
*DE60120712T220070719*
(19)
Bundesrepublik Deutschland 
Deutsches Patent- und Markenamt
(10) DE 601 20 712 T2 2007.07.19
 

(12) Übersetzung der europäischen Patentschrift

(97) EP 1 309 703 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 601 20 712.2
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/CA01/01141
(96) Europäisches Aktenzeichen: 01 966 837.5
(87) PCT-Veröffentlichungs-Nr.: WO 2002/014485
(86) PCT-Anmeldetag: 10.08.2001
(87) Veröffentlichungstag

der PCT-Anmeldung: 21.02.2002
(97) Erstveröffentlichung durch das EPA: 14.05.2003
(97) Veröffentlichungstag

der Patenterteilung beim EPA: 14.06.2006
(47) Veröffentlichungstag im Patentblatt: 19.07.2007

(51) Int Cl.8: C12N 15/57 (2006.01)
C12N 9/64 (2006.01)
C12N 1/21 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
C07K 16/40 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
C12Q 1/37 (2006.01)
A61K 48/00 (2006.01)
A61K 39/395 (2006.01)
A61K 31/7088 (2006.01)
A61K 38/48 (2006.01)

(54) Bezeichnung: KALLIKREIN GEN

(30) Unionspriorität:
224853 P 11.08.2000 US

(73) Patentinhaber: 
Mount Sinai Hospital, Toronto, Ontario, CA

(74) Vertreter: 
Dr. Weber, Dipl.-Phys. Seiffert, Dr. Lieke, 65183 
Wiesbaden

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, 
LI, LU, MC, NL, PT, SE, TR

(72) Erfinder: 
YOUSEF, George M., Toronto, Ontario M5T 1B3, 
CA; DIAMANDIS, Eleftherios P., Toronto, Ontario 
M5G 2K2, CA

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europä-
ischen Patents kann jedermann beim Europäischen Patentamt gegen das erteilte europäische Patent Einspruch 
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begründen. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebühr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europäisches Patentübereinkommen).

Die Übersetzung ist gemäß Artikel II § 3 Abs. 1 IntPatÜG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde 
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht geprüft.
1/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
Beschreibung

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf Nukleinsäuremoleküle, durch solche Nukleinsäuremoleküle codierte 
Proteine und die Verwendung der Proteine und Nukleinsäuremoleküle.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Kallikreine sind eine Gruppe von Serinproteasen, welche in verschiedenen Geweben und biologischen 
Flüssigkeiten gefunden werden. Der Begriff „Kallikrein" wurde als erstes durch Werle und Kollegen eingeführt, 
die hohe Mengen ihrer ursprünglichen Isolate im Pankreas (auf griechisch der „Kallikreas") fanden (1, 2). Kal-
likreine werden in zwei Hauptgruppen unterteilt, das Plasmakallikrein, welches ein einzelnes Gen ist (3), und 
die Gewebekallikreine, welche in Nagern durch eine große Multigenfamilie codiert werden (4, 5). Bis vor kur-
zem dachte man, daß die humane Kallikrein-Genfamilie aus nur drei Mitgliedern besteht (6). Es wurden jedoch 
11 neue Mitglieder der Kallikrein-Genfamilie identifiziert (7–18). Der Fortschritt in diesem Untersuchungsgebiet 
wurde kürzlich besprochen (7).

[0003] Prostataspezifisches Antigen (PSA), derzeit der geeignetste Tumormarker für die Diagnose und Über-
wachung von Prostatakrebs, ist ein Mitglied der humanen Kallikrein-Genfamilie von Serinproteasen (19, 20). 
Zusätzlich zu PSA wurde humanes glanduläres Kallikrein 2 (hK2, codiert durch das KLK2-Gen) als ein zusätz-
licher diagnostischer Marker für Prostatakrebs vorgeschlagen (21, 22). Überdies sich ansammelnde Hinweise, 
daß andere Mitglieder der ausgedehnten Kallikrein-Genfamilie mit Malignität zusammenhängen können (7). 
Das normale epitheliale zellspezifische Gen 1 (NES1) (KLK10 gemäß der anerkannten Gen-Nomenklatur für 
Kallikrein in humanem Gewebe) wurde als neuer Tumorsuppressor erkannt, welcher während des Voran-
schreitens von Brustkrebs herunterreguliert ist (23). Es wurde entdeckt, daß andere Genfamilienmitglieder ein-
schließlich Zyme (KLK6), Neuropsin (KLK8) und humanes Stratum corneum chymotryptisches Enzym (HSC-
CE; KLK7) auch bei bestimmten Arten von Malignitäten differenziell exprimiert werden (24–26).

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0004] Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben ein Nukleinsäuremolekül identifiziert, das ein neues 
Kallikrein codiert. Das Nukleinsäuremolekül befindet sich auf Chromosom 19q13.3–q13.4 und ist zwischen den 
klk1- und klk3-Genen lokalisiert. Das neue „klk15" genannte Nukleinsäuremolekül hat drei verschiedene 
Spleißformen und wird hauptsächlich in der Schilddrüse und in geringerem Ausmaß in der Prostata, Speichel-
drüse und Nebenniere, Dickdarm, Hoden und Niere exprimiert. Die Expression der Nukleinsäure ist im Pros-
tatakrebs heraufreguliert und ist in der LNCaP-Prostatakrebs-Zellinie durch Steroidhormone reguliert. Eine hö-
here Expression von klk15 wird mit aggressiveren Prostatatumoren (höheres Stadium und höherer Grad) in 
Verbindung gebracht.

[0005] Das neue hierin beschriebene Kallikrein-Protein wird als „Kallikrein 15", „KLK15" oder „KLK15-Protein"
bezeichnet. Das Gen, welches das Protein codiert, wird als „klk15" bezeichnet.

[0006] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein isoliertes Protein, das aus einer Aminosäuresequenz 
von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 besteht.

[0007] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein isoliertes Nukleinsäuremolekül, welches ein sol-
ches Protein codiert oder eine dazu komplementäre Nukleinsäuresequenz oder ein Nukleinsäuremolekül mit 
wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% Identität dazu.

[0008] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein isoliertes Nukleinsäuremolekül mit einer Nuklein-
säuresequenz von SEQ. ID. NO. 1, 2, 3, 4 oder 5, wobei T auch U sein kann, oder eine dazu komplementäre 
Nukleinsäuresequenz oder ein Nukleinsäuremolekül mit wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% Identität 
dazu.

[0009] Die Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung können in einen geeigneten Expressionsvektor einge-
fügt werden, d.h. ein Vektor, der die notwendigen Bestandteile für die Transkription und Translation der einge-
brachten codierenden Sequenz verfügt. Dementsprechend können rekombinante Expressionsvektoren, die für 
die Transformation einer Wirtszelle angepaßt sind, konstruiert werden, welche ein Nukleinsäuremolekül nach 
der Erfindung und ein oder mehrere mit dem Nukleinsäuremolekül verbundene Transkriptions- und Translati-
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onselemente enthält.

[0010] Der rekombinante Expressionsvektor kann zur Herstellung transformierter Wirtszellen, die das 
KLK15-Protein exprimieren, verwendet werden. Daher stellt die Erfindung weiter Wirtszellen zur Verfügung, die 
ein rekombinantes Molekül gemäß der Erfindung enthalten. Die Erfindung zieht auch transgene, nicht humane 
Säugetiere in Erwägung, deren Keimzellen und Körperzellen ein rekombinantes Molekül enthalten, das ein Nu-
kleinsäuremolekül nach der Erfindung, insbesondere ein solches, das ein Analoges des KLK15-Proteins oder 
eine verkürzte Form des KLK15-Proteins codiert, umfaßt.

[0011] Die Erfindung stellt weiter ein Verfahren zur Herstellung von KLK15-Proteinen zur Verfügung, wobei 
die gereinigten und isolierten Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung verwendet werden. In einer Ausfüh-
rungsform wird ein Verfahren zur Herstellung eines KLK15-Proteins zur Verfügung gestellt, welches folgendes 
umfaßt: (a) Überführen eines rekombinanten Expressionsvektors nach der Erfindung in eine Wirtszelle, (b) Se-
lektieren transformierter Wirtszellen gegenüber nicht transformierten Wirtszellen, (c) Kultivieren einer selektier-
ten transformierten Wirtszellen unter Bedingungen, die eine Expression des KLK15-Proteins gestatten und (d) 
Isolieren des KLK15-Proteins.

[0012] Die KLK15-Proteine nach der Erfindung können zur Herstellung von Fusionsproteinen mit anderen 
Molekülen, wie Proteinen, konjugiert werden. Dies kann z. B. durch die Synthese von N-terminalen oder C-ter-
minalen Fusionsproteinen erreicht werden.

[0013] Weiter zieht die Erfindung spezifisch an ein KLK15-Protein nach der Erfindung bindende Antikörper in 
Erwägung. Antikörper können mit detektierbaren Substanzen markiert werden und zum Detektieren von Pro-
teinen nach der Erfindung in Geweben und Zellen verwendet werden. Antikörper können eine besondere Ver-
wendung insbesondere bei therapeutischen Anwendungen haben, z. B. zur Reaktion mit Tumorzellen und in 
Konjugaten und Immunotoxinen als zielselektiver Träger von zahlreichen Mitteln mit Antitumoreffekten, ein-
schließlich chemotherapeutischen Arzneimitteln, Toxinen, die Immunantwort modifizierenden Mitteln, Enzy-
men und Radioisotopen.

[0014] Die Erfindung gestattet auch die Konstruktion von Nukleotidsonden, die für die Nukleinsäuremoleküle 
nach der Erfindung und/oder Proteine nach der Erfindung einzigartig sind. Daher bezieht sich die Erfindung 
auch auf eine Sonde, die eine Nukleinsäuresequenz der Erfindung umfaßt oder eine Nukleinsäuresequenz, 
die ein Protein nach der Erfindung oder einen Teil davon codiert. Die Sonde kann z. B. mit detektierbaren Sub-
stanzen markiert werden und zur Selektion eines Nukleinsäuremoleküls nach der Erfindung aus einer Mi-
schung von Nukleotidsequenzen verwendet werden, einschließlich Nukleinsäuremolekülen, die für ein Protein 
codieren, das ein oder mehrere Eigenschaften der Proteine nach der Erfindung aufweist. Eine Sonde kann zum 
Markieren von Tumoren verwendet werden.

[0015] Die Erfindung stellt auch ein Antisense-Nukleinsäuremolekül zur Verfügung, z. B. durch Herstellung 
eines mRNA- oder DNA-Strangs in umgekehrter Orientierung zu einem Sense-Molekül. Ein Antisense-Nukle-
insäuremolekül kann zur Unterdrückung des Wachstums von KLK15-exprimierenden (z. B. kanzerogenen) 
Zellen verwendet werden.

[0016] Die Erfindung stellt weiter noch ein Verfahren zum Identifizieren einer Substanz, die an ein Protein 
nach der Erfindung bindet, zur Verfügung, welches folgendes umfaßt: Umsetzen des Proteins mit wenigstens 
einer Substanz, die möglicherweise an das Protein bindet, unter Bedingungen, die die Bildung eines Komple-
xes zwischen der Substanz und dem Protein gestatten, und Detektieren der Bindung. Die Bindung kann durch 
Untersuchen auf Komplexe, freie Substanz oder nicht komplexiertes Protein detektiert werden. Die Erfindung 
zieht auch ein Verfahren zum Identifizieren von Substanzen in Erwägung, die an andere intrazelluläre Proteine 
binden, die mit einem KLK15-Protein wechselwirken. Es können auch Verfahren verwendet werden, die Ver-
bindungen identifizieren, die an regulatorische Sequenzen der KLK15-Gene binden (z. B. Promotorsequen-
zen).

[0017] Die Erfindung stellt weiter noch ein Verfahren zur Bewertung einer Verbindung nach ihrer Fähigkeit, 
die biologische Aktivität eines KLK15-Proteins nach der Erfindung zu modulieren. Z. B. kann eine Substanz 
bewertet werden, die die Interaktion des Proteins und einer Substanz, die an das Protein bindet, hemmt oder 
verstärkt. In einer Ausführungsform umfaßt das Verfahren: Bereitstellen einer bekannten Konzentration eines 
KLK15-Proteins mit einer Substanz, welche an das Protein bindet, und einer Testverbindung, unter Bedingun-
gen, die die Bildung von Komplexen zwischen der Substanz und dem Protein gestatten, und Entfernen 
und/oder Detektierten von Komplexen.
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[0018] Verbindungen, die die biologische Aktivität eines Proteins nach der Erfindung modulieren, können 
auch unter Verwendung von Verfahren nach der Erfindung durch Vergleichen von Expressionsmustern und -ni-
veaus des Proteins nach der Erfindung in Geweben und Zellen in der Gegenwart und der Abwesenheit der 
Verbindungen identifiziert werden.

[0019] Die Proteine nach der Erfindung, Antikörper, Antisense-Nukleinsäuremoleküle und Substanzen und 
Verbindungen, die unter Verwendung von Verfahren nach der Erfindung identifiziert werden, und Peptide nach 
der Erfindung können zum Modulieren der biologischen Aktivität eines KLK15-Proteins nach der Erfindung ver-
wendet werden und sie können bei der Behandlung von Zuständen, wie Krebs (insbesondere Prostata-, Dick-
darm-, Nieren- und Hodenkrebs) und Schilddrüsenerkrankungen, in einem Subjekt verwendet werden. Dem-
entsprechend können die Substanzen und Verbindungen in Zusammensetzungen zur Verabreichung an Indi-
viduen, die an Krankheiten wie Krebs (insbesondere Prostata-, Dickdarm-, Nieren- und Hodenkrebs) und 
Schilddrüsenerkrankungen leiden, formuliert werden. Insbesondere können die Antikörper, Antisense-Nukle-
insäuremoleküle, Substanzen und Verbindungen zum Behandeln von Patienten, die ein KLK15-Protein in oder 
auf ihren Krebszellen haben, verwendet werden.

[0020] Daher bezieht sich die vorliegende Erfindung auch auf eine Zusammensetzung, die ein oder mehrere 
Nukleinsäuremoleküle oder ein Protein nach der Erfindung und einen pharmazeutisch annehmbaren Träger, 
Hilfsstoff oder Streckmittel umfaßt. Es wird auch die Verwendung eines Nukleinsäuremoleküls oder Proteins 
nach der Erfindung in der Herstellung eines Medikaments zur Verwendung in einem Verfahren zur Behandlung 
oder Vorbeugung einer Erkrankung, wie Krebs (insbesondere Prostata-, Schilddrüsen-, Dickdarm-, Nieren- 
und Hodenkrebs) und Schilddrüsenerkrankungen, in einem Subjekt zur Verfügung gestellt.

[0021] Ein weiterer Gesichtspunkt der Erfindung ist die Verwendung eines KLK15-Proteins oder seines co-
dierenden Nukleinsäuremoleküls bei der Herstellung von Impfstoffen zur Vorbeugung und/oder Behandlung 
von Krebs, insbesondere zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krebs in Patienten, auf deren Zellen ein 
KLK15-Protein detektiert wird. Diese Impfstoffpräparate können auch verwendet werden, um Patienten vor Tu-
moren vor deren Erscheinen zu bewahren.

[0022] Die Erfindung zieht allgemein Impfstoffe zur Stimulation und Verstärkung der Produktion von Antikör-
pern gegen ein KLK15-Protein in einem Subjekt, dem der Impfstoff verabreicht wird, in Erwägung.

[0023] Die Erfindung stellt auch die Verwendung eines Proteins nach der Erfindung für die Herstellung eines 
Impfstoffs zum Stimulieren und Verstärken der Produktion von Antikörper gegen ein KLK15-Protein in einem 
Subjekt zur Verfügung. Das Verfahren umfaßt: Verabreichen eines Impfstoffs nach der Erfindung an das Sub-
jekt, in einer Menge, die zum Stimulieren und Verstärken der Produktion von Antikörpern wirksam ist.

[0024] Der Impfstoff kann in Verfahren zur Behandlung, Vorbeugung oder Verlangsamung des Wiederauftre-
tens von Krebs verwendet werden. Das Verfahren umfaßt: Verabreichen eines Impfstoffs nach der Erfindung 
an das Subjekt, in einer Menge, die für die Behandlung, Vorbeugung oder Verlangsamung des Wiederauftre-
tens von Krebs wirksam ist.

[0025] In anderen Ausführungsformen stellt die Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung von Inhibitoren ei-
ner KLK15-Proteinwechselwirkung zur Verfügung, welches folgendes umfaßt: 

(a) Bereitstellen einer Reaktionsgemisches, welches das KLK15-Protein und eine Substanz, die an das 
KLK15-Protein bindet, oder wenigstens ein Teil von beiden, die miteinander wechselwirken, enthält,
(b) Inkontaktbringen des Reaktionsgemischs mit einer oder mehreren Testverbindungen,
(c) Identifizieren von Verbindungen, welche die Wechselwirkung des KLK15-Proteins und der Substanz 
hemmen.

[0026] In bestimmten bevorzugten Ausführungsformen ist die Reaktionsmischung eine ganze Zelle. In ande-
ren Ausführungsformen ist die Reaktionsmischung ein Zellysat oder eine Zusammenstellung von aufgereinig-
tem Protein. Das betreffende Verfahren kann unter Verwendung von Bibliotheken von Testverbindungen durch-
geführt werden. Solche Mittel können Proteine, Peptide, Nukleinsäuren, Kohlenhydrate, kleine organische Mo-
leküle und Bibliotheken von Naturproduktextrakten, wie die aus Tieren, Pflanzen, Pilzen und/oder Mikroben 
isolierten, sein. Ein weiterer Gesichtspunkt der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zum Durchführen 
von Arzneimittelentdeckungen zur Verfügung, welches folgendes umfaßt: 

(a) Bereitstellen von einem oder mehreren Versuchssystemen zum Identifizieren von Mitteln nach ihrer Fä-
higkeit, die Wechselwirkung eines KLK15-Proteins und einer Substanz, die an das Protein bindet, zu hem-
men oder zu verstärken,
4/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
(b) Durchführen von therapeutischem Profiling an Wirkstoffen, die in Stufe (a) identifiziert wurden, oder an 
weiteren Analogen davon, auf ihre Wirksamkeit und Toxizität in Tieren, und
(c) Bestimmen einer Formulierung für eine pharmazeutische Präparation, die ein oder mehrere Mittel ent-
hält, die in Stufe (b) mit einem annehmbaren therapeutischen Profil identifiziert wurden.

