Adhésionsmolekiilen und fiir Proteine
mit anti-apoptotischer Wirkung (sogenannte antiapoptotische Mediatoren) kodieren.
Antiapoptotische Mediatoren spielen eine Rolle bei der Ausbildung von

Apoptoseresistenz und der damit verbundenen Entstehung bestimmter Tumoren.

Im Stand der Technik werden bereits verschiedene Substanzen zur Hemmung der NFxB
Aktivierling eingesetzt. Diese Substanzen hemmen entweder die Translokation von
NF«B in den Zellkern, oder die DNA-Bindung oder die Transaktivierung von NFxB,
ihre Wirkung ist jedoch insbesondere hinsichilich der Spezifitit nicht (voll)

zufriedenstellend.
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Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, einen neuen NFxB-
Inhibitor bereitzustellen, der spezifisch und effektiv die NFkB- Aktivierung und/oder

NF«B-Aktivitit hemmt.

Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Angabe der Substanz Tyrosinkinase TNK1

zur Verwendung als Inhibitor der Transaktivierung von NFxB in eukaryontischen

Zellen.

Die Tyrosinkinase TNKI1 ist eine Tyrosinkinase, die urpriinglich aus foetalen
CD34+/Lin-/CD38-B-Zell Vorldufern isoliert wurde (Hoehn et al. 1996). TNK1 ist
tiberwiegend in embryonalen Geweben im Rahmen der Organogenese/-differenzierung
exprimiert, sowie in einigen Tumorzellen und fetalem Blut (Hoehn et al.,, 1996, Brey,
A., Adler G., Seufferlein T., unverdffentlichte Daten). TNK1 hat ein Molekulargewicht
von 72 kDa und wird in die ACK Familie der Tyrosinkinasen eingruppiert. Die Kinase
besitzt die fir diese Familie typische Anordnung von Subdoménen, bei der die
Kinasedoméne am N-Terminus lokalisiert ist. Dariiber hinaus befinden sich C-terminal
zwei putative Proteininteraktionsdoménen (src homology domain 3 und proline rich
stretch-Dominen, Sequenz siche Anhang 2). Die Aktivierung/Autophosphorylierung
von TNK1 erfolgt bereits bei deren Expression. Als Interaktionspartner von TNKI
wurde bislang die SH3 Doméine von PLCgammal etabliert (Felschow et al., 2000). Die
Aktivitat der Kinase wird durch endogene Faktoren nicht wesentlich moduliert (Hoehn

et al., 1996).

Die Erfindung basiert auf der tiberraschenden Erkenntnis, dal der Transkriptionsfaktor
NF«B durch diese Tyrosinkinase TNK1 in seiner Wirkung gehemmt werden kann, Es
konnte ein in vitro Modell etabliert werden, das im wesentlichen aus humanen
embryonalen Nierenzellen HEK293 besteht, in denen TNKI1 durch Tetrazyklin
induzierbar exprimiert wird. (Da TNK1 normalerweise kaum in HEK293 Zellen
exprimiert wird, entspricht diese induzierte Expression von TNK1 quasi einer de novo
Expression), Die Zellen zeigen bei Expression von TNK1 ein verlangsamtes
Zellwachstum und eine Abnahme der Zellzahl. Als Target fir die TNK1 Wirkung
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wurde der NFkB Signalweg identifiziert: TNK1 hemmt durch Phosphorylierung von
Tyrosinresten der p65-Untereinheit des NFxB-Dimers dessen
Transaktivierungseigenschaften. Die Bindung von NFkB an die DNA wird durch TNK1
dagegen nicht gehemmt. Es wurde zudem eine hohe Wirkungsspezifitit der TNKI
festgestellt, namlich eine selektive Wirkung auf NFxB, wihrend andere
Transkriptionsfaktoren von TNK1 in ihrer Wirkung nicht beeinfluflt werden.

Die erfindungsgemifle Verwendung von TNK1 als Inhibitor des Transkriptionsfaktors
NF«B eroffnet ein vollig neues Prinzip zur Therapie von Erkrankungen, die mit
erhohter NFxB-Aktivierung verbunden sind, dh. die mit einer erhohten NFxB
Aktivierung einhergehen und/oder durch diese erhohte NFxB Aktivierung entscheidend
beeinflusst werden. Hierzu gehoren beispielsweise ~Tumorwachstum und
Metastasierung,  chronisch  entziindliche = Darmerkrankungen,  ischdmische
Erkrankungen, Kachexie, Autoimmunerkrankungen und die Regulation der Expression

des HIV-1 Gens.
Die erfindungsgemiBe Verwendung von TNK1 als Inhibitor des Transkriptionsfaktors

NFxB ist daher auBerdem dazu geeignet, die Wirkung einer Chemo- oder
Strahlentherapie, die zu einer gegenregulatorischen Hochregulation von NFxB im

Tumorgewebe fiihrt, zu verstirken.
Desweiteren ist die Verwendung von TNK1 als Inhibitor des Transkriptionsfaktors

NF«B auch zur Facilitierung von zelluldrer Apoptose geeignet. Das heiBit: zelleigene
Programme, die natiitlicherweise eine Apoptose auslosen, im konkreten Fall jedoch
durch eine (wodurch auch immer bedingte) hohe NFxB-Aktivierung in ihrer Wirkung
blockiert sind,. konnen durch eine TNK1-induzierte Hemmung der NFxB-Aktivierung
wieder planmiBig ablaufen. Die Hemmung von NFxB durch Expression von TNK1 ist
ausreichend, um die mRNA-Expression von NFxB-regulierten anti-apoptotischen

Zielgenen wie z.B. XTIAP zu inhibieren.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungsgeméiBen Verwendung ist dadurch
gekennzeichnet, daB3 die TNK 1 mittels Gentransfer in die NFkB exprimierenden Zellen

eingebracht wird.
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Dieser Gentransfer ist vorzugsweise induzierbaren und/oder konstitutiv, weiter

vorzugsweise entweder transient oder dauernd und weiter vorzugsweise entweder viral

oder nicht viral.

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Figuren und Ausfithrungsbeispielen néher

erldutert. Bei den Figuren zeigen:

Fig. 1:

Fig. 2:

Fig. 3:

Dominenstruktur von TNK1: Eine N-terminale Kinasedomane, gefolgt von

einer SH3 Domine und einer C-terminalen Prolin-reichen Doméne.

Zellwachstum von HEK293 Zellen in An-/Abwesenheit von TNK1 und unter
Stimulation mit TNFo in An-/Abwesenheit von TNK1. Zellen, die TNKI
exprimieren, sind an Tag 7 nicht mehr nachweisbar, wenn sie zusétzlich mit

TNFa inkubiert wurden.

