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Beschreibung

[0001] Das c-myc-Protein ist ein Mitglied der Helix-Loop-Helix/Leucin-Zipper (HLH/LZ)(Bei den hier verwen-
deten Abkurzungen handelt es sich um: HLH/LZ, Helix-Loop-Helix/Leucin-Zipper; AURE, AU-reiches Element;
UTR, untranslatierter Bereich; CRD, Kodierungsbereichsdeterminante; CRD-BP, Kodierungsbereichsdetermi-
nante-bindendes Protein; DTT, Dithiothreitol; EGTA, Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N'-(tetraessigsau-
re); PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid; S130, postpolysomaler Uberstand; SDS, Natriumdodecylsulfat; RSW,
Ribosomen-Salzwaschung; PCR, Polymerasekettenreaktion; bp, Basenpaare; EST, Expressed Sequence
Tags; RACE, schnelle Amplifkation von cDNA-Enden; BAC, kiinstliches Bakterienchromosom; GCG, Gene-
tik-Computergruppe; IP, Immunpréazipitation; mRNP, Messenger(Boten)-Ribonucleoprotein; hnRNPK, hetero-
genes, nukleares Ribonucleoprotein K; HRP, Meerrettich-Peroxidase; HSP-90, Hitzeschockprotein-90; MOPS,
Morpholinpropansulfonsaure; KH, K-Homologie; ORF, offenes Leseraster (engl.: open reading frame); FMR,
familiare Geistesschwache; FMRP, FMR-RNA-bindendes Protein; hKOC, humanes KH-Domane-Protein, das
bei humanem Krebs Uberexprimiert wird; PAG, Polyacrylamidgel; PAGE, Polyacrylamidgelelektrophorese;
ECL, verstarkte Chemilumineszenz.)-Familie von Transkriptionsfaktoren, das Heterodimere mit Max bildet (1
— 3). Im Allgemeinen werden trans-aktivierende Myc:Max-Heterodimere in proliferierenden Zellen gefunden,
wahrend trans-hemmende Mad:Max-Heterodimere in differenzierten Zellen gefunden werden. Der c-myc-Pro-
teinpegel beeinflusst die Zellproliferation, Differenzierung und neoplastische Transformation, vermutlich durch
Beeinflussen des Gleichgewichts zwischen Myc:Max- und Mad:Max-Heterodimeren (4). Wenn das c-myc-Pro-
tein Uberexprimiert wird oder zu unguinstigen Zeitpunkten induziert wird, wird dieses Gleichgewicht gestort und
die Zellproliferation und die Differenzierung werden unterbrochen. Beispielsweise verhindert oder verzégert die
c-myc-Uberexprimierung die Zelldifferenzierung (5, 6). Sie blockiert auch Serumausgehungerte Zellen vom
Eintreten in die G,-Phase des Zellzyklus und veranlalt sie statt dessen, in die Apoptose einzutreten (7). Die
c-myc-Uberexprimierung ist auch bei der Tumorbildung bei Versuchstieren und bei humanen Patienten mit
Burkitt-Lymphom beteiligt (8, 9). Diese und andere schadliche Folgen von abnormer c-myc-Expression zeigen
die Wichtigkeit auf, alle Aspekte der c-myc-Genregulation zu verstehen.

[0002] Das c-myc-Protein wird durch Phosphorylierung, Protein-Protein-Wechselwirkungen und Anderungen
seiner Halbwertszeit reguliert (10-12). c-myc-mRNA-Pegel werden transkriptional und post-transkriptional re-
guliert, und Anderungen der c-myc-mRNA-Stabilitat kénnen groRe Schwankungen von c-myc-Proteinpegeln
verursachen. Die c-myc-mRNA-Halbwertszeit betragt normalerweise nur 10 bis 20 Minuten, kann aber ndti-
genfalls um das 3- bis 6-fache verlangert werden. Beispielsweise ist die c-myc-mRNA beim Replizieren von
fotalen Nager-Hepatozyten, die reichlich c-myc-mRNA erzeugen, relativ stabil. Sie ist in nichtwachsenden
adulten Hepatozyten, die wenig oder keine c-myc-mRNA enthalten, weitaus weniger stabil (13, 14). Sie wird
jedoch auf ein Mehrfaches hochreguliert und stabilisiert, wenn adulte Hepatozyten nach einer partiellen Leber-
resektion replizieren (15, 16).

[0003] Zwei cis-arbeitende Sequenzelemente in der c-myc-mRNA tragen zu derer intrinsischen Instabilitat
und eventuell auch zu derer post-transkriptionalen Regulation bei: ein AU-reiches Element (AURE) im 3'-un-
translatierten Bereich (3'-UTR) und eine Kodierungsbereichsdeterminante (CRD) von 180 Nukleotiden. Die
CRD kodiert einen Teil der HLH/LZ-Domane und ist am 3'-Ende des mRNA-Kodierungsbereichs lokalisiert.
Vier Beobachtungen zeigen, wie die c-myc-CRD Funktionen unabhangig von dem AURE wirkt, um die
c-myc-mRNA-Expression zu beeinflussen. (i) c-myc-mRNA, der ihre CRD fehlt, ist stabiler als Wild-
typ-c-myc-mRNA (17-20). (ii) Die CRD wird bei der post-transkriptionalen Herunterregulierung von
c-myc-mRNA, die auftritt, wenn kultivierte Myoblasten fusionieren, um Myotuben zu bilden, benétigt (20, 21).
(iii) Das Einbringen der c-myc-CRD in das Raster (engl. frame) innerhalb des 3-Globin-mRNA kodierenden Be-
reichs destabilisiert die normalerweise sehr stabile B-Globin-mRNA (22). (iv) Die c-myc-CRD ist zur Hoch- und
Herunterregulierung der c-myc-mRNA-Pegel bei transgenen Mausen, die nach einer partiellen Leberresektion
eine Leberregenerierung erfahren, notwendig (13, 15, 16, 23-25). Zusammengefasst gesagt, beeinflusst die
¢c-myc-CRD die c-myc-mRNA-Stabilitat bei Tieren und kultivierten Zellen.

[0004] Wir haben die c-myc-mRNA-Stabilitdt und die Funktion von CRD unter Verwendung eines zellfreien
mRNA-Abbausystems, das Polysome aus kultivierten Zellen umfasst, untersucht. Die Polysome enthalten so-
wohl Substrate (MRNAs) zum Abbau als auch wenigstens einige der Enzyme und Kofaktoren, die die
mRNA-Stabilitat beeinflussen. Die Polysome werden Uber verschiedene Zeitrdume in einem geeigneten Puf-
fersystem inkubiert, und die Abbauraten von polysomalen mRNAs, wie beispielsweise c-myc, werden durch
Hybridierungstests aufgezeichnet. Dieses System gibt viele Aspekte des mRNA-Abbaus in intakten Zellen wie-
der (26-29). Beispielsweise sind mRNAs, die in Zellen instabil sind, auch in vitro relativ instabil; mRNAs, die in
Zellen stabil sind, sind auch in vitro stabil (26). In Standardreaktionen wurde polysomgebundene c-myc-mRNA
schnell in Richtung von 3' nach 5' abgebaut, wahrscheinlich durch eine Exonuclease (29). Ein alternativer Ab-
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bauweg wurde aktiviert, als die Reaktionen durch eine der c-myc-CRD entsprechende 180 Nucleotide-umfas-
sende Richtungsstrang-Konkurrenz-RNA erganzt wurden. Diese CRD-RNA induzierte eine endonukleolyti-
sche Spaltung innerhalb der c-myc-CRD, was zu einer Destabilisierung der c-myc-mRNA um das Achtfache
fuhrte (30). Diese Wirkungen schienen spezifisch flir c-myc zu sein. Andere Konkurrenz-RNAs destabilisierten
die c-myc-mRNA nicht, und die c-myc-CRD-Konkurrenz-RNA destabilisierte andere mRNAs, die getestet wur-
den, nicht.

[0005] Auf der Grundlage dieser Beobachtungen stellten wir die Hypothese auf, dass ein Protein an die
¢c-myc-CRD gebunden war. Wir schlugen ferner vor, dass dieses Protein die CRD gegeniber einem Endonu-
cleaseangriff abschirmte, dass die CRD-Konkurrenz-RNA das Protein von der mRNA abtitrierte, und dass die
ungeschutzte c-myc-CRD dann von einer Endonuclease angegriffen wurde. Im Einklang mit diesem Modell
entdeckten wir ein Protein, das in vitro stark an eine c-myc-CRD-*P-RNA-Sonde bindet (30). Dieses Protein,
das c-myc-Kodierungsbereichsdeterminante-bindende Protein (CRD-BP), wurde anschliel3end bis zur Homo-
genitat gereinigt (31). Wir haben dann gefunden, dass das CRD-BP entwicklungsbezogen reguliert wird, da es
in fétalen und neonatalen Ratten, aber nicht in adulten Tieren, exprimiert wird (32).

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] In den nachstehend beschriebenen Beispielen berichten wir das Klonieren von Maus-CRD-BP-cDNA,
einem neuen Mitglied der RNA-Bindungsproteinfamilie. Wir zeigen auferdem, dass CRD-BP in vitro an Ribo-
somen binden kann und dass das meiste CRD-BP, das in Zellextrakten vorhanden ist, im Cytoplasma lokali-
siert ist und mit Polysomen und Ribosomen assoziiert ist. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit der
Rolle von CRD-BP beim Abschirmen von polysomaler c-myc-mRNA gegenliber endonukleolytischem Angriff,
was bedeutet, dass CRD-BP dazu beitragt, dass c-myc-mRNA erhalten bleibt und es ihr ermdéglicht wird, zur
Herstellung von c-myc-Protein verwendet zu werden. Wir vermuten, dass das Blockieren der CRD-BP-Expres-
sion zu der sehr schnellen Zerstérung der c-myc-mRNA und der nachfolgenden Entleerung von c-myc-Protein
der Zelle fiihren kénnte.

[0007] Wir haben auch gezeigt, dass das CRD-BP sowohl in Krebszelllinien, die im Labor gezlchtet wurden,
als auch in fétalem Gewebe von Nagern reichlich exprimiert wird (32). Im Gegensatz dazu ist das CRD-BP in
Geweben von adulten Nagern nicht nachweisbar (32). Wir vermuten, dass diese letztgenannten Beobachtun-
gen im Einklang mit der Idee stehen kénnten, dass das CRD-BP ein onkof6tales Protein ist — das heisst ein
Protein, das im Fotus und in Krebszellen der Postnatalperiode, aber nicht in normalen (nicht-krebsartigen) Ge-
weben der Postnatalperiode exprimiert wird. Falls dem so ist, dann sollte CRD-BP in Krebsgeweben, aber nicht
in normalen Geweben in der Postnatalperiode vorhanden sein.

[0008] Die spezifische, beschrankte Expression von CRD-BP in krebsartigen Geweben koénnte bedeuten,
dass CRD-BP ein potentieller diagnostischer bzw. prognostischer Marker fir humanen Krebs ist. Da CRD-BP
anscheinend c-myc-mRNA vor schneller Zerstérung schiitzt und da c-myc-Protein fir das Zellwachstum erfor-
derlich ist, kdnnte ferner das Entfernen von CRD-BP aus Krebszellen zu deren Wachstumsstillstand oder sogar
zu deren Tod fuhren.

[0009] Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich um ein Verfahren zur Diagnose der Anwesenheit oder
Abwesenheit von Krebs bei einem humanen Patienten, umfassend folgende Stufen: Untersuchen von Patien-
tengewebe auf die CRD-BP-Expressionsniveaus und Vergleichen dieses Expressionsniveaus mit einer Kon-
trolle oder Untersuchen von Patientenserum auf Antikérper gegen CRD-BP und Vergleichen dieses Antikor-
perpegels mit denen von normalen Kontrollen (vorzugsweise unter Berlcksichtigung von Alter und Ge-
schlecht). Bei der CRD-BP-Expressionsniveau-Kontrolle handelt es sich vorzugsweise um nicht-krebsartiges
Gewebe aus der gleichen Quelle wie das Testgewebe. Beispielsweise sollte ein Brusttest vorzugsweise tber
eine Brustgewebekontrolle verfigen. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung wird
der Krebs aus der Gruppe bestehend aus Brustkrebs, Kolonkrebs und Pankreaskrebs ausgewahlt.

[0010] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst der Nachweis
von CRD-BP die Stufe des Homogenisierens von Biopsiegewebe und Erhalten eines rohen Proteinextrakts.
Danach kann man den Extrakt auf den CRD-BP-Pegel prifen.

[0011] Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich auch um ein quantitatives Verfahren zum Bestimmen
des Stadiums von Krebs bei einem humanen Patienten, umfassend die Stufe des Untersuchens von Patien-
tengeweben auf das CRD-BP-Expressionsniveau und Korrelieren des Expressionsniveaus mit der Krankheits-
prognose.
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[0012] Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich auch um ein ex vivo-Verfahren zum Hemmen von
Krebszellenwachstum, umfassend den Entfernungs- oder Erniedrigungsschritt des CRD-BP-Pegels in krebs-
artigen Zellen.

[0013] Es ist ein Vorteil der vorliegenden Erfindung, dass ein Verfahren zur Diagnose von humanem Krebs
offenbart wird.

[0014] Es ist ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung, dass ein ex vivo-Verfahren und Medikamente
zur Hemmung von Krebszellenwachstum offenbart werden.

[0015] Eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt daher ein Verfahren zur Bestimmung der An-
wesenheit oder Abwesenheit von Krebs in einem von einem humanen Patienten entnommenen Gewebe be-
reit, umfassend folgende Stufen: a) Prifen des Patientengewebes auf das CRD-BP-Expressionsniveau; und
b) Vergleichen des Ergebnisses von Stufe (a) mit dem Expressionsniveau in nicht-krebsartigem Gewebe aus
der gleichen Quelle, wobei ein erhdhtes CRD-BP-Niveau im Patientengewebe im Vergleich mit dem
nicht-krebsartigen Gewebe die Diagnose von Krebs bedeutet.

[0016] Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zur Bestimmung des Stadiums von Krebs in einem von einem
humanen Patienten entnommenen Gewebe bereit, umfassend folgende Stufen: a) Prifen der Patientengewe-
be auf die CRD-BP-Expressionsniveaus und b) Korrelieren des Expressionsniveaus mit der Krankheitsprog-
nose.

[0017] Die Erfindung stellt ferner ein ex vivo-Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit
eines anti-CRD-BP-Antikdrpers im Serum eines Patienten bereit, umfassend die folgende Stufe: a) Behandeln
eines Patientenserums mit CRD-BP und Bestimmen, ob ein anti-CRD-BP-Antikérper vorhanden ist.

[0018] Die Erfindung stellt zusatzlich ein Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit von
CRD-BP im Serum eines Patienten bereit, umfassend die Stufe:
a) Behandeln des Patientenserums mit CRD-BP-Antikérper und Bestimmen, ob CRD-BP vorhanden ist.

[0019] Die Erfindung stellt auch die Verwendung eines Mittels, das zur Beseitigung oder Absenken des
CRD-BP-Pegels in Krebszellen befahigt ist, bei der Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei der
Behandlung von Krebs bereit. Bei einer solchen Verwendung kann es sich bei dem Mittel um eine Konkur-
renz-RNA, die die Fahigkeit von CRD-BP zum Schiitzen von c-myc-mRNA vor einer schnellen Zerstérung be-
seitigen oder verringern kann, handeln. Bei dem Mittel kann es sich um einen Inhibitor, der das Binden von
CRD-BP an c-myc-mRNA-CRD blockieren und somit die Fahigkeit des CRD-BP zum Schitzen von
c-myc-mRNA vor einer schnellen Zerstérung verringern oder beseitigen kann, handeln.

[0020] Andere Aufgaben, Vorteile und Merkmale der vorliegenden Erfindung werden offensichtlich werden,
nachdem ein Fachmann die Beschreibung, Anspriiche und Zeichnungen gepruft hat.

KURZE BESCHREIBUNG DER VERSCHIEDENEN ANSICHTEN DER ZEICHNUNGEN

[0021] Fig. 1. Maus-CRD-BP-cDNA und die vorhergesagte Proteinsequenz (SEQ ID NO: 1 bzw. 2). Die Pep-
tidsequenzen, die nuklearen Lagen und nuklearen Exportsignalen ahneln, sind durch einfache Unterstreichung
bzw. Oberlinien kenntlich gemacht. Peptidsequenzen, die der RGG-Box und den KH-Doméanen ahneln, sind
durch den Kasten bzw. die Doppeltunterstreichungen kenntlich gemacht. Ein Stern zeigt die Translationsab-
bruchstelle an und das Polyadenylatsignal ist einfach unterstrichen. Wir haben nicht schlissig gezeigt, dass
die Translationsstartstelle, die in der Figur gekennzeichnet ist, korrekt ist oder die einzige Startstelle ist. Die
5'-UTR kénnte unvollstdndig sein, da die Startstelle der Transkription nicht kartiert worden ist.

