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Nachweis der Platinresistenz

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Klassifizierung eines Patienten
als platinsensitiv oder platinresistent, die Verwendung des Expressionsprofils einer
Untergruppe von Genen zur Klassifizierung eines Patienten als platinsensitiv oder
platinresistent sowie ein Verfahren zur Identifizierung von informativen Genen, um

einen Patienten als platinsensitiv oder platinresistent klassifizieren zu kénnen.

Die zielgerichtete medikamentdse Behandlung von Tumorerkrankungen stellt trotz
intensiver Forschungsaktivititen nach wie vor eine der grofiten Herausforderungen
an die moderne Arzneimittelforschung dar. So stellen die wichtigste Gruppe der

therapeutisch genutzten antitumoralen Substanzen nach wie vor die so genannten

BESTATIGUNGSKOPIE
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Cytostatika dar, die auf unterschiedliche Art und Weise toxisch auf korpereigene
Zellen wirken und so Zellwachstum und -teilung hemmen. Wichtige Cytostatika
basieren auf dem Inhaltsstoff Platin, wie bspw. das Cisplatin®, Eloxatin® (Oxaliplatin)

oder Carboplat® (Carboplatin).

Die Hauptanwendungsgebiete fiir platinbasierende Cytostatika sind das Ovarialkarzi-
nom, das Hoden-, Bronchial-, Harnblasen- und Cervixkarzinom und Plattenepitelkar-
zinome im Kopf-/Halsbereich. Platinbasierende Cytostatika werden in der Regel als
Infusion verabreicht und hiufig in Kombination mit anderen Chemotherapeutika

eingesetzt.

Das Ovarialkarzinom bzw. Eierstockkrebs zdhit zu den hdufigsten Malignomerkran-
kungen der Frau. Die Inzidenz betrdgt derzeit 23 pro Einhunderttausend. Im Jahr
2000 wurde in Deutschland bei etwa 9.671 Frauen erstmals ein Ovarialkarzinom
festgestellt; Quelle: Robert-Koch-Institut Berlin. In den USA wurden im Jahre 2006 ca.
20.000 Neuerkrankungen, das heifit ca. 3 % aller Tumorerkrankungen bei Frauen,
und ca. 15.300 Todesfille erwartet; Quelle: American Cancer Society: Cancer Facts

and Figures 2006, Atlanta, GA: American Cancer Society 2006.

Ca. 65 % der Ovarialkarzinome werden erst in den fortgeschrittenen Stadien erkannt,

was zu einer schlechten Prognose fiihrt.

Die operative Standardbehandlung des Ovarialkarzinoms besteht in der Hysterekto-
mie mit Adnexektomie sowie Omentektomie und pelvine sowie paraaortale

Lymphonodektomie.

Mit wenigen Ausnahmen erhalten alle Patientinnen eine platinhaltige Chemothera-
pie, z.B. mit Carboplatin und einem weiteren nicht platinbasierendem Chemothera-

peutikum, wie z.B. Paclitaxel (Taxol®).
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Trotz dieser Behandlung kommt es bei 20 bis 30 % der Patientinnen aufgrund einer
Platinresistenz zu keinerlei klinischer Remission und der Grofteil der behandelten

Frauen erleidet einen Riickfall.

Bis dato gibt es keine histopathologischen Parameter, die eine Platinresistenz anzei-
gen. Der einzige Test, mit dem eine solche Platinresistenz vorhergesagt werden kann,
ist der ATP-Chemosensitivitdtsassay. Fiir die Durchfiihrung dieses Tests ist aber eine
Mindestanzahl von Tumorzellen nétig, die bei kleinen Tumoren oft nicht gewonnen
werden kann. Der ATP-Chemosensitivitdtsassay ist sehr aufwandig in der Durchfiih-
rung und in die Routinediagnostik nur schwer zu integrieren. Ferner ist dieser Assay

wenig spezifisch, die Spezifitit liegt bei ca. 40 %.

Vor diesem Hintergrund ist die Bereitstellung eines Verfahrens, mit dem eine Platin-
resistenz nachgewiesen werden kann, von groflem Interesse. So fithrt namlich die
Verabreichung von platinhaltigen Chemotherapeutika zu einer Vielzahl von Neben-
wirkungen, die den Korper belasten. Zu erwdhnen sind hier eine dosislimitierende
Nierenschadigung, die sich etwas 2 Wochen nach Therapiebeginn zeigt. Haufig
kommt es zu Horschadigungen in Bezug auf hohere Frequenzen, besonders bei
Kindern. Ferner werden bei wiederholter Verabreichung periphere Neuropathien mit
Parasthesien, Krampfen und dem Verlust von motorischen Funktionen beobachtet.

Vereinzelt wird auch das Auftreten von anaphylaktoiden Reaktionen festgestellt.

Bei einer zuverldssigen Vorhersage einer Platinresistenz konnten diese Belastungen
des Organismus vermieden werden und frithzeitig bspw. platinfreie Chemotherapeu-

tika verabreicht werden.