[0027] Weitere Ziele, Eigenschaften und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden aus der folgenden de-
taillierten Beschreibung ersichtlich werden. Es sollte jedoch klar sein, daß die detaillierte Beschreibung und die 
spezifischen Beispiele, die bevorzugte Ausführungsformen der Erfindung angeben, lediglich zur Veranschau-
lichung aufgeführt werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0028] Die Erfindung wird nun in Bezug auf die Figuren beschrieben, in welchen:

[0029] Fig. 1 die genomische Organisation und partielle genomische Sequenz des KLK15-Gens zeigt. Intron-
sequenzen sind mit Ausnahme der Spleißverbindungsbereiche nicht gezeigt. Introns sind in Kleinbuchstaben 
und Exons in Großbuchstaben gezeigt. Die codierenden Nukleotide sind in Fettdruck gezeigt und der 3' nicht 
translatierte Bereich folgt dem TGA-Stopcodon (eingekreist). Die translatierten Aminosäuren des codierenden 
Bereichs sind darunter in Einbuchstabenabkürzungen gezeigt. Die Start- und Stopcodons sind eingekreist und 
die Exon-Intron-Verbindungen sind unterstrichen. Die katalytischen Reste sind eingerahmt. Das putative Poly-
adenylierungssignal ist unterstrichen. Der genaue Start des ersten codierenden Exons wurde nicht bestimmt.

[0030] Fig. 2 zeigt eine Angleichung der hergeleiteten Aminosäuresequenz von KLK15 mit Mitgliedern der 
Kallikrein-Multigenfamilie (SEQ. ID. NOs. 25–38). Striche stellen Lücken dar, um die Sequenzen besser mit-
einander anzugleichen. Die Reste der katalytischen Triade (H, D, S) sind in kursiv dargestellt. Identische Ami-
nosäuren sind in schwarz und ähnliche Reste in grau hervorgehoben. Die 29 unveränderbaren Serinprotease-
reste sind durch einen (•) unten und die Cysteinreste durch (+) oben in jedem Block gekennzeichnet. Die vor-
hergesagten Spaltstellen der Signal- und Aktivierungspeptide sind durch Pfeile angezeigt. Der gepunktete Be-
reich stellt die Sequenz der Schleife des Kallikreins dar. Das Trypsin-ähnliche Spaltmuster, das durch die An-
wesenheit des „D"-Restes vorhergesagt wird, ist durch (*) gekennzeichnet. KLK15 hat ein „E" in dieser Positi-
on. Eine einzigartige Sequenz aus acht Aminosäuren, HNEPGTAG (SEQ. ID. NO. 10) befindet sich an den Po-
sitionen 148–155 des KLK15-Gens.

[0031] Fig. 3 ist eine Hydrophobizitäts- und Hydrophilizitätsdarstellung des KLK15-Proteins im Vergleich zu 
dem prostataspezifischen Antigen (PSA). Beachten Sie den hydrophoben Bereich am Aminoende, der die An-
wesenheit eines Signalpeptids nahelegt.

[0032] Fig. 4 ist ein Dendrogramm des vorhergesagten phylogenetischen Baums für 15 Kallikreine und einige 
andere Serinproteasen. Das Neighbor-Joining-Verfahren wurde verwendet, um KLK15 mit anderen Serinpro-
teasen und Mitgliedern der Kallikrein-Genfamilie anzugleichen. Der Baum ordnete die klassischen Kallikreine 
(hK1, hK2 und PSA) zusammen an und ordnete KLK15 in einer Gruppe mit TLSP und KLK-L3-Genen an. An-
dere Serinproteasen wurden wie gezeigt in anderen Gruppen angeordnet. KLK stellt Kallikrein dar, KLK-L stellt 
Kallikrein-ähnlich dar, TLSP stellt Trypsin-ähnliche Serinprotease dar, NES1 stellt normales Epithelienzel-
len-spezifisches Gen dar, PSA stellt Prostata-spezifisches Antigen dar, hK1 und hK2 stellen jeweils humanes 
glanduläres Kallikrein 1 und 2 dar und HSCCE stellt humanes Stratum corneum chymotryptisches Enzym dar.

[0033] Fig. 5 ist eine schematisch Darstellung der unterschiedlichen Spleißvarianten des KLK15-Gens. 
Exons sind durch Einrahmungen dargestellt und Introns durch Verbindungslinien. Die Zahlenangaben inner-
halb der Einrahmung stellen die Exonlängen in Basenpaaren dar. Die Pfeilspitze deutet auf das gemeinsame 
Startcodon und Sterne auf die Stopcodonpositionen. Die Länge des vorhergesagten Polypeptidprodukts ist ne-
ben jeder Variante in Aminosäuren (AA) angegeben. Das alternative Spleißen und/oder Auslassen von Exons 
erzeugt eine Rasterverschiebung, welche zu vorzeitigem Abbruch führt.

[0034] Fig. 6 zeigt die relativen Anordnungen der KLK1-, KLK15- und KLK3-Gene auf Chromosom 
19g13.3–g13.4. Die überlappenden BAC-Klone sind identifiziert und der überlappende Bereich ist schraffiert. 
Die Gene sind durch horizontale Pfeile angegeben, die die Richtung der codierenden Sequenz angeben. Die 
Abstände zwischen den Genen sind in Basenpaaren angegeben. Die Figur ist nicht maßstabsgetreu.

[0035] Fig. 7 zeigt die durch RT-PCR bestimmte Gewebeexpression des KLK15-Gens. KLK15 wird haupt-
sächlich in der Schilddrüse exprimiert und zu einem geringeren Ausmaß in der Prostata, Speicheldrüse und 
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Nebenniere, Dickdarm, Hoden und Niere. M = molekularer Gewichtsmarker. Zur Erklärung der mehrfachen 
PCR-Banden (alternative Spleißformen) siehe das Beispiel. Die PCR wurde mit den Primern KLK15-F2 und 
KLK15-R1 durchgeführt.

[0036] Fig. 8 zeigt die hormonelle Regulation des KLK15-Gens in der LNCaP-Prostatakrebszellinie. DHT = 
Dihydrotestosteron. Steoride wurden mit einer Endkonzentration von 10–8 M zugegeben. (–ve) = Negativkont-
rolle. Aktin wurde als Kontrollgen verwendet.

[0037] Fig. 9 ist ein schematisches Diagramm, das den Vergleich der codierenden Bereiche der 15 Kalli-
krein-Gene zeigt. Exons sind durch Balken und Introns durch Verbindungslinien dargestellt. Die Buchstaben 
über den Boxen zeigen die relativen Positionen der katalytischen Triade an, von der herausgefunden wurde, 
daß sie in allen Genen konserviert ist; H bezeichnet Histidin, D Asparaginsäure und S Serin. Die römischen 
Zahlen geben Intronphasen an. Die Intronphase bezieht sich auf die Anordnung des Introns innerhalb des Co-
dons; I kennzeichnet, daß das Intron nach dem ersten Nukleotid des Codons erscheint, II das Intron erscheint 
nach dem zweiten Nukleotid, 0 das Intron erscheint zwischen Codons. Die Intronphasen sind in allen Genen 
konserviert. Die Zahlen innerhalb der Einrahmungen geben Exonlängen in Basenpaaren an. Namen innerhalb 
der Klammern stellen die offizielle Nomenklatur dar, die vom Nomenklatur-Komitee für humane Gene aner-
kannt ist. Nicht translatierte 3'- und 5'-Bereiche und 5' nicht translatierte Exons sind nicht gezeigt.

AUSFÜHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0038] Erfindungsgemäß können gewöhnliche molekularbiologische, mikrobiologische und rekombinante 
DNA-Techniken nach dem Stand der Technik angewendet werden. Solche Techniken sind ausführlich in der 
Literatur beschrieben. Siehe z. B. Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
zweite Ausgabe (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., DNA Cloning: A 
Practical Approach, Bände I und II (D. N. Glover Hrsg. 1985), Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait Hrsg. 
1984), Nucleic Acid Hybridization B. D. Hames & S. J. Higgins Hrsg. (1985), Transcription and Translation B. 
D. Hames & S. J. Higgins Hrsg. (1984), Animal Cell Culture R. I. Freshney Hrsg. (1986), Immobilized Cells and 
enzymes IRL Press, (1986), und B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984).

1. Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung

[0039] Wie oben erwähnt, stellt die Erfindung ein isoliertes Nukleinsäuremolekül mit einer Sequenz, die ein 
KLK15-Protein codiert, zur Verfügung. Der Begriff „isoliert" bezieht sich auf eine Nukleinsäure, die im wesent-
lichen frei von zellulärem Material oder Kulturmedium ist, wenn sie durch rekombinante DNA-Techniken her-
gestellt ist, oder von chemischen Ausgangsverbindungen oder anderen Chemikalien, wenn sie chemisch syn-
thetisiert ist. Eine „isolierte" Nukleinsäure kann auch frei von Sequenzen sein, die die Nukleinsäure naturge-
mäß flankieren (d.h. Sequenzen, die sich an den 5'- und 3'-Enden des Nukleinsäuremoleküls befinden), von 
welcher die Nukleinsäure erhalten wurde. Der Begriff „Nukleinsäure" soll DNA und RNA einschließen und kann 
entweder doppelsträngig oder einzelsträngig sein. Die Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung codieren ein 
Protein, das aus einer Aminosäuresequenz von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 besteht. Bevorzugt umfassen die 
Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung eine Nukleinsäuresequenz einer oder mehrerer von SEQ. ID. NO. 
1 bis 5.

[0040] Die Erfindung schließt Nukleinsäuresequenzen ein, die komplementär zu einer Nukleinsäure sind, die 
ein Protein codieren, welches aus einer Aminosäuresequenz von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 besteht, bevor-
zugt die Nukleinsäuresequenzen, die komplementär zu einer gesamten Nukleinsäuresequenz einer oder meh-
rerer von SEQ. ID. NO. 1 bis 5 sind.

[0041] Die Erfindung schließt Nukleinsäuremoleküle ein, die wesentliche Sequenzidentität oder Homologie zu 
Nukleinsäuresequenzen nach der Erfindung haben oder Proteine codieren, die wesentliche Identität oder Ähn-
lichkeit zu der Aminosäuresequenz von SEQ. ID. NO. 6, 7, 8 oder 9 haben. Bevorzugt haben die Nukleinsäuren 
wesentliche Sequenzidentität, z. B. wenigstens 80% oder 85% Nukleinsäureidentität, mehr bevorzugt 90% Nu-
kleinsäureidentität und am meisten bevorzugt wenigstens 95%, 96%, 97%, 98% oder 99% Sequenzidentität. 
„Identität", wie im Fachgebiet bekannt und hierin benutzt, ist ein Verhältnis zwischen zwei oder mehreren Ami-
nosäuresequenzen oder zwei oder mehreren Nukleinsäuresequenzen, das durch Vergleichen der Sequenzen 
bestimmt wird. Sie bezieht sich auch auf den Grad der Sequenzverwandtschaft zwischen Aminosäure- und Nu-
kleinsäuresequenzen, je nachdem, der durch Übereinstimmen kurzer Folgen solcher Sequenzen bestimmt 
wird. Identität und Ähnlichkeit sind gut bekannte Begriffe für den Fachmann und können durch herkömmliche 
Verfahren berechnet werden (z. B. siehe Computational Molecular Biology, Lesk, A. M. Hrsg., Oxford University 
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Press, New York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W. Hrsg., Academic Press, 
New York, 1993, Computer Analysis of Sequence Data, Teil I, Griffin A. M. und Griffin, H. G. Hrsg., Humana 
Press, New Jersey, 1994, Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987 und 
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. und Devereux, J. Hrsg. M. Stockton Press, New York, 1991, Carillo, 
H. und Lipman, D., SIAM J. Applied Math. 48: 1073, 1988). Verfahren, die so entworfen wurden, daß sie die 
größte Übereinstimmung zwischen den Sequenzen angeben, sind allgemein bevorzugt. Verfahren zur Bestim-
mung von Identität und Ähnlichkeit, sind in öffentlich zugänglichen Computerprogrammen codifiziert, ein-
schließlich des GCG-Programmpakets (Devereux, J. et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387, 1984), 
BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul, S. F. et al. J. Molec. Biol. 215: 403–410, 1990). Das BLAST X-Pro-
gramm ist öffentlich erhältlich vom NCBI und anderen Quellen (BLAST Manual, Altschul, S. et al. NCBI NLM 
NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul S. et al. J. Mol. Biol. 215: 403–410, 1990).

[0042] Isolierte Nukleinsäuremoleküle, die ein KLK15-Protein codieren und eine Sequenz aufweisen, welche 
von der Nukleinsäuresequenz nach der Erfindung aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes ab-
weicht, sind auch im Rahmen der Erfindung. Solche Nukleinsäuren codieren funktionell gleichwertige Proteine 
(z. B. ein KLK15-Protein), aber weichen in der Sequenz aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes 
von der Sequenz eines KLK15-Proteins ab. Als ein Beispiel können DNA-Sequenzpolymorphismen innerhalb 
der Nukleotidsequenz eines KLK15-Proteins zu stillen Mutationen führen, welche die Aminosäuresequenz 
nicht beeinflussen. Abweichungen in einem oder mehreren Nukleotiden können unter Individuen innerhalb ei-
ner Population aufgrund natürlicher allelischer Abweichungen vorliegen. Jede und alle dieser Nukleinsäureab-
weichungen sind im Rahmen der Erfindung. Es können auch DNA-Sequenzpolymorphismen auftreten, die zu 
Veränderungen in der Aminosäuresequenz eines KLK15-Proteins führen. Diese Aminosäurepolymorphismen 
sind auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung.

[0043] Ein isoliertes Nukleinsäuremolekül nach der Erfindung, welches DNA umfaßt, kann durch Herstellen 
einer auf der gesamten oder Teilen einer Nukleinsäuresequenz nach der Erfindung basierenden markierten 
Nukleinsäuresonde, isoliert werden. Die markierte Nukleinsäuresonde wird zum Durchmustern einer geeigne-
ten DNA-Bibliothek verwendet (z. B. eine cDNA oder eine genomische DNA-Bibliothek). Z. B. kann eine cD-
NA-Bibliothek verwendet werden, um durch Durchmustern der Bibliothek mit der markierten Sonde eine ein 
KLK15-Protein codierende cDNA unter Verwendung von Standardtechniken zu isolieren. Alternativ kann eine 
genomische DNA-Bibliothek in gleicher Weise zum Isolieren eines genomischen Klons, der ein ein KLK15-Pro-
tein codierendes Gen umfaßt, durchmustert werden. Nukleinsäuren, die durch Durchmustern einer cDNA oder 
genomischen DNA-Bibliothek isoliert werden, können durch Standardtechniken sequenziert werden.

[0044] Ein isoliertes Nukleinsäuremolekül nach der Erfindung, welches DNA ist, kann auch durch selektives 
Vervielfältigen einer ein KLK15-Protein codierenden Nukleinsäure unter Verwendung des Polymeraseketten-
reaktionsverfahrens (PCR) und cDNA oder genomischer DNA isoliert werden. Es ist möglich, synthetische Oli-
gonukleotidprimer aus der Nukleotidsequenz nach der Erfindung zur Verwendung in der PCR zu entwerfen. 
Eine Nukleinsäure kann aus cDNA oder genomischer DNA unter Verwendung dieser Oligonukleotidprimer und 
Standard-PCR-Vervielfältigungstechniken vervielfältigt werden. Die so verviefältigte Nukleinsäure kann in ei-
nen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. cDNA kann 
durch Isolieren der gesamten zellulären mRNA mit einer Vielzahl von Techniken, z. B. durch Verwendung des 
Guanidiniumthiocyanat-Extraktionsverfahrens von Chirgwin et al., Biochemistry, 18, 5294–5299 (1979) aus 
mRNA hergestellt werden. cDNA wird dann aus der mRNA unter Verwendung von reverser Transkriptase syn-
thetisiert (z. B. Moloney MLV reverse Transkriptase, erhältlich von Gibco/BRL, Bethesda, MD oder AMV re-
verse Transkriptase, erhältlich von Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL).

[0045] Ein isoliertes Nukleinsäuremolekül nach der Erfindung, welches RNA ist, kann durch Klonieren einer 
ein KLK15-Protein codierenden cDNA in einen geeigneten Vektor, der die Transkription der cDNA zur Herstel-
lung eines ein KLK15-Protein codierenden RNA-Moleküls ermöglicht, isoliert werden. Z. B. kann eine cDNA 
stromabwärts eines Bakteriophagenpromotors (z. B. ein T7-Promotor) in einen Vektor kloniert werden, cDNA 
in vitro mit T7-Polymerase transkribiert werden und die sich ergebende RNA durch herkömmliche Techniken 
isoliert werden.

[0046] Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung können unter Verwendung von Standardtechniken che-
misch synthetisiert werden. Verfahren zum chemischen Synthetisieren von Polydeoxynukleotiden, einschließ-
lich aber nicht begrenzt auf Festphasensynthese, welche wie die Peptidsynthese in handelsüblichen DNA-Syn-
thesegeräten voll automatisiert wurde, sind bekannt (siehe z. B. Itakura et al. U.S. Patent Nr. 4,598,049, Ca-
ruthers et al. U.S. Patent Nr. 4,458,066 und Itakura U.S. Patent Nr. 4,401,796 und 4,373,071).
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[0047] Feststellen, ob ein bestimmtes Nukleinsäuremolekül ein KLK15-Protein codiert, kann durch Expressi-
on der cDNA in einer geeigneten Wirtszelle mit Standardtechniken und Überprüfen des exprimierten Proteins 
mit den hierin beschriebenen Verfahren erreicht werden. Eine ein KLK15-Protein codierende cDNA kann durch 
Standardtechniken, wie Dideoxynukleotid-Kettenabbruch oder chemisches Sequenzieren nach Maxam-Gil-
bert, zur Bestimmung der Nukleinsäuresequenz und der vorhergesagten Aminosäuresequenz des codierten 
Proteins sequenziert werden.

[0048] Das Initiationscodon und nicht translatierte Sequenzen eines KLK15-Proteins können durch Verwen-
den von Computerprogrammen, die für diesen Zweck entwickelt wurden, wie PC/Gene (IntelliGenetics Inc., 
Calif.), bestimmt werden. Die Intron-Exon-Struktur und die Transkriptionsregulationssequenzen eines ein 
KLK15-Protein codierenden Gens können durch die Verwendung eines ein KLK15-Protein codierenden Nuk-
leinsäuremoleküls nach der Erfindung zum Sondieren einer genomischen DNA-Klon-Bibliothek bestätigt wer-
den. Regulatorische Elemente können durch die Verwendung von Standardtechniken identifiziert werden. Die 
Funktion der Elemente kann durch die Verwendung dieser Elemente zur Expression eines Reportergens, wie 
das lacZ-Gen, das funktionsfähig mit den Elementen verbunden wird, bestätigt werden. Diese Konstrukte kön-
nen unter Verwendung herkömmlicher Verfahren in Kulturzellen oder in nicht humane, transgene Tiermodelle 
eingebracht werden. Zusätzlich zur Identifizierung regulatorischer Elemente in DNA können solche Konstrukte 
auch zum Identifizieren von Kernproteinen, die mit den Elementen wechselwirken, unter Verwendung im Fach-
gebiet bekannter Techniken verwendet werden.