[0022] Fig. 2. CRD-BP-Alignments mit verschiedenen Ubereinstimmenden Sequenzen fir RNA-Bindungs-
proteine (SEQ ID NO: 3-30). Es werden Alignments von Maus-CRD-BP (mCRD-BP) mit den RGG-Domanen
(A) (SEQ ID NO: 3-9), nukledren Exportsignalen (B) (SEQ ID NO: 10-16) und KH-Doméanen (C) (SEQ ID NO:
17-30) von anderen RNA-Bindungsproteinen gezeigt. In Fig. 2 zeigen die mit einem Kasten umgebenen Re-
siduen Identitat mit oder Konservierung von tbereinstimmenden Sequenzresiduen an. Die Genbank-Hinterle-
gungsnummern der Proteine sind folgende: hKOC, U97188; hnRNPK, S74678; Fibrillarin, X56597; Nucleolin,
M60858/J05584; FMRP, S65791; Rev, X58781.

[0023] Fig. 3. Immunoblot-Test, der die gemeinsame Wanderung (engl.: co-migration) von rekombinantem
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und aus Zellen stammendem CRD-BP zeigt. Die ribosomale Salzwaschung (RSW) wurde von K562 und
NIH/3T3-Zellpolysomen und von Polysomen, die aus Retikulozyten-Transkriptions-/Translationsreaktionen,
die mit CRD-BP-DNA oder mit Vektor-DNA programmiert waren, isoliert wurden, hergestellt. Etwa 7,5 x 10°
Zellaquivalente der K562- oder NIH/3T3-RSW oder 3 % der RSW, die von einer 50 ul Translationsreaktion ge-
wonnen war, wurden auf einem 10 %-igen SDS-PAG einer Elektrophorese unterworfen und auf eine Membran,
die mit anti-CRD-BP-IgY-Antikdrper und danach mit HRP-konjugiertem anti-lgY-Antikérper inkubiert war, Gber-
tragen. Das Signal wurde mit Supersignal-Chemilumineszenz-Reagenzien entwickelt. Es werden die Positio-
nen des CRD-BP und eines kreuzreagierenden Proteins (p85) gezeigt. Die Positionen von vorgefarbten Mole-
kulargewichtsmarkern sind in kDa rechts gezeigt.

[0024] Fig. 4. Gelretardations-Test, der die spezifische Bindung von rekombinantem CRD-BP an
c-myc-CRD-RNA zeigt. (A) Die RSW wurde von K562-Zellpolysomen und von Transkriptions-/Translationreak-
tionen, die mit CRD-BP-cDNA, Luciferase-cDNA (Luc) oder mit einer Vektor-DNA programmiert waren, herge-
stellt. Aquivalente Volumina (2 ul) der jeweiligen RSW wurden mit 50 000 cpm synthetischer
c-myc-CRD-*?P-RNA inkubiert. RNA/Protein-Komplexe wurden von der freien (ungebundenen) Sonde durch
Elektrophorese in einem 6 %-igen nicht-denaturierenden PAG abgetrennt. ,OHNE" kennzeichnet eine Gelre-
tardationsreaktion, zu der kein Protein zugegeben wurde. Die Positionen der CRD-BP/CRD-Komplexe (GE-
BUNDEN) und der ungebundenen RNA (FREI) sind links gekennzeichnet. (B) Konkurrenztest. Die gezeigte
RSW wurde mit c-myc-CRD-*P-RNA in Gegenwart oder Abwesenheit von Puffer (OHNE) oder mit 200-fachem
molaren Uberschuss von unmarkierter synthetischer c-myc-CRD-RNA oder B-Globin-RNA inkubiert. RNA/Pro-
tein-Komplexe wurden dann in einem 6 %-igen nicht-denatuierenden PAG abgetrennt. Die Positionen der
CRD-BP/CRD-Komplexe (GEBUNDEN) und der ungebunden RNA (FREI) sind links gekennzeichnet.

[0025] Fig. 5. Co-Fraktionierung von rekombinantem CRD-BP mit Retikulozyten-Ribosomen und ribosoma-
len Untereinheiten. Radiomarkiertes rekombinantes CRD-BP (gefillte Kreise) und Luciferase (LUC; offene
Kreise) wurden in getrennten Retikulozyten-Translationstests synthetisiert. Jeder Extrakt wurde dann durch
Sedimentation mit einem 20-40 %-igen linearen Sucrosegradienten fraktioniert. Aquivalente Mengen jeder
Gradientenfraktion wurde mit Elektrophorese mit einem 10 %-igen SDS-PAG und Quantifizierung in einem
Phosphorimager auf radiomarkiertes Protein untersucht. Die Menge von CRD-BP und Luciferase ist in willk{ir-
lichen Einheiten gegeben. Die Positionen der ribosomalen Untereinheiten, Monosomen und Polyribosomen
wurden durch Messen von A260 und durch Durchfiihren einer Elektrophorese mit einem Teil jeder Fraktion in
einem Agarosegel bestimmt, um die 18S- und 28S-rRNA zu identifizieren.

[0026] Fig. 6. Co-Fraktionierung von endogenem CRD-BP mit K562-Zellpolysomen und Fehlen von CRD-BP
in Nuklei. Von exponentiell wachsenden K562-Zellen wurden subzellulare Fraktionen hergestellt (experimen-
telle Verfahren). Gleiche Zellaquivalente (6 x 10°) jeder Fraktion wurden auf einem 10 %-igen SDS-PAG abge-
trennt, auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und mit entweder (A) anti-CRD-BP-IgY oder (B) an-
ti-HSP-90-1gG inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)-konjugierten sekunda-
ren Antikdrpern. Immunoreaktive Proteine wurden unter Verwendung von ECL-Reagenzien sichtbar gemacht.
Die Positionen von Molekulargewichtsmarkern in kDa sind links gezeigt.

[0027] Fig. 7. Co-Fraktionierung von CRD-BP mit ribosomalen Untereinheiten aus K562-Zellen. Die Polyso-
me von exponentiell wachsenden K562-Zellen wurden in Puffer resuspendiert und danach mit 20 mM EDTA
inkubiert, um ribosomale Untereinheiten (60S und 40S) von einander und von der mRNP zu trennen. Ein Ali-
quot der Untereinheiten wurde in einem linearen 5-30 %-igen Sucrosegradienten, der EDTA enthielt, zentrifu-
giert. Fraktion 1 ist das obere Ende des Gradienten, Fraktion 18 ist die letzte Fraktion des Gradienten und Frak-
tion 19 ist das Pellet, das vom Boden des Zentrifugenréhrchen resuspendiert wurde. Feld A: Extinktion von
jeder Fraktion bei 250 nm. Feld B: RNA, die aus einem Aliquot jeder Fraktion isoliert war, wurde in einem 1
%-igen Agarosegel einer Elektrophorese unterzogen, wobei das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt war und unter
UV-Licht photographiert wurde. Die Positionen der 28S- bzw. 18S-rRNAs aus den grof3en und kleinen ribso-
malen Untereinheiten sind links gekennzeichnet. Feld C: Ein Aliquot jeder Fraktion wurde durch Immunoblot-
ting durch Verwenden von anti-CRD-BP-IgY analysiert. Die immunreaktiven Proteine wurden durch Verwen-
den von ECL-Reagenzien sichtbar gemacht. Die Positionen von Molekulargewichtsmarkern in kDa sind links
gezeigt. Das CRD-BP und das kreuzreagierende p85 sind rechts gekennzeichnet.

[0028] Fig. 8. Co-Fraktionierung von CRD-BP mit 60S-ribosomalen Untereinheiten, bestimmt durch Immuno-
prazipitation mit einem anti-P-Protein-Antikdrper. Ein Aliquot von mit EDTA getrennten K562-Zellpolysomen
wurde mit anti-P-Protein-Antikdrper (I) oder mit normalem humanen Serum (N) inkubiert. Die Antikérper-Anti-
gen-Komplexe wurden immunprazipitiert (IP'd) und die IP'd-Proteine wurden einem Immunoblotting unterzo-
gen und durch Verwenden von anti-P-Protein-IgP (Feld A) oder anti-CRD-BP-IgY (Feld B) analysiert. Die im-
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munreaktiven Proteine wurden unter Verwendung von ECL-Reagenzien sichtbar gemacht. Die Positionen der
P-Proteine (P,, P, und P,) und des CRD-BPs sind rechts gekennzeichnet. Die Positionen von vorgefarbten Mo-
lekulargewichtsmarkern in kDa sind links gezeigt. H-Kette (engl.: heavy chain) zeigt die Kreuzreaktivitat mit der
IgG-H-Kette auf der Membran an.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
A. Allgemeines

[0029] Die Halbwertszeit von c-myc-mRNA wird reguliert, wenn Zellen ihre Wachstumsraten andern oder dif-
ferenzieren. Zwei Sequenzen innerhalb des c-myc-mRNA-Molekiils bestimmen dessen Halbwertszeit, eine da-
von im 3'-untranslatierten Bereich, und die andere im Kodierungsbereich. Ein cytoplasmatisches Protein, das
Kodierungsbereichsdeterminante-bindende Protein (CRD-BP), bindet in vitro an die Stabilitdtsdeterminante
des c-myc-Kodierungsbereichs.

[0030] Auf der Grundlage von Beobachtungen durch Verwenden eines zellfreien mRNA-Abbau-Systems
schlagen wir vor, dass CRD-BP, wenn es an das mRNA gebunden ist, die mMRNA gegen endonukleolytischen
Angriff abschirmt und dadurch die mRNA-Halbwertszeit verlangert. Wir beschreiben hiermit die Klonierung und
weitere Charakterisierung von Maus-CRD-BP, einem Protein mit 577 Aminosauren, das vier hnRNP-K-Homo-
logiedomanen, eine RGG-RNA-bindende Domane und nukledre Import- und Exportsignale enthalt. Das
CRD-BP ist einem humanen Protein, das bei bestimmten humanen Krebsarten Gberexprimiert wird, ahnlich.
Rekombinantes Maus-CRD-BP bindet spezifisch an c-myc-CRD-RNA in vitro und reagiert mit Antikdrpern ge-
gen humanes CRD-BP. In vitro-translatiertes CRD-BP bindet in Abwesenheit von c-myc-mRNA an Ribosomen,
und in Zelllysaten ist ein grofier Teil des CRD-BP an Ribosomen gebunden.

[0031] Nachstehend beschreiben wir auch vorgeschlagene Verfahren der vorliegenden Erfindung. Bei einer
Ausfuhrungsform schlagen wir ein Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit von Krebs
in einem humanen Patienten vor, umfassend die Schritte des Untersuchens von Patientengewebe auf die
CRD-BP-Expressionsniveaus und Vergleichen dieses Ergebnisses mit einer Kontrollprobe und/oder Untersu-
chen von Patientenserum auf Antikérper gegen CRD-BP und Vergleichen dieses Antikérperpegels mit dem
von normalen Kontrollen (vorzugsweise unter Berlicksichtigung von Alter und Geschlecht). Bei der Kontrollpro-
be fir das CRD-BP-Expressionsniveau in Geweben handelt es sich vorzugsweise um ein nicht-krebsartiges
Gewebe aus der gleichen Quelle. Beispielsweise wiirde man die CRD-BP-Pegel einer Testprobe aus Brustge-
webe mit den CRD-BP-Pegeln von Brustgewebe, das als nicht-krebsartig bekannt ist, vergleichen.

[0032] Diese Untersuchung kann folgende Formen zum Untersuchen eines rohen Proteinextrakts auf den
CRD-BP-Pegel annehmen: vorzugsweise durch einen Zwei-Antikdrper-Sandwich-Test, Antigen-Konkur-
renz-Test, Antikérper-Abfangtest oder Unterwerfen des rohen Proteinextraks einem Immunblotting mit einem
Antikérper von CRD-BP. Man kann die Zellen in der Gewebeprobe auch direkt auf Anwesenheit oder Abwe-
senheit von CRD-BP mit Hilfe von immunologischen Verfahren, die Sondieren einer Gewebesektion mit einem
Antikérper von CRD-BP umfassen, oder Uber in situ-Hybridisierungsverfahren, die Sondieren einer Gewebe-
sektion mit einer Nucleinsduresonde, die fiur CRD-BP spezifisch ist, umfassen, untersuchen.

[0033] Bei einer weiteren Ausflihrungsform handelt es sich bei der vorliegenden Erfindung um ein Verfahren
zur Bestimmung einer Krebserkrankungsprognose.

[0034] Man kann die CRD-BP-Expressionsniveaus in einer Gewebeprobe eines Patienten bestimmen und
diese CRD-BP-Pegel mit der Krankheitsprognose korrelieren.

[0035] Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich auch um die Verwendung von CRD-BP bei immunolo-
gischen Tests, um anti-CRD-BP-Antikérper in Patienseren zu identifizieren und zu quantifizieren. Vorzugswei-
se kann man rekombinantes CRD-BP in immunologischen Standardtests verwenden. Bei der vorliegenden Er-
findung handelt es sich auch um die Verwendung von anti-CRD-BP-Antikérpern, um CRD-BP selbstim Serum
von Krebspatienten zu identifizieren und zu quantifizieren.

[0036] Wir gehen davon aus, dass bestimmte Expressionsniveaus von CRD-BP mit bestimmten Krebsarten
direkt korreliert werden kénnen, und daher vorraussagen kénnen.

[0037] Wir schlagen auch ein ex vivo-Verfahren und die Herstellung von Medikamenten zum Hemmen von
Krebszellwachstum durch Entfernen oder Absenken des CRD-BP-Pegels von krebsartigen Zellen vor. Vor-
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zugsweise handelt es sich bei diesem Verfahren um bzw. wirkt dieses Medikament durch das Bereitstellen von
Konkurrenz-RNA in der Zelle oder die Verwendung eines Inhibitors, der das Binden von CRD-BP-Bindung an
c-myc-mRNA-CRD blockiert.

[0038] Mit ,CRD-BP" bezeichnen wir vorzugsweise das Protein, das hier als SEQ ID NO:2 und in der nach-
stehend genannten Referenz 30, 31 und 32 beschrieben ist.

[0039] Ein typischer Weg zum Erhalten eines CRD-BP-Antikorpers ist es, grole Mengen von rekombinatem
CRD-BP in entweder bakteriellen Zellen, Hefezellen oder Insektenzellen, die mit dem Baculovirus infiziert sind,
herzustellen. Dieses Protein wird dann Kaninchen, Schafen oder Ziegen injiziert, um einen polyklonalen Anti-
korper herzustellen. Epitop-spezifische Antikdrper kdnnen auch durch Verwenden von synthetischen Peptiden
(8-15 Aminosauren) als Immunogen hergestellt werden. Dies sind dem Fachmann bekannte Routineverfahren.

B. Nachweisen von CRD-BP in klinischen Proben

[0040] Wir haben vorhergesagt, dass es sich bei dem CRD-BP um ein onkofétales Protein handeln kénnte.
Diese Hypothese basiert auf unseren Ergebnissen, dass CRD-BP in fétalen Rattengeweben, aber nicht in nor-
malen Geweben adulter Ratten, exprimiert wird. Es wird auch in Gewebekulturzelllinien, die neoplastisch sind,
exprimiert.

[0041] Nachstehend zeigen wir in den Beispielen, dass CRD-BP in Tumorgewebe bedeutend reichlicher als
in einem normalen adulten Gewebe vorhanden ist. Deshalb stellen wir uns vor, dass die Anwesenheit von
CRD-BP in Biopsieproben anzeigt, dass die Proben Tumorzellen enthalten. Wir stellen uns vor, dass die An-
wesenheit von CRD-BP Neoplasien anzeigt und ein prognostischer und diagnostischer Indikator sein kann.

[0042] Es gibt viele mogliche Nachweissysteme fur CRD-BP. Das beste System wird von den folgenden Va-
riablen abhangen: der Menge von exprimiertem CRD-BP im Tumorgewebe, der Spezifitdt und der Bindungs-
kraft der Antikérper fur CRD-BP, und dem Ausmal’ der Kreuzreaktivitat der Antikdrper mit anderen Proteinen
neben CRD-BP. Nachstehend werden verschiedene mogliche Nachweissysteme umrissen.

[0043] Wahrscheinlich ist es am besten sicher zu stellen, dass die Antikérper spezifisch fir CRD-BP sind.
Dies koénnen wird durch Herstellen von Antikérpern gegen CRD-BP-Peptide oder durch Verwenden von mono-
klonalen Antikérpern, die auf Westernblots nur mit CRD-BP und nicht mit anderen zellularen Proteinen reagie-
ren, bewerkstelligen.