De Smet et al. (2006), Predicting the clinical behavior of ovarian cancer from gene
expression profiles, Int. J. Gynecol. Cancer 16 (Suppl. 1), Seiten 147-151, beschrei-
ben, dass platinresistente und platinsensitive Patientinnen, die an einem Ovarialkar-
zinom leiden, ein unterschiedliches Genexpressionsmuster aufweisen. Konkret

wurden von den Autoren 500 verschiedene Gene identifiziert, die in platinresistenten
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Frauen anders exprimiert werden als in platinsensitiven Frauen. Die Autoren etablier-
ten zwei Referenzgruppen, namlich eine solche, die die Genexpression in platinresis-
tenten Frauen reprisentiert, und eine Referenzgruppe, die die Genexpression in
platinsensitiven Frauen reprasentiert. Es wird die Moglichkeit in Erwagung gezogen,
Patientinnen aufgrund von Ahnlichkeiten zu der einen oder der anderen Referenz-
gruppe vor Beginn einer Chemotherapie als platinresistent bzw. platinsensitiv zu
Klassifizieren. Nachteilig bei dem von De Smet et al. vorgeschlagenen Ansatz ist, dass
die Vorhersagesicherheit einer Platinresistenz sehr niedrig ist. Die Autoren sind
namlich bei der Zusammenstellung der Referenzgruppen ungenau vorgegangen. SO
wurden bspw. bei der Evaluierung der Referenzgruppen zwei Tumorproben herange-
zogen, die aus Patientinnen gewonnen wurden, welche anstelle einer Kombination
aus einem platinhaltigen Cytostatikum und Paclitaxel mit dem Alkylanz Cyclophos-
phamid und einem platinhaltigen Cytostatikum behandelt wurden. Die Gruppe der
Tumorproben, die zur Evaluierung der Referenzgruppe der platinresistenten Frauen
verwendet wurden, enthielten zwei Proben, die noch wahrend der Chemotherapie
entnommen wurden. Dadurch war jedoch nicht genau absehbar, ob diese beiden
Patientinnen nicht doch noch zumindest teilweise sensitiv gegeniiber einer platin-
haltigen Chemotherapie waren. Hinzu kommt, dass die Autoren lediglich 500 diffe-
renziell exprimierte Gene bereitstellen, wobei diese nach eigenen Angaben falsch
positive Gene enthalten kénnen und falsch negative Gene in dieser Liste fehlen. Die
Liste stellt somit kein echtes "Predictor-Set" dar, d.h. eine kleinere Anzahl von Genen,
die eine zuverldssige Vorhersage ermoglicht. Diese Nachteile fithren zu einer Klassifi-

zierungsgenauigkeit von lediglich 76,92 %.

Helleman et al., (2006), Molecular profiling of platinum resistant ovarian cancer, Int.
J. Cancer 118, Seiten 193-1971, beschreiben ein Verfahren zur Klassifizierung von
Patientinnen, die an einem Ovarialkarzinom leiden, in eine platinresistente und eine
platinsensitive Gruppe. Diese Klassifizierung soll anhand der unterschiedlichen
Expression eines "predictor sets" bestehend aus neun identifizierten Genen erfolgen.
Die Autoren haben unterschiedliche Referenzgruppen etabliert, wobei eine Patientin
aufgrund ihres Expressionsprofiles der neun identifizierten Gene in die eine oder

andere dieser Referenzgruppen Kklassifiziert und damit als platinsensitiv oder platinre-
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sistent eingestuft wird. Die Autoren haben jedoch die Referenzgruppen ungenau und
entgegen anerkannter Leitlinien, bspw. der Deutschen Gesellschaft fiir Gynédkologie
und Geburtshilfe e.V., zusammengestellt. Bei der Etablierung der Referenzgruppen
wurde die Antwort der Tumoren auf eine platinhaltige Chemotherapie anhand einer
Methode Kklassifiziert, die die so genannte klinische Antwort bestimmt. Je nach Gré3e
der Tumorherde nach der Therapie, bestimmt durch bildgebende Verfahren wie
Ultraschall, werden die Antwortraten in vollstindige Sensitivitit ("complete respon-
se"), teilweise Sensitivit'&it ("partial response"), stabile Krankheit ("stable disease") und
Fortschreiten der Krankheit ("progression") eingeteilt. In der Referenzgruppe der
platinresistenten Frauen ("non-responder") fassen die Autoren schliefdlich 13 Patien-
tinnen mit Krankheitsfortschritt ("progression") und eine Patientin, die drei Monate
nach der operativen Entfernung einen Riickfall erlitt, zusammen. Die restlichen
Patientinnen sind platinsensitiv ("responder”; n=82), obwohl sie unterschiedlich auf
die Platintherapie ansprechen. Die Autoren schreiben selbst, dass unter den Tumo-
ren, die aus Patientinnen mit einer teilweisen Sensitivitdt ("partial response") gewon-
nen wurden, eine resistente Subpopulation vorhanden sein kénnte. Bei Patientinnen
ohne Krankheitsfortschritt ("no progression") werden unterschiedliche Zeitintervalle
gemessen. Mit anderen Worten, die Etablierung der Referenzgruppen wurde von den
Autoren nicht stringent vorgenommen und allgemein anerkannte Leitlinien zur
Klassifizierung von Platinresistenz und Platinsensitivitit wurden nicht beachtet. Die
Sensitivitiat des aus Helleman et al. bekannten Verfahrens betrdgt deshalb lediglich
89 % und die Spezifitit betrdgt lediglich 59 %. |

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur
Klassifizierung eines Patienten als platinsensitiv oder platinresistent bereitzustellen,
das die Nachteile aus dem Stand der Technik weitgehend vermeidet. Insbesondere
soll ein solches Klassifizierungsverfahren bereitgestellt werden, das eine hohe Genau-

igkeit aufweist.