A: Konzentration des in den ApoptoseprozeB involvierten Enzyms
Effektorcaspase 3 nach 6 und 12 Stunden [h] Inkubation mit TNFo in Zellen
mit verstarkter TNK 1 Expression infolge Inkubation mit Tetracylin (Spuren
"TNK") und in Zellen ohne (signifikant nachweisbare) TNK 1 Expression
infolge Inkubation ohne Tetracylin (Spuren "-")
B: Konzentration des 89 kDa-Fragments des DNA Reparaturenzyms PARP
(Poly ADP-Ribose Polymerase) infolge Spaltung durch die Effektorcaspase 3.
Spur "-" = Zellen, die weder TNK1 exprimieren, noch mit TNFo, behandelt
wurden o ' ’
Spur "TNK1" = Zellen, die TNK1 exprimieren ohne TNFo Stimulation
Spur "TNFa" = Zellen, die nur mit 400U/ml TNFa stimuliert wurden
Spur "TNK1/ TNFa" = Zellen, die TNK1 exprimieren und mit 400U/ml
TNFo stimuliert wurden
C: Konzentration der feien Nukleosomen (DNA-Histon-Komplexe) im Zytosol
infolge des Abbaus der genomischen DNA.
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Fig. 4

Spur "TNK1-/ TNFa-" = Zellen, die weder TNK1 exprimieren, noch mit

TNFa behandelt wurden

Spur "TNK1+/ TNFo-" = Zellen, die TNKI1 exprimieren, ohne TNFo
Stimulation

Spur "TNK1-/ TNFo+" = Zellen, die nur mit 400U/ml TNFo stimuliert

wurden
Spur "TNKI1+/ TNFoa+" = Zellen, die TNK1 exprimieren und mit 400U/ml

TNFa stimuliert wurden

Luziferase-Aktivitat bzw. NFxB-Aktivitit von HEK293-Zellen, die mit dem
Plasmid pcDNA4-TO-TKN1 transfiziert sind, von HEK293-Zellen, die mit der
Kinase-defizienten Plasmid-Mutante K148R-TNK1-pcDNA3 transfiziert sind,
und von HEK293-Zellen, die mit einem GAL-p65-Fusionsplasmid mit

inregriertem GAL4 Luciferase Reportersystem transfiziert sind.

 A: HEK293 Zellen wurden mit 0.1 pg/ml eines 6x HIV-NF-xB Reporter

Konstrukts, 50 ng/ml eines Renilla-Plasmids und 1 ug/ml Wildtyp- bzw.
K148R-TNK1 pcDNA3 Plasmids (unter der Kontrolle des CMV Promotors)
fir 24 h unter Verwendung von FuGene, Roche, nach Herstellerangaben
transfiziert. 4h vor Zelllyse wurden die Zellen mit 400 U/ml TNFa inkubiert.
Zur Messung der NF-xB Aktivitdit wurde der Dual-Luciferase Assay Kit
(Promega) eingesetzt.

B: HEK293 Zellen wurden mit 0.1 pg/ml eines NF-kB2 Reporter Konstrukts,
50 ng/ml eines Renilla-Plasmids und 1 pg/ml Wildtyp- bzw. K148R-TNK1
pcDNA3 Plasmids (unter der Kontrolle des CMV Promotors) fur 24 h unter
Verwendung von FuGene, Roche, nach Herstellerangaben transfiziert. 4h vor
Zelllyse wurden die Zellen mit 400 U/ml TNFa inkubiert. Zur Messung der
NF-xB Aktivitit wurde der Dual-Luciferase Assay Kit (Promega) eingesetzt.
C: HEK293 Zellen wurden mit 0.1 pg/ml eines pFR-Luc Reporter Konstrukts,
50 ng/ml eines Renilla-Plasmids, 1 pg/ml Wildtyp- bzw. K148R-TNKI
pcDNA3 Plasmids (unter der Kontrolle des CMV Promotors) sowie 0,1 pug/ml
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eines Galp65 Konstruktes fiir 24 h unter Verwendung von FuGene, Roche,
nach Herstellerangaben transfiziert. Zur Messung der Aktivitit des Gal-

Promoters wurde der Dual-Luciferase Assay Kit (Promega) eingesetzt.

Beispiel 1: Nachweis von Tyrexinkinase TNK1 als Inhibitor der Aktivitit des
Transkriptionsfaktor NFxB im Zellkulturmodell

A) Etablierung eines in vitro Zellkulturmodells mit humanen embryonalen Nierenzellen

Das Zellmodell besteht aus humanen embryonalen Nierenzellen HEK293, die stabil mit
einem Tetrazyklin Repressor pcDNAG-TR Plasmid transfiziert sind. Eine Transfektion
dieser Zellen mit dem ,,gene of interest® - im vorliegenden Fall: Flag-getaggte TNK1 -
in einem pcDNA4-TO-Plasmid erlaubt die Expression dieses Gens nach Zugabe von
Tetrazyklin, da der durch das pcDNA6-TR-Plasmid codierte Repressor des
Genpromotors verdringt wird. Die Integritdt beider Plasmide bis zur chromosomalen
Rekombination wird durch Zugabe selektiver Antibiotika gemiB den Angaben des
Herstellers gewdhrleistet. Stabil mit dem Repressor transfizierte HEK293 Zellen sind
kommerziell bei der Fa. Invitrogen erhiltlich (T-Rex HEK293 System. Cat. No: R710-
07).

In die HEK293 Zellen wurde das aus einer humanen embryonalen Nierenzelllinie
isolierte und in das pcDNA4-TO Plasmid klonierte TNK1-Protein (vgl. Fig. 1) mit der
im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 dargestellten Aminosduresequenz eingeschleust.
‘Mit anderen Worten: diese HEK293 Zellen wurden mit einem pcDNA4-TO Plasmid
transfiziert, das die im Sequenzprotokoll SEQ ID NO. 2 dargestellte c-DNA umfafit und
fir das TNK1- Protein mit der im Sequenzprotokoll SEQ ID NO:1 dargestellten
Aminoséduresequenz kodiert. Anstelle der konkret genannten Aminoséuresequenz bzw.
Nukleotidsequenz  eignen sich auch solche Aminosduresequenzen bzw.
Nukleotidsequenzen, die zu der genannten Sequenz SEQ ID NO. 1 bzw. SEQ ID. NO. 2
wenigstens 90 % Homologie im Bereich der Kinasedoméne aufweisen und ein

funktionelles Protein hervorbringen (bilden), das hinsichtlich seiner physiologischen
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Funktion und Wirkung mit der Tyroxinkinase TNK 1 iibereinstimmt. Die Transfektion
erfolgte mit den im Stand der Technik bekannten Verfahren der Lipid-basierten
Transfektion. Vorzugsweise wurden die HEK293 Zellen mit dem Lipid-basierten
Transfektionsreagenz FuGene (Roche) nach den Angaben des Herstellers mit 1pg/ml
pcDNA4-TO-TNK1 transfiziert.