1. Nachweis von CRD-BP durch Verwenden von Proteinextrakten: Biopsiegewebe kann homogenisiert werden
und ein roher Proteinextrakt kann hergestellt werden (Vorschlag).

a. Beispielhafte Nachweissysteme, bei denen Antigen oder Antikdrper an einen festen Trager gebunden ist.
i. Zwei-Antikdrper-Sandwich-Test:

[0044] Ein monoklonaler Antikdrper, der ein CRD-BP-Epitop erkennt, wird an einen festen Trager, wie bei-
spielsweise eine Mitrotitervertiefung gebunden. Der Sandwich-Test kénnte auch mit zwei polyklonalen Antikor-
pern funktionieren, sofern jeder AntikGrper gegen ein anderes Epitop im CRD-BP gerichtet ist. Ein Extrakt des
Gewebes wird zugegeben und man lalkt CRD-BP, das im Extrakt vorliegt, an den Antikdrper zu binden. Danach
wird ein zweiter monoklonaler Antikdrper, der ein anderes CRD-BP-Epitop erkennt, zugegeben. Der zweite An-
tikorper kann mit "I oder *H markiert sein. Die gebundene Menge des markierten Antikorpers stellt dann ein
Mal fir die Menge von CRD-BP, die an den ersten Antikérper gebunden ist, bereit.

[0045] Alternativ kann ein markierter sekundarer Antikdrper zur Quantifizierung verwendet werden. Dieser se-
kundare Antikdrper kann mit einem Enzym wie beispielsweise Meerrettich-Peroxidase oder mit einer Sonde
wie z. B. Biotin markiert sein. Die Menge des gebundenen sekundaren Antikérpers wird dann durch Standard-
tests nachgewiesen und ist ein MaR fiir die Menge von CRD-BP im Gewebeextrakt.

ii. Antigen-Konkurrenztest:
[0046] Ein Anti-CRD-BP-Antikdrper wird an einen festen Trager wie z. B. eine Mikrotitervertiefung gebunden.

Der Gewebeextrakt wird dann mit gereinigtem, radiomarkiertem CRD-BP gemischt. Wenn das Gewebe genu-
gend CRD-BP enthalt, konkurriert dieses CRD-BP mit dem markierten CRD-BP um die Bindung an den be-
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schrankenden Antikdrper. Somit ist die Menge von CRD-BP in dem Extrakt umgekehrt proportional zu der Men-
ge von markiertem CRD-BP, das an die Mikrotitervertiefung gebunden ist. Wir kennen die Nucleinsaurese-
quenz des humanen CRD-BP-Kodierungsbereichs. Daher sollten wir in der Lage sein, hoch gereinigtes, radi-
omarkiertes CRD-BP durch Verwenden von Bakterien, Hefe oder Insektenzellen herzustellen.

[0047] Prokipcak, et al. (31) offenbarten ein Verfahren zur Reinigung von CRD-BP. Wir stellen uns auch ein
einfacheres Reinigungssystem vor, das zugegebene Epitope ausnutzt. Anstatt unmodifiziertes CRD-BP in
Bakterien, Hefe oder Zellen, die mit Baculovirus infiziert sind, herzustellen, kénnten wir Molekulartechnologien
verwenden, um eine CRD-BP-komplementare DNA zu entwerfen, die ein ,Epitop-markiertes"-CRD-BP er-
zeugt. Wir kdnnten das markierte CRD-BP in Zellen exprimieren und danach das CRD-BP in einem einzigen
Affinitatsreinigungsschritt, der den Marker ausnutzt, um CRD-BP von allen anderen Zellproteinen zu trennen,
reinigen.

iii. Antikdrper-Abfangtest:

[0048] Der Gewebeextrakt wird an eine eine Mikrotitervertiefung gebunden. Antikérper wird zugegeben und
die Menge des gebundenen Antikorpers bestimmt. Der Antikdrper kann markiert oder nicht markiert sein. Falls
er nicht markiert ist, wird die gebundene Menge indirekt durch Verwenden von anti-Antikérper-Antikérpern und
Nachweisen davon durch Peroxidase oder Biotinmarkierung wie vorstehend beschrieben bestimmt.

b. Exemplarischer Nachweis von CRD-BP durch Immunoblotting (Western Blotting)

[0049] Der Gewebeextrakt wird einer Elektrophorese mit einem denaturierenden Gel unterworfen, und die
Proteine werden auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran UGbertragen. Die Membran wird dann mit einem
anti-CRD-BP-Antikérper sondiert und die Menge von gebundenem Antikdrper wird durch eines von einer Viel-
zahl von Nachweisverfahren durch Verwenden von markierten anti-Antikdrper-Antikorper bestimmt. Der Nach-
teil des Western-Blotting ist, dass es zeitaufwandiger ist als Tests, bei denen der Proteinextrakt oder der Anti-
korper an einen festen Trager gebunden ist. Der Vorteil ist, dass spezifische Wechselwirkungen leichter er-
kannt werden und Artefakte verhindert werden. Die Anwesenheit von CRD-BP in einem Westerblot wird durch
eine Bande im ~68 kDa-Bereich des Gels angezeigt.

[0050] Wir stellen uns vor, dass der Test bis zu dem Ausmalf vereinfacht werden kdnnte, dass ein Messstab-
chen oder kolorimetrischer Test verwendet werden kann.

2. Nachweis von CRD-BP in Zellen durch Immunhistochemie

[0051] Bei einem typischen Verfahren wird das Biopsiegewebe in eine diinne Sektion geschnitten und fixiert
und dann durch Verwenden von Standard-immunhistochemischen Verfahren analysiert. Das Nachweissystem
wird von der Menge von CRD-BP in dem Gewebe abhangen. Obwohl dieses Verfahren zeitaufwandiger ist als
Verfahren durch Verwenden von Gewebeextrakten, kann die Immunhistochemie seltene anormale Zellen iden-
tifizieren. Beispielsweise kdnnte eine Biopsieprobe hauptsachlich normale Zellen mit nur kleinen Flecken ne-
oplastischer Zellen enthalten. Wenn die neoplastischen Zellen CRD-BP exprimieren, kdnnen sie durch Immun-
histochemie durch Verwenden von CRD-BP-spezifischen Antikdrpern sichtbar gemacht werden.

3. Nachweis von CRD-BP in Zellen durch in situ-Hybridisierung

[0052] Bei einem typischen Verfahren wird das Biopsiegewebe in eine diinne Sektion geschnitten und fixiert
und dann unter Verwendung von Standard- in situ-Hybridisierungs-Verfahren mit einer CRD-BP-DNA- oder
-RNA-Sonde analysiert. Wie im Fall der Immunhistochemie ist ein Vorteil des in situ-Hybridisierungs-Verfah-
rens, dass seltene krebsartige Zellen inmitten einer Mehrzahl von normalen Zellen nachgewiesen werden kon-
nen.

C. Nachweisen von CRD-BP oder CRD-BP-Antikorper in Patientenseren

[0053] Das CRD-BP ist ein cytoplasmatisches Protein. Deshalb sollte es in der Regel nicht Immunzellen aus-
gesetzt sein. Wenn es jedoch in humanen Tumorzellen Gberexprimiert wird und wenn diese Zellen eine Lyse
erfahren oder das Protein aus welchen Grinden auch immer aus den Zellen austritt, kénnte das CRD-BP
selbst in Patientenseren nachgewiesen werden und/oder Antikdrper von CRD-BP kdnnten bei Patienten mit
Tumoren auftreten. Nachweisen von CRD-BP oder von solchen Antikérpern in einer kleinen Menge Patienten-
serum wirde ein schnelles und bequemes Screening fiir Krebs bereitstellen. Das vorstehende Kapitel fiihrte
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Verfahren zum Nachweisen von CRD-BP aus. Strategien zum Nachweisen von anti-CRD-BP-Antikérpern
koénnten Verfahren dhnlich denen zum Nachweisen von CRD-BP in Gewebeextrakten von Biopsiematerial be-
nutzen. Es gibt viele Wege zum Nachweisen von Antikdrpern. Einige dieser Verfahren, die zum Nachweisen
von anti-CRD-BP-Antikérpern in Patientenserum geeignet sind, sind nachstehend zusammengefasst.

i. Zwei-Antikdrper-Sandwich-Test

[0054] Das CRD-BP selbst wird in Bakterien-, Hefe- oder Insektenzellen durch Verwenden von Standardver-
fahren hergestellt. Dieses rekombinante CRD-BP wird dann an einen festen Trager, wie z. B. eine Mikrotiter-
vertiefung, gebunden. Das Patientenserum wird zugegeben und dem anti-CRD-BP-Antikorper im Serum wird
erlaubt, an das CRD-BP binden. Die Platten werden dann ausgiebig gewaschen und ein zweites anti-humanes
Serum wird zugegeben. Der zweite Antikrper kann mit '?°| oder *H oder mit einem Fluoreszenzmarker markiert
sein. So stellt die Menge des gebundenen markierten Antikérpers ein Maf fur die Menge von anti-CRD-BP-An-
tikérper, die an das rekombinante CRD-BP auf der Platte gebunden ist, bereit. Alternativ kann ein markierter
sekundarer Antikérper zur Mengenbestimmung verwendet werden. Dieser sekundare Antikdrper kann mit ei-
nem Enzym wie z. B. Meerrettich-Peroxidase, oder mit einer Sonde, wie z. B. Biotin, markiert sein. Die Menge
von gebundenem sekundaren Antikérper wird dann durch Standardtests nachgewiesen und ist ein Mal fir die
Menge von anti-CRD-BP-Antikdrper im Serum des Patienten.

ii. Antikdrper-Abfangtest

[0055] Das Patientenserum wird an einen festen Trager, wie z. B. eine Mikrotitervertiefung, gebunden. Da-
nach wird das radiomarkierte, rekombinante CRD-BP zugegeben. Nichtgebundenes CRD-BP wird von der
Platte abgewaschen und die Menge von gebundenem Antigen wird gemessen. Das radiomarkierte CRD-BP
kann in vivo in Bakterien oder Hefe durch Verwenden von **S oder in vitro mit radioaktivem lod markiert wer-
den.

D. Ex vivo-Behandlung von Krebs und Medikamente zur Behandlung von Krebs durch Entfernen von CRD-BP
aus den Krebszellen

[0056] Die Grundidee der vorliegenden Erfindung steht hauptsachlich auf der Grundlage zweier Vorstellun-
gen: dass CRD-BP die c-myc-mRNA in Zellen stabilisiert und dass CRD-BP postnatal in Tumorzellen, aber
nicht in normalen Zellen, exprimiert wird. Als Ergebnis wird c-myc-mRNA in Tumorzellen Uberexprimiert oder
unangemessen exprimiert. Wenn das CRD-BP entfernt werden kénnte, wirde c-myc-mRNA destabilisiert.
Wenn c-myc-mRNA flr das Wachstum oder die Lebensfahigkeit von Tumorzellen essentiell ware, wirden die
Tumorzellen zu wachsen aufhdren oder absterben. Die Selektivitat ware gewahrleistet, wenn das CRD-BP vor-
wiegend in Tumorzellen exprimiert werden wirde.

[0057] Zwei Herangehensweisen zum Eingreifen in die Wechselwirkung von CRD-BP mit c-myc-mRNA sind
bevorzugt:

1. Genmanipulation

[0058] Die Art und Weise wie wir c-myc-mRNA in unserem zellfreien mRNA-Abbausystem destabilisiert ha-
ben war, Uberschissige Konkurrenz-RNA zu den Reaktionen zuzugeben. Die RNA enthalt die 180 Nucleotide
der c-myc-mRNA-Kodierungsbereichsdeterminante (CRD). Es wird vermutet, dass die Konkurrenz-RNA das
CRD-BP von der c-myc-mRNA abtitriert. Als Ergebnis wird die CRD der c-myc-mRNA nicht mehr durch das
CRD-BP abgeschirmt und die mRNA wird durch eine Ribonuclease rasch abgebaut.

[0059] Um eine ahnliche Strategie in intakten Zellen zu benutzen, ware es nétig, Genmanipulationsverfahren
anzuwenden, um c-myc-mRNA-CRD-RNA in dem betroffenen Gewebe oder Organ zu Gberexprimieren. Man
konnte DNA, die fahig ist, CRD-Konkurrenz-RNA in dem Gewebe oder Organ zu exprimieren, einfihren. Alter-
nativ kdnnte es machbar sein, eine Ribonuclease-resistente, langlebige Form von CRD-RNA einzufiihren. Es
ist wichtig anzumerken, dass Spezifitat erreicht werden kann, wenn die Target-Krebszellen CRD-BP exprimie-
ren, wahrend es nicht-krebsartige Zellen nicht exprimieren. Unter diesen Umstanden hatte die Konkur-
renz-CRD-RNA nur auf die Krebszellen eine zerstérende Wirkung.

2. Verwendung eines Inhibitors, der das Binden von CRD-BP an die c-myc-mRNA-CRD hemmt.

[0060] Wir vermuten, dass das CRD-BP in einer solchen Weise gefaltet ist, dass es fahig ist, ein bestimmtes
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Segment der c-myc-mRNA zu erkennen, ndmlich das CRD-RNA-Segment. Man kénnte Peptide oder Nucle-
oinsaureanaloga oder andere Verbindungen entwerfen, die an das CRD-BP binden, um seine Fahigkeit zur
Wechselwirkung mit c-myc-mRNA in den Zellen zu hemmen. Das ahnelt Strategien, die in der pharmazeuti-
schen Industrie in Betracht gezogen werden, in der Hoffnung, antivirale Verbindungen mit der Fahigkeit in Zel-
len einzudringen und mit viral-abstammenden Proteinen und Nucleinsduren zu wechselwirken, zu entwerfen.
Die Protease-Inhibitoren, die bei HIV-infizierten Patienten verwendet werden, sind ein Beispiel eines solchen
Arzneimittels, das gegen ein spezifisches virus-kodiertes Produkt gerichtet ist.

BEISPIELE
A. Experimentelle Verfahren
Zelllinien und Herstellung von subzellularen Fraktionen.

[0061] Alle Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (Rockville, MD) erhalten. K562-huma-
ne Erythroleukdmiezellen wurden in einem RPMI-1640-Medium, das 10 %-iges Kalberserum und einen Peni-
cillin/Streptomycin-Mix enthielt, kultiviert. NIH/3T3-Zellen wurden in DMEM (4,5 g/l Glucose), das 10-%iges
Kalberserum und Antibiotika enthielt, aufgezogen. Alle Antibiotika und Seren wurden von Gibco/BRL Life Tech-
nologies bezogen.

[0062] Subzellulare Fraktionen wurden wie folgt hergestellt. Alle Stufen, die nach dem Ernten der Zellen folg-
ten, wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 1-Liter-Rihrkolben bis zu einer Dichte von 3-5 x 10°
Zellen/ml aufgezogen. Sie wurden geerntet, durch niedrigtourige Zentrifugation gesammelt und drei mal mit
kaltem F12-Medium ohne Serum gewaschen. Das Zellpellet wurde bei einer Dichte von 1,5 x 107 Zellen/ml mit
Puffer A (1 mM Kaliumacetat, 1,5 mM Magnesiumacetat, 2 mM DTT, 10 mM Tris-Cl, pH-Wert 7,4), der 100 mM
EGTA, 100 mg/ml PMSF und 2 mg/ml von jeweils Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A (alle von Sigma) ent-
hielt, resuspendiert. Die Zellen wurden mit 30-40 Schlagen eines Dounce Homogenisierers lysiert und das Ly-
sat wurde 10 Minuten bei 20 000 x g zentrifugiert, um die Nuklei und andere Organellen zu pelletieren. Der
Uberstand (S20) wurde (iber ein Kissen von 30 %-iger (Gew./Vol.) Sucrose, die in Puffer A geldést war, ge-
schichtet und 2,5 Stunden bei 130 000 x g zentrifugiert, um die Polysome zu pelletieren. Der Uberstand (S130)
Uber dem Sucrosekissen wurde geerntet und das polysomale Pellet in Puffer A, der PMSF, Leupeptin, Peps-
tatin A und Aprotinin enthielt, resuspendiert. Das S20-Pellet (rohe Nuklei) wurde einmal mit Puffer A gewa-
schen und zentrifugiert, und das nukledre Waschungsmaterial im Uberstand wurde geerntet und aufbewahrt.
Die pelletierten, gewaschenen Nuklei wurden dann in 300 pl Puffer B (1,5 mM MgCl,, 140 mM NacCl, 20 Gly-
cerin, 10 mM Tris-Cl, pH-Wert 8,0) aufgenommen und durch Zusetzen von 2,7 ml Puffer C (5,0 % SDS, 10 %
Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol, 62,5 mM Tris-Cl, pH-Wert 6,8) lysiert. Der Extrakt wurde dann 10-mal durch
eine 18-er Nadel gefuhrt und 15 Minuten gekocht. Um die ribosomale Salzwaschlung (RSW) sowohl von den
Gewebekulturzellen als auch von den Retikulozyten-Translationsreaktionen zu isolieren, wurde ein Aliquot von
Polysomen 20 Minuten bei 4 °C mit 1 M NaCl in Puffer A inkubiert, gefolgt von einer 2,5-stiindigen Zentrifuga-
tion bei 130 000 x g, um die mit Salz gewaschenen Polysomen wieder zu pelletieren (26). Glycerin wurde auf
10 % zu dem Uberstand (RSW) iiber dem Sucrosekissen zugegeben, und die mit Salz gewaschenen Polyso-
men wurden in Puffer A, der die Proteaseinhibitoren enthielt, resuspendiert. Alle Fraktionen wurde bei -70 °C
aufbewabhrt.