WO 2009/015799 PCT/EP2008/005965

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gelost, das folgende Schritte aufweist:

Bereitstellung einer biologischen Probe eines Patienten,

2. Ermittlung des Genexpressionsprofils einer Untergruppe von Genen aus der
biologischen Probe,
3. Vergleich des in Schritt (2) ermittelten Genexpressionsprofils

a) mit einem ersten Referenzgenexpressionsprofil der Untergruppe von
Genen, wobei das erste Referenzgenexpressionsprofil aus platinsensiti-
ven Patienten gewonnen wurde, und ‘

b) mit einem zweiten Referenzgenexpressionsprofil der Untergruppe von
Genen, wobei das zweite Referenzgenexpressionsprofil aus platinsresis-
tenten Patienten gewonnen wurde,

4. Klassifizierung des Patienten

a) als platinsensitiv, wenn das Genexpressionsprofil des Patienten grofiere
Ahnlichkeiten mit dem ersten Referenzgenexpressionsprofil aufweist,
oder

b) als platinresistent, wenn das Genexpressionsprofil des Patienten grofie-
re Ahnlichkeiten mit dem zweiten Referenzgenexpressionsprofil auf-
weist,

wobei die Untergruppe von Genen aus zumindest einem Gen besteht, das ausgewahlt
ist aus der Gruppe bestehend aus: PPADPCIA (NM_001030059.1), EGFR
(NM_005228.3), NKD2 (NM_033120.2), GPM6B (NM_001001994.1), AMMECRI1
(NM_001025580.1), LTB4R (NM_181657.1), BX112399; TUSC1 (NM_001004125.1),
MUC15 (NM_145650.2), HMFNO0839 (NM_032717.3), SCAP1 (NM_003726.2),
XM_498568, CARD4 (NM_006092.1), FTCD (NM_206965.1), XM_371586,
LOC400464 (NM_001013670.1), COMP (NM_000095.2), LOC440686
(NM_001025303.1), COL5A1 (NM_000093.2), HISTIH2BD (NM_138720.1), F2R
(NM_001992.2), KIAA1875 (NM_032529.1), HLA-DMB (NM_002118.3), FOXP1
(AK025793), APOC1 (NM_001645.3), WBSCR27 (NM_152559.2), CATSPER1
(NM_053054.2), JOSD2 (NM_138334.1), BCAR3 (BX106566), BGN (NM_001711.3),
HOXB7 (NM_004502.2), FXYD3 (NM_005971.2), NIPA1l (NM_144599.3), GSR

_000637.2), CST1 _001898.2), LAT2 (NM_022040.2), HLA-DQB1
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(NM_002123.2), LSAMP (NM_002338.2), LOC652670 (XM_942247.1), LOC642412
(XM_925931.1), NEK8 (NM_178170.2), CD40 (NM_001250.3), SAMDI11
(NM_152486.2), MSC (NM_005098.2), CR607098, PLCXD1 (NM_018390.1), RASL11A
© (NM_206827.1), COL3A1 (NM_000090.2), FLJ13391 (NM_032181.1), COLI1Al
(NM_000088.2), ZNF539 (NM_203282.1), REM1 (NM_014012.4), EDG3
(NM_005226.2), CSPG2 (NM_004385.2), TYRP1 (NM_000550.1).

"Platinsensitiv" bedeutet erfindungsgemifl in Ubereinstimmung mit den Leitlinien
der Deutschen Gesellschaft fiir Gyndkologie und Geburtshilfe e.V., dass ein Tumorpa-
tient bzw. eine Tumorpatientin derart mit einer platinhaltigen Substanz, bspw. einem
Cytostatikum wie Cisplatin oder Carboplatin, therapierbar ist, dass es innerhalb von
sechs Monaten nach Abschluss der Therapie zu keinem Riickfall (Rezidiv) kommt.
"Platinresistent" hingegen bedeutet erfindungsgemaif}, dass eine Patientin mit einer
platinhaltigen Substanz nicht entsprechend therapierbar ist und es innerhalb von

sechs Monaten nach Abschluss der Chemotherapie zu einem Rezidiv kommt.

Eine biologische Probe eines Patienten enthilt erfindungsgemafl reprasentatives
genetisches Material des zu Klassifizierenden Patienten biologisches Gewebe, bspw. in
Form von DNA und/oder RNA, das die Ermittlung eines Genexpressionsprofils
erlaubt. Eine biologische Probe umfasst deshalb eine biologische Zelle, ein Gewebe
oder Gewebeteil, ein Organ oder Organteil, wobei die Probe in fliissiger oder fester
Form, auch in kryokonservierter Form, bereitgestellt werden kann. Typisches biologi-
sches Material entstammt einem Tumor, wie einem Ovarialkarzinom, das mittels
eines chirurgischen Eingriffs in die zu Klassifizierende Patientin gewonnen werden

kann.