Durch Zugabe/Verabreichung von Tetrazyklin war in diesen Zellen die Expression der

TNK1 induzierbar.

B) Wirkung der TNK1-Expression

In dem unter (A) beschriebenen Zellkulturmodell wird die TNK1-Expression durch die
Zugabe von Tetrazyklin zum Kulturmedium (Endkonzentration: 1pg/ml) induziert. Da
TNK1 normalerweise kaum in HEK293 Zellen exprimiert wird, entspricht diese
induzierte signiﬁkant starke Expression von TNK1 quasi einer de novo Expression Die
erfolgreich induzierte Expression von TNKI1 ist tuber die Detektion des N-terminalen
Flag-Tags (Flag-TNK1) mittels eines kommerziell erhaltlichen anti-Flag Antikorpers
(Sigma) nachweisbar. Die signifikant stark TNK1 exprimierenden Zellen zeigen ein
verlangsamtes Zellwachstum und eine Abnahme der Zellzahl (siehe Fig. 2). Bei
gleichzeitiger Inkubation dieser (Tetracyclin-induzierten und infolgedessen) stark
TNK1 exprimierenden Zellen mit dem Zytokin TNFq kommt es zu einem wesentlich
verstirkten Zelluntergang /Apoptose ( programmierten Zellsterben), wahrend bei einer
Inkubation von nicht induzierten Zellen ohne (signifikante) TNK 1-Expression mit
TNFo. kein Zelluntergang (programmiertes Zellsterben)/ keine Apoptosse feststellbar ist
(siehe Fig. 2).

Als Ursache fiir den Zelluntergang nach Inkubation und damit Stimulation mit TNFo.
wurde die Induktion von Apoptose identifiziert, und zwar (A) anhand des Anstiegs der
Konzentration bzw. der Aktivitit des in den Apoptoseprozel involvierten Enzyms
Effektorcaspase 3, (B) anhand des Ausmaf3 der Spaltung des DNA Reparaturenzyms
PARP (Poly ADP-Ribose Polymerase) durch die Effektorcaspase 3, die das 116 kDa
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groB3e Protein in zwei Fragmente von 89 kDa und 24 kDa spaltet und dadurch inaktiviert
und (C) anhand des Abbaus bzw. der Fragmentierung genomischer DNA bzw. des

daraus resultierenden Anstiegs freier Nukleosomen im Zytosol.

Der Apoptoseprozess wird von hierarchisch angeordneten Faktoren gesteuert, die iiber
die Aktivierung von spezifischen Nukleasen und Proteasen, darunter auch die
Effektorcaspase 3, den Abbau der Zellen bewirkt. Der Anstieg der Konzentration
aktiver und damit gespaltener Caspase 3 in den Zellen (als MaB fiir die Aktivitdt dieses
Enzyms) wurde mittels der dem Fachmann bekannt und gelaufigen Methodik der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nachgewiesen. Aus den in Fig. 3 A dargestellten
Ergebnissen ist ersichtlich, da3 die Konzentration/Aktivitat der Effektorcaspase 3 in den
Tetrazyklin-induzierten und damit verstérkt TNK1-exprimierenden Zellen bereits nach
6 — 8 h deutlich hoher war als in den Kontrollzellen ohne Tetrazyklin-Induktion.

Die Spaltung der PARP wurde anhand der Spaltprodukte, namlich des 89 kDa-
Fragments der mit der dem Fachmann bekannten und geldufigen Western-Blot-Analyse
unter Einsatz (im Handel erhiltlicher) PARP-spezifischer Antikorper nachgewiesen
Fig. 3 B). Aus Fig. 3 B ist ersichtlich, da3 in den Zellen, in denen ein Anstieg der
Effektorcaspase-3-Konzentration/Aktivitdt zu beobachten ist, auch eine Spaltung des
DNA Reparaturenzyms PARP in seine Untereinheiten auftritt.

Die Fragmentierung der genomischer DNA in frei Nukleosomen (DNA-Histon-
Komplexe) wurde mittels der dem Fachmann bekannt und geldufigen Methodik des
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) unter Verwendung spezifischer
Antikorper gegen DNA/Histon-Komplexe nachgewiesen (Fig. 3 C). Aus Fig. 3 C ist
ersichtlich, wie die Konzentration der freien Nukleosomen (DNA-Histon-Komplexe) im
Zytosol in denjenigen Zellen, die ohne TNFa-Stimulation TNK1 exprimieren (Spur
"TNK1+/ TNFa-") etwa doppelt so grof ist wie Zellen, die weder TNK1 exprimieren,
noch mit TNFa. behandelt wurden (Spur "TNK1-/ TNFa -"). In denjenigen Zellen, die
nur mit 400U/ml TNFo stimuliert wurden (Spur "TNKI1-/ TNFot"), ist die
Konzentration der freien Nukleosomen (DNA-Histon-Komplexe) im Zytosol etwa 8
mal so grof3 wie in denjenigen Zellen, die weder TNK1 exprimieren, noch mit TNFo.

behandelt wurden (Spur "TNKI1-/ TNFa -"), und in denjenigen Zellen, die TNKI
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exprimieren und mit 400U/ml TNFa stimuliert wurden (Spur "TNK1+/ TNFo+") etwa

15 mal so groB.

In allen Fallen ist die Apoptose in Zellen, die TNK1 exprimieren (also mit dem Plasmid
pcDNA4-TO transfiziert sind und in Anwesenheit von Tetracyclin inkubiert
werden/wurden), deutlich hoher als in den Kontrollzellen ohne (verstirkte ) Induktion
der TNK 1 Expression (also Zellen, die zwar mit dem Plasmid pcDNA4-TO transfiziert

sind, jedoch in Anwesenheit von Tetracyclin inkubiert werden/wurden).

Da TNKI1 alleine per se keine zelluldre Apoptose induziert sondern ein Modulator der
TNFa-abhéngigen pro- und anti-apoptotischen Signalwege ist, folgt aus den
dargestellten Befunde, daB3 die Induktion der Apoptose durch TNFa, iiber eine TNK1
vermittelte NFxB-Blockierung erfolgt.