Proteinreinigung und Mikrosequenzierung.

[0063] Das humane c-myc-CRD-BP wurde von der K562-Zell-RSW wie in (31) beschrieben gereinigt. Zwei
unabhangige Praparationen von CRD-BP aus verschiedenen RSW-Isolierungen wurden fiir die vorliegende
Untersuchung mikrosequenziert. Die erste Sequenz wurde an der Protein Sequence and Peptide Synthesis
Facility of the University of Wisconsin Biotechnology Center (Madison, WI) bestimmt. Die zweite Sequenz war
von der ersten verschieden, Uberlappte nicht und wurde an den Keck Laboratories, Yale University (New Ha-
ven, CT) bestimmt. Die zweite Sequenz wurde zur Herstellung von PCR-Primern verwendet.

Klonieren von Maus-CRD-BP-cDNA
1. CRD-BP-cDNA-Klonierung.
[0064] Zuerst stellten wir eine humane CRD-BP-cDNA her und verwendeten ihre Sequenz, um

Maus-CRD-BP-cDNA zu identifizieren. DNA-Oligomere wurden durch die Nucleic Acid Sequence and Oligo-
mer Synthesis Facility of the University of Wisconsin Biotechnology Center (Madison, WI) oder durch GIB-
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CO-BRL Life Technologies (Grand Island, NY) synthetisiert. Eine K562-(Human)-Zell-cDNA-Lambda-Genbank
(Clontech, Palo Alto, CA) wurde zuerst mit einer degenerierten PCR durchgemustert (engl.: screened), um eine
45 bp groRe DNA-Sequenz auf der Grundlage von 15 Aminosauren der zweiten CRD-BP-Peptidsequenz zu
amplifizieren. Die folgenden Primer wurden verwendet: 5'-GTBAAYGARYTBCARAA-3' (kodierend) (SEQ ID
NO: 31) und 5'-GGVACVACVACYTCDGC-3' (nicht-kodierend) (SEQ ID NO: 32). Die Bedingungen waren 30
Zyklen, 30 Sekunden 94 °C, 30 Sekunden 45 °C, 1 Minute 72 °C, AMPLITAQ DNA Polymerase (Perkin Elmer).
Die PCR-Produkte von diesen und den nachfolgenden Reaktionen wurden direkt in pT7 Blue (Novagen, Ma-
dison, WI) zur Sequenzierung, die durch PCR durch Verwenden eines ABI Prism AmpliTaq FS Dye Terminator
Reaction Kit (Applied Biosystems, Inc.) gemaf Herstellerempfehlungen durchgefiihrt wurde, subkloniert. Ein
45 bp-Produkt, das die erwartete 15 Aminosaure-Sequenz kodiert, wurde auf diese Weise isoliert. Die gleiche
cDNA-Genbank wurde dann fur eine nicht-degenerierte PCR mit einem CRD-BP-spezifischen Kodierungspri-
mer aus der Mitte der 45 bp-Sequenz (5'-GCTGCCGTCAAATTCTG-3') (SEQ ID NO: 33) und einem lamb-
da-spezifischen Primer (5'-TCGACGGTTTCCATATG-3') (SEQ ID NO: 34) unter den folgenden Bedingungen
verwendet: 30 Zyklen, 30 Sekunden 94 °C, 30 Sekunden 50 °C, 3 Minuten 72 °C, AMPLITAQ DNA Polymera-
se. Diese Stufe erzeugte eine 227 bp grof3e cDNA. Die gleiche Genbank wurde dann ausplattiert, in zweifacher
Ausfertigung auf Nitrocellulosefilter Gibertragen und durch Hybridisierung mit der 227 bp-*P-DNA als Sonde
durchgemustert. Dieser Schritt erzeugte eine partielle humane CRD-BP-cDNA von 1069 bp mit einem offenen
Leseraster, die beide Peptide, die durch Sequenzieren der gereinigten CRD-BP erhalten waren, kodierte. Die-
se cDNA enthielt nicht den 5'-Teil des Kodierungsbereichs, den 5'-UTR oder den grofiten Teil des 3'-UTR.

[0065] Um das Klonieren des 3'-terminalen Bereichs zu vervollstandigen, wurde eine schnelle 3'-Amplifikation
der cDNA-Enden (3'-RACE) durchgefiihrt. Das Oligomer Not(dT) (5'-AACCCGGCTCGAGCGGCCGCTT-
TTTTTTTTTTTTTTTT-3") (SEQ ID NO: 35) und Superscript Il (GIBCO-BRL) wurden gemaf den Hersteller-
empfehlungen verwendet, um 0,5 pg K562-Zell-poly(A) + mRNA revers zu transkribieren. Die cDNA-Matrize
wurde dann unter Verwendung von VENT DNA Polymerase (New England Biolabs) mit den Oligomeren
CRD-BP1 (5'-ACGGCAGCTGAGGTGGTAGTACC-3') (SEQ ID NO: 36) und NotAdaptmer (5'-~AACCCGGCTC-
GAGCGGCCGCT-3'") (SEQ ID NO: 37) als 5'- bzw. 3'-Primer amplifiziert. Die Bedingungen waren 1 Zyklus mit
1 Minute 94 °C, gefolgt von 35 Zyklen mit 30 Sekunden 94 °C, 30 Sekunden 60 °C, 1,5 Minuten bei 72 °C.

2. Klonieren von Maus-CRD-BP-cDNA.

[0066] Die partielle humane CRD-BP-cDNA, die wie vorstehend beschrieben erzeugt wurde, wurde verwen-
det, um Maus-CRD-BP-cDNA in der EST-Datenbank unter Verwendung des NCBI-Blast-Programms zu iden-
tifizieren. Die groRere der beiden ESTs, AA073514, wurde von Genome Systems, Inc. (St. Louis, MO) erhalten
und wurde sequenziert. Die von ihr kodierte Aminosauresequenz war zu 99 % identisch mit der unseres hu-
manen CRD-BP, was zeigt, dass sie dem Maus-CRD-BP enspricht. Sie enthielt den gesamten 3'-UTR und den
grélten Teil des Kodierungsbereichs. Um die 5'-Sequenz zu verlangern, wurde ein 5-RACE mit einer 17-Ta-
ge-alten Maus embryolanen Marathon-Ready-cDNA-Genbank (Clontech) unter Verwendung einer ADVAN-
TAGE KlenTaq DNA Polymerase (Clontech) gemaf den Herstelleranweisungen durchgefuhrt. Bei den ersten
Reaktionen wurde eine "touchdown PCR" mit den Oligomeren AP1 (Clontech) und CRD-BP2 (5'-AGGTTC-
CGTCCTTCCTTGCCAATG-3') (SEQ ID NO: 38) als 5' bzw. 3'-Primer durchgefiihrt. Die Bedingungen waren 1
Zyklus von 1 Minute 94 °C, 5 Zyklen von 10 Sekunden 94 °C, 7,5 Minuten 72 °C, 5 Zyklen von 10 Sekunden
94 °C, 7,5 Minuten 70 °C, 20 Zyklen von 10 Sekunden 94 °C, 7,5 Minuten 68 °C, 10 Zyklen von 10 Sekunden
94 °C, 20 Sekunden 60 °C, 7,5 Minuten 68 °C. Die DNA-Banden wurden aus einem 1 %-igen Agarosegel aus-
geschnitten, und mit diesen wurde eine zweite PCR durch Verwenden von geschachtelten (engl.: nested) 5'-
und 3'-Primern [Oligomere AP2 (Clontech) bzw. CRD-BP3 (5-AACTTCATCTGCCGTTTTGG-5') (SEQ ID NO:
39)] durchgefiihrt. Die Bedingungen waren 1 Zyklus von 1 Minute 94 °C, gefolgt von 25 Zyklen von 15 Sekun-
den 94 °C, 30 Sekunden 60 °C, 5 Minuten 68 °C. Da der erzeugte Klon keine Translations-Startstelle oder ir-
gendeinen 5'-UTR enthielt, wurde eine Maus-BAC-Genbank auf das CRD-BP-Gen durch PCR mit den Primern
CRD-BP4 (5'-CATCAACTGGAGAACCATG-3") (SEQ ID NO: 40) und CRD-BP5 (5-GACTGCGTCTGTTTTGT-
GATG-3") (SEQ ID NO: 41) durchgemustert. Ein BAC-Klon, der das Maus-CRD-BP-Gen enthalt, wurde von
Genome Sytems erhalten. Der Rest des Kodierungsbereichs und wenigstens ein Teil des 5-UTR wurde von
diesem BAC-Klon durch Verwenden von Oligomer CRD-BP6 (5'-CTGTAGGAGATCTTGTGCTC-3') (SEQ ID
NO: 42) als Primer sequenziert. Sequenzvergleiche wurden durch Verwenden von Bestfit- und Gap-Algorith-
men der Genetics Computer Group (GCG) erzeugt. Theoretische Translationen wurden mit dem ,GCG Trans-
late program" durchgefiihrt.

In vitro-Translation von Maus-CRD-BP.

[0067] Ein Teil des Maus-CRD-BP wurde in pSPUTK (Stratagene, La Jolla, CA) subkloniert, um den Transla-
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tionsklon pSPUTK-CRD-BP wie folgt zu erzeugen: die Mutation einer einzelnen Base (unterstrichen) wurde in
dem 5'-Primer (5'-CGCACCGCCACCATGACAAGCTTTACATCGG-3') (SEQ ID NO: 43) durchgefiihrt, um eine
Ncol-Stelle zum Subklonieren zu erzeugen. Die Mutation ersetzt ein Asparagin durch eine Asparaginsaure.
Der 3'-Primer (5'-ACTGGGATCTGACCCATCCT-3') (SEQ ID NO: 44) gehorte zu dem CRD-BP-3'-UTR. Die
Bedingungen waren 1 Zyklus von 1 Minute 94 °C, gefolgt von 25 Zyklen von 30 Sekunden 94 °C, 30 Sekunden
55 °C, 3 Minuten 68 °C. pSPUTK-CRD-BP, pSPUTK-Luciferase oder pSPUTK Vektormatrizen wurden unter
Verwendung von TnT® Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) gemaR den Herstelleranweisungen
transkribiert und translatiert.

Immunprazipitation, Immunblotting und Gelretardationtests.

[0068] Die Immunprazipitation (IP) von 60S-ribosomalen Untereinheiten wurden im Wesentlichen wie bereits
beschrieben (33) durchgefiihrt. Kurz gesagt wurde humanes anti-P-Proteinserum (Immunovision) oder norma-
les humanes Serum an Protein-G-Plus-Sepharosekuigelchen (Oncogene Science) konjugiert. Das anti-P-Pro-
teinserum erkennt drei Proteine der grofen ribosomalen Untereinheit (P,-38 kDa, P,-19 kDa, P,-17 kDa; Ref.
34). Die K562-Polysome wurden durch 20 mindtige Inkubation mit 20 mM EDTA bei 4 °C zu mRNP und ribo-
somalen Untereinheiten dissoziiert. Protein-G-Plus-Sepharose-konjugierte Antikdrper wurden dann mit 10 pl
der dissoziierten Polysomen in IP-Puffer (100 mM KCI, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,5 % Triton X-100, 100 pg/ml
PMSF, 0,5 % Aprotinin und 2 ug/ml von jeweils Leupeptin und Pepstatin A, 10 mM HEPES, pH-Wert 7,3) bei
4°C fur 16 Stunden unter mafigem Ruhren inkubiert. Die Kiigelchen wurden dreimal 20 Minuten jeweils bei 4
°C mit IP-Puffer gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch Resuspendieren der Kiigelchen in Puffer
D (2,3 % SDS, 10 % Glycerin, 62,5 mM Tris-Cl, pH-Wert 6,8) und Inkubieren der Kiigelchen von 5 Minuten bei
95 °C eluiert.

[0069] Das Immunblotting wurde wie bereits beschrieben durchgefihrt (32). Beziiglich CRD-BP handelte es
sich bei dem primaren Antikoérper um ein anti-CRD-BP-IgY aus Huhn, der gegen das gereinigte humane Pro-
tein gebildet wurde (31, 32), und bei dem sekundaren Nachweisantikérper handelte es sich um ein Meerret-
tichperoxidase (HRP)-konjugiertes Kaninchen-anti-Huhn-IgY (Promega). Beziglich der ribosomalen P-Protei-
ne handelte es sich beim Primarantikérper um humanes anti-P-Proteimnserum (siehe oben), und beim sekun-
daren Nachweisantikérper handelte es sich um HRP-konjugiertes Ziege-anti-Human-lgG (Promega). Beziig-
lich des Hitzeschockproteins-90 (HSP 90) handelte es sich bei dem Primarantikdrper um ein Kaninchen-an-
ti-Maus-HSP-90-polyklonales IgG (eine freundliche Uberlassung von Dr. Alan, Polen), und bei dem sekunda-
ren Nachweisantikérper handelte es sich um ein HRP-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen-IgG (Sigma). Die
Blots wurden durch verstarkte Chemilumineszenz (ECL) durch Verwenden von entweder Stan-
dard-(Amersham) oder Supersignal ULTRA (Pierce)-Reagenzien entwickelt. Getrennte Banden wurden mit
praimmunen Antikdrpern, normalem humanen Serum oder sekundaren AntikOrpern allein nicht nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt). Wo gezeigt, wurden die Blots 30 Minuten bei 50 °C mit 2 %-igem SDS, 100 mM B-mer-
captoethanol, 50 mM K,HPO,, pH-Wert 6,8 gestrippt und dann ausgiebig mit Puffer, der 5 %-ige fettfreie Tro-
ckenmilch enthielt, gewaschen, um das SDS und das B-Mercaptoethanol zu entfernen. Gelretardationstests
wurden wie bereits beschrieben durchgefuhrt (31, 32).

Sucrosegradienten-Zentrifugation und ribosomale RNA-Analyse.

[0070] Alle Vorgange wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Um die CRD-BP-Assoziation an ribosomale Untereinhei-
ten zu analysieren, wurde ein Aliquot von K562-Zellpolysomen (50 pl) oder eines cytoplasmischen Lysats (S20;
150 pl) auf eine Endkonzentration von 20 mM EDTA gebracht. Das Material wurde maRig gemischt, 20 Minuten
auf Eis belassen, tiber einen 10 mi-linearen 5-30 %-igen Sucrosegradienten mit Puffer E (100 mM KCI, 10 mM
Kaliumacetat, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM HEPES, pH-Wert 7,3) geschichtet (33), und in einem Beckman
SW41.1-Rotor 4 Stunden bei 4 °C, 38 000 rpm (178 000 x g) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden
nacheinander 500 pl-Fraktionen von dem oberen Ende des Gradienten pipettiert. Das Pellet am unteren Ende
des Roéhrchens wurde in 500 pl Puffer E, der 5 % Sucrose enthielt, resuspendiert. Die Proteine wurden mit Me-
thanol und Chloroform vor dem Immunblotting ausgefallt. Von jeder Fraktion wurde RNA unter Verwendung
von TRIzol-Reagens (Gibco/BRL) gemaf Herstelleranweisungen isoliert und wurde in einem 1 %-igen Agaro-
segel, das 10 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 40 mM MOPS, pH-Wert 7,0 enthielt, einer Elektrophorese un-
terzogen. Ribosomale DNA-Banden wurden durch Farben mit Ethidiumbromid (0,05 pg/ml) sichtbar gemacht.