Unter Genexpressionsprofil wird erfindungsgemafl die Gesamtheit der Transkrip-
tionsaktivitit einer Vielzahl von Genen eines Individuums, bspw. des zu Klassifizie-
renden Patienten, verstanden. Genexpressionsprofile lassen sich mittels dem Fach-
mann bekannter Techniken ermitteln, bspw. unter Zuhilfenahme von DNA-
Mikroarrays, die mit einer reprasentativen Anzahl unterschiedlicher cDNA-Molekiile

bestiickt sind, an die das genetisches Material des Individuums, bspw. mit einem
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Marker versehene mRNA-Molekiile bzw. daraus generierte cDNA-Molekiile, hybridi-
sieren kénnen. Die Hybridisierungsaktivitiat zeigt an, welche Gene in dem Indivi-
duum exprimiert werden. Ferner ist eine Aussage iiber die Stirke der Expression
moglich. Die Zusammenstellung der Hybridisierungsaktivititen sdmtlicher unter-
suchter Molekiile bzw. Transkripte ermdoglicht die Erstellung eines Genexpressi-

onsprofil des Patienten.

"Ahnlichkeit" mit einem Referenzgenexpressionsprofil bedeutet erfindungsgemaif,
dass die Transkriptionsaktivitit eines oder mehrerer Gene aus der angegebenen
Untergruppe stirker der Transkriptionsaktivitdt des entsprechenden Gens oder der
entsprechenden Gene aus der einen Referenzgruppe entspricht als der Transkription-
saktivitit des entsprechenden Gens oder der entsprechenden Gene aus der anderen
Referenzgruppe. Diese erfindungsgemife Ahnlichkeit lasst sich mittels Stand der
Technik bekannter mathematischer Verfahren bestimmen. Dies erfolgt bspw. iiber so
genannte "support vector machines" (SVM). Eine SVM passt in einen mathemati-
schen Raum eine mehrdimensionale Hyperebene ein, die als Trennebene zwischen
zwei verschiedenen Gruppen oder Klassen dient. Das fiir einen Patienten ermittelte
Genexpressionsprofil kann dabei durch einen mathematischen Vektor reprasentiert
werden, der in dem mathematischen Raum eine bestimmte Position einnimmt. Je
nach der Lage des Vektors in dem mehrdimensionalen Raum bezogen auf die Hyper-
ebene der SVM, das heifdt, je nach dem, ob der einem Patienten zuzurechnende
Vektor auf der einen oder anderen Seite der Hyperebene liegt, ist das Genexpressi-
onsprofil des Patienten entweder dhnlich zu dem Referenzgenexpressionsprofil aus
den platinsensitiven Patienten (1. Klasse) oder zu dem Referenzgenexpressionsprofil
aus den platinresistenten Patienten (2. Klasse). Eine Ubersicht iiber die Verwendung
von SVM findet sich bspw. in Burges C.J.C. (1998), A tutorial on support vector
machines for pattern recognition, Data Mining and Knowledge Discovery 2 (2):
Seiten 121-167, und in Perez-Diez et al. (200S5), Microarrays for cancer Diagnosis and
Classification, Microarray Technology and Cancer Gene Profiling, Seiten 1-12. Der
Inhalt der vorstehend genannten Publikationen ist durch Inbezugnahme Bestandteil

der vorliegenden Beschreibung.
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Die Gene, die Bestandteil der Untergruppe sind, werden erfindungsgemafl durch das
internationale Gensymbol des HUGO Gene Nomenclatur Committee (HGNC), sofern
bekannt, und der Zugriffsnummer ("accession number") der GenBank identifiziert.
Der Zugriff auf die GenBank ist bspw. tiber den Internetauftritt des "National Center
for Biotechnology Information (NCBI)" unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ mog-
lich.

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird hiermit vollkommen geldst. Die
Erfinder haben jeweils zwolf platinsensitive und platinresistente Ovarialkarzi-
nomproben analysiert und konnten dabei 102 verschiedene Gene bzw. Transkripte
ermitteln, die in platinsensitiven Patienten ein anderes Expressionsprofil zeigen als in
platinresistenten Patientinnen. Aus diesen Genen wiederum konnten die Erfinder 55
verschiedene Gene ermitteln, die sich fiir eine Klassifizierung eines zu untersuchen-
den Patienten, bspw. einer Patientin, die an einem Ovarialkarzinom erkrankt ist, als
platinsensitiv oder platinresistent besonders eignen. Diese Gruppe von Genen wird
auch als "gene predictor set" bezeichnet. Die Erfinder haben das erfindungsgemafle
Verfahren an 18 verschiedenen kryokonservierten Tumorproben aus Patientinnen
tiberpriift, fiir die im Vorfeld bereits tiber klassische klinischen Parameter eine Klassi-
fizierung in platinsensitiv und platinresistent vorgenommen wurde, so dass bereits
bekannt war, ob eine Platinresistenz oder eine Platinsensitivitdt vorliegt. Dabei ergab
sich eine 100 % richtige Vorhersage der Platinresistenz der Proben. Das erfindungs-

gemifle Verfahren ist deshalb besonders zuverldssig.

Vor diesem Hintergrund ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die
Verwendung des Genexpressionsprofils einer Untergruppe von Genen zur Klassifizie-
rung eines Patienten als platinsensitiv oder platinresistent, wobei die Untergruppe
von Genen aus zumindest einem Gen besteht, das aus der oben beschriebenen

Gruppe von Genen ausgewdhlt ist.

Dabei ist es bei dem erfindungsgemiflen Klassifizierungsverfahren und der erfin-
dungsgemiflen Verwendung bevorzugt, wenn die Untergruppe von Genen aus

zumindest 5, vorzugsweise aus zumindest 10, weiter bevorzugt aus zumindest 20,
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mehr bevorzugt aus zumindest 30, mehr bevorzugt aus zumindest 40, mehr bevor-
zugt aus zumindest 50 und hochst bevorzugt aus allen 55 Genen besteht, die aus der

vorstehend identifizierten Gruppe ausgewahlt sind.