[0049] In einer besonderen Ausführungsform der Erfindung sind die unter Verwendung der hierin beschriebe-
nen Verfahren isolierten Nukleinsäuremoleküle mutante KLK15-Genallele. Die mutanten Allele können aus In-
dividuen isoliert werden, von denen bekannt ist oder vermutet wird, daß sie einen Genotyp haben, der zu den 
Symptomen einer Erkrankung beiträgt, an der ein KLK15-Protein beteiligt ist. Mutante Allele und Produkte aus 
mutanten Allelen können in den hierin beschriebenen therapeutischen und diagnostischen Verfahren ange-
wendet werden. Z. B. kann eine cDNA eines mutanten KLK15-Gens unter Verwendung von PCR, wie hierin 
beschrieben, isoliert werden und die DNA-Sequenz des mutanten Allels mit dem normalen Allel zur Bestäti-
gung der für den Verlust oder die Veränderung der Funktion des mutanten Genprodukts verantwortlichen Mu-
tationen) verglichen werden. Eine genomische Bibliothek kann auch unter Verwendung von DNA eines Indivi-
duums, von dem angenommen wird oder bekannt ist, daß es ein mutantes Allel trägt, hergestellt werden oder 
eine cDNA-Bibliothek kann aus RNA aus Gewebe, von dem bekannt ist oder angenommen wird, ein mutantes 
Allel zu exprimieren, hergestellt werden. Eine ein normales KLK15-Gen codierende Nukleinsäure oder ir-
gendein geeignetes Fragment davon kann dann markiert und als Sonde zum Identifizieren der korrespondie-
renden mutanten Allele in solchen Bibliotheken verwendet werden. Klone, die mutante Sequenzen enthalten, 
können aufgereinigt und einer Sequenzanalyse unterzogen werden. Zusätzlich kann eine Expressionsbiblio-
thek unter Verwendung von cDNA aus RNA, die aus einem Gewebe eines Individuums isoliert wurde, von dem 
die Expression eines mutanten KLK15-Allels bekannt ist oder angenommen wird, hergestellt werden. Durch 
das mutmaßlich mutante Gewebe hergestellte Genprodukte, können, z. B. unter Verwendung von KLK15-pro-
teinspezifischen Antikörpern wie hierin beschrieben, exprimiert und durchmustert werden. Unter Verwendung 
der Antikörper identifizierte Klone der Bibliothek können aufgereinigt und einer Sequenzanalyse unterzogen 
werden.

[0050] Die Sequenz eines Nukleinsäuremoleküls nach der Erfindung oder eines Fragments des Moleküls 
kann relativ zu ihrer normalen Anordnung bei der Transkription zur Herstellung von Antisense-Nukleinsäure-
molekülen umgedreht werden. Ein Antisense-Nukleinsäuremolekül kann unter Verwendung chemischer Syn-
these und enzymatischer Ligationsreaktionen unter Verwendung von im Fachgebiet bekannter Vorgehenswei-
sen erstellt werden.

2. Proteine nach der Erfindung

[0051] Eine Aminosäuresequenz eines KLK15-Proteins besteht aus einer Sequenz wie in SEQ. ID. NO. 6, 7, 
8 oder 9 gezeigt. Das Protein wird hauptsächlich in der Schilddrüse exprimiert und geringerem Ausmaß in der 
Prostata, Speicheldrüse und Nebenniere, Dickdarm, Hoden und Niere.

[0052] Die Erfindung zieht auch Isoformen der Proteine nach der Erfindung in Erwägung. Eine Isoform enthält 
die gleiche Anzahl und Arten an Aminosäuren wie ein Protein nach der Erfindung, aber die Isoform hat eine 
andere molekulare Struktur. Isoformen, die von der vorliegenden Erfindung in Erwägung gezogen werden, ha-
ben bevorzugt die gleichen Eigenschaften wie ein Protein nach der Erfindung, wie hierin beschrieben.

[0053] Die vorliegende Erfindung schließt auch KLK15-Proteine ein, die mit einem ausgewählten Protein oder 
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Markerprotein (siehe unten) zur Herstellung von Fusionsproteinen konjugiert sind.

[0054] Ein KLK15-Protein nach der Erfindung kann durch Verwendung rekombinanter DNA-Verfahren herge-
stellt werden. Dementsprechend können die Nukleinsäuremoleküle nach der vorliegenden Erfindung mit einer 
ein KLK15-Protein nach der Erfindung codierenden Sequenz in bekannter Art in einen geeigneten Expressi-
onsvektor eingefügt werden, der eine gute Expression des Proteins gewährleistet. Mögliche Expressionsvek-
toren enthalten aber sind nicht beschränkt auf Cosmide, Plasmide oder modifizierte Viren (z. B. replikations-
deffiziente Retroviren, Adenoviren und adenoassoziierte Viren), soweit der Vektor mit der verwendeten Wirts-
zelle kompatibel ist.

[0055] Die Erfindung zieht daher einen rekombinanten Expressionsvektor nach der Erfindung in Erwägung, 
welcher ein Nukleinsäuremolekül nach der Erfindung und die notwendigen regulatorischen Sequenzen für die 
Transkription und Translation der eingefügten Proteinsequenz enthält. Geeignete regulatorische Sequenzen 
können von einer Vielzahl von Quellen, einschließlich bakterieller, Pilz-, viraler, Säuger- oder Insektengenen 
erhalten werden [siehe z. B. die regulatorischen Sequenzen, die in Goeddel, Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)] beschrieben sind. Die Wahl geeigneter 
regulatorischer Sequenzen hängt von der gewählten Wirtszelle, wie unten diskutiert, ab und kann von einem 
Fachmann leicht bewältigt werden. Die notwendigen regulatorischen Sequenzen können durch das native 
KLK15-Protein und/oder dessen flankierende Bereiche bereitgestellt werden.

[0056] Die Erfindung stellt weiter einen rekombinanten Expressionsvektor zur Verfügung, der ein DNA-Nuk-
leinsäuremolekül nach der Erfindung, das in Antisense-Richtung in den Expressionsvektor kloniert ist, umfaßt. 
D. h., das DNA-Molekül ist derart an eine regulatorische Sequenz gebunden, daß durch Transkription des 
DNA-Moleküls eine Expression eines RNA-Moleküls ermöglicht wird, das gegensinnig zu der Nukleinsäurese-
quenz eines Proteins nach der Erfindung oder eines Fragments davon ist. Es können mit der Antisense-Nuk-
leinsäure verbundene regulatorische Sequenzen gewählt werden, die zu einer kontinuierlichen Expression des 
Antisense-RNA-Moleküls in einer Vielzahl von Zellarten führen, beispielsweise ein viraler Promotor und/oder 
Verstärker, oder es können regulatorische Sequenz gewählt werden, die zu einer Zellart-spezifischen Expres-
sion von Antisense-RNA führen.

[0057] Die rekombinanten Expressionsvektoren nach der Erfindung können auch ein Markergen enthalten, 
das die Selektion von mit einem rekombinanten Molekül nach der Erfindung transformierten oder transfizierten 
Wirtszellen vereinfacht. Beispiele für Markergene sind Gene, die ein Protein wie G418 und Hygromyzin codie-
ren, die eine Resistenz gegen bestimmte Arzneimittel verleihen, β-Galaktosidase, Chloramphenikolacetyl-
transferase, Leuchtkäferluziferase oder ein Immunglobulin oder ein Teil davon, wie der Fc-Teil eines Immun-
globulins, bevorzugt IgG. Die Marker können auf einem von der interessierenden Nukleinsäure getrennten 
Vektor eingebracht werden.

[0058] Die rekombinanten Expressionsvektoren können auch Gene enthalten, die einen Fusionsanteil codie-
ren, der eine verstärkte Expression des rekombinanten Proteins, bessere Löslichkeit des rekombinanten Pro-
teins und Hilfe bei der Aufreinigung des rekombinanten Zielproteins durch Fungieren als ein Ligand bei der Af-
finitätsaufreinigung zur Verfügung stellt. Z. B. kann eine proteolytische Spaltstelle zum Ermöglichen der Ab-
trennung des rekombinanten Proteins von dem Fusionsanteil im Anschluß an die Aufreinigung des Fusions-
proteins an das rekombinante Zielprotein angefügt werden. Typische Fusionsexpressionsvektoren enthalten 
pGEX (Amrad Corp., Melbourne, Australien), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT5 (Pharma-
cia, Piscataway, NJ), die jeweils Glutathion-S-transferase (GST), Maltose E-bindendes Protein oder Protein A 
mit dem rekombinanten Protein fusionieren.

[0059] Die rekombinanten Expressionsvektoren können zum Herstellen einer transformierten Wirtszelle in 
Wirtszellen eingebracht werden. „Transformierte Wirtszellen" umfassen Wirtszellen, die mit einem rekombi-
nanten Expressionsvektor nach der Erfindung transformiert oder transfiziert wurden. Die Begriffe „transformiert 
mit", „transfiziert mit", „Transformation" und „Transfektion" umfassen das Einbringen einer Nukleinsäure (z. B. 
eines Vektors) in eine Zelle durch eine von vielen Standardtechniken. Prokaryotische Zellen können beispiels-
weise durch Elektroporation oder Calciumchlorid vermittelte Transformation mit einer Nukleinsäure transfor-
miert werden. Eine Nukleinsäure kann in Säugerzellen mittels herkömmlicher Techniken, wie Calciumphos-
phat- oder Calciumchlorid-Mitfällung, DEAE-Dextran-vermittelte Transfektion, Lipofektion, Elektroporation 
oder Mikroinjektion eingebracht werden. Geeignete Methoden zur Transformation und Transfektion von Wirts-
zellen können in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor 
LaboratoryPress (1989)) und anderen Laborleitfäden gefunden werden.
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[0060] Geeignete Wirtszellen schließen eine große Vielfalt an prokaryotischen und eukaryotischen Wirtszel-
len ein. Z. B. können die Proteine nach der Erfindung in Bakterienzellen wie E. coli, Insektenzellen (unter Ver-
wendung von Baculovirus), Hefezellen oder Säugerzellen exprimiert werden. Andere geeignete Wirtszellen 
können in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 
CA (1991) gefunden werden.

[0061] Es kann auch eine Wirtszelle gewählt werden, die die Expression einer eingefügten Nukleinsäurese-
quenz moduliert oder das Protein in gewünschter Art modifiziert (z. B. Glykosylierung oder Phosphorylierung) 
und prozessiert (z. B. Spaltungen). Es können Wirtssysteme oder -zellinien gewählt werden, die spezifische 
und charakteristische Mechanismen zur posttranslationalen Prozessierung und Modifizierung von Proteinen 
haben. Z. B. können eukaryotische Wirtszellen einschließlich CHO, VERO, BHK, HeLA, COS, MDCK, 293, 3T3 
und WI38 verwendet werden. Für eine langfristige stabile Expression des Proteins mit hoher Ausbeute können 
Zellinien und Wirtssysteme, die das Genprodukt stabil exprimieren, konstruiert werden.

[0062] Wirtszellen und insbesondere Zellinien, die unter Verwendung der hierin beschriebenen Verfahren her-
gestellt wurden, können bei der Durchmusterung und Auswertung von Verbindungen, die die Aktivität eines 
KLK15-Proteins modulieren, besonders geeignet sein.

[0063] Die Proteine nach der Erfindung können auch in nicht humanen, transgenen Tieren exprimiert werden, 
einschließlich, aber nicht begrenzt auf Mäuse, Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, Minischweine, Ziegen, 
Schafe, Schweine, nicht humane Primaten (z. B. Paviane, Affen und Schimpansen) [siehe Hammer et al. (Na-
ture 315: 680–683, 1985), Palmiter et al. (Science 222: 809–814, 1983), Brinster et al. (Proc Natl. Acad. Sci. 
USA 82: 44384442, 1985), Palmiter und Brinster (Cell. 41: 343–345, 1985) und U.S. Patent Nr. 4,736,866)]. Im 
Fachgebiet bekannte Verfahren können zum Einbringen eines ein KLK15-Protein codierenden Nukleinsäure-
moleküls nach der Erfindung zur Herstellung von Gründerlinien von transgenen Tieren verwendet werden. Sol-
che Verfahren schließen Mikroinjektion in den Vorkern, durch Retroviren vermittelter Gentransfer in Keimlinien, 
Gen-Targeting in embryonischen Stammzellen, Elektroporation von Embryonen und Sperma-vermittelten Gen-
transfer ein.

[0064] Die vorliegende Erfindung zieht ein transgenes Tiere in Erwägung, das in all seinen Zellen das 
KLK15-Gen trägt, und Tiere, die das Transgen in einigen, aber nicht allen ihren Zellen tragen. Das Transgen 
kann als einzelnes Transgen oder in Konkatemeren integriert werden. Das Transgen kann selektiv in spezifi-
sche Zellarten eingebracht und aktiviert werden (siehe z. B. Lasko et al., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 
6236). Das Transgen kann an der chromosomalen Stelle des endogenen Gens durch Gen-Targeting eingefügt 
werden. Das Transgen kann selektiv in eine spezielle Zellarten eingebracht werden, wobei das endogene Gen 
in dieser Zellart inaktiviert wird (siehe Gu et al. Science 265: 103–106).

[0065] Die Expression eines rekombinanten KLK15-Proteins in einem transgenen Tier kann unter Verwen-
dung von Standardtechniken untersucht werden. Eine erste Durchmusterung zur Untersuchung, ob das Trans-
gen eingefügt wurde, kann durch Southern Blot-Untersuchung oder PCR-Verfahren durchgeführt werden. Das 
Niveau der mRNA-Expression in Geweben von transgenen Tieren kann auch durch Verwenden von Techniken 
einschließlich Northern Blot-Untersuchung von Gewebeproben, in situ-Hybridisierung und RT-PCR ermittelt 
werden. Gewebe kann auch unter Verwendung von Antikörpern gegen KLK15-Protein immunozytochemisch 
ausgewertet werden.

[0066] Proteine nach der Erfindung können auch durch chemische Synthese unter Verwendung von in der 
Proteinchemie wohlbekannter Techniken wie Festphasensynthese (Merrifield, 1964, J. Am. Chem. Assoc. 85: 
2149–2154) oder Synthese in homogenen Lösungen (Houbenweyl, 1987, Methods of Organic Chemistry, 
Hrsg. E. Wansch, Band 15 I und II, Thieme, Stuttgart) hergestellt werden.

[0067] N-terminate oder C-terminale Fusionsproteine, die ein KLK15-Protein nach der Erfindung konjugiert 
mit anderen Molekülen, wie Proteine, umfassen, können durch Fusionieren des N-Terminus oder C-Terminus 
eines KLK15-Proteins und der Sequenz eines ausgewählten Proteins oder Markerproteins mit einer ge-
wünschten biologischen Funktion durch rekombinante Techniken hergestellt werden. Die sich ergebenden Fu-
sionsproteine enthalten ein KLK15-Protein, das mit dem ausgewählten Protein oder Markerprotein, wie hierin 
beschrieben, fusioniert ist. Beispiele für Proteine, die zur Herstellung von Fusionsproteinen verwendet werden 
können, umfassen Immunglobuline, Glutathion-S-transferase (GST), Hämagglutinin (HA) und trunkiertes myc.
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3. Antikörper

[0068] KLK15-Proteine nach der Erfindung können zur Herstellung von für die Proteine spezifischen Antikör-
pern verwendet werden. Es können Antikörper hergestellt werden, die an ein spezifisches Epitop in einem 
nicht-konservierten Bereich des Proteins binden. Ein nicht-konservierter Bereich eines Proteins ist einer, der 
keine wesentliche Sequenzhomologie zu anderen Proteinen hat. Ein Bereich aus einem konservierten Bereich, 
wie eine gut charakterisierte Domäne, kann auch zur Herstellung eines Antikörpers gegen einen konservierten 
Bereich eines KLK15-Proteins verwendet werden. Antikörper mit Spezifität für ein KLK15-Protein können auch 
aus Fusionsproteinen, die durch das Exprimieren von Fusionsproteinen in Bakterien, wie hierin beschrieben, 
geschaffen wurden, gezüchtet werden.

[0069] Die Erfindung kann ganze monoklonale oder polyklonale Antikörper und immunologisch aktive Frag-
mente (z. B. ein Fab, (Fab)2-Fragment oder Fab-Fragmente aus einer Expressionsbibliothek und Epitop-bin-
dende Fragmente davon), eine schwere Kette eines Antikörpers und eine leichte Kette eines Antikörpers, ein 
genetisch konstruiertes einzelkettiges Fv-Molekül (Ladner et al., U.S. Pat. Nr. 4,946,778), humanisierten Anti-
körper oder einen chimerischen Antikörper, z. B. ein Antikörper, der die Bindungsspezifität eines Mausantikör-
pers enthält, aber bei dem die verbleibenden Teile menschlichen Ursprungs sind, verwenden. Antikörper ein-
schließlich monoklonaler und polyklonaler Antikörper, Fragmenten und Chimeren können durch dem Fach-
mann bekannte Verfahren hergestellt werden.

4. Anwendungen der Nukleinsäuremoleküle, KLK15-Proteine und Antikörper nach der Erfindung

[0070] Die Nukleinsäuremoleküle, KLK15-Proteine und Antikörper nach der Erfindung können bei der prog-
nostischen und diagnostischen Bewertung von Erkrankungen, bei denen ein KLK15-Protein beteiligt ist (z. B. 
Krebs oder Schilddrüsenerkrankungen), und der Identifizierung von Subjekten mit einer Veranlagung für sol-
che Erkrankungen (Abschnitt 4.1.1 und 4.1.2) verwendet werden.

[0071] Die vorliegende Erfindung stellt ein Testkit zur Diagnose eines Zustandes, der mit einem Protein nach 
der Erfindung in Verbindung steht, durch Bestimmen der Anwesenheit eines Nukleinsäuremoleküls oder eines 
Proteins nach der Erfindung zur Verfügung. Das Testkit kann in einem Verfahren zum Detektieren der Expres-
sion des Krebsmarkers KLK15 in einem Patienten verwendet werden, welches folgendes umfaßt: 

(a) Nehmen einer von einem Patienten stammenden Probe und
(b) Detektieren einer KLK15 codierenden Nukleinsäuresequenz oder eines durch eine KLK15-Nukleinsäu-
resequenz codierten Proteinprodukts in der Probe.

[0072] Die Nukleinsäuremoleküle, KLK15-Proteine und Antikörper nach der Erfindung können in der Diagno-
se und Stadieneinteilung von Krebs, insbesondere Prostatakrebs, verwendet werden. Erhöhte Niveaus an 
KLK15-Proteinen werden mit aggressiveren Formen von Prostatakrebs in Verbindung gebracht und können 
ein Hinweis auf eine schlechte Prognose sein.

[0073] Verfahren zum Detektieren von Nukleinsäuremolekülen und KLK15-Proteinen nach der Erfindung kön-
nen zum Überwachen von Erkrankungen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, durch Detektieren von 
KLK15-Proteinen und KLK15-Proteine codierenden Nukleinsäuremolekülen verwendet werden. Die Anwen-
dungen der vorliegenden Erfindung schließen auch Verfahren zur Identifizierung von Verbindungen ein, die die 
biologische Aktivität von KLK15-Proteinen modulieren (Abschnitt 4.2). Die Verbindungen, Antikörper, etc. kön-
nen zur Behandlung von Erkrankungen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, verwendet werden (Abschnitt 
4.3). Für einen Fachmann wäre es auch ersichtlich, daß die hierin beschriebenen Verfahren zum Untersuchen 
der Expression von KLK15-Proteinen bei der Entwicklung verwendet werden können und demzufolge weitere 
Kenntnisse bezüglich der Rolle von KLK15-Proteinen zur Verfügung stellen werden.