[0071] Rekombinantes, **S-markiertes CRD-BP oder Luciferase wurde mit Retikulozyten-Extrakten syntheti-
siert und durch Sucrosegradientenzentrifugation analysiert, im Wesentlichen wie bereits beschrieben (35) mit
geringfiigigen Anderungen. Die Reaktionen (100 pl) wurden auf Eis gekiihlt, (iber einen 4ml linearen 20-40
%-igen Sucrosegradienten, der 25 mM Kaliumacetat, 1,5 mM Magnesiumacetat, 1 mM DTT, 20 mM Tris-Cl,
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pH-Wert 7,2 enthielt, geschichtet und in einem Beckman SW60-Rotor 5 Stunden bei 4 °C, 133 000 x g zentri-
fugiert. Die Fraktionen wurden nacheinander vom oberen Ende des Gradienten pipettiert und jeweils 5 pl davon
wurden auf einem 10 %-igen SDS-PAG einer Elektrophorese unterzogen. CRD-BP in gesamter Lange und das
Luciferaseprotein wurden durch eine Phosphorimager-Analyse durch Verwenden des ImageQuant-Pro-
gramms (Molecular Dynamics) quantifiziert. Die ribosomale RNA einer jeden Fraktion wurde extrahiert, einer
Elektrophorese auf einem 1 %-igen Agarosegel unterzogen und durch Farben mit Ethidiumbromid sichtbar ge-
macht.

B. Ergebnisse
Klonieren der cDNA, die CRD-BP, ein neues KH-Domé&ne-RNA-bindendes Protein, kodiert.

[0072] In getrennten Experimenten wurden zwei Praparationen von hoch-gereinigtem CRD-BP aus den hu-
manen K562-Zellpolysomen isoliert. Jede Praparation wurde mikrosequenziert, und jede ergab eine andere,
nichtliberlappende Sequenz, wobei es sich bei der ersten um P-A-Q-V-G-A-I-Q/I-G-k/r-1/K-Y/G-Q-X-i/lI-k (SEQ
ID NO: 45) und bei der zweiten um -N-E-L-Q-N-L-T-A-A-E-V-V-V-P (SEQ IDNO: 46) handelte. Kleinbuchstaben
zeigen Residuen an, die eine geringere Zuverlassigkeit als die mit Grol3buchstaben aufweisen. Eine K562-cD-
NA-Genbank wurde dann mit PCR durch Verwenden von degenerierten Primern auf Grundlage von Amino-
und Carboxylenden des zweiten Peptids durchgemustert (experimentelle Verfahren). Ein 45 bp-Produkt wurde
erzeugt, subkloniert, sequenziert und von ihm gefunden, dass es die zweite Aminosauresequenz kodiert.
Nachfolgende PCR-Amplifikation und Genbank-Screening identifizierte eine partielle humane cDNA von 1069
bp, die ein offenes Leseraster (ORF) enthielt, der beide Peptidsequenzen, die durch Mikrosequenzieren erhal-
ten waren, einschloss.

[0073] Um unsere Untersuchung der Eigenschaften und Entwicklungsregulierung des Maus-CRD-BP fortzu-
setzen, nutzten wir die humane cDNA-Sequenz, um eine mdgliche Maus-CRD-BP-cDNA zu isolieren (experi-
mentelle Verfahren). Ein Klon, der wenigstens einen Teil des 5'-UTR, einen vollstandigen Kodierungsbereich
und einen vollstandigen 3'-UTR enthielt, wurde erhalten und sequenziert (Fig. 1). Zwei AUG-Startkodons im
Raster befinden sich nahe dem 5'-Ende der cDNA. Wir haben das stromabwarts-AUG vorlaufig als Translati-
onsstartstelle benannt, da es in eine Sequenz eingebunden ist, die als Translationsstartsignal bevorzugt ist
(36). Im Gegensatz dazu liegt das stromaufwarts-AUG nicht innerhalb eines bevorzugten Translationsstartmo-
tivs.

[0074] Die vorhergesagte Sequenz der murinen cDNA enthalt mehrere KH-Domanen und eine RGG-Box, wo-
bei es sich um charakteristische Motive, die in einigen RNA-bindenden Proteinen gefunden werden, handelt.
Es gibt vier KH-Domanen, die in zwei Paaren von Wiederholungen angeordnet sind (Fig. 1, doppelt unterstri-
chen). Jedes Wiederholungspaar ist durch etwa 30 Residuen getrennt, und die beiden Wiederholungspaare
sind durch 78 Residuen getrennt. Die mogliche RGG-Box (mit einem Kasten versehen) ist stromaufwarts der
KH-Domanen angeordnet. Es gibt zwei mdgliche nukleare Exportsignale (lUberstrichen). Eines ist ahnlich dem-
jenigen, das im FMR-RNA-bindenden Protein (FMRP), das mit familiarer Geistesschwache in Zusammenhang
steht (37-38). Das andere ist ahnlich dem des HIV Rev-Proteins. Es gibt auch ein mdgliches nukleares Ortssi-
gnal (unterstrichen).

[0075] Die RGG-, Nuklearexport- und KH-Domanen-Bereiche des CRD-BP sind denjenigen ahnlich, die in
verschiedenen anderen RNA-bindenden Proteinen gefunden wurden (Fig. 2). Ferner sind die humanen und
murinen CRD-BP-Sequenzen einer humanen cDNA, die hKOC, ein Akronym fir humanes KH-Doméanen-Pro-
tein genannt wird, das bei humanem Krebs Uberexprimiert wird, dhnlich (Fig. 2). Das offene Leseraster von
hKOC kodiert ein Protein von unbekannter Funktion, das auf Grund seiner Uberexprimierung in humanem Pan-
kreaskrebsgewebe kloniert wurde (40). Der Maus-CRD-BP-Kodierungsbereich ist mit dem Kodierungsbereich
des humanen CRD-BP auf Nucleinsaure- und Proteinsequenzebene zu 88,8 % bzw. 99,1 % identisch. Im Ver-
gleich dazu ist Maus-CRD-BP mit dem hKOC-Kodierungsbereich auf Nucleinsdure- und Proteinsequenzebene
Zu 66,6 % bzw. 74,0 % identisch. Auf der Grundlage dieses Vergleichs und der nachstehend gezeigten Daten
schlielRen wir, dass unsere cDNA CRD-BP kodiert und nicht das Maus-Homologe des humanen KOC ist. Wei-
tere Hinweise (nachstehend gezeigt) legen nahe, dass das CRD-BP und das hKOC Mitglieder einer neuen Un-
terfamilie der KH-Doméane-enthaltenden RNA-bindenden Proteine sind.

Vergleich von in vitro-synthetisiertem CRD-BP mit aus Zellen stammenden CRD-BP.

[0076] Um zu bestimmen, ob unser muriner cDNA-Klon CRD-BP mit den erwarteten Eigenschaften eines
c-myc-mRNA-bindenden Proteins in voller Lange kodiert, synthetisierten wir das Protein in vitro und analysier-
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ten es durch Immunoblotting und Gelretardationtests. Die Retikulozyten-Transkriptions-/Translationsreaktio-
nen wurden mit CRD-BP-cDNA, die in einen pSPUTK-Vektor subkloniert war, programmiert. Die CRD-BP-Se-
quenzen im Subklon begannen mit dem AUG, das als Translationsstartstelle in Fig. 1 bezeichnet ist. Dieser
Subklon enthielt den stromaufwarts-AUG und innerhalb des Rasters nicht. Der Translationsextrakt wurde
durch ein SDS-PAGE fraktioniert und durch Immunblotting mit einem anti-CRD-BP-Antikérper analysiert. Ein
~68 kDa grof3es Protein aus der cDNA-Translation wurde durch den anti-CRD-BP-Antikérper erkannt und wan-
derte nahe an die Positionen der authentischen CRD-BPs aus humanen (K562)- und Maus-(NIH/3T3)-Zellen
(Fig. 3, Bahnen 1-3). Eine immunreaktive Bande wurde bei Kontrollbanden, die dem Extrakt, der mit dem pS-
PUTK-Vektor (Fig. 3, Bande 4) oder mit Luciferase-cDNA (Daten nicht gezeigt) programmiert war, enthielten,
nicht beobachtet, was zeigt, dass der Antikorper spezifisch das CRD-BP nachweist und nicht ein endogenes,
Retikulozyten-Protein. Deshalb kodiert unsere cDNA CRD-BP. Bei der kreuzreaktiven Bande (p85), die in den
K562- und NIH/3T3-RSW-Bahnen zu sehen ist, handelt es sich um ein Protein, das bereits beobachtet wurde
(32). Seine Identitat und Funktion sind nicht bekannt. p85 bindet nicht an c-myc-CRD-RNA (32) und befindet
sich in anderen subzellularen Fraktionen im Vergleich zu CRD-BP (siehe unten).

[0077] Die Gelretardationstests wurden durchgefiihrt, um zu bestimmen, ob rekombinantes CRD-BP spezi-
fisch an c-myc-CRD-RNA binden kénnte. Bei Vorlauferexperimenten bemerkten wir, das der grofite Teil des
rekombinanten CRD-BPs mit Retikulozyten-Ribosomen co-fraktionierte (siehe unten). Deshalb wurden die
Gelretardationstests durch Verwenden von RSW aus Zellen oder von Retikulozyten-Translationsreaktionen
durchgefiihrt. Die RSWs wurden mit c-myc-CRD-*P-RNA inkubiert und die RNA/Protein-Komplexe wurden
durch nicht-denaturierende Gelelektrophorese von freier *P-RNA getrennt. Ein RNA/Protein-Komplex wurde
mit Protein aus K562-Zellen und aus dem Translationsextrakt, der mit CRD-BP-cDNA programmiert war, beo-
bachtet (Fig. 4A, Bahnen 1 bzw. 2). Diese Komplexe wanderten zu ahnlichen oder zu identischen Positionen
im Gel. Ein RNA/Proteinkomplex wurde mit dem Protein der Luciferase (Luc)-Kontrollreaktion, der Vektorkon-
trollreaktion oder der Kontrollreaktion ohne mRNA (OHNE) nicht beobachtet (Eig. 4A, Bahnen 3-5). Deshalb
assoziiert das in vitro-synthetisierte CRD-BP, wie sein Gegenstick aus Zellen, mit c-myc-CRD-RNA in vitro.

[0078] Eine frihere Arbeit zeigte, dass aus Zellen stammendes CRD-BP nicht an andere von uns getestete
RNA bindet, was nahe legt, dass es eine deutliche Spezifitat fir c-myc-CRD-RNA aufwies (30, 31). Ein Kon-
kurrenztest wurde durchgefiihrt, um zu bestimmen, ob rekombinante CRD-BP ahnliche Spezifitat aufweist.
RNA-Protein-bindende Reaktionen enthielten c-myc-CRD-*?P-RNA als Sonde und RSW als Proteinquelle. Die
Reaktionen wurden nicht mit Konkurrenz-RNA oder mit einem 200-fachen molaren Uberschuss von entweder
nichtmarkierter c-myc-CRD-RNA oder B-Globin-RNA ergénzt. Die CRD-BP/CRD-*?P-RNA-Komplexe wurden
durch Uberschuss von nichtmarkierter CRD-RNA, aber nicht mit B-Globin-RNA (Fig. 4B), in Konkurrenz ge-
bracht. Dieses Ergebnis bestatigt weiter, dass diese cDNA funktionales c-myc-CRD-BP kodiert.

Co-Fraktionierung von rekombinantem CRD-BP mit Ribosomen in Retikulozyten-Extrakten.

[0079] Wie vorstehend ausgefiihrt, zeigten Vorlauferexperimente, dass ein hoher Prozentsatz von rekombi-
nantem CRD-BP mit Retikulozyten-Polysomen co-sedimentierte. Es war wichtig, dieses Ergebnis zu bestati-
gen, da Retikulozyten keine c-myc-mRNA enthalten, wie durch Nothernblotting bestimmt. Deshalb war es
moglich, dass CRD-BP ahnlich wie FMRP (33) eine Affinitat fir Ribosomen sogar in Abwesenheit von dem,
was wir fur seinen natiirlichen mRNA-Liganden halten, aufweist. **S-Markiertes CRD-BP_und Luciferase wur-
den in Retikulozyten-Extrakten synthetisiert und jeder Extrakt wurde in einem Sucrosegradienten sedimentiert.
Die Fraktionen wurden gesammelt und mit Gelelektrophorese auf den Ribosomengehalt und mit Gelelektro-
phorese und Phophorimager-Analyse auf das Protein getestet. Wahrend die gesamte Luciferase nahe dem
oberen Ende des Gradienten sedimentierte (Fig. 5, offene Kreise), co-sedimentierte mehr als 95 % des
CRD-BP mit Monosomen und ribosomalen Untereinheiten (geflllte Kreise). Deshalb kann CRD-BP in vitro an
Ribosomen und ribosomalen Untereinheiten in Abwesenheit von c-myc-mRNA binden.

Lokalisierung von CRD-BP im Cytoplasma und Co-Fraktionierung mit Ribosomen und ribosomalen Unterein-
heiten.

[0080] Das CRD-BP ist hauptsachlich in der cytoplasmatischen Fraktion von K562-Zellextrakten zu finden,
und ein groRer Teil ist mit Polysomen assoziiert (Ref. 31 und nicht gezeigte Daten). Diese Beobachtung steht
im Einklang mit seiner vermeintlichen Rolle als mRNA-bindendes Protein. Die Menge an CRD-BP pro
K562-Zellen Ubersteigt jedoch die Menge von c-myc-mRNA um mindestens das 1000-fache (31). Mehrere
Faktoren kénnten zu dem ,uberschussigen" CRD-BP in diesen Zellen beitragen: i) Das CRD-BP kénnte neben
c-myc mit anderen mRNAs assoziiert sein. ii) Ein Teil davon kdnnte mit Ribosomen und/oder ribosomalen Un-
tereinheiten assoziieren, wie es bei FMRP der Fall ist (33). Eine Assoziation zwischen CRD-BP und Riboso-
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men in Zellen wirde mit der Assoziation von neusynthetisiertem CRD-BP mit Retikulozyten-Ribosomen in Ein-
klang stehen (Fig.5). Zur Zeit laufen Experimente, um zu bestimmen, ob das CRD-BP in Zellen an
c-myc-mRNA gebunden ist. Um zu bestimmen, wie viel davon mit Zellribosomen und ribosomalen Unterein-
heiten co-fraktioniert, und wie viel, wenn Uberhaupt, mit Nuklei co-fraktioniert, wurden exponentiell wachsende
K562-Zellen geernetet, lysiert, und in 6 Fraktionen getrennt (experimentelle Verfahren). Gleiche Zellaquivalen-
te jeder Fraktion wurden durch Immunblotting mit einem CRD-BP-Antikorper analysiert. Mindestens 95 % des
gesamten Zell-CRD-BPs befand sich in der Polysomfraktion, und mehr als 90 % dieses CRD-BPs wurde mit
der einsmolaren Salzwaschung eluiert (Fig. 6A, RSW). Wenig oder kein CRD-BP wurde in Fraktionen, die Nu-
klei oder post-polysomalen Uberstand enthielten, nachgewiesen (Fig. 6A, Nuklei bzw. S130). Die Abwesenheit
von CRD-BP in diesen Fraktionen konnte nicht durch nichtunterscheidende Proteolyse wahrend der Proben-
praparation erklart werden, da HSP-90 in allen Fraktionen nachgewiesen werden konnte (Fig. 6B). Etwas p85
wurde sowohl in den nukleédren als auch in den polysomalen Fraktionen nachgewiesen. Dieses Ergebnis, in
Zusammenhang mit denen, die nachstehend gezeigt werden, erharten weiter, dass sich CRD-BP und das
kreuzreagierende p85 nicht gemeinsam in den Zellen anordnen und dass sie funktionell verschiedene Proteine
sind.

[0081] Um zu bestimmen, ob wenigstens etwas CRD-BP mit ribosomalen Untereinheiten assoziiert ist, wur-
den K562-Zellpolysomen durch Zentrifugation gereinigt, und dann in einem Puffer, der 20 mM EDTA, das Po-
lysome in ribosomale Untereinheiten und freie mMRNP dissoziiert, enthielt, resuspendiert. Die EDTA-behandel-
ten Polysome wurden dann mit einem Sucrose-Gradienten fraktioniert. Jede Gradientenfraktion und das Ma-
terial im Pellet am Boden des Réhrchens wurde durch Gelelektrophorese auf den ribosomalen RNA-Gehalt
und durch Immunblotting auf CRD-BP analysiert. Die kleinen ribosomalen Untereinheiten sedimentierten
hauptsachlich in den Fraktionen 6-11, wahrend die groRen Untereinheiten in den Fraktionen 10-14 zu finden
waren (Fig. 7, Felder A und B). Das CRD-BP co-sedimentierte mit den Untereinheiten und wurde auch in dem
pelletierten Material, von dem zu erwarten ist, das es undissoziierte Polysome und Monosome enthalt, nach-
gewiesen (Fig. 7C). Deshalb co-fraktioniert CRD-BP mit den ribosomalen Untereinheiten in K562-Zellen. Die
Natur der CRD-BP/Untereinheit-Assoziation ist unklar. In Anbetracht des breiten Fraktionenbereichs von
CRD-BP haben wir nicht versucht, die relativen CRD-BP-Pegel von einer Fraktion zur nachsten zu quantifizie-
ren.