Diese Maflnahme hat den Vorteil, dass die Genauigkeit der Klassifizierung eines
Patienten in platinsensitiv oder platinresistent nochmals erhoht wird. So wird bereits
eine hochst zuverlissige Klassifizierung ermoglicht, wenn das Genexpressionsprofil
von zumindest 5 Genen analysiert und mit den Referenzexpressionsprofilen vergli-
chen wird, wobei jedoch die Zuverladssigkeit weiter erh6ht wird, je mehr Gene aus der

Untergruppe untersucht werden.

Bei dem erfindungsgemiflen Klassifizierungsverfahren ist es bevorzugt, wenn das
erste Referenzgenexpressionsprofil aus solchen Patienten gewonnen wurde, die sechs
Monate nach Abschluss einer platinbasierenden Chemotherapie kein Rezidiv erleiden
(platinsensitive Patienten), bzw. wenn das zweite Referenzexpressionsprofil aus
solchen Patienten gewonnen wurde, die innerhalb von sechs Monaten nach Ab-
schluss einer platinbasierenden Chemotherapie ein Rezidiv erleiden (platinresistente

Patienten).

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass Referenzgenexpressionsprofile etabliert wer-
den, die sich an allgemein anerkannten Leitlinien orientieren, wie diese bspw. von
der Deutschen Gesellschaft fiir Gyndkologie und Geburtshilfe e.V. zur Beurteilung, ob
eine Patientin platinsensitiv oder platinresistent ist, hefausgegeben werden. Durch
diese Malnahme wird zusatzlich sichergestellt, dass eine korrekte Klassifizierung des

zu untersuchenden Patienten erfolgt.

Dabei ist es bei dem erfindungsgemidfien Klassifizierungsverfahren bevorzugt, wenn
die Anzahl der platinsensitiven Patienten im Wesentlichen der Anzahl der platinre-

sistenten Patienten entspricht.
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Durch diese Maflnahme wird sichergestellt, dass aussagekriftige und vor allem
vergleichbare Referenzgenexpressionsprofile etabliert werden kénnen. Die Klassifizie-
rung des zu untersuchenden Patienten wird in ihrer Genauigkeit damit nochmals
erhoht. Im Gegensatz hierzu ist bspw. das von Helleman et al. (a.a.0.) verwendete
Referenzexpressionsprofil nicht ausgewogen und die damit verbundene Klassifizie-
rungsmethode ungenau. Die dortigen Autoren haben 19 platinsensitive Patientinnen

untersucht, jedoch lediglich S platinresistente Patientinnen.

Bei dem erfindungsgemiflen Verfahren ist es bevorzugt, wenn die biologische Probe

Tumorgewebe, vorzugsweise aus einem Ovarialkarzinom stammend, aufweist.

Diese Maflnahme hat den Vorteil, dass das erﬁndungsgefnaﬁe Klassifizierungsverfah-
ren die Voraussetzungen fiir eine zielgerichtete Therapie eines Krebspatienten,
vorzugsweise einer an einem Ovarialkarzinom erkrankten Patientin ermoglicht. Bei
friihzeitiger Ermittlung einer Platinresistenz kann somit die Verabreichung von
toxischem Platin und die damit verbundene Belastung der Patientin vermieden und

eine Entscheidung fiir einer alternative Therapie getroffen werden.

Dabei ist es bei dem erfindungsgemaflen Klassifizierungsverfahren bevorzugt, wenn

die biologische Probe zumindest 50 % Tumorgewebe aufweist.

Diese Manahme hat den Vorteil, dass eine besonders gute und zuverldssige Klassifi-
zierung des zu untersuchenden Patienten sichergestellt wird. So wird gerade im
Tumorgewebe eine Genexpressionsaktivitit festgestellt, die eine Unterscheidung von

platinsensitiven Patienten und platinresistenten Patienten erméglicht.

Dabei ist es bei dem erfindungsgeméfen Klassifizierungsverfahren bevorzugt, wenn

das Tumorgewebe in kryokonservierter Form bereitgestellt wird.

Mit dieser Manahme wird das erfindungsgemafle Verfahren derart modifiziert, dass

dessen Durchfiihrung nicht unmittelbar nach der Entnahme der biologischen Probe
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zu erfolgen hat. Vielmehr kann die entnommene biologische Probe tiefgefroren und
damit konserviert werden und die Durchfithrung des erfindungsgeméafien Verfahrens
in einem hierfiir ausgestatteten Speziallabor erfolgen, zu dem die konservierte Probe
tiberfiihrt wird. Die Erfinder konnten feststellen, dass kryokonserviertes Gewebe fiir
eine Klassifizierung genauso geeignet ist, wie unmittelbar vor der Durchfithrung

entnommenes ,frisches” biologisches Gewebe.

Bei dem erfindungsgemifen Klassifizierungsverfahren ist es bevorzugt, wenn Schritt

(3) und (4) unter Verwendung einer "support vector machine" (SVM) erfolgt.