C) Nachweis des NFxB Signalwegs als Target fiir die TNK1 Wirkung

In dem unter (A) beschriebenen und gemiB (B) zur verstirkten TKN1-Expression
induzierten Zellkulturmodell wurden die HEK293 Zellen mit 0.1 pg/ml eines 6x HIV-
NFxB Reporter-Promotor-Konstrukts (= artifizieller 6x HIV- bzw. NF«kB-Promotor,
dessen Aktivitat direkt mit dem "Report" - hier der Aktivitit der Luciferase - korreliert)
50 ng/ml eines Renilla-Plasmids und 1 pg/ml des TNK1-pcDNA3 Plasmids (unter der
Kontrolle des CMV Promotors) transfiziert (FuGene, Roche).

Parallel dazu wurden als Kontrolle (I) HEK293 Zellen mit 0.1 pg/ml eines 6x HIV-
NF«B Reporter Konstrukts (artifizieller Promotor), 50 ﬁg/ml eines Renilla-Plasmids
und 1 pg/ml der Kinase-defizienten Plasmid-Mutante K148R-TNK1-pcDNA3
transfiziert.

Ebenfalls parallel dazu wurde als Kontrolle (I) ein GAL-p65-Fusionsplasmid mit
inregriertem GAL4 Luciferase Reportersystem konstruiert, in HEK293 Zellen transient
transfiziert und untersucht. Vorzugsweise wurde hierfiir das im Handel erhiltliche Dual-

Luciferase Assay Kit (Promega) eingesetzt. Bei diesem System bzw. Konstrukt erfolgt
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die Promotoraktivierung unter Umgehung der NFxB spezifischen Ko-Faktoren, indem
eine an die p65-Untereinheit von NFxB fusionierte GAL4-DNA-Bindungsdoméne mit
einem GAL4 Bindungselement auf dem Reporter in Interaktion tritt. Mit anderen
Worten: in diesem System wird der NFxB Transkriptionskomplex umgangen, da die
Protein/DNA Interaktion tiber das GAL4/Gal-Promotor System erfolgt. Die
beobachteten Effekte sind folglich auf die Modifikation der Transaktivierungsdoméne
von p65 zuriickzufithren und nicht auf eine Anderung der Zusammensetzung des NF«B
Transkriptionskomplexes, die die Protein/DNA Interaktion beeintrachtigt.

Zur Messung der NFxB Aktivitdt wurde der Dual-Luciferase Assay Kit (Promega)
eingesetzt. Die Ergebnisse dieses Luciferase Assays sind in Fig.4 graphisch dargestellt.
Fig. 4 A zeigt die Luciferaseaktivitit und damit die Pomotoraktivitit derjenigen
HEK293 Zellen, die mit 0.1 pg/ml eines 6x HIV-NF-xB Reporter-Promotor-
Konstrukts, 50 ng/ml eines Renilla-Plasmids und 1 pg/ml Wildtyp- bzw. K148R-TNK1
pcDNA3 Plasmids (unter der Kontrolle des CMV Promotors) transfiziert und 4h vor der
Zelllyse mit 400 U/ml TNFa inkubiert wurden.

Fig. 4 B zeigt die Luciferaseaktivitit und damit die Pomotoraktivitdt derjenigen
HEK293 Zellen, die mit 0.1 pg/ml eines NF-kB2 Reporter-Promotor-Konstrukts, 50
ng/ml eines Renilla-Plasmids und 1 pg/ml Wildtyp- bzw. K148R-TNK1 pcDNA3
Plasmids (unter der Kontrolle des CMV Promotors) transfiziert und 4h vor der Zelllyse
mit 400 U/ml TNFo. inkubiert wurden.

Fig. 4 C zeigt die Luciferaseaktivitit und damit die Pomotoraktivitit derjenigen
HEK?293 Zellen, die mit 0.1 pg/ml eines pFR-Luc Reporter-Konstrukts, 50 ng/ml eines
Renilla-Plasmids, 1 pg/ml Wildtyp- bzw. K148R-TNK1 pcDNA3 Plasmids (unter der
Kontrolle des CMV Promotors) sowie 0,1 pg/ml eines Galp65 Konstruktes transfiziert

wurden.

Aus Fig. 4 A und Fig. 4 B ist ersichtlich, daB infolge der verstirkten TNK1 Expression
die TNFo-abhingige, NFxB-vermittelte Transaktivierung des artifiziellen (6x HIV-
Reporter; Fig. A) und des endogenen Promoters (NFxB2-Promotor; Fig. B) dereguliert
(negativ reguliert, gehemmt) ist bzw. die transkriptionelle Aktivitit von NFxB

reprimiert, d.h. gehemmt oder ganz unterdriickt ist.
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Mit anderen Worten: Die Lipid-basierte Transfektion von TNK1 in HEK293 Zellen
fihrt nach TNFou Stimulation zu einer signifikanten Hemmung der Luciferaseaktivitat
sowohl eines artifiziellen (6x HIV-Promotor; Fig. 4 A) als auch eines natiirlichen NFxB
Promotor-Reportersystems (NFxB2-Promotor, Fig. 4B). In allen Fillen zeigt die
Kinase-defiziente Mutante K148R einen deutlich geringeren oder nicht nachweisbaren
negativ-regulatorischen Effekt. Dies weist auf eine funktionelle Bedeutung der
Kinaseaktivitit von TNK1 fir die negative Regulation der TNF a-induzierten NF-xB
Aktivitat hin.

Stromaufwirts im NFxB Signalweg liegende Ereignisse wie z.B. die Ubiquitinierung
von IkappaB alpha werden dagegen geméf der ermittelten Daten durch die Expression
von TNK1 nicht gehemmt. Die Hemmung des NFxB Signalwegs erfolgt somit direkt
durch Modulation der transkriptionellen/transaktivierenden Eigenschaften und nicht
durch Modulation an aktivatorischen/inhibitorischen Ereignissen im Zytoplasma vor der

Freisetzung von NFxB aus dem retendierenden IkB Komplex.

Die in Fig. 4 C dargestellten Ergebnisse zeigen weiter, daB der negativ regulatorische
(reprimierende) Effekt infolge Tetrazyklin-induzierter und damit einsetzender
Expression von TNK1 auch bei dem GAL-p65-Fusionsplasmid nachweisbar ist, d.h.
also auch dann, wenn die nativen Bestandteile des NFkB Transkriptionskomplexes
umgangen werden (Kontrolle IT). Damit kann eine Beteiligung von Ko-Faktoren des
NFxB Transkriptionskomplexes bei der Inhibitor-Wirkung von TNK1 auf NFxB

ausgeschlossen werden.