4.1 Diagnostische Verfahren

[0074] Eine Vielzahl von Verfahren kann zur diagnostischen und prognostischen Bewertung von Erkrankun-
gen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, und zur Identifizierung von Subjekten mit einer Veranlagung für 
solche Erkrankungen verwendet werden. Solche Verfahren können z. B. Nukleinsäuremoleküle nach der Er-
findung und Fragmente davon und Antikörper gegen KLK15-Proteine, einschließlich Peptidfragmenten, ver-
wenden. Insbesondere die Nukleinsäuren und Antikörper können verwendet werden, z. B. für: (1) die Detektion 
des Vorhandenseins von KLK15-Mutationen oder die Detektion von entweder einer Über- oder Unterexpressi-
on von KLK15-mRNA im Vergleich zu einem nicht erkrankten Stadium oder die qualitative oder quantitative 
Detektion von alternativen Spleißformen von KLK15-Transkripten, die mit gewissen Zuständen oder der Emp-
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fänglichkeit gegenüber solchen Zuständen zusammentreffen können, und (2) die Detektion von entweder einer 
zu großen oder einer zu kleinen Menge von KLK15-Proteinen im Vergleich zu einem nicht erkrankten Stadium 
oder das Vorhandensein eines modifizierten KLK15-Proteins (z. B. weniger als die gesamte Länge), welches 
mit einem Erkrankungsstadium oder einem Voranschreiten in Richtung eines Erkrankungsstadiums zusam-
mentrifft.

[0075] Die hierin beschriebenen Methoden können zum Bewerten der Wahrscheinlichkeit des Vorhan-
denseins von malignen oder prämalignen Zellen, z. B. in einer Gruppe von aus dem Wirt frisch entnommenen 
Zellen, verwendet werden. Solche Verfahren können zum Detektieren von Tumoren, Quantifizieren ihres 
Wachstums verwendet werden und helfen bei der Diagnose und Prognose von Krankheiten. Die Verfahren 
können zum Detektieren des Vorhandenseins von Krebsmetastasen sowie zum Bestätigen der Abwesenheit 
oder der Entfernung des gesamten Tumorgewebes infolge einer Operation, Chemotherapie bei Krebs 
und/oder Strahlentherapie verwendet werden. Sie können weiter zum Überwachen einer Chemotherapie bei 
Krebs und des Wiedererscheinens eines Tumors verwendet werden.

[0076] Die hierin beschriebenen Verfahren können durch Verwendung von zusammengestellten Diagnosekits 
durchgeführt werden, die wenigstens eine hierin beschriebene spezifische KLK15-Nukleinsäure oder Antikör-
per enthalten, die herkömmlich eingesetzt werden können, z. B. in klinischen Einrichtungen zur Durchmuste-
rung und Diagnose von Patienten und zur Durchmusterung und Identifizierung der Individuen, die eine Veran-
lagung zur Entwicklung einer Erkrankung aufweisen.

[0077] Auf Nukleinsäure basierende Techniken sind unten in Abschnitt 4.1.1 beschrieben. Techniken zur De-
tektion von Peptiden sind unten in Abschnitt 4.1.2 beschrieben. Die Proben, die unter Verwendung der Verfah-
ren nach der Erfindung analysiert werden können, schließen solche ein, von denen bekannt ist oder angenom-
men wird, daß sie KLK15 exprimieren oder KLK15-Proteine enthalten. Die Proben können von einem Patien-
ten oder einer Zellkultur stammen und schließen ein aber sind nicht begrenzt auf biologische Flüssigkeiten, 
Gewebeextrakte, frisch geerntete Zellen und Lysate von Zellen, die in Zellkulturen inkubiert wurden.

[0078] Oligonukleotide oder längere Fragmente, die von irgendeinem der Nukleinsäuremoleküle nach der Er-
findung erhalten wurden, können als Ziel in einer Mikroanordnung verwendet werden. Die Mikroanordnung 
kann zum gleichzeitigen Überwachen der Expressionsniveaus einer großen Anzahl von Genen verwendet wer-
den und zum Identifizieren genetischer Abweichungen, Mutationen und Polymorphismen. Die Information aus 
der Mikroanordnung kann zur Bestimmung der Genfunktion, zum Verständnis der genetischen Grundlage ei-
ner Erkrankung, zur Diagnose einer Erkrankung und zur Entwicklung und Überwachung der Aktivität eines the-
rapeutischen Mittels verwendet werden.

[0079] Die Herstellung, Verwendung und Analyse von Mikroanordnungen sind einem Fachmann wohlbekannt 
(siehe z. B. Brennan, T. M. et al. (1995) U.S. Pat. Nr. 5,474,796, Schena, et al. 81996) Proc. Natl. Acad. Sci. 
93: 10614–10619, Baldeschweiler et al. (1995), PCT Anmeldung WO 95/251116, Shalom, D. et al. (1995) PCT 
Anmeldung WO 95/355505, Heller, R. A. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 2150–2155 und Heller, M. J. 
et al. (1997) U.S. Pat. Nr. 5,605,662).

4.1.1 Verfahren zum Detektieren von Nukleinsäuremolekülen nach der Erfindung

[0080] Die Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung ermöglichen dem Fachmann, Nukleotidsonden zur Ver-
wendung bei der Detektion von Nukleinsäuresequenzen nach der Erfindung in Proben zu erstellen. Geeignete 
Sonden schließen Nukleinsäuremoleküle ein, die auf Nukleinsäuresequenzen basieren, die wenigstens 5 auf-
einanderfolgende Aminosäuren aus Bereichen des KLK15-Proteins codieren, bevorzugt umfassen sie 15 bis 
30 Nukleotide (siehe SEQ. ID. NOs. 47–50). Eine Nukleotidsonde kann mit einer detektierbaren Substanz, wie 
einer radioaktiven Markierung, die ein geeignetes Signal zur Verfügung stellt und eine ausreichende Halb-
wertszeit hat, wie 32P, 3H, 14C oder dergleichen, markiert sein. Andere detektierbare Substanzen, welche ver-
wendet werden können, schließen Antigene, die durch einen spezifisch markierten Antikörper erkannt werden, 
fluoreszierende Verbindungen, Enzyme, für ein markiertes Antigen spezifische Antikörper und lumineszieren-
de Verbindungen ein. Eine geeignete Markierung kann unter Berücksichtigung der Geschwindigkeit der Hyb-
ridisierung und der Bindung der Sonde an das zu detektierende Nukleotid und die für die Hybridisierung zur 
Verfügung stehende Menge an Nukleotid ausgewählt werden. Markierte Sonden können auf festem Unter-
grund, wie Nitrozellulosefilter oder Nylonmembranen, wie allgemein in Sambrook et al. 1989, Molecular Clo-
ning, A Laboratory Manual (2. Aufl.) beschrieben, auf Nukleinsäuren hybridisiert werden. Die Nukleinsäureson-
den können zum Detektieren von KLK15-Proteine codierenden Gene, bevorzugt in humanen Zellen, verwen-
det werden. Die Nukleotidsonden können auch bei der Diagnose von Erkrankungen, an denen ein KLK15-Pro-
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tein beteiligt ist, beim Überwachen des Voranschreitens solcher Erkrankungen oder Überwachen einer thera-
peutischen Behandlung geeignet sein.

[0081] Die Sonde kann bei Hybridisierungstechniken zum Detektieren von KLK15-Proteine codierenden Ge-
nen verwendet werden. Die Technik umfaßt im allgemeinen das Inkontaktbringen und Inkubieren von Nuklein-
säuren (z. B. rekombinanten DNA-Molekülen, klonierten Genen), die von einer Probe von einem Patienten 
oder einer anderen Zellquelle erhalten wurden, mit einer Sonde nach der vorliegenden Erfindung unter Bedin-
gungen, die für das spezifische Doppelstrangbilden der Sonden mit komplementären Sequenzen in den Nuk-
leinsäuren günstigen sind. Nach der Inkubation werden die Nukleinsäuren, die keinen Doppelstrang gebildet 
haben, entfernt und das Vorhandensein von Nukleinsäuren, die an die Sonde hybridisiert wurden, wird sofern 
vorhanden detektiert.

[0082] Die Detektion von Nukleinsäuremolekülen nach der Erfindung kann die Vervielfältigung von spezifi-
schen Gensequenzen unter Verwendung eines Vervielfältigungsverfahrens, wie PCR, gefolgt von der Analyse 
der vervielfältigten Moleküle unter Verwendung von dem Fachmann bekannten Techniken, einbeziehen. Ge-
eignete Primer können durch einen Fachmann routinemäßig erstellt werden.

[0083] Genomische DNA kann bei Hybridisierungs- oder Amplifizierungsuntersuchungen von biologischen 
Proben zum Detektieren von mit der KLK15-Struktur verbundenen Abnormalitäten, einschließlich Punktmuta-
tionen, Insertionen, Deletionen und chromosomalen Umordnungen, verwendet werden. Z. B. können direktes 
Sequenzieren, Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Untersuchungen, Heteroduplexuntersuchungen, 
denaturierende Gradientengelelektrophorese, chemische Spaltung von Fehlpaarungen und Oliognukleotidhy-
bridisierung verwendet werden.

[0084] Dem Fachmann bekannte Genotypisierungstechniken können zur Typisierung von Polymorphismen, 
die in enger Nachbarschaft zu den Mutationen in einem klk15-Gen sind, verwendet werden. Die Polymorphis-
men können zur Identifizierung von Individuen in Familien, die wahrscheinlich eine Mutation tragen, verwendet 
werden. Sofern ein Polymorphismus ein Kopplungsungleichgewicht mit Mutationen in einem KLK15-Gen auf-
weist, kann er auch zum Durchmustern von Individuen der allgemeinen Population, die wahrscheinlich Muta-
tionen tragen, verwendet werden. Polymorphismen, die verwendet werden können, schließen Restriktionsfrag-
ment-Längenpolymorphismen (RFLPs), Einzelbasenpolymorphismen und einfache Sequenzwiederholungs-
polymorphismen (SSLPs) ein.

[0085] Eine Sonde nach der Erfindung kann zum direkten Identifizieren von RFLPs verwendet werden. Eine 
Sonde oder Primer nach der Erfindung kann zusätzlich zur Isolierung genomischer Klone, wie YACs, BACs, 
PACs, Cosmiden, Phagen oder Plasmiden verwendet werden. Die DNA in den Klonen kann unter Verwendung 
von Hybridisierungs- oder Sequenzierungsverfahren auf SSLPs durchmustert werden.

[0086] Die hierin beschriebenen Hybridisierungs- und Vervielfältigungstechniken können zum Untersuchen 
qualitativer und quantitativer Gesichtspunkte der klk15-Expression verwendet werden. Z. B. kann RNA aus ei-
ner Zellart oder einem Gewebe, von dem bekannt ist, daß es klk15 exprimiert, isoliert werden und unter Ver-
wendung der hierin genannten Hybridisierungs- (z. B. Standard-Northern-Untersuchungen) oder PCR-Techni-
ken untersucht werden. Die Techniken können zum Detektieren von Unterschieden in der Größe des Trans-
kripts verwendet werden, die auf normales oder abnormales alternatives Spleißen zurückzuführen sein kön-
nen. Die Techniken können zum Detektieren quantitativer Unterschiede zwischen den Niveaus der Transkripte 
mit voller Länge und/oder alternativ gespleißten Transkripte verwendet werden, die in normalen Individuen im 
Vergleich solchen Individuen, die Symptome einer Erkrankung zeigen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt 
ist, detektiert werden.

[0087] Die Primer und Sonden können in den oben beschriebenen Verfahren in situ, d.h. direkt auf Gewebe-
schnitten (fixiert und/oder gefroren) von aus Biopsien oder Teilentfernungen erhaltenem Patientengewebe, ver-
wendet werden.

4.1.2 Verfahren zum Detektieren von KLK15-Proteinen

[0088] Spezifisch mit einem KLK15-Protein reaktive Antikörper oder Derivate, wie Enzymkonjugate oder mar-
kierte Derivate, können zum Detektieren von KLK15-Proteinen in zahlreichen Proben (z. B. biologischen Ma-
terialien) verwendet werden. Sie können als diagnostische oder prognostische Reagenzien verwendet werden 
und sie können zum Detektieren von Abnormitäten im Niveau der KLK15-Proteinexpression oder Abnormitäten 
in der Struktur und/oder zeitlichen, Gewebe-, zellulären oder subzellulären Lokalisation eines KLK15-Proteins 
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verwendet werden. Antikörper können auch zur Durchmusterung möglicher therapeutischer Verbindungen in 
vitro zur Bestimmung Ihrer Auswirkungen auf Erkrankungen, an denen ein KLK15-Protein beteiligt ist, und an-
deren Zuständen verwendet werden. In vitro-Immununtersuchungen können auch zur Beurteilung und Über-
wachung der Effizienz bestimmter Therapien verwendet werden. Die Antikörper nach der Erfindung können 
auch in vitro zur Bestimmung der Menge der KLK15-Expression in genetisch zur Herstellung eines KLK15-Pro-
teins konstruierten Zellen verwendet werden.

[0089] Die Antikörper können in jeder bekannter Immununtersuchung, die auf der Bindungswechselwirkung 
zwischen einer Antigendeterminanten eines KLK15-Proteins und den Antikörpern beruht, verwendet werden. 
Beispiele für solche Untersuchungen sind Radioimmununtersuchungen, Enzymimmununtersuchungen (z. B. 
ELISA), Immunofluoreszenz, Immunopräzipitation, Latexagglutination, Hämagglutination und histochemische 
Tests. Die Antikörper können zum Detektieren und Quantifizieren von KLK15-Proteinen in einer Probe verwen-
det werden, um dessen Rolle in bestimmten zellulären Vorgängen oder pathologischen Stadien zu bestimmen 
und zum Diagnostizieren und Behandeln solcher pathologischer Stadien.

[0090] Insbesondere können die Antikörper nach der Erfindung in immunohistochemischen Untersuchungen, 
z. B. auf zellulärer und subzellulärer Ebene, zur Detektion eines KLK15-Proteins, zu dessen Lokalisation auf 
bestimmte Zellen und Gewebe und auf spezifische subzelluläre Orte und zur Quantifizierung der Expressions-
niveaus, verwendet werden.

[0091] Im Fachgebiet bekannte zytochemische Techniken zum Lokalisieren von Antigenen unter Verwendung 
von Licht- und Elektronenmikroskopie können zur Detektion eines KLK15-Proteins verwendet werden. Allge-
mein kann ein Antikörper nach der Erfindung mit einer detektierbaren Substanz markiert werden und ein mit 
KLK15 verwandtes Protein kann in Geweben und Zellen basierend auf der Anwesenheit der detektierbaren 
Substanz lokalisiert werden: Beispiele für detektierbare Substanzen enthalten, aber sind nicht beschränkt auf 
die folgenden: Radioisotope (z. B. 3H, 14C, 35S, 125I, 131I), fluoreszierende Markierungen (z. B. FITC, Rhodamin, 
seltene Erden-Phosphore), lumineszente Markierungen, wie Luminol, enzymatische Markierungen (z. B. Meer-
rettichperoxidase, β-Galaktosidase, Luziferase, alkalische Phosphatase, Acetylcholinesterase), Biotinylgrup-
pen (die durch markiertes Avidin detektiert werden können, z. B. Streptavidin, das einen fluoreszierenden Mar-
ker oder eine enzymatische Aktivität aufweist, die durch optische oder kalorimetrische Verfahren detektiert 
werden kann), vorherbestimmte Polypeptidepitope, die durch einen sekundären Reporter erkannt werden (z. 
B. Leuzin-Reißverschlußpaarsequenzen, Bindungsstellen für Sekundärantikörper, metallbindende Bereiche, 
Epitoptags). In manchen Ausführungsformen sind die Markierungen mit Abstandshalterarmen mit variablen 
Längen zum Reduzieren einer möglichen sterischen Behinderung angebracht. Antikörper können auch an 
Substanzen mit hoher Elektronendichte gekoppelt werden, wie Ferritin oder kolloidales Gold, welche einfach 
durch Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden können.

[0092] Die Antikörper oder Proben können auf einem Träger oder festen Untergrund immobilisiert werden, der 
zur Immobilisierung von Zellen, Antikörpern etc. geeignet ist. Z. B. kann der Träger oder Untergrund Nitrozel-
lulose oder Glas, Polyacrylamide, Gabbros und Magnetit sein. Das Trägermaterial kann jede mögliche Gestal-
tung haben, einschließlich sphärisch (z. B. Kügelchen), zylindrisch (z. B. die innere Oberfläche eines Testge-
fäßes oder Vertiefung oder die äußere Oberfläche eines Stabs) oder flach (z. B. Blatt, Teststreifen). Indirekte 
Verfahren können auch verwendet werden, bei welchen die erste Antigen-Antikörper-Reaktion durch Einbrin-
gen eines zweiten Antikörpers mit Spezifität für den gegen KLK15-Protein reaktiven Antikörper vervielfältigt 
wird. Als Beispiel, wenn der Antikörper mit Spezifität für ein KLK15-Protein ein Kaninchen-IgG-Antikörper ist, 
kann der zweite Antikörper ein mit gamma-Globulin markierter Anti-Kaninchen-Ziegenantikörper sein, der mit 
einer detektierbaren Substanz wie hierin beschrieben markiert ist.

[0093] Sofern als detektierbare Substanz eine radioaktive Markierung verwendet wird, kann ein KLK15-Pro-
tein durch Autoradiographie lokalisiert werden. Die Ergebnisse der Autoradiographie können durch Bestimmen 
der Dichte der Partikel in den Autoradiogrammen durch verschiedene optische Verfahren oder durch Zählen 
der Körner quantifiziert werden.

[0094] In einer Ausführungsform zieht die Erfindung ein Testkit zum Überwachen des Voranschreitens von 
Krebs (z. B. Prostatakrebs) in einem Individuum in Erwägung, welches folgendes umfaßt: 

(a) Inkontaktbringen einer Menge eines Antikörpers, der an ein KLK15-Protein bindet, mit einer Probe von 
dem Individuum, um einen binären Komplex zu bilden, der den Antikörper und das KLK15-Protein in der 
Probe umfaßt,
(b) Bestimmen und Detektieren des Vorhandenseins oder der Menge an Komplexbildung in der Probe,
(c) Wiederholen der Stufen (a) und (b) zu einem späteren Zeitpunkt und
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(d) Vergleichen der Ergebnisse von Stufe (b) mit dem Ergebnis von Stufe (c), wobei ein Unterschied in der 
Menge an Komplexbildung das Voranschreiten des Krebses in dem Individuum anzeigt.