Diese Manahme hat den Vorteil, dass der Vergleich des ermittelten Genexpressi-
onsprofils der biologischen Probe mit den Referenzgenexpressionsprofilen und die
Klassifizierung des Patienten mittels eines etablierten und genauen mathematischen
Verfahrens erfolgt. Dabei stellt eine ,support vector machine” (SVM) ein Klassifikator
dar. Eine SVM unterteilt eine Menge von Objekten, bspw. zu untersuchende Gene
oder Patienten, so in zwei Klassen, dass um die Klassengrenze herum ein moglichst
breiter Bereich frei von Objekten bleibt. Bei den SVM handelt es sich um ein mathe-
matisches Verfahren der Mustererkennung, das in Computerprogrammen umgesetzt
wird. Ausgangsbasis fiir den Bau einer SVM ist eine Menge von Trainingsobjekten, fir
die jeweils bekannt ist, welcher Klasse sie zugehoren, bspw. eine Menge von Patien-
tinnen, die an einem Ovarialkarzinom leiden, und fiir die bekannt ist, ob diese
platinresistent oder platinsensitiv sind. Jedes Objekt wird durch einen Vektor in
einem Vektorraum reprisentiert. Aufgabe der SVM ist es, in diesen Raum eine mehr-
dimensionale Hyperebene einzupassen, die als Trennflache fungiert und die Trai-
ningsobjekte in zwei Klassen teilt. Der Abstand derjenigen Vektoren, die der Hyper-
ebene am nichsten liegen, zur Hyperebene wird dabei maximiert. Dieser breite, leere
Raum soll spiter dafiir sorgen, dass auch Objekte, die nicht genau den Trainingsob-
jekten entsprechen, moglichst zuverldssig klassifiziert werden. Mittels der SVM ldsst
sich dann anhand des Expressionsprofils von zumindest einem der von den Erfin-
dern identifizierten 55 Genen eine Klassenvorhersage ("class prediction") vornehmen,
durch die ein Vektor, der das Genexpressionsprofil eines untersuchten Patienten

darstellt, auf der einen oder anderen Seite der Hyperebene angeordnet wird, je nach
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dem, zu welchem Referenzgenexpressionsprofil grofere Ahnlichkeiten vorhanden
sind. Dadurch wird die Klassifizierung eines Patienten in platinsensitiv oder platinre-
sistent ermoglicht. Das mathematische Verfahren der SVM wird bspw. beschrieben in
Burges C.J.C. (a.a.0.) und Perez-Diaz et al. (a.a.O.). Der Inhalt dieser Publikationen ist

durch Inbezugnahme Bestandteil der Beschreibung.

Dabei ist es bevorzugt, wenn Schritt (2) des erfindungsgeméfien Klassifizierungsver-

fahrens folgende Schritte umfasst:

2.1  Isolierung der Gesamt-RNA,

2.2  Umschreibung der RNA in komplementire DNA (cDNA),

2.3 In-vitro-Transkription der cDNA zum Erhalt von RNA-Transkripten,

2.4  Hybridisierung der RNA-Transkripte an einen Biochip, der zumindest solche
Nucleinsiduremolekiile aufweist, die mit RNA-Transkripten der Gene der Un-
tergruppe hybridisierbar sind, und

2.5 Ermittlung des Expressionsprofils anhand der Hybridisierungsaktivitiat der

RNA-Transkripte der Gene der Untergruppe an den Biochip.

Diese Vorgehensweise hat den Vorteil, dass MafSnahmen, die fiir sich genommen zur
Routine eines Molekularbiologen gehoren, ergriffen werden, in molekularbiologi-
schen Laboratorien ohne grofien Aufwand durchgefiihrt werden kénnen und eine
zuverliassige Ermittlung des Genexpressionsprofils der biologischen Probe gewahrleis-

ten. Eine korrekte Klassifizierung des Patienten wird damit sichergestellt.

Ein bevorzugter Biochip ist dabei erfindungsgemaff der "Human-6 v2 Expression

BeadChip" der Firma Illumina.

Damit findet ein Biochip Verwendung, mit dem die Expression von mehr als 48.000
Transkripten bzw. Genen des Menschen untersucht werden kann. Der Chip zeichnet
sich durch seine hohe Sensitivitidt, Selektivitit und Messprazision aus. Ferner sind

lediglich geringe Mengen von biologischem Material bzw. daraus isolierter Gesamt-
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RNA erforderlich, um eine Genexpressionsanalyse vorzunehmen. Es versteht sich,
dass auch andere Biochips geeignet sind, die solche Nucleinsdauremolekiile aufweisen,
mit denen die Transkripte von zumindest einem Gen, vorzugsweise von allen 35

identifizierten Genen der Untergruppe, hybridisietbar sind.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Identifizierung von informativen Genen, um einen Patienten als platinsensitiv oder

platinresistent klassifizieren zu konnen, das folgende Schritte aufweist:

1. Bereitstellung von biologischen Proben
a) aus platinsensitiven Patienten und
b) aus platinresistenten Patienten,
2. Ermittlung der Genexpressionsprofile
a) aus der biologischen Probe aus den platinsensitiven Patienten und
b) aus der biologischen Probe aué den platinresistenten Patienten,
3. Identifizierung von Genen, die in den platinsensitiven Patienten unterschied-

lich exprimiert werden als in den platinresistenten Patienten, zum Erhalt von
informativen Genen (,,gene predictor set”),

wobei

- die biologische Probe aus solchen platinsensitiven Patienten gewonnen wurde,
die 6 Monate nach Abschluss einer platinbasierenden Chemotherapie kein Re-
zidiv erlitten, und

- die biologische Probe aus solchen platinresistenten Patienten gewonnen
wurde, die innerhalb von 6 Monaten nach Abschluss einer platinbasierenden

Chemotherapie ein Rezidiv erlitten.