Bei den mit der Kinase-defizienten Plasmid-Mﬁténte K148R-TNKI1 transfizierten
HEK?293 Zellen war kein negativer regulatorischer Effekt zu nachweisbar. Die Kinase-
Aktivitat ist folglich essentiell fiir die inhibitorischeWirkung von TNK1 auf NFxB. Mit
anderen Worten: Der reprimierende Effekt von TNK1 auf NFxB ist auf die
Tyrosinkinase-Aktivitit ~ zurickzufihren, wobei eine Phosphorylierung von

Tyrosinresten potentieller Substrate besonders in Betracht kommt
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(D) Nachweis der inhibitorischen Wirkung von TNK1 auf die p65-Untereinheit des

NFxB-Dimers vermittels Tyrosinphosphorylierung

Die gewonnen Ergebnisse zeigen, da3 TNK1 nicht die Bindung von NFkB an die DNA
hemmt. Daraus folgt, da3 die Repression der transkriptionellen Aktivitit von NFxB
durch TNK1 nicht iiber eine verminderte Bindung des Transkriptionsfaktors an die
DNA vermittelt, sondern sehr wahrscheinlich iiber eine Modifikation der

Transaktivierungsdoméne von p65 herbeigefiihrt wird.

Bei den mit der Kinase-defizienten Plasmid-Mutante K148R-TNK1 transfizierten
HEK?293 Zellen war kein wesentlicher reprimierender Einfluss auf die transkriptionelle
Aktivitat von NFxB nachweisbar. Daraus folgt, dass die Tyrosinkinaseaktivitét von
TNK1 fir den NFKB-iﬁhibierenden Effekt erfoderlich 1ist, zumal in der
Transaktivierungsdomine von p65 mehrere Tyrosine vorhanden sind.

HEK293 Zellen, die TNK1 exprimieren zeigen eine massive Tyrosinphosphorylierung
von endogenem NF«xB p65, sowie von ko-transfiziertem p65-YFP und einer p65-YFP-
Deletionsmutante, die nur noch aus der Transaktivierungsdomine besteht. Hierfur
wurde eine Immunprizipitation mit einem anti-p65 bzw. anti-GFP Antiérper
durchgefithrt und anschlieBend die Tyrosinphosphorylierung mittels eines anti-pY
Antikorpers detektiert (Upstate, anti-pY, Klon 4G10).

Die Zusammensetzung des heterodimeren NF-0OB Transkriptionsfaktorkomplexes
bleibt unter Expression von TNK1 konstant. Die ermittelten und hier angegebenen
Daten zur funktionellen Relevanz der Tyrosinkinaseaktivitdt von TNK1 fur die TNFa-
induzierte NF-kB >Akﬁviérung sowie die Tétsache; dass TNKI1 eine
Tyrosinphosphorylierung von p65 induziert, weisen darauf hin, dass durch Mutagenese
spezifischer Tyrosinreste an p65 eine Hemmung der transkriptionellen Aktivitit des

Transkriptionsfaktors NF-kB erzielt werden kann.
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Beispiel 2: Einsatz von TNK1 als neues Prinzip zur Therapie von Erkrankungen,

die mit erhohter NFkB Aktivierung einhergehen bzw. durch erhéhte

NF«B Aktivierung unterhalten werden

Es sind zahlreiche Erkrankungen bekannt, die mit einer erhohten NF«xB Aktivierung
cinhergehen und durch diese erhdhte NFxB Aktivierung entscheidend beeinflusst
werden. Hierzu gehoren Tumorwachstum und Metastasierung, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, ischimische Erkrankungen, Kachexie, Autoimmunerkrankungen
und die Regulation der Expression des HIV-1-Gens. Diese Krankheiten konnen durch
einen induzierbaren, konstitutiven, transienten oder dauernden, viralen oder nicht
viralen Gentransfer von TNK1 beeinflusst werden, d.h. die erfindungsgemife
Verwendung von TNK1 ermoglicht eine Therapie dieser Krankheiten. Durch den
Einsatz von TNK1 und die damit induzierte NFxB-Blockierung kénnen zelleigene
Programme, die eigentlich Apoptose auslosen, jedoch durch eine begleitende hohe
NFxB-Aktivierung in ihrer Wirkung gehemmt sind, wieder in Gang gebracht, d.h.

proapoptotisch wirksam gemacht werden.

Die erfindungsgemiaBe Verwendung von TNKI1, dh. die Durchfithrung eines
induzierbaren, konstitutiven, transienten oder dauernden, viralen oder nicht viralen
Gentransfers von TNK1 ist auBerdem dazu geeignet, die Wirkung einer Chemo- oder
Strahlentherapie, die zu einer gegenregulatorischen Hochregulation von NFxB im

Tumorgewebe fithrt, zu verstarken.

Ferner haben weitergehende Experimente in unterschiedlichen Tumorzellmodellen
gezeigt, dass die Expression von TNK1 zur Hemmung der in zahlreichen Tumorzellen
zu beobachtenden konstitutiven NFxB Aktivierung fuhrt und die betreffenden Zellen

susceptibel fiir zytotoxische Therapieansdtze macht.
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Anspriiche

. Verwendung des Enzyms Tyrosinkinase TNK 1 als Inhibitor fiir den nukleéren
Transkriptionsfaktor kappa B (NFxB) in eukaryontischen Zellen.

. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 TNK1 zur Inhibierung der

Transaktivierungseigenschaften von NFxB geeignet und vorgesehen ist.

. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafl daB TNKI1 zur
Inhibierung der p65 Untereinheit von NFxB geeignet und vorgesehen ist.

. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Inhibierung durch
Phosphorylierung von wenigstens einem Tyrosinmolekiil der p65 Untereinheit von NFxB

realisiert ist,

. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die TNK1

mit Methoden des Gentransfers in die eukaryontischen Zellen eingebracht wird.

. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da3 eine fur
TNK1 kodierende Gensequenz in die eukaryontischen Zellen eingeschleust wird und in den
Zellen zur Expression bringbar ist, wobei diese Expression durch die Einwirkung von

Tetrazyklin induzierbar ist.

. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Tyroxinkinase TNK1 die Aminoséuresequenz gemiB Sequenzprotokoll SEQ ID NO.1

aufweist.