[0095] Die Menge an Komplexen kann auch mit einem repräsentativen Wert der Menge an Komplexen in ei-
nem Individuum, das nicht durch Krebs (z. B. Prostatakrebs) gefährdet ist oder darunter leidet.

4.2 Verfahren zum Identifizieren oder Auswerten von Substanzen/Verbindungen

[0096] Die hierin beschriebenen Verfahren sind zum Identifizieren von Substanzen entworfen, die die biolo-
gische Aktivität eines KLK15-Proteins modulieren, einschließlich Substanzen, die an KLK15-Proteine binden 
oder an andere Proteine binden, die mit einem KLK15-Protein interagieren, von Verbindungen, die die Wech-
selwirkung eines KLK15-Proteins stören oder verstärken, und Substanzen, die an das KLK15-Protein binden 
oder andere Proteine, die mit einem KLK15-Protein wechselwirken. Es werden Verfahren verwendet, die Ver-
bindungen identifizieren, die an für KLK15 regulatorische Sequenzen binden.

[0097] Die Substanzen und Verbindungen, die unter Verwendung der Verfahren nach der Erfindung identifi-
ziert werden, enthalten aber sind nicht beschränkt auf Peptide, wie lösliche Peptide, einschließlich Fusions-
peptide mit einem Ig-Schwanz, Mitglieder von Zufallspeptid-Bibliotheken und durch kombinatorische Chemie 
erhaltene molekulare Bibliotheken, die aus Aminosäuren mit D- und/oder L-Konfiguration gemacht wurden, 
Phosphopeptide (einschließlich Mitglieder von Zufalls- oder teilweise degenerierten, gerichteten Phosphopep-
tidbibliotheken), Antikörper [z. B. polyklonale, monoklonale, humanisierte, anti-idiotypische, chimerische, ein-
zelkettige Antikörper, Fragmente (z. B. Fab, F(ab)2 und Fab-Fragmente aus einer Expressionsbibliothek und 
Epitop-bindende Fragmente davon)] und kleine organische oder anorganische Moleküle. Die Substanz oder 
Verbindung kann eine endogene physiologische Verbindung oder eine natürliche oder synthetische Verbin-
dung sein.

[0098] Substanzen, die ein KLK15-Protein modulieren, können aufgrund ihrer Fähigkeit, an ein KLK15-Pro-
tein zu binden, identifiziert werden. Daher stellt die Erfindung auch Verfahren zum Identifizieren von Substan-
zen, die an ein KLK15-Protein binden, zur Verfügung. Unter Verwendung von Verfahren nach der Erfindung 
identifizierte Substanzen können unter Verwendung herkömmlicher Techniken isoliert, kloniert und sequenziert 
werden. Eine Substanz, die mit einem Polypeptid nach der Erfindung assoziiert, kann ein Agonist oder Anta-
gonist der biologischen oder immunologischen Aktivität eines Polypeptids nach der Erfindung sein.

[0099] Der Begriff „Agonist" bezieht sich auf ein Molekül, das die Menge der Proteinaktivität steigert oder de-
ren Andauern verlängert. Der Begriff „Antagonist" bezieht sich auf ein Molekül, das die biologische oder immu-
nologische Aktivität des Proteins verringert. Agonisten und Antagonisten können Proteine, Nukleinsäuren, 
Kohlenhydrate oder jedes andere Molekül einschließen, das mit einem Protein nach der Erfindung assoziiert.

[0100] Substanzen, die an ein KLK15-Protein binden können, können durch Umsetzen eines KLK15-Proteins 
mit einer Testsubstanz, die möglicherweise an ein KLK15-Protein bindet, unter Bedingungen, die die Bildung 
von Substanz-KLK15-Protein-Komplexen gestatten und Entfernen und/oder Detektieren des Komplexes iden-
tifiziert werden. Die Komplexe können durch Untersuchen auf Substanz-KLK15-Protein-Komplexe, auf freie 
Substanz oder auf nicht komplexiertes KLK15-Protein detektiert werden. Bedingungen, die die Bildung von 
Substanz-KLK15-Protein-Komplexen gestatten, können unter Berücksichtigung von Faktoren, wie die Art und 
Menge der Substanz und des Proteins, ausgewählt werden.

[0101] Der Substanz-Protein-Komplex, freie Substanz oder nicht-komplexierte Proteine können durch her-
kömmliche Isolierungstechniken isoliert werden, z. B. Aussalzen, Chromatographie, Elektrophorese, Gelfiltra-
tion, Fraktionierung, Absorption, Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Agglutination oder Kombinationen davon. 
Zur Vereinfachung der Untersuchung der Bestandteile können Antikörper gegen KLK15-Protein oder gegen 
die Substanz, oder markiertes KLK15-Protein oder eine markierte Substanz verwendet werden. Die Antikörper, 
Proteine oder Substanzen können mit detektierbaren Substanzen, wie oben beschrieben, markiert werden.

[0102] Ein KLK15-Protein oder die in dem Verfahren nach der Erfindung verwendete Substanz kann unlöslich 
gemacht werden. Z. B. kann ein KLK15-Protein oder eine Substanz an einen geeigneten Träger gebunden 
werden, wie Agarose, Zellulose, Dextran, Sephadex, Sepharose, Carboxymethylzellulose, Polystyrol, Filterpa-
pier, Ionenaustauscherharz, Plastikfilm, Plastikröhrchen, Glasperlen, Polyamin-Methylvinylether-Maleinsäu-
re-Copolymer, Aminosäure-Copolymer, Ethylen-Maleinsäure-Copolymer, Nylon, Seide etc. Der Träger kann in 
der Form von z. B. einem Röhrchen, Testplatte, Perlen, Scheibe, Kugel etc. sein. Das unlöslich gemachte Pro-
tein oder Substanz kann durch Umsetzen des Materials mit einem geeigneten unlöslichen Träger unter Ver-
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wendung bekannter chemischer oder physikalischer Verfahren, z. B. Cyanogenbromid-Kopplung, hergestellt 
werden.

[0103] Die Erfindung zieht auch ein Verfahren zur Bewertung einer Verbindung auf ihre Fähigkeit zur Modu-
lierung der biologischen Aktivität eines KLK15-Proteins nach der Erfindung durch Untersuchen auf einen Ago-
nisten oder Antagonisten (d.h. Verstärker oder Inhibitor) der Bindung eines KLK15-Proteins mit einer Substanz, 
die an einen KLK15-Protein bindet, in Erwägung. Das Basisverfahren zur Bewertung, ob eine Verbindung ein 
Agonist oder Antagonist der Bindung eines KLK15-Proteins und einer Substanz, die an das Protein bindet, ist 
eine das KLK15-Protein und die Substanz enthaltende Reaktionsmischung herzustellen, unter Bedingungen, 
die die Bildung eines Substanz-KLK15-Protein-Komplexes gestatten, in der Anwesenheit der Testverbindung. 
Die Testverbindung kann am Anfang oder im Anschluß an die Zugabe des KLK15-Proteins und der Substanz 
zugegeben werden. Kontrollreaktionsmischungen ohne die Testverbindung oder mit einem Plazebo werden 
auch hergestellt. Die Bildung von Komplexen wird detektiert und die Bildung von Komplexen in der Kontrollre-
aktion aber nicht in der Reaktionsmischung zeigt an, daß die Testverbindung die Wechselwirkung des 
KLK15-Proteins und der Substanz stört. Die Reaktionen können in flüssiger Phase durchgeführt werden oder 
das KLK15-Protein, die Substanz oder Testverbindungen können wie hierin beschrieben immobilisiert werden. 
Die Fähigkeit einer Verbindung, die biologische Aktivität eines KLK15-Proteins nach der Erfindung zu modu-
lieren, kann durch Bestimmen des biologischen Effekts auf Zellen untersucht werden.

[0104] Es versteht sich, daß die Agonisten und Antagonisten, d.h. Inhibitoren und Verstärker, die unter Ver-
wendung der Verfahren nach der Erfindung untersucht werden können, an einer oder mehrer der Bindungs-
stellen an dem Protein oder der Substanz wirken können, einschließlich Agonistenbindungsstellen, kompetitive 
Antagonistenbindungsstellen, nicht kompetitive Antagonistenbindungsstellen oder allosterische Stellen.

[0105] Die Erfindung ermöglicht es auch, nach Antagonisten zu Durchmustern, die den Effekt eines Agonisten 
auf die Wechselwirkung eines KLK15-Proteins mit einer Substanz, welche zur Bindung an das KLK15-Protein 
fähig ist, hemmen. Somit kann die Erfindung auch zum Untersuchen auf eine Verbindung verwendet werden, 
die um die gleiche Bindungsstelle an einem KLK15-Protein konkurriert.

[0106] Die Erfindung zieht auch Verfahren zum Identifizieren von Verbindungen in Erwägung, die an Proteine 
binden, die mit einem KLK15-Protein wechselwirken. Protein-Protein-Wechselwirkungen können unter Ver-
wendung herkömmlicher Verfahren, wie Coimmunopräzipitation, Vernetzung und Mitaufreinigung durch Gradi-
enten oder Chromatographiesäulen, identifiziert werden. Es können auch Verfahren angewendet werden, die 
zu einer gleichzeitigen Identifizierung von Genen führen, die für mit einem KLK15-Protein wechselwirkende 
Proteine codieren. Diese Verfahren schließen das Sondieren von Expressionsbibliotheken mit markiertem 
KLK15-Protein ein.

[0107] Zwei-Hybrid-Systeme können auch zur Detektion von Proteininteraktionen in vivo verwendet werden. 
Im allgemeinen werden Plasmide erstellt, die zwei Hybridproteine codieren. Ein erstes Hybridprotein besteht 
aus der DNA-bindenden Domäne eines Transkriptionsaktivatorproteins, das mit einem KLK15-Protein fusio-
niert ist, und das zweite Hybridprotein besteht aus der Aktivatordomäne des Transkriptionsaktivatorproteins, 
das mit einem unbekannten Protein fusioniert ist, das durch eine cDNA codiert ist, welche als Teil einer cD-
NA-Bibliothek in das Plasmid rekombiniert wurde. Die Plasmide werden in einen Hefestamm transformiert (z. 
B. S. cerevisiae), der ein Reportergen (z. B. lacZ, Luziferase, alkalische Phosphatase, Meerrettichperoxidase) 
enthält, dessen regulatorischer Bereich die Bindestelle des Transkripitonsaktivators enthält. Die Hybridprotei-
ne alleine können die Transkription des Reportergens nicht aktivieren. Jedoch die Interaktion der zwei Hybrid-
proteine stellt das funktionelle Aktivatorprotein wieder her und führt zur Expression des Reportergens, welche 
durch eine Untersuchung auf das Reportergenprodukt detektiert wird.

[0108] Es wird begrüßt werden, daß Fusionsproteine in den oben beschriebenen Verfahren verwendet wer-
den können. Insbesondere KLK15-Proteine, die mit Glutathion-S-transferase fusioniert sind, können in den 
Verfahren verwendet werden.

[0109] Ein Modulator eines KLK15-Proteins nach der Erfindung kann auch aufgrund seiner Fähigkeit, die ka-
talytische Aktivität des Proteins zu hemmen oder zu verstärken, identifiziert werden.

[0110] Die zur Anwendung der Verfahren nach der Erfindung geeigneten Reagenzien zur Untersuchung von 
Verbindungen, die ein KLK15-Protein modulieren, können in zweckmäßige Kits verpackt werden, die die nöti-
gen Materialien in geeignete Behälter verpackt enthalten. Die Kits können auch geeignete Hilfsmittel enthalten, 
die bei der Durchführung der Verfahren nach der Erfindung geeignet sind.
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4.3 Zusammensetzungen und Behandlungen

[0111] Die Proteine nach der Erfindung, durch die hierin beschriebenen Verfahren identifizierte Substanzen 
oder Verbindungen und Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung können zur Modulierung der biologischen 
Aktivität eines KLK15-Proteins verwendet werden, und sie können bei der Behandlung von Zuständen wie 
Krebs (insbesondere Schilddrüsen-, Prostata-, Dickdarm-, Nieren-, Hodenkrebs) und Schilddrüsenerkrankun-
gen in einem Patienten verwendet werden.

[0112] Dementsprechend können die Substanzen, Antikörper, Peptide und Verbindungen in pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen zur Verabreichung an Subjekte in einer biologisch verträglichen Form, die zur in 
vivo-Verabreichung geeignet ist, formuliert werden. Mit „biologisch verträglicher Form, die zur in vivo-Verabrei-
chung geeignet ist" ist eine Form der zu verabreichenden aktiven Substanz gemeint, bei welcher jegliche toxi-
sche Effekte durch die therapeutischen Effekte überwogen werden. Die aktiven Substanzen können an leben-
de Organismen, einschließlich Menschen und Tieren, verabreicht werden. Verabreichung einer therapeutisch 
aktiven Menge einer pharmazeutischen Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung ist definiert als eine ef-
fektive Menge in Dosierungen und über Zeiträume, die zum Erreichen des gewünschten Ergebnisses notwen-
dig sind. Z. B. kann eine therapeutisch aktive Menge einer Substanz gemäß Faktoren, wie das Krankheitssta-
dium, Alter, Geschlecht und Gewicht des Individuums und der Fähigkeit eines Antikörpers, eine gewünschte 
Reaktion in dem Individuum auszulösen, variieren. Die Dosierungsverabreichung kann zum Bereitstellen der 
optimalen therapeutischen Antwort angepaßt werden. Z. B. können mehrere aufgeteilte Dosen täglich verab-
reicht werden oder die Dosis kann proportional reduziert werden, wie es durch die Notwendigkeit der therapeu-
tischen Situation angezeigt ist.

[0113] Die aktive Substanz kann in einer zweckmäßigen Art verabreicht werden, wie durch Injektion (subku-
tan, intravenös etc.), orale Verabreichung, Inhalierung, transdermale Anwendung oder rektale Verabreichung. 
Abhängig von dem Weg der Verabreichung kann die aktive Substanz von einem Material umhüllt sein, um die 
Substanz vor der Wirkung von Enzymen, Säuren und anderen natürlichen Bedingungen zu schützen, die die 
Substanz inaktivieren können.

[0114] Die hierin beschriebenen Zusammensetzungen können durch an sich bekannte Verfahren zur Herstel-
lung von pharmazeutisch annehmbaren Zusammensetzungen, die an Subjekte verabreicht werden können, 
hergestellt werden, so daß eine effektive Menge der aktiven Substanz in einer Mischung mit einer pharmazeu-
tisch annehmbaren Trägersubstanz kombiniert wird. Geeignete Trägersubstanzen sind z. B. in Remington's 
Pharmaceutical Sciences (Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 
USA 1985) beschrieben. Auf dieser Grundlange enthalten die Zusammensetzungen, wenngleich nicht aus-
schließlich, Lösungen der aktiven Substanzen in Verbindung mit einer oder mehreren pharmazeutisch an-
nehmbaren Trägersubstanzen oder Verdünnungsmittel und sind in gepufferten Lösungen mit einem geeigne-
ten pH enthalten und isoosmotisch mit physiologischen Flüssigkeiten.

[0115] Die Zusammensetzungen sind als therapeutische Mittel entweder allein oder in Verbindung mit ande-
ren therapeutischen Mitteln oder Behandlungsformen angezeigt (z. B. Chemotherapie oder Bestrahlung). Z. B. 
können die Zusammensetzungen in Verbindung mit antiproliferativen Mitteln, antimikrobiellen Mitteln, immun-
stimulierenden Mitteln oder Entzündungshemmern verwendet werden. Insbesondere können die Zusammen-
setzungen in Verbindung mit antiviralen und/oder antiproliferativen Mitteln verwendet werden. Die Zusammen-
setzungen der Erfindung können zusammen, getrennt oder im Anschluß an andere therapeutische Mittel oder 
Therapien verabreicht werden. Vektoren, die von Retroviren, Adenoviren, Herpes oder Vakziniaviren oder von 
bakteriellen Plasmiden stammen, können zur Lieferung der Nukleinsäuremoleküle in ein Zielorgan, -gewebe 
oder -zellpopulation verwendet werden. Dem Fachmann wohlbekannte Verfahren zum Erstellen rekombinanter 
Vektoren, die Antisense-Nukleinsäuremoleküle nach der Erfindung exprimieren werden, können verwendet 
werden (siehe z. B. die Techniken, die in Sambrook et al. (oben) und Ausubel et al. (oben) beschrieben sind).

[0116] Die Nukleinsäuremoleküle, die cDNA-Sequenzen in voller Länge und/oder deren regulatorische Ele-
mente enthalten, befähigen einen Fachmann, Sequenzen, die ein Protein nach der Erfindung codieren, als Er-
mittlungswerkzeug bei der Sense- (Youssoufian H. und H. F. Lodish 1993 Mol Cell Biol 13: 98–104) oder Anti-
sense- (Eguchi et al. (1991) Annu Rev Biochem 60: 631–652) Regulation der Genfunktion zu verwenden. Die-
se Technologie ist im Stand der Technik wohl bekannt und Sense- oder Antisense-Oligomere oder größere 
Fragmente können aus zahlreichen Orten entlang der codierenden Bereiche oder Kontrollbereiche entworfen 
werden.

[0117] Gene, die ein Protein nach der Erfindung codieren, können durch Transfektion einer Zelle oder von 
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Gewebe mit Vektoren, die große Mengen eines gewünschten KLK15-codierenden Fragments exprimieren, ab-
gestellt werden. Solche Konstrukte können Zellen mit nicht translatierbaren Sense- oder Antisense-Sequenzen 
überschwemmen. Selbst bei Ausbleiben der Eingliederung in die DNA können solche Vektoren solange 
RNA-Moleküle transkribieren, bis alle Kopien durch endogene Nukleasen abgeschaltet wurden.

[0118] Modifikationen der Genexpression können durch Entwerfen von Antisense-Molekülen, DNA, RNA 
oder PNA zu den regulatorischen Bereichen eines Gens, das ein Protein nach der Erfindung codiert, d.h. den 
Promotoren, Verstärkern und Introns, erhalten werden. Bevorzugt stammen die Oligonukleotide von der Tran-
skriptionsinitiationsstelle, z. B. zwischen –10 und +10 Bereich der Führungssequenz. Die Antisense-Moleküle 
können auch so entworfen sein, daß sie die Translation der mRNA durch Verhindern der Bindung des Trans-
kripts an Ribosomen blockieren. Inhibition kann auch durch Verwendung der Tripelhelix-Basenpaarungsme-
thodik erreicht werden. Tripelhelix-Paarung kompromittiert die Fähigkeit der Doppelhelix, sich für die Bindung 
von Polymerasen, Transkriptionsfaktoren oder regulatorischen Molekülen ausreichend zu öffnen. Therapeuti-
sche Vorteile bei der Verwendung von Triplex-DNA wurden durch Gee J. E. et al. besprochen (in: Huber B. E. 
und B. I. Carr (1994) Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co, Mt Kisco N. Y.) Ribozyme 
sind enzymatische RNA-Moleküle, die die spezifische Spaltung von RNA katalysieren. Ribozyme wirken durch 
sequenzspezifische Hybridisierung des Ribozymmoleküls an komplementäre Ziel-RNA, gefolgt von endonuk-
leolytischer Spaltung. Die Erfindung zieht daher konstruierte Ribozymmoleküle mit Hammerkopfmotiv in Erwä-
gung, die spezifisch und effizient die endonukleolytische Spaltung von Sequenzen katalysieren, die ein Protein 
nach der Erfindung codieren.