Dieses Verfahren unterscheidet sich von den im Stand der Technik bekannten
Identifizierungsverfahren dadurch, dass zum Erhalt von informativen Genen aus-
schlieflich solche Patienten herangezogen wurden, die geméaf allgernein anerkannter
Leitlinien als platinsensitiv oder platinresistent zu Klassifizieren sind. Eine entspre-
chende Klassifizierung wird bspw. auch von der Deutschen Gesellschaft fiir Gynéko-

logie und Geburtshilfe e.V. in Form einer "Handlungsempfehlung zur Diagnostik und
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Therapie maligner Ovarialtumoren", Stand September 2006, vorgenommen; vgl. den
Internetauftritt unter http://www.dggg.de/leitlinien2006/pdf-2006/2-onko-gyn/2/2-

Sa-ovarialkarzinom-kurz-pdf.

Bei dem erfindungsgemifen Identifizierungsverfahren ist es bevorzugt, wenn die
Anzahl der platinsensitiven Patienten im Wesentlichen der Anzahl der platinresisten-

ten Patienten entspricht.

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass die Genexpressionsprofile aus den platinsensi-
tiven Patienten und aus den platinresistenten Patienten ausgewogen und reprdsenta-
tiv sind und die zuverlidssige Identifizierung von ,echten” informativen Genen
ermoglicht wird. Hierzu im Gegensatz wurden bei dem von Helleman et al. (a.a.0.)
beschriebenen Verfahren eine nicht ausgewogene Auswahl von platinresistenten
bzw. platinsensitiven Patienten vorgenommen. Dort wurden vielmehr $ platinresis-
tente und 19 platinsensitive Patienten ausgewdhlt und die Genexpressionsprofile
ermittelt. Die dabei identifizierten 9 informativen Gene sind moglicherweise fiir eine

zuverléssige Klassifizierung von Patienten nicht geeignet.

Bei dem erfindungsgemiflen Identifizierungsverfahren ist es bevorzugt, wenn die
biologischen Proben Tumorgewebe, vorzugsweise aus einem Ovarialkarzinom stam-

mend aufweisen.

Die Erfinder haben festgestellt, dass das erfindungsgemaéafie Identifizierungsverfahren
besonders gut solche informativen Gene identifizieren kann, die eine Unterschei-
dung von platinsensitiven Ovarialkarzinompatientinnen und platinresistenten
Ovarialkarzinompatientinnen ermdglicht. Das erfindungsgemifle Identifizierungsver-

fahren ist deshalb fiir eine Klassifizierung von Tumorpatienten besonders geeignet.

Dabei ist es bevorzugt, wenn die biologischen Proben mindestens 50 % Tumorgewebe
aufweisen, das vorzugsweise auch in kryokonservierter Form bereitgestellt werden

kann.
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Mit dieser Manahme wird sichergestellt, dass zuverldssige informative Gene identifi-
zierbar sind. So eignen sich gerade solche Gene als "gene predictors, die in Tumoren
platinsensitiver und platinresistenter Patienten unterschiedlich exprimiert werden.
Eine Heranziehung lediglich solcher biologischer Proben, die zumindest 50 % Tu-
morgewebe aufweisen, fiihrt deshalb zuverlassig zur Identifizierung von informativen

Genen.

Die Erfinder haben festgestellt, dass nicht nur "frisches" Tumorgewebe fiir die Identi-
fizierung von informativen Genen mittels des erfindungsgemiaflen Verfahrens geeig-
net sind, sondern gleichermafen kryokonserviertes Gewebe. Das Verfahren kann des-
halb in jedem molekularbiologischen Labor durchgefiihrt werden, das nicht zwin-
gend in rdumlicher Nihe zu einer Klinik liegt, in der dem zu untersuchenden Patien-
ten die Gewebeprobe entnommen wird. Diese kann vielmehr tiefgefroren und

konserviert werden und dem Untersuchungslabor zugesandt werden.

Dabei ist es bevorzugt, wenn Schritt (3) unter Verwendung einer "support vector
machine (SVM)" erfolgt.

Diese Mafnahme hat den Vorteil, dass eine etablierte und zuverldssige mathemati-
sche Methode Verwendung findet, mittels derer informative Gene erhalten werden
konnen. Auf die obigen Ausfiihrungen zu SVM im Zusammenhang mit dem erfin-
dungsgemifen Klassifizierungsverfahren wird verwiesen, die hier gleichermafien

gelten.

Bei dem erfindungsgemifen Identifizierungsverfahren ist es bevorzugt, wenn Schritt

(2) folgende Schritte umfasst:

2.1  Isolierung der Gesamt-RNA
- aus der biologischen Probe aus den platinsensitiven Patienten und
- aus der biologischen Probe aus den platinresistenten Patienten,
2.2 Umschreibung der isolierten RNA in komplementédre DNA (cDNA),
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2.3 In-vitro-Transkription der cDNA zum Erhalt von RNA-Transkripten,

2.4  Hybridisierung der RNA-Transkripte an einen Biochip, der das humane Ge-
nom reprasentierende hybridisierbare Nucleinsauremolekiile aufweist, und

2.5  Ermittlung der Expressionsprofile der biologischen Proben anhand der Hybri-

disierungsaktivitat der RNA-Transkripte an den Biochip.