. Verwendung nach einem der Anspriicche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Tyroxinkinase TNK1 eine Aminosiuresequenz aufweist, die von einer DNA mit der im
Sequenzprotokoll SEQ ID NO.2 dargestellten Nukleotidsequenz oder mit einer im Bereich

der Kinasedomine wenigstens 90 % zu dieser homologen Nukleotidsequenz kodiert wird.
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SEQUENCE LISTING

<110> Universitat Ulm

<120> Inhibitor fiir den nukleiren Transkriptionsfaktor kappa B (NFkB) / Inh
ibitor for the nuclear transcription factor kappa B (NFkB)

<130> seuf-1-DE

<140> DE 104
<141> 2004-04-01

<160> 2

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1
<211> 661
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Met Leu Pro Glu Ala Gly Ser Leu Trp Leu Leu Lys Leu Leu Arg Asp
1 5 10 15

Ile Gln Leu Ala Gln Phe Tyr Trp Pro Ile Leu Glu Glu Leu Asn Val
20 25 30

Thr Arg Pro Glu His Phe Asp Phe Val Lys Pro Glu Asp Leu Asp Gly
35 40 45

Ile Gly Met Gly Arg Pro Ala Gln Arg Arg Leu Ser Glu Ala Leu Lys

Arg Leu Arg Ser Gly Pro Lys Ser Lys Asn Trp Val Tyr Lys Ile Leu

Gly Gly Phe Ala Pro Glu His Lys Glu Pro Thr Leu Pro Ser Asp Ser
85 90 95

Pro Afg His Leu Pro Glu Pro Glu Gly Gly Leu Lys Cys Leu Ile Pro
100 105 110

Glu Gly Ala Val Cys Arg Gly Glu Leu Leu Gly Ser Gly Cys Phe Gly
115 120 125

Val Val His Arg Gly Leu Trp Thr Leu Pro Ser Gly Lys Ser Val Pro
130 135 140
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Val Ala Val Lys Ser Leu Arg Val Gly Pro Glu Gly Pro Met Gly Thr
145 150 155 160

Glu Leu Gly Asp Phe Leu Arg Glu Val Ser Val Met Met Asn Leu Glu
165 170 175

His Pro His Val Leu Arg Leu His Gly Leu Val Leu Gly Gln Pro Leu
180 185 190

Gln Met Val Met Glu Leu Ala Pro Leu Gly Ser Leu His Ala Arg Leu
195 200 205

Thr Ala Pro Ala Pro Thr Pro Pro Leu Leu Val Ala Leu Leu Cys Leu
210 215 220

Phe Leu Arg Gln Leu Ala Gly Ala Met Ala Tyr Leu Gly Ala Arg Gly
225 230 235 240

Leu Val His Arg Asp Leu Ala Thr Arg Asn Leu Leu Leu Ala Ser Pro
245 250 255

Arg Thr Ile Lys Val Ala Asp Phe Gly Leu Val Arg Pro Leu Gly Gly
260 265 270

Ala Arg Gly Arg Tyr Val Met Gly Gly Pro Arg Pro Ile Pro Tyr Ala
275 280 285

Trp Cys Ala Pro Glu Ser Leu Arg His Gly Ala Phe Ser Ser Ala Ser
290 295 300

Asp Val Trp Met Phe Gly Val Thr Leu Trp Glu Met Phe Ser Gly Gly
305 310 315 320

Glu Glu Pro Trp Ala Gly Val Pro Pro Tyr Leu Ile Leu Gln Arg Leu
325 330 335

Glu Asp Arg Ala Arg Leu Pro Arg Pro Pro Leu Cys Ser Arg Ala Leu
340 345 350

Tyr Ser Leu Ala Leu Arg Cys Trp Ala Pro His Pro Ala Asp Arg Pro
355 360 365

Ser Phe Ser His Leu Glu Gly Leu Leu Gln Glu Ala Gly Pro Ser Glu
370 375 380
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Ala Cys Cys Val Arg Asp Val Thr Glu Pro Gly Ala Leu Arg Met Glu
385 390 395 400

Thr Gly Asp Pro Ile Thr Val Ile Glu Gly Ser Pro Asp Ser Thr Ile
405 410 415

Trp Lys Gly Gln Asn Gly Arg Thr Phe Lys Val Gly Ser Phe Pro Ala
420 425 430

Ser Ala Val Thr Leu Ala Asp Ala Gly Gly Leu Pro Ala Thr Arg Pro
435 440 445

Val His Arg Gly Thr Pro Ala Arg Gly Asp Gln His Pro Gly Ser Ile
450 455 460

Asp Gly Asp Arg Lys Lys Ala Asn Leu Trp Asp Ala Pro Pro Ala Arg
465 470 475 480

Gly Gln Arg Arg Asn Met Pro Leu Glu Arg Met Lys Gly Ile Ser Arg
485 490 495

Ser Leu Glu Ser Val Leu Ser Leu Gly Pro Arg Pro Thr Gly Gly Gly
500 505 510

Ser Ser Pro Pro Glu Ile Arg Gln Ala Arg Ala Val Pro Gin Gly Pro
515 520 525

Pro Gly Leu Pro Pro Arg Pro Pro Leu Ser Ser Ser Ser Pro Gln Pro
530 535 540

Ser Gln Pro Ser Arg Glu Arg Leu Pro Trp Pro Lys Arg Lys Pro Pro
545 550 555 560

His Asn His Pro Met Gly Met Pro Gly Ala Arg Lys Ala Ala Ala Leu
565 570 575

Ser Gly Gly Leu Leu Ser Asp Pro Glu Leu Gln Arg Lys Ile Met Glu
580 585 530

Met Glu Leu Ser Val His Gly Val Thr His Gln Glu Cys Gln Thr Ala
595 600 605

Leu Gly Ala Thr Gly Gly Asp Val Val Ser Ala Ile Arg Asn Leu Lys
610 615 620

3/7



WO 2005/116201

Val Asp Gln
625

Arg Ile Leu

Val Leu Ala

<210> 2

<211> 2756
<212> DNA
<213> Homo

<400> 2
cgcecgcettcee

gctcaccate
tgaggctggce
ctggeccate
tgaggacctg
gaaaaggcta
tgccectgag
agaggggggc
ttcaggctge
cccagtggét
ggacttcctg
gcacggectt
cctgecacgeg
cctettectyg
ccgagaccte
cttecgggcetyg
ccctatcecece
cteggacgtg
ctgggcegygy

taggectcee

PCT/DE2005/000668

Leu Phe His Leu Ser Ser Arg Ser Arg Ala Asp Cys Trp
630

635

640

Glu His Tyr Gln Trp Asp Leu Ser Ala Ala Ser Arg Tyr

645

Arg Pro
660

sapiens

gccttgacca
tgaaggagag
tccectgtgge
ctagaggagc
gacggcattg
cgttetggge
cacaaggagc
ctcaagtgtce
tteggtgtgg
gtcaagtccc
cgagaggtat
gtactgggce
cgcetaacgg
cggcagcetgyg
gctacgegea
gtgecggectce
tacgeectggt
tggatgtttg
gtcccaccgt

ctetgeteca

ggtggagcetg
tgccatcate
tactgaagct
ttaatgtcac
gcatgggccg
ctaagtctaa
ccaccctgee
tgatcccaga
tgcaccgagg
tcegggtagg
cggtcatgat
agcctctgea
cececeggecce
cgggagccat
acctactget
tgggcggtge
gtgccccaga
gggtgacgct
acctcatcct