[0119] Spezifische Ribozymspaltungsstellen innerhalb eines möglichen RNA-Ziels können anfänglich durch 
Durchmustern des Zielmoleküls nach Ribozymspaltungsstellen, die die folgenden Sequenzen enthalten, iden-
tifiziert werden: GUA, GUU und GUC. Sind diese Stellen einmal identifiziert, können kurze RNA-Sequenzen 
von zwischen 15 und 20 Ribonukleotiden, die dem die Spaltungsstellen enthaltenden Bereich des Zielgens 
entsprechen, auf sekundäre strukturelle Eigenheiten, die das Oligonukleotid funktionslos machen können, be-
wertet werden. Die Eignung von Zielkandidaten kann auch durch Testen auf Zugänglichkeit gegenüber der Hy-
bridisierung mit komplementären Oligonukleotiden unter Verwendung von Ribonukleaseschutzuntersuchun-
gen bestimmt werden. Verfahren zum Einbringen von Vektoren in Zellen oder Gewebe schließen die hierin an-
gesprochenen Methoden ein, die geeignet für in vivo-, in vitro- und ex vivo-Therapie sind. Zur ex vivo-Therapie 
können Vektoren in Stammzellen eingebracht werden, die von einem Patienten erhalten und zur autologen 
Transplantation in denselben Patienten vermehrt wurden, eingebracht werden (siehe U.S. Pat. Nr. 5,399,493 
und 5,437,994). Die Verabfolgung durch Transfektion und durch Liposom ist im Fachgebiet wohlbekannt.

[0120] Ein Antikörper gegen ein KLK15-Protein kann mit chemotherapeutischen Arzneimitteln, Toxinen, Mo-
difikatoren der immunologischen Antwort, hämatogenen Mitteln, Enzymen und Radioisotopen konjugiert wer-
den und bei der Vorbeugung und Behandlung von Krebs (z. B. Schilddrüsen-, Prostata-, Dickdarm-, Nieren-, 
Hodenkrebs) verwendet werden. Z. B. kann ein Antikörper gegen ein KLK15-Protein mit toxischen Resten, ein-
schließlich aber nicht beschränkt auf Rizin A, Diphterietoxin, Abrin, Modeccin, und bakteriellen Toxinen aus 
Pseudomonas oder Shigella, konjugiert werden. Von Toxinen und ihren Derivaten wurde beschrieben, daß sie 
Konjugate mit für bestimmte Zielgewebe, wie Krebs- oder Tumorzellen, spezifischen Antikörpern bilden, zur 
Gewinnung von spezifischer zielgerichteter zellulärer Toxizität (Moolten F. L. et al., Immun. Rev. 62: 47–72, 
1982 und Bernhard, M. I. Cancer Res. 43: 4420, 1983).

[0121] Konjugate können durch im Stand der Technik bekannte Mittel hergestellt werden. Eine Anzahl bifunk-
tional verknüpfender Mittel (z. B. heterobifunktionaie Verbindungsstücke, wie N-Succinimidyl-3-(2-pyridyl-
dithio)-propionat) ist von Pierce Chemically Company, Rockford, III im Handel erhältlich.

[0122] Die Antikörper oder Immunotoxine zur therapeutischen Verwendung können über einen intravenösen 
Weg verabreicht werden, wobei bei geeigneter Formulierung auch zusätzliche Wege der Verabreichung, wie 
intraperitoneale, orale oder transdermale Verabreichung, verwendet werden kann.

[0123] Ein KLK15-Protein kann unter Verwendung von im Fachgebiet bekannter Verfahren mit chemothera-
peutischen Arzneimitteln, Toxinen, Modifikatoren der immunologischen Antwort, Enzymen und Radioisotopen 
konjugiert werden.

[0124] Die Erfindung stellt auch immunotherapeutische Ansätze zur Vorbeugung oder Reduzierung der 
Schwere von Krebs zur Verfügung. Die klinischen Anzeichen oder Symptome des Krebses in einem Subjekt 
zeigen einen vorteilhaften Effekt für den Patienten aufgrund der Stimulierung der Immunantwort des Subjektes 
gegen Krebs an. Das Stimulieren einer Immunantwort bezieht sich auf das Induzieren einer Immunantwort 
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oder Verstärken der Aktivität der Immuneffektorzellen als Antwort auf die Verabreichung eines Impfstoffpräpa-
rates nach der Erfindung. Die Vorbeugung von Krebs kann durch eine verlängerte Zeitspanne vor dem Auftre-
ten von Krebs in einem Patienten, der für die Entwicklung von Krebs aufgrund von beispielsweise einer gene-
tischen Veranlagung oder dem Kontakt mit einem karzinogenen Mittel empfänglich ist, angezeigt werden. Die 
Reduktion der Schwere eines Krebses kann durch Abnahme an Größe oder Wachstumsgeschwindigkeit eines 
Tumors angezeigt werden.

[0125] Impfstoffe können von einem KLK-Protein, davon abgeleiteten Peptiden oder chemisch hergestellten 
synthetischen Peptiden oder irgendeiner Kombination dieser Moleküle oder Fusionsproteinen oder Peptiden 
davon erhalten werden. Die Proteine, Peptide, etc. können synthetisiert oder rekombinant oder andernfalls bi-
ologisch hergestellt werden, zur Einbeziehung einer oder mehrerer Aminosäuresequenzen, die einem oder 
mehreren Epitopen eines Tumor-assoziierten Proteins entsprechen. Epitope eines Tumor-assoziierten Prote-
ins sollen so verstanden werden, daß die Möglichkeit enthalten ist, daß in manchen Fällen Aminosäurese-
quenzabweichungen eines natürlich auftretenden Proteins oder Polypeptids antigen sein können und eine 
Schutzimmunität gegen Krebs oder antitumorerzeugende Effekte verleihen. Sequenzabweichungen können 
ohne Begrenzung Aminosäuresubstitutionen, Extensionen, Deletionen, Trunkierungen, Interpolierungen und 
Kombinationen davon einschließen. Solche Veränderungen fallen in den Bereich der Erfindung, vorausgesetzt, 
daß das sie enthaltende Protein immunogen ist und Antikörper gegen ein solches Polypeptid mit natürlich auf-
tretendem KLK15-Protein zur Bereitstellung einer Schutzimmunität und/oder antitumorerzeugenden Aktivität 
in ausreichenden Maße kreuzreagieren, wenn es als Impfstoff verabreicht wird.

[0126] Die Proteine, Peptide, etc. können unter Verwendung von im Fachgebiet bekannter Verfahren in Impf-
stoffe eingefügt werden, die zur Auslösung einer Immunantwort geeignet sind. Techniken zur Verstärkung der 
Antigenizität der Proteine, Peptide, etc. sind im Fachgebiet bekannt und schließen Einbringen in eine multime-
re Struktur, Binden an einen hoch immunogenen Proteinträger, z. B. Schlüssellochschnecken-Hämocyanin 
(KLH) oder Diphterietoxoid, und Verabreichung in Kombination mit Hilfsstoffen oder jedem anderen Verstärker 
der Immunantwort ein.

[0127] Impfstoffe können mit physiologisch annehmbaren Medien, einschließlich immunologisch annehmba-
rer Verdünnungsmittel und Träger, sowie gewöhnlich eingesetzter Hilfsstoffe, wie komplettem Freund'schen 
Adjuvans, Saponin, Alaun und ähnlichem, kombiniert werden.

[0128] Es wird weiter begrüßt werden, daß anti-idiotypische Antikörper gegen Antikörper gegen hierin be-
schriebene KLK15-Proteine auch als Impfstoffe geeignet sind und in gleicher Weise formuliert werden können.

[0129] Die Verabreichung eines Impfstoffs gemäß der Erfindung ist generell anwendbar bei der Vorbeugung 
oder Behandlung von Krebs, einschließlich Schilddrüsen-, Prostata-, Dickdarm-, Nieren- und Hodenkrebs.

[0130] Die Verabreichung eines Impfstoffs gemäß der Erfindung an einen Patienten zur Vorbeugung und/oder 
Behandlung von Krebs kann vor oder nach einem operativen Eingriff zur Entfernung des Krebses, vor oder 
nach einer chemotherapeutischen Maßnahme zur Behandlung von Krebs und vor oder nach einer Bestrah-
lungstherapie zur Behandlung von Krebs und jeder Kombination davon stattfinden. Die Krebsimmuntherapie 
gemäß der Erfindung würde eine bevorzugte Behandlung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krebs 
sein, da die damit verbundenen Nebenwirkungen im wesentlichen minimal sind im Vergleich zu den anderen 
vorhandenen Therapien, z. B. Operation, Chemotherapie, Bestrahlungstherapie. Die Impfstoffe haben die 
Möglichkeit oder Fähigkeit, Krebs in Subjekten ohne Krebs, die aber Gefahr laufen, einen Krebs zu entwickeln, 
vorzubeugen.

[0131] Die Aktivität der Proteine, Substanzen, Verbindungen, Antikörper, Nukleinsäuremoleküle, Mittel und 
Zusammensetzungen nach der Erfindung können Tierversuchsmodellsystemen bestätigt werden. Therapeuti-
sche Effizienz und Toxizität können durch pharmazeutische Standardverfahren in Zellkulturen oder mit Ver-
suchstieren, wie durch Berechnen der ED50- (die Dosierung, die bei 50% der Population therapeutisch wirksam 
ist) oder LD50- (die Dosierung, die für 50% der Population tödlich ist) Statistiken, bestimmt werden. Der thera-
peutische Index ist das Dosisverhältnis von therapeutischen zu toxischen Effekten und kann durch das Ver-
hältnis ED50/LD50 ausgedrückt werden. Pharmazeutische Zusammensetzungen, die hohe therapeutische Indi-
zes aufweisen, sind bevorzugt.

4.4 Andere Anwendungen

[0132] Die hierin offenbarten Nukleinsäuremoleküle können auch in molekularbiologischen Techniken, die 
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noch nicht entwickelt wurden, verwendet werden, vorausgesetzt daß die neuen Techniken auf den derzeit be-
kannten Eigenschaften der Nukleotidsequenzen beruhen, einschließlich aber nicht begrenzt auf Eigenschaften 
wie dem genetischen Triplettcode und spezifischen Basenpaarwechselwirkungen.

[0133] Um die Funktion eines Polypeptids nach der Erfindung zu untersuchen, können Zellen, Gewebe und 
nicht humane Tiere mit einem Mangel an Expression oder teilweisem Mangel an Expression eines Nukleinsäu-
remoleküls oder -gens nach der Erfindung unter Verwendung von rekombinanten Expressionsvektoren nach 
der Erfindung mit spezifischen Deletions- oder Insertionsmutationen in dem Gen entwickelt werden. Ein rekom-
binanter Expressionsvektor kann zur Inaktivierung oder Veränderung des endogenen Gens durch homologe 
Rekombination verwendet werden und dadurch eine Zelle, ein Gewebe oder ein Tier mit einem Mangel er-
schaffen.

[0134] Nullallele können in Zellen, wie embryonischen Stammzellen, durch Deletonsmutation erzeugt wer-
den. Ein rekombinantes Gen kann auch so konstruiert werden, daß es eine das Gen inaktivierende Insertions-
mutation enthält. Ein solches Konstrukt kann dann durch Techniken, wie Transfektion, Elektroporation, Injekti-
on, etc., in eine Zelle, wie eine embryonische Stammzelle, eingebracht werden. Zellen, denen ein intaktes Gen 
fehlt, können dann durch z. B. Southern Blot, Northern Blot oder durch Untersuchen auf die Expression des 
codierten Polypeptids unter Verwendung hierin beschriebener Methoden identifiziert werden. Solche Zellen 
können dann mit embryonischen Stammzellen zum Erzeugen transgener, nicht humaner Tiere mit einem Man-
gel an einem Polypeptid nach der Erfindung fusioniert werden. Keimlinienübertragung der Mutation kann z. B. 
durch Aggregieren der embryonischen Stammzellen mit Embryonen in einem frühen Stadium, wie 8-Zel-
len-Embryonen, in vitro erreicht werden, wobei die entstehenden Plastozysten in weibliche Empfänger über-
führt werden und Keimlinientransmission der sich ergebenden Aggregationschimeren erzeugt wird. Ein sol-
ches mutantes Tier kann zum Bestimmen spezifischer Zellpopulationen, Entwicklungsmuster und in vivo-Pro-
zesse, die für gewöhnlich von der Genexpression abhängen, verwendet werden.

[0135] Ein transgener, nicht humaner Säuger, dessen gesamte Keimzellen und Körperzellen einen rekombi-
nanten Expressionsvektor enthalten, der ein Gen inaktiviert oder verändert, das ein KLK15-Protein enthält, 
kann entwickelt werden. Der transgene, nicht humane Säuger (dessen gesamte Keimzellen und Körperzellen 
einen rekombinanten Expressionsvektor enthalten, der ein Gen inaktiviert oder verändert, das ein KLK15-Pro-
tein enthält) kann zu mit einem KLK15-Protein assoziierter Pathologie führen. Ein transgener, nicht humaner 
Säuger, der ein KLK15-Protein nach der Erfindung nicht exprimiert oder eine veränderte (z. B. verringerte) Ex-
pression hat, kann zu mit einem KLK15-Protein assoziierter Pathologie führen. Eine KLK15-Protein-Pathologie 
bezieht sich auf einen Phänotyp, der bei für ein KLK15-Protein homozygoten oder heterozygoten Mutanten be-
obachtet wird.

[0136] Ein transgenes, nicht humanes Tier kann zum Beispiel eine Maus, Ratte, Kaninchen, Schaf, Hamster, 
Hund, Katze, Ziege oder Affe sein.

[0137] Ein transgenes, nicht humanes Tieruntersuchungssystem kann ein Modellsystem zum Testen eines 
Mittels zur Verfügung stellen, das eine mit einem KLK15-Protein assoziierte Pathologie reduziert oder hemmt, 
wie eine mit einem KLK15-Protein assoziierte Pathologie, welches folgendes umfaßt: 

(a) Verabreichen des Mittels an ein transgenes, nicht humanes Tier und
(b) Bestimmen, ab das Mittel die Pathologie (z. B. mit KLK15-Protein assoziierte Pathologie) in dem trans-
genen, nicht humanen Tier im Vergleich zu einem transgenen, nicht humanen Tier in Stufe (a), dem das 
Mittel nicht verabreicht wurde, reduziert oder hemmt.

[0138] Das Mittel kann bei der Behandlung und Vorbeugung von Zuständen wie Krebs, wie hierin besprochen, 
geeignet sein. Das Mittel kann auch in pharmazeutische Zusammensetzungen, wie hierin beschrieben, einge-
bracht sein.

[0139] Das folgende, nicht begrenzende Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung:

Beispiel

Materialien und Verfahren

Identifizierung des neuen Gens

[0140] Eine zusammenhängende Karte für den humanen Kallikrein-Genort, die sich vom KLK1-Gen (Zentro-
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mer) bis zum KLK14-Gen (Telomer) (7, 8, 11, 12, 27) erstreckt, wurde erstellt. Diesen Bereich überspannende, 
sich überschneidende künstliche Bakterienchromosomen (BAC) wurden durch Durchmustern einer humanen 
BAC-Bibliothek unter Verwendung unterschiedlicher, radioaktiv markierter, genspezifischer Sonden identifi-
ziert. Ein Bereich von – 300 kb genomische Sequenz wurde, wie vorher beschrieben, (11, 27) unter Verwen-
dung verschiedener Techniken etabliert. Durch Durchführen einer EcoR1-Restriktionsuntersuchung wurde der 
Kallikrein-Ort entlang der EcoR1-Restriktionskarte von Chromosom 19q13, welche vom Lawrence Livermore 
National Laboratory (LLNL) erhältlich ist, angeordnet. Ein BAC-Klon, der sich mehr näher dem Zentromer er-
streckt (BC 781134), wurde dann identifiziert. Contigs der linearen genomischen Sequenz dieses Klons sind 
vom LLNL erhältlich. Anfänglich wurden diese Contig-Sequenzen zur Vorhersage des Vorhandensein neuer 
Gene unter Verwendung bioinformatischer Ansätze, wie vorher beschrieben (8, 12), verwendet, und eine neue 
Serienprotease wurde identifiziert. Die Sequenz des mutmaßlichen Gens wurde dann durch unterschiedliche 
Ansätze, einschließlich Sequenzieren, EST-Datenbanksuche, PCR-Durchmusterung von Geweben, wie unten 
beschrieben, bestätigt.

Suche nach exprimierten, sequenzmarkierten Stellen (EST)

[0141] Die vorhergesagten Exons des mutmaßlichen neuen Gens wurden einer Homologiesuche unter Ver-
wendung des BLASTN-Algorithmus (28) auf dem Internetrechner des National Center for Biotechnology Infor-
mation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gegen die humane EST-Datenbank (dbEST) unterzogen. Klone 
mit > 95% Homologie wurden vom I. M. A. G. E.-Konsortium (29) durch Research Genetics Inc, Huntsville, AL, 
bezogen. Die Klone wurden vermehrt, wie an anderer Stelle beschrieben aufgereinigt (30) und mit einem au-
tomatischen Sequenzierer aus beiden Richtungen unter Verwendung von das Insert-flankierenden Vektorpri-
mern sequenziert.

Prostatakrebszellinie und hormonelle Stimulationsexperimente

[0142] Die LNCaP-Prostatakrebszellinie wurde von der American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, 
MD, erworben. Die Zellen wurden in RPMI-Medium (Gibco BRL, Gaithersburg, MD), ergänzt mit Glutamin (200 
mmol/L), Rinderinsulin (10 mg/L), fetalem Rinderserum (10%), Antibiotika und Antimykotika, in Plastikflaschen 
bis zu annähernder Konfluenz gezogen. Die Zellen wurden dann in 24-Lochplatten für Zellkultur aufgeteilt und 
bis 50% Konfluenz gezogen. 24 Stunden vor den Experimenten wurden die Kulturmedien gegen Phenol-
rot-freies Medium, das 10% mit Aktivkohle behandeltes fötales Rinderserum enthält, ausgetauscht. Für die Sti-
mulationsexperimente wurden verschiedene Steroidhormone, gelöst in 100% Ethanol, bis zu einer Endkon-
zentration von 10–8 M in die Kulturmedien gegeben. Zellen, die mit 100% Ethanol stimuliert wurden, wurden als 
Kontrollen eingeschlossen. Die Zellen wurden für 24 Stunden kultiviert und dann zur mRNA-Extraktion geern-
tet.