[0082] Die Daten von Gelretardationsgels und RNA-Protein-Bindungsexperimente zeigen, dass p85 nicht an
die c-myc-CRD-RNA bindet (31, 32). Fig. 7C zeigt auch, dass der kleine Anteil von p85, der mit den Polysomen
gemeinsam ausfallt, nicht an die dissoziierten ribosomalen Untereinheiten gebunden ist. Vielmehr sedimentiert
er am oberen Ende des Gradienten (Fig. 7C). Ahnliche Ergebnisse wurden durch Verwenden von rohem cy-
toplasmatischen Lysat (S20), das mit EDTA behandelt war, erhalten (Daten nicht gezeigt). Zusammengefasst
|asst sich sagen, dass p85 mit polyklonalen anti-CRD-BP-Antikdrpern reagiert, aber nicht an c-myc-mRNA bin-
det (30,31) und in den Zelllysaten nicht mit dem CRD-BP co-fraktioniert.

[0083] Um die Assoziation von CRD-BP mit ribosomalen Untereinheiten durch Verwenden eines unabhangi-
gen Verfahrens zu bestatigen, wurden Immunprazipitations(IP)-Experimente unter Verwendung von P-Prote-
in-Antikérpern, die spezifisch mit an die groRe (60S)-Untereinheit assoziierten Proteine reagieren, durchge-
fuhrt. Die K562-Zellpolysome wurden in Gegenwart von 20 mM EDTA in Untereinheiten dissoziiert und mit an-
ti-P-Antikdrperserum oder normalem humanen Serum immunprazipitiert. Die immunprazipitierten Proteine
wurden dann durch Immunoblotting durch Verwenden von Antikérpern gegen P-Proteine und das CRD-BP
analysiert. Die anti-P-Protein-Antikbrper immunprazipitierten wie erwartet die drei 60S-Proteine (P,, P, und P,)
(Fig. 8A, Bahn I). Keines dieser Proteine wurde durch normales humanes Serum immunprazipitiert (Bahn N).
Die anti-P-Protein-Antikérper immunprazipitierten auch das CRD-BP (Fig. 8B, Bahn I). Diese ERgebnisse be-
statigen, dass das CRD-BP mit den ribosomalen Untereinheiten in K562-Zellextrakten assoziiert ist.

C. Diskussion

[0084] Es wird vermutet, dass CRD-BP c-myc-mRNA durch Abschirmen ihres Kodierungsbereiches vor en-
donukleolytischem Angriff stabilisiert (22, 30, 31). In dieser Hinsicht kénnte es dem ,iron response"-Protein
&hnlich sein, das an den 3'-UTR der Tranferrin-Rezeptor-mRNA bindet und ihn schiitzt (Ubersicht in 41). Das
CRD-BP unterscheidet sich jedoch von dem ,iron response"-Protein" und von vielen anderen mRNA-binden-
den Proteinen in wenigstens zwei Punkten. (i) Die meisten solcher Proteine binden innerhalb des 3'-UTR, wéh-
rend CRD-BP an den c-myc-mRNA-bindenden Bereich bindet. Es bindet in vitro an keine RNA-Substrate von
nichttranslatierten c-myc-Bereichs (30). Der Kodierungsbereich von c-fos-mRNA enthalt ebenfalls eine
mRNA-Halbwertsdeterminante, die eine Proteinbindungsstelle ist (42). Mdglicherweise betrifft die Funktion der
myc- und fos-mRNA-Kodierungsbereichsdeterminanten und ihre entsprechenden Bindungsproteine die Regu-
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lation von myc- und fos-Proteinexpression. (ii) Das c-myc-CRD-BP wird entwicklungsbezogen reguliert und
reichlich im fétalen und neonatalen Leben, aber nicht in adulten Tieren exprimiert (32). Méglicherweise weist
CRD-BP eine spezielle Rolle bei der embryonalen/fétalen Entwicklung auf.

[0085] Das CRD-BP enthalt vier KH-Domanen und eine RGG-Box und co-fraktioniert mit Polysomen und ri-
bosomalen Untereinheiten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit seiner Eigenschaft als RNA-bindenden-
des Protein, dessen Funktion sich in gewisser Weise auf Translation und/oder mRNA-Metabolismus bezieht.
Das CRD-BP co-fraktioniert auch mit Ribosomen in Abwesenheit von c-myc-mRNA (Fig. 5). Moglicherweise
ist es sowohl an c-myc-mRNA als auch an Ribosomen in intakten Zellen gebunden. Wenn das der Fall ist,
koénnte es mit den translatierenden Ribosomen als ein Reservoir zu der Verwendung, um bei Bedarf an jedes
ungeschuitzte c-myc-mRNA-Molekil binden, mitgetragen werden. Das CRD-BP enthalt auch eine mégliche nu-
kleare Ortssequenz und zwei mdgliche nukleare Exportsequenzen (Fig. 1 und 2). Wir wissen nicht, ob
CRD-BP zwischen dem Nukleus und dem Cytoplasma pendelt. Falls es pendelt, scheint es jedoch die meiste
Zeit im Cytoplasma von wachsenden Zellen zu verbringen, da nur wenig von ihm im Nukleus in ,steady state"
gefunden wird (Fig. 6).

[0086] Es steht mit den vorstehend genannten einzigartigen Merkmalen von CRD-BP im Einklang, dass
CRD-BP und hKOC-Protein eine eigene Unterfamilie der KH-Domanen-enthaltenden RNA-bindenden Protei-
nen darzustellen scheinen. Andere mdgliche RNA-bindende Proteine, einschliellich des FUSE-bindenden
Proteins, P-Element-somatischen Inhbitors und C. elegans M88.5, gleichen dem CRD-BP darin, dass sie der
vier KH-Domanen enthalten(43). Diese Proteine unterscheiden sich jedoch in mehreren strukturellen Merkma-
len von CRD-BP und hKOC. Die KH-Domanen des P-Element-somatischen Inhibitors und der FUSE-binden-
den Proteine sind in Richtung ihrer Aminoenden lokalisiert und sind in vier gleich-beabstandeten Wiederho-
lungseinheiten organisiert. Diese Proteine enthalten auch entweder glycinreiche oder glutaminreiche Bereiche
an ihren Amino- und Carboxy-Enden. Die Gesamtorganisation der vier KH-Domanen von M88.5 ist sehr ahn-
lich zu CRD-BP und hKOC. Sie enthalt zwei Paare von KH-Doméanen, die durch 83 Aminosauren getrennt sind.
Im Gegensatz zu CRD-BP und hKOC, ist das Aminoende von M88.5 jedoch glutaminreich und weist keine
RGG-Box auf. Das FUSE-Bindungsprotein enthalt eine Sequenz, die einer RGG-Box gleicht, aber diese Se-
quenz liegt zwischen der dritten und vierten KH-Domane, was bei dem CRD-BP und hKOC-Protein nicht der
Fall ist. Letzlich sind die Sequenzen im Inneren der KH-Domaéanen dieser anderen Proteinr von denen von
CRD-BP oder hKOC sehr unterschiedlich.

[0087] Es wurden auch mehrere strukturelle und funktionale Ahnlichkeiten zwischen CRD-BP und FMRP,
dem Protein, das durch das FMR1-Gen kodiert wird, dessen Mutationen fir die haufigste Form von vererbter
Geistesschwache verantwortlich ist (44, 45), erkannt. Beide Proteine enthalten KH-Domanen und eine
RGG-Box (37, 38), sowie ein nukleares Import- und Export-Signal (39). Beide Proteine assoziieren mit Ribo-
somen und wahrscheinlich auch mit mRNA (33, 49, 46). Keines der Proteine ist fir die Zelllebensfahigkeit er-
forderlich, da die Individuen, die FMRP nicht exprimieren, Gberleben, wahrend véllig normale adulte Tiere
CRD-BP nicht zu einem mit Immunblotting und/oder Gelretardationstests messbaren Pegel exprimieren (32).
Es gibt auch einige signifikante Unterschiede zwischen FMRP und CRD-BP, insbesondere bei ihren Expressi-
onsmustern. Beide werden reichlich wahrend des fétalen Lebens exprimiert, aber nur FMRP wird in adulten
Geweben nachgewiesen (47-49).

[0088] Die strukturellen Merkmale von CRD-BP und seine Entwicklungs-Regulationsmuster legen nahe, dass
es aus folgenden Griinden ein onkof6tales Protein sein kdnnte: (i) Es wird nur im fétalen und neonatalen Leben
reichlich exprimiert (32). (ii) Alle Maus-CRD-BP-ESTs, die sich gegenwartig in den Datenbanken befinden,
stammen von entweder fotalem Gewebe oder aus Zelllinien, die embryonale Stammzellen umfassen. Diese
umfassen AA073173 (von einem 13 Tage alten embryonalen Herzgewebe), AA619650 und AA399833 (von
einer Praimplantations-Blastocyste), AA073514 (von der P19-embryonalen Karzinom-Zelllinie, die mit Retin-
saure behandelt wurde), und D76662 und D76781 (von der F9-embryonalen Karzinom-Zelllinie). (iii) Das
CRD-BP wird in vielen Zelllinien exprimiert, die alle neoplastisch oder praneoplastisch sind. Es wird zu hohen
Pegeln in K562-HelLa und 3T3-Zellen (Fig. 3 und 4 und nicht gezeigte Daten) und zu niedrigen Pegeln in an-
deren Zelllinien wie z.B. HL60, einer humanen promyelozytischen Leukdmiezelle, und H4IIE, einer Rattenhe-
patomzelle (Daten nicht gezeigt), exprimiert. (iv) Es ist ahnlich, aber nicht identisch, zum hKOC-Protein, das
bei Pankreaskrebs und bei einigen anderen Tumoren uberexprimiert wird (Fig. 2 und Ref. 40). Wenn es sich
bei CRD-BP ein onkoftales Protein handelt, wiirde es sich in eine wachsende Liste von RNA-bindenden Pro-
teinen, die die frihe Entwicklung des Organismus beeinflussen und/oder auf Carcinogenese einwirken, einrei-
hen. Beispielsweise beeinflussen Mutationen bei Elav-Proteinen die Drosophila-Entwicklung (Ubersicht in
50-53), wahrend Mutationen in anderen RNA-bindenen Proteinen zu mannlicher Infertilitat oder Geistesschwa-
che fuhren (44).
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D. Nachweisen von CRD-BP in klinischen Proben

[0089] Humane Tumorgewebe wurden von Arzten und Chirugen des UW-Madison Clinical Cancer Center be-
reitgestellt. Die Gewebe wurden homogenisiert und es wurde ein roher cytoplasmatischer Extrakt hergestellt.
Der Extrakt wurde dann durch zweidimensionale Gelelektrophorese von den Kendrick Laboratories (Madison,
WI) fraktioniert. Nach der Elektrophorese in die zweite Dimension wurden die Proteine auf PVDF-Membranen
Uberfihrt und in unser Labor zuriickgebracht.

[0090] Das CRD-BP wurde durch Inkubieren der Membranen mit Antikérper fur Maus-CRD-BP sichbar ge-
macht. Diese Antikdrper kreuzreagieren mit humanem CRD-BP.

[0091] Die Ergebnisse sind wie folgt:
1. Wir weisen reichlich CRD-BP in humanem Brustkrebs-, Kolonkrebs- und Pankreaskrebs-Geweben nach.
Wir erwarten ahnliche Ergebnisse bei anderen nicht-hamatopoietischen Krebsarten.
2. Eine deutlich geringere Menge von CRD-BP wird in einer normalen humanen Brustgewebeprobe nach-
gewiesen.
3. In mehreren humanen Leukamieproben wird kein CRD-BP nachgewiesen

[0092] Unsere Folgerung aus diesen Untersuchungen ist, dass das CRD-BP in humanen, nicht-leukamischen
Karzinomen Uberexprimiert wird.
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Sequenzliste

(CRD-BP) und seine Nucleinsauresequenz

<130>

<140>
<1l41l>

<160> 46

<170>

<210> 1

<211> 2224
<212> DNA
<213>

<400> 1

gggtggggtg
gaggatatcc
caccgccacce
cttggagaaa
cggctacgcece
ctcggggaaa
acaaaggagt
agatagcctg
tgagacagcg
gaagctaaat
gcagataaca
ccggcaaggg
tctecggete
catccgaaac
gggegctgeg
caagatgatc
tcccctgaag
gaacctgaag
cctcacgctc
cagggccgag
catgagcttg
agcttcatcce
ctccttcatg
gggcgccate
ctccatcaayg
tggaccccca
gaatttcttt
agcagecgge
tgcagctgag
taagatcatce
ggctcaagtt
gtgaccccge
aggggcgggt

ggcatttggg
aggaatcctg

tcaccattge
cctecatgga
ttat

<210> 2
<211> 577
<212> PRT

PatentIn Ver.

960296.95131

Mus musculus

ggtagaaagt
geccegegecec
atgaacaagc
gtattcgegg
ttcgtggatt
gtagaactgc
cggaaaatac
ctggctcagt
gtggtcaacg
ggccatcaac
caaggtcctg
tcgeccgtgg
ctggtgccta
atcacaaaac
gagaaggceca
ttggagatta
atcctggctce
aaggtggagc
tataaccctg
caggagatca
cagtcccace
agecgectgtce
caggctccgg
attggcaaga
attgctccac
gaggctcagt
ggtcccaagg
cgegteatceg
gtggtagtgce
ggacatttct
aagcaacagce
ccectectgt
ggagggecegyg
cctggetgga
atctctegee
aatcatagct

aggatgggtc

<213> Mus musculus

2.

0

ttgeggetee
gcccggateg
tttacategg
agcacaagat
gccccgacga
aaggaaaacyg
agatccgcaa
acggtacagt
tcacctactce
tggagaacca
agaatgggcg
cagcaggggc
cgcagtatgt
agacgcagtce
tcagcgtgca
tgcacaagga
ataacaactt
aggacacaga
agaggaccat
tgaagaaagt
tcatecctgg
ctectectee
agcaggagat
agggccagea
cagaaacace
tcaaggctca
aggaagtaaa
gcaaaggegyg
caagagacca
atgccagcca
accagaaggg
cccattggcet
tgtgtttttce
gatcaggttt
cccaattgag
tgggttgett
agatcccagt

cgeegeecgt
gcattgaatg
caacctcaac
ctcctacage
gcactgggcg
tctagagatt
tatteccacct
ggagaactgt
taaccgggag
tgecectgaag
tcgtggagge
tccagccaag
aggecgcectatce
caaaatagac
ttcaacccect
ggcaaaggac
cgtegggega
gacgaagatc
cactgtgaag
tcgagaggcet
gcttaacctyg
cagcagtgte
ggtacaagtg
catcaaacaa
tgactccaaa
gggaagaatt
gctagagacce
caaaacyggty
gaccccggat
gatggctcag
acagagcaac
ccaagatcag
ccagcaggec
gcacactgta
ccagctggec
ttaaacgtgg
ggggaagaga

Das c-myc-Kodierungsbereichsdeterminante-bindende Protein

atccacgect
gaacagtgte
gagagtgtga
ggccagttet
atgaaggcca
gaacactcag
cagctccgat
gagcaagtga
cagaccaggce
gtcetcetaca
tttgggtete
cagcagccag
attggcaagg
gtgcatagga
gaaggctget
accaaaacgg
ctcattggca
accatctcat
ggegecattg
tacgagaacg
gctgettgag
actggggetg
ttcatceeccg
ctetceegtt
gttcgaatgg
tatggcaaac
cacatacggg
aatgagctgce
gagaacgace
cggaagatcce
ctggeccagyg
caggaggaac
tgagaatgag
ttgagaacaa
acagcccacce
attgtcttga
aataaaattt

19/43

atcggcatag
cttgceccge
ceccecgeoaga
tggtcaaatce
tcgaaacttt
tccccaaaaa
gggaagtgct
acactgaaag
aagctatcat
tacctgatga
ggggccagcc
tggacatccce
agggtgecac
aggagaatgc
ccteeocgegeg
cagatgaagt
aggaaggccyg
cgctccagga
agaactgttyg
acgtggccgce
gtetettece
ctcectatag
ccecaggetgt
tcegecagegce
tcgteatcac
taaaagaaga
ttceggette
agaacttgac
aagtcattgt
gagacatcct
cacggaggaa
acagaactgg
tgggaatcag
tgttccagtg
ccttggaata
agttctccag
ccttcaggtt