gggecctcta

650

gagacctggt
cttaggaact
gctcecgggac
tcggeccagag
gcctgeccag
gaactgggtc
ctcggacagc
gggtgetgtt
gctgtggacy
tceccgaaggce
gaacttggag
gatggtgatg
gacacccccg
ggcgtacctgv
ggcgtcgecg
ccggggecge
gagecctgege
gtgggagatg
gcageggcetg

ctcectegece

4/7

ctctctaggg
ccttetecag
atccagttygg
cacttecgact
cgcagactgt
tacaagatcc
ccacggeacce
tgcagagggy
ctgccecagtg
ccgatgggcea
cacccacacg
gagctggcgce
ctgctcegtgg
ggggccegceyg
cgcaccatca
tacgtcatgg
cacggagecct
ttecteegaggg
gaggacagag

ttgegetget

655

cctaccctga
acatgcttce
cccagtttta
ttgtaaagce
ccgaagcectcet
ttggaggttt
tcectgagece
agctgetggg
gcaagagtgt
cagaactggg
tgctgegtet
cactgggcte
ccetgetetg
ggctggtgea
aggtggctga
gcgggecccyg
tectegtetge
gcgaggaacc
cceggetgee

gggcccecca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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cectgeegac
ggaagcatgt
ccccatcaca
caccttcaaa
gccagcecacce
catagatgga
gaggaacatg
ccteggtect
tgtgccccag
gcccagccag
ccccatggga
tcctgagttyg
ggagtgccag
caaggtagat
ggagcattac
tcagettctg
atgggaccaa
tcccacetge
tcecteccat
ttagtctgee
atatgcagag
acagccatcce
tgatggaage
gccatcgtgg
ggattatgag

cccataccaa

cggcctaget
tgtgtgaggg
gtcatcgagg
gtgggcagcet
cgtecagtece
gacagaaaga
cceectggaga
cgtcccacag
ggacctccag
ccectcetaggg
atgcctggag
cagaggaaga
acagcactag
cagctcttee
cagtgggacce
cgggeacaga
gcggaaccag
cgtaggcaca
gctecttgge
cactacattc
gaagctttta
tgaactgcca
caccatattg
gtgatgacga
atggactagce

ctgettetac

tttcccacct
atgtcacaga
gcagccecga
tcecagecte
acagaggcac
aggcaaatct
ggatgaaagg

ggggtggtte

geectgeetce
agaggcttcc
ccecgtaaage
ttatggagat
gagccactgg
acctgagtag
tctcagetge
caccagcatg
aacaaggtcc
tggaggagga
ttctgaagge
tcaaacaaga
cgecgetagag
tcagctacca
acttggggta
ttgctctett
ccectgcecca

ccteececctat

ggaggggcetyg
accaggecgcc
ctccacaatc
ggcagtgacg
ccectgecegyg
ttgggatgceg
catttcecagg
aagccccect
acgcccaccet
ctggcccaaa
cgctgececte
ggagctgagt
gggagatgtyg
ccggtccaga
cagccgetat
aaaagcctag
cgacaggggt
gcccagagtt
tgaagctcct
ggacttggag
aggatcaagg
cactggacte
taggcccaaa
gcactcaagg
gceccagetet

tacatacatc

5/7

ctgcaagagg
ctgaggatgg
tggaagggcce
ctggcagatyg
ggagatcaac
cccccagceac
agtctggagt
gaaattcgac
ttatcctcta
agaaaacccce
tctggaggece
gtgcatgggg
gtttetgceca
gctgactget
gtcctggeeca
gcececctgagg
agacgttcca
gggcactgge
ttggctggge
gaaaagagct
ggccacactg
tgcagggcag
ctgecettegt
acatttga%g
cacatteccce

tttcaatgte

PCT/DE2005/000668
ccgggectte 1260
agactggtga 1320
agaatggtcg 1380
cggggggcett 1440
acccaggaag 1500
ggggccagag 1560
cagttctgte 1620
aagccagagce 1680
gctctcctea 1740
cacacaatca 1800
tettgtcega 1860
tcacccacca 1920
tceggaacct 1980
ggcgcatect 2040
ggccctgage 2100
gcectggceccac 2160
cctggggaga 2220
aaatgtctcce 2280
caagaaggat 2340
gctatacatc 2400
gaccatgtga 2460
ccatcctgga 2520
ttggtccagg 2580
ctggtagtat 2640
tttgtttttt 2700
caaaaa 2756
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Organization Applicant
Street : Albert Einstein Allee 5
City : 89081 Ulm
State
Country :
PostalCode
PhoneNumber
FaxNumber :
EmailAddress

<110> OrganizationName

Germany

Universit&t Ulm

Application Project

<120> Title Inhibitor fiir den nukledren Transkriptionsfaktor kappa B (NFkB
) / Inhibitor for the nuclear transcription factor kappa B (NFkB)

<130> AppFileReference seuf-1-DE
<140> CurrentAppNumber DE 104
<141> CurrentFilingDate 2004-04-01

Sequence

<213> Organ

ismName

Homo sapiens

<400> PreSequenceString :

MLPEAGSLWL
EALKRLRSGP
LLGSGCFGVV
LRLHGLVLGQ
LVHRDLATRN
SSASDVWMFG
APHPADRPSF
NGRTFKVGSF
GQRRNMPLER
SPQPSQPSRE
THQECQTALG
P
<212> Type
<211> Lengt
Seque

LKLLRDIQLA

KSKNWVYKIL
HRGLWTLPSG
PLOMVMELAP
LLLASPRTIK
VTLWEMFSGG

SHLEGLLQEA
PASAVTLADA
MKGISRSLES

RLPWPKRKPP

ATGGDVVSAT

PRT
h : 661
nceName

QFYWPILEEL
GGFAPEHKEP
KSVPVAVKSL

LGSLHARLTA
VADFGLVRPL

EEPWAGVPPRY
GPSEACCVRD
GGLPATRPVH

VLSLGPRPTG
HNHPMGMP GA

RNLKVDQLFH

TNK 1

SequenceDescription :

Sequence

<213> Organ

ismName

Homo sapiens

<400> PreSequenceString :

cgecgettee
gctcaccatce
tgaggctygge
ctggcecate
tgaggacctg
gaaaaggcta
tgccectgag
agagggggge
ttcaggcetge
cccagtgget
ggacttcctyg
gcacggectt
cctgcacgeg
cctettectg

gcecttgacca
tgaaggagag
teecctgtgge
ctagaggagc
gacggcattg
cgttctgage
cacaaggagc
ctecaagtgte
tteggtgtgg
gtcaagtcce
cgagaggtat
gtactgggcc
cgectaacgyg

cggcagetgg

ggtggagctyg
tgccatcate
tactgaagcet
ttaatgtcac
gcatgggceceg
ctaagtctaa
ccaccctgec
tgatcccaga
tgcaccgagg
tcegggtagg
cggtcatgat
agcctctgcea
cccecggeccece
cgggagecat