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) für das KLK15-Gen

[0143] Die gesamte RNA wurde von den LNCaP-Zellinien oder aus Prostatageweben unter Verwendung von 
Trizol-Reagenz (Gibco BRL), den Anweisungen des Herstellers folgend, extrahiert. Die Konzentration der RNA 
wurde spektrophotometrisch ermittelt. 2 μg der gesamten RNA wurde unter Verwendung des SuperscriptTM

preamplification system (Gibco BRL) zu einem ersten cDNA-Strang revers transkribiert. Das Endvolumen war 
20 μl. Basierend auf der kombinierten Information, die aus der vorhergesagten genomischen Struktur des neu-
en Gens und der EST-Sequenz (siehe unten) erhalten wurde, wurden zwei genspezifische Primer (KLK15-F1 
– SEQ ID NO. 47 und KLK15-R1 – SEQ ID NO. 48) (Tabelle 1) entworfen und ein PCR wurde in einer Reakti-
onsmischung, die 1 μl cDNA, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 200 μM dNTPs (Deoxynu-
kleosidtriphosphate), 150 ng der Primer und 2,5 Einheiten HotStarTM DNA-Polymerase (Qiagen Inc., Valencia, 
CA) enthielt, in einem Perkin-Eimer 9600 Thermozyklierer durchgeführt. Die Zyklusbedingungen waren 95°C 
für 15 Minuten zur Aktivierung der Taq DNA Polymerase, gefolgt von 35 Zyklen von 94°C für 30 s, 64°C für 30 
s, 72°C für 1 min und einem Verlängerungsschritt bei 72°C für 10 min am Ende. Gleiche Mengen an PCR-Pro-
dukten wurden auf 2%-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Färbung sicht-
bar gemacht. Alle Primer für die RT-PCR umspannten wenigstens 2 Exons, um eine Kontamination durch ge-
nomische DNA zu vermeiden. Zur Bestätigung der Identität der PCR-Produkte wurden diese in den pCR 
2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), entsprechend den Anweisungen des Herstellers, kloniert. 
Die Inserts wurden aus beiden Richtungen unter Verwendung von vektorspezifischen Primern mit einem auto-
matischen DNA-Sequenzierer sequenziert.
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Gewebeexpression

[0144] Die gesamte RNA, die aus 26 unterschiedlichen humanen Geweben isoliert wurde, wurde von Clon-
tech, Palo Alto, CA, erworben. cDNA wurde, wie oben für die Zellkulturexperimente beschrieben, hergestellt 
und für PCR-Reaktionen verwendet. Die Gewebe-cDNAs wurden in zahlreichen Verdünnungen unter Verwen-
dung von zwei genspezifischen Primern (KLK15-F2 – SEQ. ID. NO. 49 und KLK15-R1 – SEQ. ID. NO. 48) (Ta-
belle 1) vervielfältigt. Aufgrund des hohen Maßes an Homologie zwischen den Kallikreinen und um nicht spe-
zifische Vervielfältigung auszuschließen, wurden die PCR-Produkte kloniert und sequenziert.

Prostatkrebsgewebe

[0145] Prostatagewebeproben wurden von 29 Patienten erhalten, die einer radikalen retropubischen Prosta-
tektomie bei einem Adenokarzinom der Prostata im Universitätsklinikum Charite, Berlin, Deutschland unterzo-
gen worden waren. Die Patienten erhielten keine hormonelle Therapie vor der Operation. Die Verwendung die-
ser Gewebe zu Forschungszwecken wurde durch die Ethikkommission des Charite Krankenhauses geneh-
migt. Frische Prostatagewebeproben wurden aus den kanzerösen und nicht kanzerösen Teilen der selben Pro-
stata, die entfernt worden war, erhalten. Kleine Stücke des Gewebes wurden unmittelbar nach Entfernen der 
Prostata zerlegt und bis zur Untersuchung in flüssigem Stickstoff gelagert. Eine histologische Untersuchung 
aller Gewebestücke wurde, wie vorher beschrieben (31), durchgeführt, zur Sicherstellung, daß das Gewebe 
entweder maligne oder benigne war. Das Gewebe wurde mit einem Hammer unter flüssigem Stickstoff pulve-
risiert und die RNA wurde, wie oben beschrieben, unter Verwendung von Trizol-Reagenz extrahiert.

Statistische Untersuchung

[0146] Die statistische Untersuchung wurde mit der SAS-Software (SAS Institute, Cary, NC) durchgeführt. Die 
Untersuchung der Unterschiede zwischen der KLK15-Expression in nicht kanzerösen gegenüber kanzerösen 
Geweben desselben Patienten wurden mit dem nicht parametrischen McNemar-Test durchgeführt. Die Bino-
mialverteilung wurde zur Berechnung des Signifikanzniveaus verwendet. Die KLK15-mRNA-Niveaus in den 
Prostatatumoren wurden qualitativ in zwei Klassen aufgeteilt (Gruppen mit niedrigem KLK15 und hohem 
KLK15), und Zusammenhänge zwischen dem KLK15-Status und anderen Variablen wurden unter Verwendung 
des exakten Fisher-Tests untersucht.

Strukturuntersuchung

[0147] Eine Mehrfachangleichung wurde unter Verwendung des "Clustal X"-Softwarepakets und dem Mulitple 
Alignment Programm, das vom Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA erhältlich ist, durchgeführt. Phy-
logenetische Studien wurden unter Verwendung des "Phylip"-Softwarepakets durchgeführt. Eine Abstandsma-
trixuntersuchung wurde unter Verwendung des "Neighbor-Joining/UPGMA"-Programms, und eine Sparsam-
keitsuntersuchung wurde unter Verwendung des "Protpars"-Programms durchgeführt. Hydrophobizitätsunter-
suchungen wurden unter Verwendung des Baylor College of Medicine Search Launcher durchgeführt. Signal-
peptide wurden unter Verwendung des "SignalP"-Rechners vorhergesagt. Proteinstrukturuntersuchungen wur-
den durch das "SAPS"-Programm (structural analysis of proteins sequence) durchgeführt.

Ergebnisse

Klonieren des KLK15-Gens

[0148] Eine zusammenhängende Karte des humanen Kallikrein-Genorts, der sich vom KLK1-Gen (Zentro-
mer) bis zum KLK14-Gen (Telomer) erstreckt, wurde zuvor festgelegt (7, 8, 11, 12, 27). Um das Vorhandensein 
von anderen Kallikrein-ähnlichen Genen, die sich näher dem Zentromer im Bezug auf KLK1 befinden, zu er-
forschen, wurde wie in Materialien und Verfahren beschrieben ein BAC-Klon (BC 781134) erhalten. Entspre-
chend der veröffentlichten genomischen Sequenz des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) und des huma-
nen renalen Kallikrein (KLK1)-Gens, wurden für jedes dieser Gene genspezifische Primer entworfen (Tabelle 
1, SEQ. ID. NOs. 47–50) und auf der Polymerasekettenreaktion (PCR)-basierende Vervielfältigungsprotokolle 
entwickelt, die das Erzeugen spezifischer PCR-Produkte mit genomischer DNA als Vorlage erlaubten. Eine 
PCR-Durchmusterung des BAC-Klons mit diesen genspezifischen Primern zeigte an, daß dieser Klon für KLK1 
positiv, aber für PSA negativ ist, wodurch folglich bestätigt wurde, daß es sich im Bezug auf PSA näher am 
Zentromer befindet.

[0149] Eine mutmaßliche neue Serienprotease wurde aus der Sequenz dieses Klons durch Computerpro-
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gramme, wie vorher beschrieben (12), vorhergesagt. Dieser Klon wurde verdaut, auf eine Membran übertragen 
und mit genspezifischen Primern für das mutmaßliche KLK15-Gen (entsprechend der vorhergesagten Se-
quenz) hybridisiert und positive Fragmente wurden subkloniert und zum Bestätigen der Struktur des mutmaß-
lichen Gens sequenziert. Diese mutmaßliche Gensequenz wurde dann mit dem Blast-Programm gegen die hu-
mane EST-Datenbank abgeglichen und zwei EST-Klone identifiziert (GenBank-Zugangsnummern: AW274270 
und AW205420). Diese beiden Klone waren bis zum letzten Exon zu 99% identisch und der 3' nicht translatierte 
Bereich des Gens und der zweite EST endet mit einer Reihe von 17 Adeninnukleotiden (A), die in der genomi-
schen Sequenz nicht gefunden wurden, wodurch das 3'-Ende des Gens und die Position des poly A-Schwan-
zes bestätigt wurde.

[0150] Zum Identifizieren der Struktur der gesamten nRNA des Gens und zum Bestimmen der Exon/In-
tron-Grenzen wurden PCR-Reaktionen mit Primern, die in unterschiedlichen, vom Computer vorhergesagte 
Exons lokalisiert sind, unter Verwendung einer Auswahl von 26 cDNAs aus humanem Gewebe als Vorlagen, 
durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden sequenziert. Zwei dieser Primer (KLK15-F1 – SEQ. ID. NO. 47 und 
KLK15-R1 – SEQ. ID. NO. 48) (Tabelle 1) konnten den gesamten codierenden Bereich des Gens aus unter-
schiedlichen Geweben vervielfältigen. Ein Vergleich der mRNA mit der genomischen Struktur zeigte das Vor-
handensein eines Gens an, das aus 5 codierenden Exons mit 4 dazwischenliegenden Introns besteht. Die 
Translation der mRNA-Sequenz in allen möglichen Leserastern offenbarte das Vorhandensein von nur einem 
Raster, das zu einer ununterbrochenen Polypeptidkette führt, die auch die hochkonservierten Strukturmotive 
der Kallikreine, wie unten besprochen, enthält.

Strukturelle Charakterisierung des KLK15-Gens

[0151] Wie in Fig. 1 gezeigt, besteht das KLK15-Gen aus 5 codierenden Exons und 4 dazwischenliegenden 
Introns, obwohl, wie bei anderen Kallikrein-Genen, das Vorhandensein eines weiteren/weiterer nicht transla-
tierten(r) Exons nicht ausgeschlossen werden konnte (17, 32, 33). Alle Exon/Intron-Spleißstellen entsprechen 
der Consensus-Sequenz für eukaryotische Spleißstellen (34). Das Gen folgt weiter streng den gemeinsamen 
strukturellen Eigenschaften anderer Mitglieder der humanen Kallikrein-Multigenfamilie, wie unten beschrieben. 
Der vorhergesagte, ein Protein codierende Bereich des Gens besteht aus 771 bp, die ein davon abgeleitetes 
Polypeptid aus 256 Aminosäuren mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 28,1 kDa codieren. Das 
mögliche Translationsinitiationscodon entspricht der Consensus-Kozak-Sequenz (35), überdies befindet sich 
an Position (–3) ein Purin, das bei 97% aller Wirbeltier-mRNAs erscheint (36). Es sollte auch beachtet werden, 
daß KLK15, wie die meisten anderen Kallikrein-ähnlichen Gene, an Position (+4) kein Consensus-G-Nukleotid 
hat.

[0152] Die Nukleotide 7764–7769 (ATTAAA) (SEQ. ID. NO. 40) erinnern stark an ein Consensus-Polyadeny-
lierungssignal (37) und werden nach 17 Nukleotiden von dem poly A-Schwanz gefolgt. In dem 3' nicht transla-
tierten Bereich waren keine weiteres möglichen Polyadenylierungssignale erkennbar, was nahelegt, daß die 
obige Sequenz das tatsächliche Polyadenylierungssignal ist. Obwohl AATAAA (SEQ. ID. NO. 40) hochkonser-
viert ist, gibt es natürliche Abweichungen, und es wird berichtet, daß die ATTAAA-Sequenz (SEQ. ID. NO. 40) 
als natürliche Polyadenylierungsvariante in 12% der Wirbeltier-mRNA-Sequenzen (38) auftritt. Das Vorhan-
densein von Glutaminsäure (E) an Position 203 legt nahe, daß KLK15 vermutlich eine einzigartige Subst-
ratspezifität besitzt. PSA hat einen Serinrest (S) an der entsprechenden Stelle und hat eine Chymotrypsin-ähn-
liche Aktivität. Viele andere Kallikreine haben gewöhnlich Aspartat (D) an dieser Stelle, was eine Trypsin-ähn-
liche Aktivität anzeigt (Fig. 2) (6).

[0153] Obwohl die Sequenz des KLK15-Proteins einzigartig ist, haben Vergleichsuntersuchungen ergeben, 
daß es einen beträchtlichen Grad an Homologie mit anderen Mitgliedern der Kallikrein-Multigenfamilie hat. 
KLK15 zeigt 51% Proteinidentität und 66% Ähnlichkeit mit der Trypsin-ähnlichen Serinprotease (TLSP) und je-
weils 49%, 48% Identität mit den Neuropsin- und den KLK-L3-Proteinen. Hydrophobizitätsuntersuchungen ha-
ben ergeben, daß der aminoterminale Bereich ziemlich hydrophob ist (Fig. 3), was mit der Möglichkeit, daß
dieser Bereich eine Signalsequenz trägt, entsprechend anderen Serinproteasen konsistent ist. Eine Compu-
teruntersuchung der KLK15-Proteinsequenz sagte eine Spaltungsstelle zwischen den Aminosäuren 16 und 17 
(TAA-QD) vorher. Eine Sequenzangleichung (Fig. 2) offenbarte eine weitere mögliche Spaltungsstelle (Lys21) 
an einer zu der Aktivierungsstelle von anderen Serienproteasen homologen Stelle [Lysin (K) oder Arginin (R) 
ist in den meisten Fällen vorhanden] (39). Mehrere gleichmäßig verteilte hydrophobe Bereiche im gesamten 
KLK15-Polypeptid stimmen mit einem globulären Protein, ähnlich zu anderen Kallikreinen und Serinproteasen, 
überein. Somit wird KLK15, wie das bei anderen Kallikreinen der Fall ist, vermutlich als ein inaktiver, aus 256 
Aminosäuren bestehender Präproenzymvorläufer translatiert. Präpro-KLK15 hat 21 zusätzliche Reste, die den 
Präbereich (das Signalpeptid, das aus 16 Resten besteht) und das Propeptid (5 Reste) darstellen.
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[0154] Der gepunktete Bereich in Fig. 2 gibt eine Schlaufe aus 11 Aminosäuren an, die für klassische Kalli-
kreine (PSA, KLK1 und KLK2) charakteristisch ist, aber nicht in KLK15 oder anderen Mitgliedern der Kalli-
krein-Multigenfamilie (10, 11, 13, 14) gefunden wird. KLK15 hat jedoch eine einzigartige Schleife aus 8 Amino-
säuren (HNEPGTAG) (SEQ. ID. NO. 10) an den Positionen 148–155, die in keinem anderen Kallikrein gefun-
den wird (Fig. 2). Neunundzwanzig "unveränderliche" Aminosäuren, die die aktive Stelle der Serinproteasen 
umgeben, wurden beschrieben (40). Von diesen sind achtundzwanzig in KLK15 konserviert. Eine der nicht 
konservierten Aminosäuren (Ser173 anstelle von Pro) wird auch in Prostase, KLK-L2 und KLK-L5-Proteinen ge-
funden und stellt gemäß Proteinevolutionsstudien (41) eine konservierte evolutionäre Veränderung eines Pro-
teins derselben Gruppe dar. In dem mutmaßlichen gereiften KLK15-Protein sind zwölf Cysteinreste vorhanden, 
von denen zehn in allen Kallikreinen konserviert sind und von denen die Bildung von Disulfidbrücken erwartet 
würde. Die anderen beiden (C131 und C243) werden nicht in PSA, KLK1, KLK2 oder KLK-L4 gefunden, sie 
werden jedoch in ähnlichen Positionen in allen anderen Kallikreingenen gefunden und die Bildung einer zu-
sätzlichen Disulfidbindung wird von ihnen erwartet.

[0155] Zur Vorhersage der phylogenetischen Verwandtschaft des KLK15-Proteins mit anderen Serinprotea-
sen wurden die Aminosäuresequenzen unter Verwendung der Unweighted-Pair-Group-Method-with-Arithme-
tic-Mean (UPGMA), des Neighbor-Joining-Distanzmatrixverfahrens und des "Protpars"-Sparsamkeitsverfah-
rens miteinander angeglichen. Alle erhaltenen phylogenetischen Bäume stimmten darin überein, daß andere 
Sennproteasen (Nicht-Kallikreine) als eine separate Gruppe zusammengefaßt werden können, wodurch ange-
zeigt wird, daß die Kallikreine einen getrennten Schritt in der Evolution von Serinproteasen darstellen. KLK15 
wurde mit dem KLK-L3 und TLSP (Fig. 4) zusammengefaßt und die klassischen Kallikreine (hK1, hK2 und 
PSA) sind in allen Bäumen zusammengefaßt, was nahelegt, daß die Trennung zwischen klassischen Kallikrei-
nen und den Kallikrein-ähnlichen Genen früh in der Evolution stattfand, was mit Vorschlägen früherer Studien 
übereinstimmt (13).

Spleißvarianten des KLK15-Gens

[0156] Eine PCR-Durchmusterung nach KLK15-Transkripten unter Verwendung genspezifischer Primer 
(KLK15 – F2-SEQ. ID. NO. 49 und KLK15-R2 – SEQ. ID. NO. 50) (Tabelle 1) ergab in den meisten untersuchten 
Gewebe-cDNAs das Vorhandensein von drei Banden (Fig. 6). Diese Banden wurden auf einem Gel aufgerei-
nigt, kloniert und sequenziert. Die obere Bande stellt die klassische Form des Gens dar und die untere Bande 
ist Spleißvariante 3 (Fig. 7). Die mittlere Bande stellt zwei andere Spleißvarianten dar. Ein Restriktionsverdau 
des PCR-Produkts der mittleren Bande mit Stu I gefolgt von Geltrennung, Aufreinigung und Sequenzieren er-
gab, daß diese aus den Spleißvarianten 1 und 2 besteht, die ungefähr dieselbe Länge haben (Spleißvariante 
1 hat Exon 4 (137 bp), aber es fehlen 118 bp aus Exon 3, während Spleißvariante 2 zusätzlich 118 bp aus Exon 
3 hat, aber Exon 4 fehlt). Es wird angenommen, daß alle Spleißvarianten für trunkierte Proteinprodukte codie-
ren (Fig. 5).

Chromosomale Lokalisierung des KLK15-Gens

[0157] Eine Restriktionsanalysenuntersuchung einer Anzahl von überlappender BAC-Klone, die den huma-
nen Kallikrein-Ort umspannen, gefolgt von einem Vergleich mit der EcoR I-Restriktionskarte des Gebiets (er-
hältlich auf der LLNL-Internetseite), ermöglichte die Identifikation eines BAC-Klons (BC 25479), der näher dem 
Telomer, benachbart zu BC 781134 (der das KLK15-Gen enthält) ist. Ein Abgleich der Sequenzen der zwei Klo-
ne mit einem BLAST-Programm zeigte, daß die Enden dieser Klone überlappen. Durch Identifizieren der Po-
sitionen der KLK1-, KLK3- und KLK15-Gene entlang dieser Klone wurde die relative Anordnung und die Rich-
tung der Transkription dieser drei Gene präzise definiert. KLK1 liegt dem Zentromer am nächsten und seine 
Transkriptionsrichtung ist vom Telomer zum Zentromer, gefolgt durch KLK15, welches näher am Telomer ge-
legen ist und in die gleiche Richtung transkribiert wird. Der Abstand zwischen den beiden Genen beträgt eine 
Länge von 1.501 bp. Das KLK3-Gen ist näher am Telomer gelegen und befindet sich in einem Abstand von 
23.335 von dem KLK15 und wird in die umgekehrte Richtung transkribiert (Fig. 6). Diese Ergebnisse stimmen 
mit vorhergehenden Berichten überein, bei denen der Abstand zwischen KLK3 und KLK1 grob auf ~31 kbp 
geschätzt wurde (6, 27).