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
21690
2220
2224
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<400> 2
Met Asn Lys Leu Tyr Ile Gly Asn Leu Asn Glu Ser Val Thr Pro Ala
1 5 10 15

Asp Leu Glu Lys Val Phe Ala Glu His Lys Ile Ser Tyr Ser Gly Gln
20 25 30

Phe Leu Val Lys Ser Gly Tyr Ala Phe Val Asp Cys Pro Asp Glu His
35 40 45

Trp Ala Met Lys Ala Ile Glu Thr Phe Ser Gly Lys Val Glu Leu Gln
50 55 60

Gly Lys Arg Leu Glu Met Glu His Ser Val Pro Lys Lys Gln Arg Ser
65 70 75 80

Arg Lys Ile Gln Ile Arg Asn Ile Pro Pro Gln Leu Arg Trp Glu Val
85 90 95

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

Val Asn Thr Glu Ser Glu Thr Ala Val Val Asn Val Thr Tyr Ser Asn
115 120 125

Arg Glu Gln Thr Arg Gln Ala Ile Met Lys Leu Asn Gly His Gln Leu
130 135 140

Glu Asn His Ala Leu Lys Val Ser Tyr Ile Pro Asp Glu Gln Ile Thr
145 150 155 160

Gln Gly Pro Glu Asn Gly Arg Arg Gly Gly Phe Gly Ser Arg Gly Gln
165 170 175

Pro Arg Gln Gly Ser Pro Val Ala Ala Gly Ala Pro Ala Lys Gln Gln
180 185 190

Pro Val Asp Ile Pro Leu Arg Leu Leu Val Pro Thr Gln Tyr Val Gly
195 200 205

Ala Ile Ile Gly Lys Glu Gly Ala Thr Ile Arg Asn Ile Thr Lys Gln
210 215 220

Thr Gln Ser Lys Ile Asp Val His Arg Lys Glu Asn Ala Gly Ala Ala
225 230 235 240

Glu Lys Ala Ile Ser Val His Ser Thr Pro Glu Gly Cys Ser Ser Ala
245 250 255

Cys Lys Met Ile Leu Glu Ile Met His Lys Glu Ala Lys Asp Thr Lys
260 265 270

Thr Ala Asp Glu Val Pro Leu Lys Ile Leu Ala His Asn Asn Phe Val
275 280 285

Gly Arg Leu Ile Gly Lys Glu Gly Arg Asn Leu Lys Lys Val Glu Gln
290 295 300

Asp Thr Glu Thr Lys Ile Thr Ile Ser Ser Leu Gln Asp Leu Thr Leu
305 310 315 320

Tyr Asn Pro Glu Arg Thr Ile Thr Val Lys Gly Ala Ile Glu Asn Cys
325 330 335

Cys Arg Ala Glu Gln Glu Ile Met Lys Lys Val Arg Glu Ala Tyr Glu
340 345 350
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Asn
Asn
Pro
385
Gln
val
Arg
Ser
Lys
465
Gly
Sexr
Leu
Pro
Ala
545

Lys

Lys

Asp
Leu
370
Pro
Ala
Gly
Phe
Lys
450
Ala
Pro
Ala
Gln
Asp
530

Ser

Gln

<210> 3
<211> 14

<212>
<213>

<400> 3
Arg Arg Gly Gly Phe
1 L]

<210> 4
<211> 14

<212>

Vval
355
Ala
Pro
Pro
Ala
Ala
435
Val
Gln
Lys
Ala
Asn
515
Glu

Gln

Gln

PRT
Mus musculus

PRT

Ala
Ala
Ser
Glu
Ile
420
Ser
Arg
Gly
Glu
Gly
500
Leu
Asn

Met

His

Ala

Val

Ser

Gln

405

Ile

Ala

Met

Arg

Glu

485

Arg

Thr

AsSp

Ala

Gln
565

<213> Homo sapiens

<400> 4

Gly Arg Arg Gly Leu
1

5

Met
Gly
Vval
390
Glu
Gly
Ser
Vval
Ile
470
Vval
Val
Ala
Gln
Gln

550

Lys

Gly Ser arg Gly Gln Pro Arg Gln Gly

Gly Gln Arg Gly Ser Ser Arg Gln Gly
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Ser
Leu
375
Thr
Met
Lys

Ile

Val
455

Tyr

Lys

Ile

Ala

val
535

Arg

Gly

Leu
360
Phe
Gly
val
Lys
Lys
440
Ile
Gly
Leu
Gly
Glu
520
Ile

Lys

Gln

Gln

Pro

Ala

Gln

Gly

425

Ile

Thr

Lys

Glu

Lys

505

val

Val

Ile

Ser

Ser His Leu Ile Pro

Ala
Ala
val
410
Gln
Ala
Gly
Leu
Thr
490
Gly
Val
Lys

Arg

Asn
570

10

10

Ser
Pro
395
Phe
His
Pro
Pro
Lys
475
His
Gly
Val
Ile
A8Sp

555

Leu

Ser
380

Tyr
Ile
Ile
Pro
Pro
460
Glu
Ile
Lys
Pro
Ile
540

Ile

Ala
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365

Ser
Ser
Pro
Lys
Glu
445
Glu
Glu
Arg
Thr
Arg
525
Gly

Leu

Gln

Ala

Ser

Ala

Gln

430

Thr

Ala

Asn

Yal

val

510

aAsp

His

Ala

Ala

Gly

Val

Phe

Gln

415

Leu

Pro

Gln

Phe

Pro

495

Asn

Gln

Phe

Gln

Arg
575

Leu
Pro
Met
400
Ala
Ser
Asp
Phe
Phe
480
aAla
Glu
Thr
Tyx
Val

560

Arg
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<210> 5

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Gly Arg Gly Gly Phe Asp Arg Met Pro Pro Gly Arg Gly Gly
1 5 10

<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Gly Arg Gly Gly Phe Gly Asp Arg Gly Gly Arxrg Gly Gly
1 5 10

<210> 7

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Gly Arg Gly Gly Phe Gly Gly Arg Gly Gly Gly Arg Gly Gly
1 5 10

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Leu Arg Arg Gly Asp Gly Arg Arg Arg Gly Gly Gly Arg Gly
1 5 10

<210> 9

<211> 13

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 9
Gly Axrg Gly Gly Phe Gly Arg Gly Gly Gly Arg Gly Gly
1 5 10

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10
Gln Leu Arg Trp Glu Val Leu Asp Ser Leu Leu
1 5 10

<210> 11

<21l1l> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 11
His Leu Gln Trp Glu Val Leu Asp Ser Leu Leu
1 . 5 10

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Gln Leu Arg Leu Glu Arg Leu Gln Ile Asp
1 5 10

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
Thr Ile Ser Ser Leu Gln Asp Leu Thr Leu Tyr
1 5 10

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Thr Ile Ser Pro Leu Gln Glu Leu Thr Leu Tyr
1 5 10

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Menschlicher Immunschwéachevirus

<400> 15
Gln Leu Pro Pro Leu Glu Arg Leu Thr Leu Asp
1 5 10

<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 16
Gln Leu Leu Glu Leu Thr Leu
1 S

<210> 17

<211> 47

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17
Leu Leu Val Pro Thr Gln Tyr Val Gly Ala Ile Ile Gly Lys Glu Gly
1 5 10 i5

Ala Thr Ile Arg Asn Ile Thr Lys Gln Thr Gln Ser Lys Ile Asp Val
20 25 30
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His Arg Lys Glu Asn Ala Gly Ala Ala Glu Lys Ala Ile Ser Val

35
<210> 18
<211> 49
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 18
Ile Leu Ala His Asn
1 5
Arg Asn Leu Lys Lys
20
Ser Ser Leu Gln Asp
35
val
<210> 19
<211> 47
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 18
Val Phe Ile Pro Ala
1 5
Gln His Ile Lys Gln
20
Ala Pro Pro Glu Thr
35
<210> 20
<211> 48
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 20
Ile Arg Vval Pro Ala
1 5
Lys Thr Val Asn Glu
20
Pro Arg Asp Gln Thr
35
<210> 21
<211> 47
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 21
Leu Leu Val Pro Thr
1 5

Ala Thr Ile Arg Asn
20

Asn

Vval

Leu

Gln

Leu

Pro

Sex

Leu

Pro

Gln

Ile

40

Phe Val

Glu Gln

Thr Leu
40

Ala Val

Ser Arg

Ser
40

Asp

Ala Ala

Gln Asn

Glu
40

Asp

Phe Val

Thr Lys

45

Gly Arg Leu Tle Gly
10
Thr

Asp Glu Thr Lys

25

Pro Glu Arg
45

Asn

Tyr

Ala Ile

10

Gly Ile Gly

Phe Ala Ser

25

Ala Serxr

Vval
45

Lys Val Arg Met

Gly Arg Val Ile Gly

10

Leu Thr Ala Ala Glu

28
Val Ile
45

Asn Asp Gln

Ala Ile

10

Gly Ile Gly

Gln Thr Gln Ser Lys

24/43

Lys
Ile
30

Thr

Lys

Ile
30

Val

Lys

val
30

Val

Lys

Ile
30

Glu
15

Thr

Ile

Lys
15

Lys

Ile

Gly
15

val

Lys

Lys
15

Asp

Gly

Ile

Thr

Gly

Ile

Gly

Val

Ile

Gly

val



His Arg Lys Glu Asn

35
<210> 22
<211> 49
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 22
Ile Leu Ala His Asn
1 5
Arg Asn Leu Lys Lys
20
Ser Pro Leu Gln Glu
35
Val
<210> 23
<211> 47
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 23
Gln Phe Ile Pro Ala
1 5
Gln His Ile Lys Gln
20
Ala Pro Ala Glu Ala
35
<210> 24
<21l1l> 48
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24
Ile Arg Val Pro Ser
1 5
Lys Thr Val Asn Glu
20
Pro Arg Asp Gln Thr
35
<210> 25
<211> 50
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 25
Ile Leu Leu Gln Ser
1 5

Lys Asn Ile Lys Ala
20
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Ala Gly Ala Ala Glu Lys Ser Ile

Asn Pro

Ile Glu

Leu Thr

Leu Ser

Leu Ser

Pro Asp

Phe Ala

Leu Gln

Pro Asp

Lys Asn

Leu Arg

40

Val

Gln

Leu
40

val

Arg

Ala

Ala

Asn

Glu
40

Ala

Thr

45

Gly Arg Leu Ile Gly
10

Asp Thr
25

Asp Thr Lys

Pro Glu Arg
45

Tyr Asn

Gly Ala Ile Ile Gly

Phe Ser

25

Ala Gly Ala

Lys Val Arg Met Val

Gly Arg Val Ile Gly

10
Ser Ala Glu

Leu Serxr

25

Val
45

Asn Asp Gln Val

Ala Val Ile

10

Gly Gly

Asp Asn Ala Ser

25

Tyr
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Thr Ile

Lys
Ile
30

Thr

Lys

Ile
30

Ile

Lys
Val

30
Val

Lys

Val
30

Glu
15

Gly
Thr Ile

Ile Thr

Gln
15

Gly
Lys Ile

Ile

Gly
15

Gly

vVal Vval

Lys Ile

Gly Gly
15

Ser Val
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Pro Asp Ser Ser Gly Pro Glu Arg Ile Leu Ser Ile Ser Ala Asp Ile

35
Glu Thr
50
<210> 26
<211> 47
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 26
Leu Leu Ile His Gln
1 5
Ala Lys Ile Lys Glu
20
Phe Gln Glu Cys Cys
35
<210> 27
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 27
Val Thr Ile Pro Lys
1 5
Gln Arg Ile Lys Gln
20
Asp Glu Pro Leu Glu
35
<210> 28
<211> 44
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 28
Phe Ile Val Arg Glu
1 5

Ala Asn Ile Gln Gln
20

Leu Asp Glu Asp Thr
35

<210> 29

<211l> 43

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Ile Gln Val Pro Arg
1 5

Lys Leu Ile Gln Glu
20

Ser

Leu

Pro

ASp

Ile

Gly

Asp

Ala

Cys

Asn

Ile

Leu

Arg

His

Leu

Arg

Serxr

Leu

Arg

Thr

Leu

Val

40

Ala

Glu

Ser
40

Ala

His

Glu

Met

Lys

Phe
40

val

Asp

Gly
Asn
25

Thr

Gly
Glu
25

Asp

Gly
val
25

His

Gly

Lys
25

Gly
10

Thr

Asp

Ser
10

Ser

Arg

Leu
10

Pro

Ile

Lys
10

Ser

Ile

Gln

Arg

Ile

Gly

Ile

Ala

Gly

Tyr

Val

Gly

Ile

Thr

Val

Ile

Ala

Ile

Ile

val

Gly

Ile

Val
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45

Aly

Thr

Val
45

Gly

Ser

Thr
45

Gly

Thr

Gly

val

Val Lys Gly
15

Ile Lys Leu
30

Leu Ile

Lys Gly Gly
15
Ile Lys Ile
30

Ile

Thr His Gly
15

Ala Ile Asp
30

Lys Asn Gly
15

Arg Val Arg
30
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Ile Glu Ala Glu Asn Glu Lys Asn Val Pro Gln

35

<210> 30

<211> 18

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 30

Leu Leu Val Gly Leu Ile Gly Lys Gly Gl
5

1

Ile Ile

<210> 31

<211> 17

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 31
gtbaaygary tbcaraa

<210> 32

<21l> 17

<212> DNA

<213> Kuinstliche Sequenz

<400> 32
ggvacvacva cytcdgce

<210> 33

<21ll1l> 17

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 33
gctgccgtca aattctg

<210> 34

<211i> 17

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 34
tcgacggttt ccatatg

<210> 35

<211> 38

<212> DNA

<213> Kuanstliche Sequenz

<400> 35
aacccggcte gageggccgce

<210> 36

<211l> 23

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

40

1

tttttttttt ttteettt

27/43

y Leu Lys Leu Leu L
0

17

17

17

17

38



<400> 36
acggcagctg aggtggtagt

<210> 37

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 37
aacccggctc gageggecgce

<210> 38

<211l> 24

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 38
aggttccgtc ctteccttgcec

<210> 39

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 39
aacttcatct gecegttttgg

<210> 40

<211> 19

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 40
catcaactgg agaaccatg

<210> 41

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 41
gactgcgtct gttttgtgat

<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 42
ctgtaggaga tcttgtgctc

<210> 43

<211> 32

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 43
cgcaccgcca ccatggacaa

DE 699 20 885 T2 2006.02.02

acc

aatg

gctttacatc gg
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23

21

24

20

13

21

20

32
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<210> 44

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<400> 44
actgggatct gacccatcct 20

<210> 45

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> PEPTID

<222> (8)

<223> Xaa wobei Xaa = Gln oder lle

<220>

<221> PEPTID

<222> (10)

<223> Xaa wobei Xaa = Lys oder Arg

<220>

<221> PEPTID

<222> (11)

<223> Xaa wobei Xaa = Ile oder Lys

<220>

<221> PEPTID

<222> (12)

<223> Xaa wobei Xaa = Tyr oder Gly

<220>

<221> PEPTID

<222> (15)

<223> Xaa wobei Xaa = Ile oder Leu

<400> 45
Pro Ala Gln Val Gly Ala Ile Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Lys
1 5 10 15

<210> 46

<21ll1l> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 46
Asn Glu Leu Gln Asn Leu Thr Ala Ala Glu Val Val Val Pro
1 5 10

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit von Krebs in einem von humanen Pati-
enten entnommenen Gewebe, umfassend folgende Stufen:
a) Priifen des Patientengewebes auf das CRD-BP-Expressionsniveau; und
b) Vergleichen des Ergebnisses von Stufe (a) mit dem Expressionsniveau in nicht-krebsartigem Gewebe aus
der gleichen Quelle, wobei ein erhdhtes CRD-BP-Niveau im Patientengewebe im Vergleich mit dem
nicht-krebsartigen Gewebe die Diagnose von Krebs bedeutet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Nachweis von CRD-BP die Stufe des Homogenisierens des Bi-
opsiegewebes, des Erhaltens eines rohen Proteinextrakts und des Priifens dieses Extrakts auf das
CRD-BP-Niveau umfasst.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei es sich bei dem Nachweis um einen Sandwichtest mit zwei Antikor-
pern handelt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei es sich bei dem Nachweis um einen Antikorper-Abfangtest handelt.
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5. Verfahren nach Anspruch 2, wobei es sich bei dem Nachweis um einen Antigen-Konkurrenztest handelt.
6. Verfahren nach Anspruch 2, wobei der Nachweis von CRD-BP durch Immunoblotting erfolgt.