NVTRPEHFDF
TLPSDSPRHL
RVGPEGPMGT
PAPTPPLLVA
GGARGRYVMG
LILORLEDRA
VTEPGALRME
RGTPARGDQH
GGSSPPEIRQ
RKAAALSGGL
LSSRSRADCW

gagacctggt
cttaggaact
gctecegggac
teggccagag
gcctgeccag
gaactgggte
ctcggacage
gggtgctgtt
gctgtggacy
tececgaagge
gaacttggag
gatggtgatg
gacacccccg
ggcgtacctg

6/7

VKPEDLDGIG
PEPEGGLKCL
ELGDFLREVS
LLCLFLRQLA
GPRPIPYAWC
RLPRPPLCSR
TGDPITVIEG
PGSIDGDRKK
ARAVPQGPPG
LSDPELQRKI
RILEHYQWDL

ctctctaggg
ccttetecag
atccagttgg
cacttcgact
cgcagactgt
tacaagatcce
ccacggcace
tgcagagggy
ctgcccagtyg
ccgatgggcea
cacccacacg
gagctggege
ctgctegtgg
ggggcccgeyg

MGRPAQRRLS
IPEGAVCRGE
VMMNLEHPHV
GAMAYLGARG
APESLRHGAF
ALYSLALRCW
SPDSTIWKGQ
ANLWDAPPAR
LPPRPPLSSS
MEMELSVHGV
SAASRYVLAR

cctaccctga
acatgcttcce
cccagtttta
ttgtaaagcec
ccgaagetcet
ttggaggttt
tcccetgagece
agctgctggg
gcaagagtgt
cagaactggg
tgctgegtet
cactgggcetc
ccctgctetg

ggctggtgea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
661"

60
120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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ccgagacctce
cttcgggcetg
ccctatcccece
cteggacgtg
ctgggeeggy
taggcectcece
ccetgecgac
ggaagcatgt
ccccatcaca
caccttcaaa
gccagccacc
catagatgga
gaggaacatg
ccteggtect
tgtgcccceag
gcccagcecag
cceccatggga
tectgagttg
ggagtgccag
caaggtagat
ggagcattac
tcagettetg
atgggaccaa
tcccacctge
tcecteccat
ttagtectgece
atatgcagag
acagccatcce
tgatggaagc
gceccategtgg
ggattatgag
cccataccaa

<212> Type

<211> Length :

gctacgegea
gtgcggecte
tacgcctggt
tggatgtttg
gtcccacegt
ctctgcectceca
cggecctaget
tgtgtgaggg
gtcatcgagg
gtgggcaget
cgtccagtcce
gacagaaaga
cccctggaga
cgtececcacag
ggacctccag
ccectetaggg
atgcctggag
cagaggaaga
acagcactag
cagctettee
cagtgggacc
cgggcacaga
gcggaaccag
cgtaggcaca
gctecttgge
cactacattc
gaagctttta
tgaactgcca
caccatattg
gtgatgacga
atggactage
ctgcttectac

: DNA
2756

SequenceName
SequenceDescription :

Custom Codon

Sequence Name

TNK 1

acctactget
tgggcggtge
gtgeccccaga
gggtgacgct
acctcatcct
gggccctceta
ttteccacct
atgtcacaga
gcagccccga
tcccagecte
acagaggcac
aggcaaatct
ggatgaaagg

ggggtggtte
gcctgectcee

agaggcttce
cccgtaaage
ttatggagat
gagccactgg
acctgagtag
tecteagetge
caccagcatg
aacaaggtcc
tggaggagga
ttctgaagge
tcaaacaaga
cgcgcetagag
tcagctacca
acttggggta
ttgctetcett
ccectgeccea
cctceectat

TNK 1 c~DNA

c¢-DNA

ggcgtegecg
ccggggecgce
gagcctgcge
gtgggagatg
gcagcggetg
ctececctegee
ggaggggctyg
accaggcgec
ctccacaatc
ggcagtgacyg
ccectgecegg
ttgggatgeg
cattteccagg
aagccccect
acgcccacct
ctggeccaaa
cgctgeccete
ggagctgagt
gggagatgtg
ccggtccaga
cagccgctat
aaaagcctag
cgacaggggt
gcccagagtt
tgaagctect
ggacttggag
aggatcaagg
cactggactc
taggcccaaa
gcactcaagg
gcccagcectcet
tacatacatc

717

cgcaccatca
tacgtecatgg
cacggagcct
ttcteegggg
gaggacagag
ttgcgectget
ctgcaagagg
ctgaggatgg
tggaagggcce
ctggcagatg
ggagatcaac
cccececcageac
agtctggagt
gaaattcgac
ttatcctcta
agaaaaccce
tectggaggce
gtgcatgggg
gtttctgcca
gctgactgcect
gtcctggeea
gcecectgagy
agacgttcca
gggcactgge
ttggetggge
gaaaagagct
ggccacactg
tgcagggcag
ctgccttegt
acatttgatg
cacattccce
tttcaatgte
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aggtggctga
gcgggeccey
tctegtetge
gcgaggaace
ccceggctgece
gggccecceca
ccgggectte
agactggtga
agaatggtcg
cggggggcett
acccaggaag
ggggccagag
cagttctgte
aagccagagc
gctctectcea
cacacaatca
tcttgtccga
tcacccacca
tceggaacct
ggegeatect
ggecctgage
gecctggceccac
cctggggaga
aaatgtctce
caagaaggat
gctatacatc
gaccatgtga
ccatcectgga
ttggtccagg
ctggtagtat
tttgtttttt
caaaaa

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2756
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Feld Il Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstelit:

1. Anspriiche Nr.

well sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich

Obwoh1 die Anspriiche 1 bis 8 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kérpers beziehen, wurde die Recherche durchgefihrt und
griindete sich auf die angeflihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspruche Nr.

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daR eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgeflhrt werden kann, namlich

3. D Anspruche Nr.

weil es sich dabel um abhangige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Ill Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blait 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

1. Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche.

. D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusatzliche Recherchengebihr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Geblhr aufgefordert.

N

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fur die Geblihren entrichtet worden sind, némlich auf die
Anspriche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusatziichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprichen er—
fant:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusitziichen Gebihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusétzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (Januar 2004)




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings
	Search_Report