Gewebeexpression und hormonelle Regulation des KLK15-Gens

[0158] Wie in Fig. 7 gezeigt, wird das KLK15-Gen in der Schilddrüse auf höchstem Niveau exprimiert. Gerin-
gere Expressionsniveaus werden auch in der Prostata, Speicheldrüse und Nebenniere, Dickdarm, Hoden und 
Niere gesehen. Um die Spezifität der RT-PCR zu bestätigen, wurden typische PCR-Produkte kloniert und se-
quenziert. Fig. 8 zeigt, daß das KLK15-Gen durch Steroidhormone in der humanen LNCaP-Prostatakrebszel-
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linie heraufreguliert ist.

KLK15-Expression bei Prostatakrebs

[0159] Die Expression des KLK15-Gens in normalem und kanzerösem Prostatagewebe wurde durch RT-PCR 
untersucht. Aktin wurde als Kontrollgen zur Sicherstellung der Qualität und der verwendeten cDNA-Menge ein-
geschlossen. Zur Untersuchung der relativen Expression des KLK15-Gens in normalem im Vergleich zu mali-
gnem Gewebe, wurden 29 Paare Prostatagewebe untersucht. Jedes Paar stellte normales und kanzeröses 
Gewebe, das von demselben Patienten erhalten wurde, dar. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammenge-
faßt. 13 von 29 Patienten hatten eine signifikant höhere KLK15-Expression in dem Krebsgewebe und nur 3 
hatten eine höhere Expression des KLK15 in Nicht-Krebs- im Vergleich zu Krebsgeweben. Die Auswertung 
durch den McNemar-Test zeigte an, daß die Unterschiede zwischen normalem und kanzerösem Gewebe sta-
tistisch signifikant sind (P = 0,021). Aufgrund der geringen Anzahl der Fälle wurde die Binomialverteilung zur 
Berechnung des Signifikanzniveaus verwendet. Die Prostatakrebspatienten wurden weiter in zwei Gruppen 
aufgeteilt: (a) mit positiver KLK15-Expression (N = 21) und (b) mit negativer (oder wenig) KLK15-Expression 
(N = 8). Als die Zuordnung der KLK15-Expression mit klinikopathologischen prognostischen Variablen vergli-
chen wurde, wurde herausgefunden, daß eine hohe KLK15-Expression häufiger in Patienten mit späten Krank-
heitsstadien und Tumoren mit höheren Graden ist (Tabelle 3).

Diskussion

[0160] Kallikreine sind eine Untergruppe der Serinproteasen. Der Begriff "Kallikrein" wird gewöhnlich zur Be-
schreibung eines Enzyms, das auf ein Vorläufermolekül (Kininogen) zur Freisetzung eines bioaktiven Peptids 
(Kinin) wirkt (3, 42). Jedoch ist der Begriff "Gewebekallikrein" nicht auf die funktionelle Definition des Enzyms 
beschränkt. Dieser Begriff wird jetzt zur Beschreibung einer Gruppe von Enzymen mit hochkonservierter Gen- 
und Proteinstruktur verwendet, die sich auch am selben chromosomalen Ort befinden. Unter den drei klassi-
schen humanen Kallikrein-Genen codiert nur KLK1 für ein Protein mit starker Kininogenaseaktivität. Die durch 
die KLK2- und KLK3-Gene codierten Enzyme haben eine sehr schwache Kininogenaseaktivität. Die bereits 
klonierten 14 Mitglieder der humanen Kallikrein-Genfamilie haben wie unten gezeigte eine Anzahl an Ähnlich-
keiten (7, 11): 
• Alle Gene befinden sich im selben chromosomalen Bereich (19g13.3–g13.4).
• Alle Gene codieren für mögliche Serinproteasen mit einer konservierten katalytischen Triade in den ent-
sprechenden Positionen, d.h. Histidin in der Nähe des Endes der zweiten codierenden Exons, Asparagin-
säure in der Mitte des dritten Exons und Serin am Anfang des fünften (letzten) Exons.
• Alle Gene haben fünf codierende Exons (einige Mitglieder enthalten ein oder mehrere 5' nicht translatierte 
Exons).
• Die Größen der codierenden Exons sind ähnlich oder identisch.
• Intronphasen sind vollständig konserviert.
• Alle Gene haben eine signifikante Sequenzhomologie auf DNA- und Aminosäureebene (30–80%).
• Viele dieser Gene sind durch Steroidhormone reguliert.

[0161] Die Fig. 2 und Fig. 8 zeigen, daß das neu identifizierte KLK15-Gen alle der oben genannten Ähnlich-
keiten teilt und somit ein neues Mitglied der humanen Kallikrein-Multigenfamilie ist. Dieses Gen wurde KLK15 
genannt.

[0162] Viele der Kallikrein-Gene stehen in Verbindung mit der Krankheitsentwicklung von humanen Erkran-
kungen, abhängig vom Gewebe ihrer hauptsächlichen Expression. Das KLK1-Gen ist an vielen Krankheitspro-
zessen beteiligt, einschließlich Entzündung (3), Bluthochdruck (44), Nierenentzündung und diabetische Nie-
renkrankheit (45, 46). Die Zusammenhänge zwischen HSCCE (KLK7) mit Hauterkrankungen, einschließlich 
krankhafter Hautverhornung und Schuppenflechte, wurden schon berichtet (47, 48). Little et al. haben vorge-
schlagen, daß Zyme (KLK6) stärkebildend sein kann und bei der Entwicklung der Alzheimererkrankung eine 
Rolle spielen kann (14). Es gibt andere Berichte, die den Zusammenhang von Neuropsin (KLK8)-Expression 
mit Erkrankungen des zentralen Nervensystems, einschließlich Epilepsie (49, 50), beschreiben. Da KLK15 
hauptsächlich in der Schilddrüse exprimiert wird, kann es eine bedeutende Rolle in der normalen Physiologie 
und Pathophysiologie dieser Drüse spielen. Unter allen anderen entdeckten Kallikreinen werden viele in der 
Schilddrüse exprimiert, aber in diesem Gewebe keines auf höchstem Niveau (7, 11).

[0163] Das KLK15-Gen ist auf mRNA-Ebene in einer Untergruppe von Prostatakrebsen heraufreguliert. Die 
Verteilungen des qualitativen KLK15-Expressionsstatus (hoch oder niedrig) zwischen Untergruppen von Pati-
enten, die sich in Krankheitsstadium, Tumorgrad und Gleason-Tumorstadieneinteilung unterscheiden, gaben 
25/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
an, daß eine hohe KLK15-Expression häufiger in Grad 3-Tumoren sowie in Stadium III und in Patienten mit 
einer Gleason-Tumorstadieneinteilung > 6 gefunden wurde. Diese Funde geben an, daß die Überexpression 
von KLK15 mit aggressiveren Formen der Krankheit assoziiert ist und ein Hinweis auf eine schlechte Prognose 
sein kann (Tabelle 3).

[0164] Es gibt zunehmend Hinweise, daß viele Kallikreine und Kallikrein-ähnliche Gene mit Malignität in Ver-
bindung stehen. PSA ist bisher der beste Marker für Prostatakrebs (20). Kürzliche Berichte schlagen vor, daß
hK2 (codiert durch das KLK2-Gen) ein weiterer geeigneter diagnostischer Marker für Prostatakrebs sein könn-
te (21, 51). NES1 (KLK10) scheint ein neues Tumorsuppressor-Gen (23) zu sein. Von dem Zyme (KLK6)-Gen 
wurde gezeigt, daß es differenziell in primären Brust- und Eierstocktumoren exprimiert wird (24) und von dem 
humanen Stratum corneum chymotryptischen Enzym (HSCCE, KLK7) wurde gezeigt, daß es in unnormal ho-
hen Mengen in Eierstockkrebs exprimiert wird (25). Ein weiteres kürzlich identifiziertes Kallikrein-ähnliches 
Gen, das vorläufig Tumor-assoziiertes differenziell exprimiertes Gen-14 (TADG-14/Neuropsin) (KLK8) genannt 
wurde, wurde eine Überexpression in ungefähr 60% der Eierstockkrebsgewebe gefunden (26). Von Prosta-
se/KLK-L1/(KLK4) ein weiteres neu entdecktes Kallikrein-ähnliches Gen, wird spekuliert, daß es mit Prostata-
krebs verknüpft sei (13). Bei zwei neu entdeckten Kallikreinen, KLK-L4 (KLK13) und KLK-L5 (KLK12) wurde 
eine Herunterregulation in Brustkrebs gefunden (10). Somit schlägt umfangreiche neue Literatur mehrfache 
Verbindungen von zahlreichen Kallikrein-Genen zu vielen Formen des humanen Krebs vor.

[0165] Das Vorhandensein mehrfach alternativ gespleißter mRNA-Formen ist unter den Kallikreinen häufig. 
Getrennte RNA-Arten werden zusätzlich zu dem hauptsächlichen 1,6 kb-Transkript von dem PSA-Gen trans-
kribiert (19, 52, 53). Reigman et al. berichteten auch von der Identifizierung von zwei alternativen Spleißformen 
des humanen glandulären Kallikrein 2-Gens (KLK2) (54). Ein neues Transkript des Gewebekallikrein-Gens 
(KLK1) wurde auch aus dem Dickdarm isoliert (55). Von Neuropsin, einem kürzlich identifizierten Kalli-
krein-ähnlichen Gen, wurde festgestellt, daß es zwei alternative Spleißformen zusätzlich zu der Hauptform hat 
(25, 26). Auch von KLK-L4 wurde herausgefunden, daß es unterschiedliche alternative Spleißformen hat (10). 
Da die Spleißvarianten von KLK15 eine identische 5'-Sequenz, die zur Translation, Sekretion und Aktivierung 
erforderlich ist, aufweist, ist es möglich, anzunehmen, daß sie für ein ausgeschüttetes Protein (53) codieren.

[0166] Zusammenfassend wurde ein neues Mitglied der humanen Kallikrein-Genfamilie, KLK15, charakteri-
siert, welches sich am humanen Kallikrein-Ort (Chromosom 19g13.3–g13.4) befindet. Dieses Gen hat zusätz-
lich zu der klassischen Form drei verwandte Spleißformen. KLK15 wird in einer Vielzahl von Geweben expri-
miert, aber hauptsächlich in der Schilddrüse, es scheint in aggressiveren Formen von Prostatakrebs heraufre-
guliert zu sein und seine Expression wird durch Steroidhormone beeinflußt. Da einige andere Kallikreine be-
reits als wertvolle Tumormarker verwendet werden, könnte KLK15 ähnliche klinische Anwendungen finden. 

* Alle Primer sind in 5' → 3'-Richtung angegeben.

Tabelle 1 Für die genomische PCR-Vervielfältigung verwendete Primer
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* Der P-Wert wurde durch den McNemar-Test unter Verwendung der Binomialverteilung kalkuliert.

* Exakter Fisher-Test 
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Patentansprüche

1.  Isoliertes Protein, welches aus einer Aminosäuresequenz von SEQ ID NO: 6, 7, 8 oder 9 besteht.

2.  Isoliertes Nukleinsäuremolekül, welches ein Protein nach Anspruch 1 codiert, oder eine dazu komple-
mentäre Nukleinsäuresequenz oder ein Nukleinsäuremolekül mit wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% 
Identität dazu.
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3.  Isoliertes Nukleinsäuremolekül nach Anspruch 2 mit einer Nukleinsäuresequenz von SEQ ID NO: 1, 2, 
3, 4 oder 5, wobei T auch U sein kann, oder eine dazu komplementäre Nukleinsäuresequenz oder ein Nukle-
insäuremolekül mit wenigstens 80%, 85%, 90%, 95% oder 99% Identität dazu.

4.  Vektor, welcher ein Nukleinsäuremolekül nach Anspruch 2 oder 3 umfaßt.

5.  Wirtszelle, welche ein Nukleinsäuremolekül nach Anspruch 2 oder 3 umfaßt.

6.  Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach Anspruch 1, welches folgendes umfaßt:  
(a) Überführen eines Vektors nach Anspruch 4 in eine Wirtszelle,  
(b) Selektieren transformierter Wirtszellen gegenüber nicht transformierten Wirtszellen,  
(c) Kultivieren einer selektierten transformierten Wirtszelle unter Bedingungen, die eine Expression des Prote-
ins gestatten, und  
(d) Isolieren des Proteins.

7.  Antikörper mit Spezifität gegen ein Epitop eines Proteins nach Anspruch 1.

8.  Antikörper nach Anspruch 7, der mit einer detektierbaren Substanz markiert ist und dazu verwendet 
wird, das Polypeptid in biologischen Proben, Geweben und Zellen zu detektieren.

9.  Sonde, welche eine Sequenz umfaßt, die ein Protein nach Anspruch 1 codiert.

10.  Testkit zum Diagnostizieren eines Zustands, der mit einem Protein nach Anspruch 1 assoziiert ist, 
durch Bestimmen des Vorhandenseins eines Nukleinsäuremoleküls nach einem der vorangegangenen An-
sprüche oder eines Proteins nach einem der vorangegangenen Ansprüche.

11.  Testkit nach Anspruch 10, wobei der Zustand Krebs ist.

12.  Testkit nach Anspruch 11, wobei der Krebs Prostatakrebs ist.

13.  Verfahren zum Identifizieren einer Substanz, die sich mit einem Protein nach Anspruch 1 assoziiert, 
welches folgendes umfaßt:  
(a) Umsetzen des Proteins mit wenigstens einer Substanz, die sich potentiell mit dem Protein assoziieren kann, 
unter Bedingungen, die die Assoziierung zwischen der Substanz und dem Protein gestatten, und  
(b) Entfernen oder Detektieren des mit der Substanz assoziierten Proteins, wobei die Detektion von assoziier-
tem Protein und Substanz anzeigt, daß die Substanz mit dem Protein assoziiert.

14.  Verfahren zum Bewerten einer Verbindung auf ihre Fähigkeit, die biologische Aktivität eines Proteins 
nach Anspruch 1 zu modulieren, welches das Versehen des Proteins mit einer Substanz, die sich mit dem Pro-
tein assoziiert, und mit einer Testverbindung umfaßt, unter Bedingungen, die die Bildung von Komplexen zwi-
schen der Substanz und dem Protein und das Entfernen und/oder Detektieren von Komplexen gestatten.

15.  Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Wechselwirkung eines Proteins nach Anspruch 1 und 
einer Substanz, die mit dem Protein wechselwirkt, welches folgendes umfaßt:  
(a) Bereitstellen eines Reaktionsgemischs, welches das Protein und eine Substanz, die an das Protein bindet, 
oder wenigstens einen Teil von beiden, die miteinander wechselwirken, enthält,  
(b) Inkontaktbringen des Reaktionsgemischs mit einer oder mehreren Testverbindungen,  
(c) Identifizieren von Verbindungen, die die Wechselwirkung des Proteins und der Substanz hemmen.

16.  Verfahren zum Detektieren eines Nukleinsäuremoleküls, welches ein Protein nach Anspruch 1 codiert, 
in einer biologischen Probe, welches die folgenden Stufen umfaßt:  
(a) Hybridisieren eines Nukleinsäuremoleküls nach Anspruch 2 oder 3 an Nukleinsäuren der biologischen Pro-
be unter Bildung eines Hybridisierungskomplexes und  
(b) Detektieren des Hybridisierungskomplexes, wobei das Vorhandensein des Hybridisierungskomplexes mit 
dem Vorhandensein eines Nukleinsäuremoleküls, welches das Protein in der biologischen Probe codiert, kor-
reliert ist.

17.  Verfahren nach Anspruch 16, wobei Nukleinsäuren der biologischen Probe vor der Hybridisierungsstu-
fe durch Polymerasekettenreaktion vervielfältigt werden.
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18.  In vitro-Verfahren zum Überwachen des Voranschreitens von Prostatakrebs in einem Individuum, wel-
ches die folgenden Stufen umfaßt:  
(a) Inkontaktbringen einer Menge eines Antikörpers, der an ein Protein nach Anspruch 1 bindet, mit einer Probe 
von dem Individuum, um einen binären Komplex zu bilden, der den Antikörper und das Protein in der Probe 
umfaßt,  
(b) Bestimmen oder Detektieren des Vorhandenseins oder der Menge an Komplexbildung in der Probe,  
(c) Wiederholen der Stufen (a) und (b) zu einem späteren Zeitpunkt und  
(d) Vergleichen des Ergebnisses von Stufe (b) mit dem Ergebnis von Stufe (c), wobei ein Unterschied in der 
Menge an Komplexbildung das Voranschreiten des Krebses in dem Individuum anzeigt.

19.  Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
von Prostatakrebs.

20.  Pharmazeutische Zusammensetzung, welche eines oder mehrere von einem Nukleinsäuremolekül 
oder einem Protein nach einem der vorangegangenen Ansprüche und einen pharmazeutisch verträglichen 
Träger, ein Bindemittel oder ein Verdünnungsmittel umfaßt.

21.  Verwendung eines oder mehrerer von einem Nukleinsäuremolekül oder einem Protein nach einem der 
vorangegangenen Ansprüche bei der Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung 
von Prostatakrebs.

22.  Verfahren zur Durchführung von Arzneimittelentdeckung, welches folgendes umfaßt:  
(a) Bereitstellen von Mitteln, die anhand ihrer Fähigkeit, die Wechselwirkung eines Proteins nach Anspruch 1 
und einer Substanz, die an das Protein bindet, zu hemmen oder zu verstärken, identifiziert werden,  
(b) Durchführen von therapeutischem Profiling an Mitteln, die in Stufe (a) identifiziert wurden, oder an weiteren 
Analogen davon auf ihre Wirksamkeit und Toxizität in Tieren und  
(c) Bestimmen einer Formulierung für eine pharmazeutische Präparation, die ein oder mehrere Mittel enthält, 
die in Stufe (b) mit einem annehmbaren therapeutischen Profil identifiziert wurden.

23.  Impfstoff zum Stimulieren oder Verstärken der Produktion von Antikörpern, die gegen ein Protein nach 
Anspruch 1 gerichtet sind, in einem Subjekt, an das der Impfstoff verabreicht wird.

24.  Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 bei der Herstellung eines Impfstoffs zum Stimulieren oder 
Verstärken der Produktion von Antikörpern gegen das Protein in einem Subjekt.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
78/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
79/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
80/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
81/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
82/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
83/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
84/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
85/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
86/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
87/88



DE 601 20 712 T2    2007.07.19
88/88


	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