7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Nachweis von CRD-BP in Zellen durch immunologische oder in
situ-Hybridisierungsverfahren stattfindet.

8. Verfahren nach einem der vorliegenden Anspriche, wobei es sich beim Krebs um Brustkrebs, Kolon-
krebs oder Pankreaskrebs handelt.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei es sich beim Patientengewebe um Brustgewebe und beim
nicht-krebsartigen Gewebe um Brustgewebe handelt.

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei es sich beim Patientengewebe um Kolongewebe und beim
nicht-krebsartigen Gewebe um Kolongewebe handelt.

11. Verfahren nach Anspruch 8, wobei es sich beim Patientengewebe um Pankreasgewebe und beim
nicht-krebsartigen Gewebe um Pankreasgewebe handelt.

12. Verfahren zur Bestimmung des Stadiums von Krebs in einem von humanen Patienten enthommenen
Gewebe, umfassend folgende Stufen:
a) Prufen der Patientengewebe auf CRD-BP-Expressionsniveaus und
b) Korrelieren des Expressionsniveaus mit der Krankheitsprognose.

13. Ex vivo-Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit eines anti-CRD-BP-Antikor-
pers im Serum eines Patienten, umfassend folgende Stufen:
a) Behandeln eines Patientenserums mit CRD-BP und Bestimmen, ob ein anti-CRD-BP-Antikérper vorhanden
ist.

14. Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit von CRD-BP im Serum eines Patien-
ten, umfassend die Stufe:
a) Behandeln eines Patientenserums mit CRD-BP-Antikérper und Bestimmen, ob CRD-BP vorhanden ist.

15. Ex vivo-Verfahren zur Hemmung von Krebszellwachstum, umfassend die Stufe des Beseitigens oder
Verringerns der Konzentration von CRD-BP in den Krebszellen.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Fahigkeit von CRD-BP zum Schutz von c-myc-mRNA vor einer
raschen Zerstérung dadurch beseitigt oder verringert wird, dass die Zelle mit einer Konkurrenz-RNA versehen
wird.

17. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Fahigkeit von CRD-BP zum Schutz von c-myc-mRNA vor einer
raschen Zerstérung dadurch verringert oder beseitigt wird, dass ein Inhibitor verwendet wird, der die
CRD-BP-Bindung an das c-myc-mRNA-CRD blockiert.

18. Verwendung eines Mittels, das zur Beseitigung oder Verringerung der Konzentration von CRD-BP in
Krebszellen befahigt ist, bei der Herstellung eines Arzneimittels zur Verwendung bei der Behandlung von
Krebs.

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei es sich bei dem Mittel um eine Konkurrenz-RNA handelt, die
die Fahigkeit von CRD-BP zum Schutz von c-myc-mRNA vor einer raschen Zerstorung beseitigen oder verrin-
gern kann.

20. Verwendung nach Anspruch 18, wobei es sich bei dem Mittel um einen Inhibitor handelt, der die
CRD-BP-Bindung an c-myc-mRNA-CRD blockieren und somit die Fahigkeit des CRD-BP zum Schutz von
c-myc-mRNA vor einer raschen Zerstérung verringern oder beseitigen kann.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen

30/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

Anhangende Zeichnungen

VIOl

4 ad 4 I X S A M T Y H NI T O H 9 N T X
¥OLYOLOOVLYOVLODLOLOOVYOLIODIOLYIOVYOVODLOVYILYODOO LYY LIOVYD

W I ¥ 0 ¥4 L 0 @3 ¥4 N S X L A N A A Y I d
LYILYLODOVYIOOVIOOVOVYOIOVOOOIIVYLIOLIOVLOOYILOOVYYILOOLOODOYIVOVIOL

S ¥4 &L N A 0D 8 D NIT AL 95 X 0 VY T T S a
OYVYVYOLOVIOVYOLOYYOOVOLIOLOVYOVOOLOVOVLOODVIOVOLIOODLIOIL OOV LYOY

T A 3 M ¥4 T 0 4 4 I N ¥ I 0O I ¥ 94 S ¥ 0
LO9ILOYYOOOILYOHIILIOYILIOYIILIVIYYOOIDLYOYOV LY YYYOOILOVOOVYYOY

¥ ¥ 4 A S H I I & T 39 3 9 0 T 3 A X 9 8
YYVYYYOODDLOVILOVIOVYOLLYDVOVLOLOOVYYYOOYYOOLOVYDVILOVYVYOODDDILD

4 &L 3 I ¥ ¥ W ¥ M H 4 d 4 0 da A 4 ¥ X 9
LLLOVYYYODLYOIODVYOLYDIOIDLIVIOVOIOVYODIDDI0OLLYODLODLLIODDIVLIODD

s ¥ A T 4 0 9 S X S I ¥ H &3 ¥ & A X 3 1
DLYYYIOLOOLLOLLOYIDO9IDOYIVLIDLOLYOVYOYIOVOODOILIYLOVYYOVOOLLD

da ¥ 4 L A S 4 N T N O I X T X N H
¥OVIODDDD0YOLOLOVIOVOIVYILIDVYIODILVIOVLLLOOVYOVYOLYIOVIDOIDOWD

8€T
1541

8TT
8%V

86
1844

8L
T9€

8S
T0€

8¢
18 24

8T
181

T
121

0900009 LLIODLOLOYIVYVODLYYOLLYIDOILYDDDDDDDD0929D009DDLYLVOOVD 19

OYLYIO9DDLYLIDOIOYIDLYLODDD90392DILI99D0DLILOVYYOVLOOOLOODDOLOOD

T

31/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

81914

d 0 1T S ST I I N1 3L adodaN s rn 862
¥O9Y0I0DDLEOLOLN OOV DY OV OOV OV OVDONOOYODIODYYONYOLIOWYS 120

2: | w,_w &_ @ﬂ I T 9 9 A 4 NNUH VY T 1 A T 4d 8L
woowwﬁﬂwwmﬁowwaHEOEOﬂGOO@GQBGOaBU<¢O<<E¢OHQG@B@UHdG@QGBQUUOH 196

A 3 d ¥ I ¥ &L @3 ¥ 3 X H W I g 7 I W A 86z

_deﬂwHdwﬂuww0444¢0040¢wO¢4¢wa40wmmu<owadaHﬂwdwwaﬂoamwa¢w440 106

o ¥ ,m ;M 29 9 8 d L S HA S I VY X 3T ¥ ¥ 9 8eC
wBwuwoOBUUBOOHO@wcmuaUOOUddOHHdUwBwuwmoamovwwmdwﬂwwowaUwuwmw 184']

| m z m. A ¥ H A @I XS O I O NF I I N U T 8TZ
owammwmwommwwxamooamu<o¢a«¢¢muoawmowumw¢odmmmoﬁua¢o<4¢wooamo 8L

I ¥ 95 &8 X 95 I I V¥ 9 A X 0L dATTAE T g6T
O¥O0OLODOYDOVYODDLLYILYLIDODOVLOLV LOVIDOVLOOOIOOIODION0IDIIL T2 L

d I A d 0 0 X V¥ dV¥ 9 ¥ ¥ A d S| 9 0 y|s8LT

,oooamumwmawmouwmowmuwmmuowwooaoww@omuwmoumywuuuwuawmmmmowmoo 199

d 09 ¥ S 544D 595¥u¥ $ NI aOH O I I O g

UOO@UO@@O@OBmewmaBBOOGGO@B@OBOOO@@B&&O&OBUUB&GMNU%Ud&HN@QO@ T09

32/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

1Ol

3 49 ¥ T X 9 X I 4 9 0 ¥ ¥ 4 0 ¥ @ 4 4 9
YOVYOVYYYIOVYYOOOLYLLIYYOVYO9OYIILIOOVYILIOVILIOOVOVIDIDIVOOL

L I A A W 34 A ¥ § aad ¢ 3 4 d V¥ I 34 I S
OYOLVYOLODLOOLYYODLLOVYVYIOLOVILOOVIVYYOVIOVYIDLIDLILVOYYILYIDLD

¥ §$ ¥ 4 4 8 T 0 ¥ I HO 9 9 ¥ 9 I I ¥ 9
O90IVYDIODLLLODDDLILIVYIVYYILYIVIOVIOODOIOVYOVYIODLIVILYIIDI9DD

A ¥ 0 ¥ a1 4 A 0 A W T 0 3 dav 0 R I S
LOLIDOYOO090000LYDLLOLOVYOVILOOLYOVIOVOOVIOODOLIOOVIDILVILLIOLD

S X 4 ¥ ¥ 9 L A § § 4 4 d 4 A ¥ S S S ¥
OYLYLODODLOOLOOOOOLIOVYILOLOVIOVIDDLIDLIDLIIDLOLIOIOVIDLYILLIOV

d 4 T 9 A ¥ ¥ T N T 9 4 I T H 8§ 0 1T S H
D0JLLOLIOLOOVYLOLIOOLI9OLIDVY LLIO99LIDDLYILIIVIDDIOVIDLIIOVYOLYD

¥ ¥ A d N 8 X ¥V 3 34 A ¥ ¥ W I 9 0 a9 V¥ ¥
ODDIDOLODVOIVVOVIIVLILOOOYOVOILIOVYYOVYOLYDLYIOVOOVYIOVODIIOOOYD

2 0N 4 I ¥ 9 4 A I I L ¥4 9 4 N X T L 1
OLLOLOVYIVOLLYODIDDOOVYOLOLIOVIOLYOIOVIOVOVOLODIVY LY LIOLOOIOYILID

8BSV
T0ST

8EY
IR 4 AN

8TV
I8€T

86€
T2€T

8LE
1921

8G¢
T0CT

gEE
IVvTT

81¢€
180T

33/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

aiolid

IVIL
LIOOYILLIOLLIVVYY LYY YOVOVYOOODIOVIDIIVOVILOODILYOOYYOOLYIILID
OYIDLILLOVYOLLOLOLILVOOLOOVVYLLIIOOLIOODL IOV IVIIVYIOLLYIIVIL
LA & (3N A Re101070) 10701013) 10) 1070 2 1 613) £07013) (3 A4 1070707010 1IN RO N RONA (O N RO O AR 4 43 13) 4
OLOVIILLOILVYOVYOVOLIVIOLOVOVIOLLIOOYIIVOVOOLIOOL D999 LLIYI0O
OYILYYOODIOVOLYYOYDLIDDOVIONIIILLILLOILOIODIDNDOVIDLOODINDOOY

¥
DOLOYYOYOIVIVYOOVIOOVIOVILYOVYIILIODLLYIDDLOLIDLIIDIDDDIDIVOILD

¥ ¥4 49 ¥ 0 ¥ T N S O 9 2 0 H 0 0 ¥ A D ¥
YYOOVYOOIVIOOVIOIDOLIDVYIOVOVIVOODVYOYOIVIOVIOV VIOV LILOVYIOLIOD

T I 4 949 I ¥ 949 0 ¥ WO S ¥ X 4 H 9 I I ¥
LODLYIYOVOIDLYIVYOOIDVYILIOOIDLYOVIDOVIOOLY LOLLLYIVOODILYILYOVYL

A'I A O a N 3T ada i 0 ay dA A A T Y Y
LOLLYDLOVYIOVIOVVYOVOLYOODDIDOYOVIOVOVIOVYODOLOVLOOLOOVOLIOVIOL

I T N O T @ N A L ¥ 9 93 9 I A ¥ 9 ¥ V
OVYOLLOVVYOVOOLIOOVOLYYOLOODYYYYIOOII9DOVYYIOOILYILODODIDDDDDIVIOV

S ¥ 4 A ¥4 I H L &8 T X A d ¥ 4 9 4 4 N
JLIO99DDLLODIDVILYOVIIIOVOVIVLIOVVY LOVYOOVOOVYIIILODLLILOLLIVYYD

1¢ee
191¢
T0TC

1502

1861
1¢61

BLS
T98T

8G9
T08T1

8ES
IvLT

8IS
1891

86v
1291

BLY
1961

34/43



SEQ IDNO

FIG.2A

M <

DE 699 20 885 T2 2006.02.02

oo
o o

U
& wm
>0

- RGG| 6

o
]

0 o

0o

o
O
(s34

GRGGF -|D|IRIM P P|[GR G G| S

GRGGFG|DIR G G|-

GRGGFGI|GIRGG|-|IGR G G| 7

mCRD-BP
hKOC

hnRNPK

Fibrillarin
Nucleolin

FMRP

LR R G|IDI{GIR|IR R G|G|G|G R|G]| 8

Ubereinstimmung:

GRGG 9

GG

R

GRGGFG

35/43

SEQIDNO

10

FIG.2B

14
15

QL R|-|W EJV|L D|S|LI|L
"HIL Q|-|W E|VI|L D|S|L|L

QL R|-|L EIR|L|Q -JI|D I2

T I S|S|L QID|IL T}-|L|Y I3

T I S|P|L Q|EJL T|-|L{Y

Q L P|PIL E|RJL T|-JL|D

mCRD-BP
hKOC

FMRP

mCRD-BP
hKOC

REV

Ubereinstimmung:

L LT 16

QL

WQ

I



FIG. 2C-

DE 699 20 885 T2 2006.02.02

RN
%)
N
20
Nu
y A .
MO ZXMOXKZHM:DTNXA
RO NOEEEE MY S
H> A aaaanafd] Has
SN ORZXOMCEHmOO M
MM MXMZaXMXZXYEXX OO 4
HAHDS>HAHD HHHKHH H 3
HZ2XDEHEEHZRNEHZX @z A
O X ONNMC O
QOO VLVLLLVLLOOD O
MK O XK OO U X Ol = &
XX Mxxxxx x[Sxlals v
OQO0VUVLLVVLVLULLVYVLVLOLOLOL (&)
H ok H H o A -4
H o H D H JHD> > - H[«> H A
e I N A O I YA
OOV OVVLVLVVLVLLLLLOL o
D> abbbadad|mls >
CL T TR A AV P R RS B
QZoOnNozZAamLXunaAQz
HZ2ACEHZ N NONX My
QT A A AT A O T A R
Pl s 5le[E s a wm s 5] = o
e X W RO
= H D H O HIOIH R O Sl e I
o))
c
=
——— g, ey, g, E
- N Mo —— - E
VY- V-V 0 S A 7
M AOMMeAN®< NN N oA g
FEEE888882EEE 8
EEEE-‘:EEE—CES(&& )

36/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

SEQIDNO

FIG. 2C-2

oo JINRILENES
|:>:>HHH:>HH|£—aHr-ﬂ
NE > XMEBEBRHMXMJIER
[HH> 5> HHS> > H> H

L I HOEB S>O0>H

M >k o ol> Sl <o
B> O0Omm>a>OomAAQ>SO
C A X QO ANMOR B A
C2UNZCZ2CZ0n0nnx>
O>»AO0MNOU>AMATOnLZ
S S I o VIR o Y- o [ o VY oo T S0 I o PRI 5 [ SR 971
AN S I B A TR I o o VI« A & T I S I 5
M A MM EEO N 2
M AMONX R QO0aMmMm~AOIN
KO A O AN @
- LD ANk QM
>m|H|m|>|m|H]mm
AuXpAONXK>S>ANX XA
HH H D> HH S - S
P B >SS 0
e S I R
R e R T - T - e
M RO OB BDS
R S P R N
OMNCOAVNZIO O O
HEBECHEBEEHELCOND>NENLN
O 000K AQZMWMD>S X
“

N

37/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

Zellen translatiert

b aud
-
e

VB35

S Z &9
Extrakt: =< O
p85 -

CRD-BP

38/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

1oy
..._cmvcsnmm
... ;Jua.INjuo
5553 553 o
o) O o O O o
g g
=] >
F + 4
auyo dg-ado COSH ‘MSY

auyo

SOVENY
sn.
d9-ado.

e

] 1
uonejsuel] 9|7

39/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

JLauwwinusuoipjel

12 02 6L 81 L1 9L SL »1 €1 2L L OL 6 8 2 9 S » € 2 + 0O

G old

- 001

8
(usyayuig ayyemabiay) uisiold

1 i l : }
I ' 1 l

awosA|lod SWOSOUO\ usjdyUIRIBIUN

00t

0:.._0
B-0HO @

ooy

UQJuUn ¢ uaqo

40/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

<
©
<
Lo
o
@
]
3 @
QO
skiod MS — .
MSH —
dWOSA|0d ~——

ogls—
1OPINN——

b‘unqoseMsnepme

41/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

0,10

FIG.7A

Extinktion

0,00 v Y v
0 10 20
Fraktionshummer

NI [ 78
FEETTT

42/43



DE 699 20 885 T2 2006.02.02

‘ N I
71.5 —
43 8 — -¢— schwere Kette
| | <4 PO
27.8 —

€ P1.P2

FIG. 8A

FIG. 8B

43/43



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