Diese Vorgehensweise hat den Vorteil, dass die Mainahmen durchgefiihrt werden,
die zuverlissig und unter Anwendung von etablierten molekularbiologischen Metho-
den eine Ermittlung der Genexpressionsprofile aus den biologischen Proben ermogli-
chen. Auf die obigen Ausfithrungen im Zusammenhang mit dem erfindungsgeméfen

Klassifizierungsverfahren wird verwiesen, die hier gleichermafien gelten.

Dabei ist es bevorzugt, wenn als Biochip der "Human-6 v2 Expression BeadChip" der

Firma [llumina verwendet wird.

Diese Malnahme hat den Vorteil, dass ein solcher Biochip Verwendung findet, mit
dem die Expression von mehr als 48.000 Transkripten untersucht werden kKann. Der
Chip zeichnet sich durch seine hohe Sensitivitat, Selektivitdit und Messprazision aus.
Ferner sind lediglich geringe Mengen von biologischem Material bzw. daraus isolier-
ter Gesamt-RNA erforderlich, um eine Genexpressionsanalyse vorzunehmen. Es

versteht sich, dass auch andere vergleichbare Biochips geeignet sind.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu
erliuternden Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen Kombination, sondemn
auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den

Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen.

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von Ausfﬁhrungsbeispi'elen ndher
erldutert, die rein illustrativ sind und die Reichweite der vorliegenden Erfindung
nicht begrenzen. Dabei wird Bezug genommen auf die beigefiigten Abbildungen, auf

denen Folgendes zu sehen ist:
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Fig. 1 zeigt die RNA-Expressionsprofile von Cisplatin-resistenten und
-sensitiven Ovarialkarzinomen in einer Microarray-Analyse auf dem

"Human-6 v2 Expression BeadChip" (Illumina);

Fig. 2 zeigt das Ergebnis einer "principle component"-Analyse (PCA) der
Genespressionsdaten mit dem Gesamtdatensatz (A) und den Daten des
"gene predictor sets" bestehend aus 55 Genen (B). Jeder Punkt ent-
spricht einem Datensatz (Array). Resistente Proben sind weif, sensitive

schwarz dargestellt.

Ausfithrungsbeispiele

1. Identifizierung von 55 informativen Genen

12 Ovarialkarzinompatientinnen, die 6 Monate nach Beendigung einer pla-
tinbasierenden Chemotherapie kein Rezidiv erlitten (platinsensitive Patienten)
und 12 Ovarialkarzinompatientinnen, die innerhalb von 6 Monaten nach Be-
endigung einer platinbasierenden Chemotherapie ein Rezidiv erlitten (platin-
resistente Patientinnen) wurde von einem erfahrenen Chirurgen Gewebepro-
ben des Ovarialkarzinoms entnommen. Die Gewebeproben wurden mit einer

Ischimiezeit von unter 10 Minuten kryokonserviert.

Von den kryokonservierten Geweben wurden Schnitte von je 10 pm angefer-
tigt. Diese wurden histopathologisch derart charakterisiert, dass lediglich sol-
che Proben ausgewihlt wurden, die einen Tumorflichenanteil von > 50 %

enthielten.

Aus den Gewebeschnitten wurde die Gesamt-RNA isoliert, in komplementaire
DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA wurde in vitro transkribiert, dabei
wurden die RNA-Transkripte mit einem detektierbaren Fluoreszenzmarker

markiert.



WO 2009/015799 PCT/EP2008/005965

19

Die RNA-Transkripte wurden mit einem "Human-6 v2 Expression BeadChip"
der Firma Illumina hybridisiert. Das Ergebnis der anschliefenden Mikroarray-

analyse ist in Fig. 1 dargestellt.

Durch Signifikanzanalysen konnten 102 Transkripte identifiziert werden, die
in Cisplatin-resistenten und Cisplatin-sensitiven Ovarialkarzinomen differen-
ziell exprimiert sind. Die dargestellte hierarchische Clusteranalyse erlaubt be-
reits eine sehr gute Trennung der Cisplatin-resistenten (weify) von den Cispla-
tin-sensitiven Proben (schwarz). Jede Reihe entspricht einem Gen bzw.
Transkript, jede Spalte einem Array. Der Grauton gibt den Expressionswert
wieder. Im nichsten Schritt erfolgt eine "class prediction"-Analyse (CPA) iiber
"support vector-machines" (SVM). Aus den 102 differenziell exprimierten
Transkripten konnte durch Kreuzvalidierung ("leave-one-out") ein "gene pre-
dictor set" aus 55 Genen bestimmt werden. Diese 55 informativen Gene sind

in der nachfolgenden Tabelle 1 dargestellt.

Nr. Identifikator | Vorhersa- | Gensymbol Zugriffsnummer
gekraft (HGNC) (GenBank)

1[ILMN_19499 0,965]|PPAPDC1A NM_001030059.1 .
2|ILMN_15615 0,904 | EGFR NM_005228.3
3[ILMN_23021 0,887 | NKD2 NM_033120.2
4ILMN_550 0,809|GPM6B NM_001001994.1
5|ILMN_17238 0,807 | AMMECR1 NM_001025580.1
6|ILMN_4224 0,796 |LTB4R NM_181657.1
7|ILMN_72772 0,784 BX112399
8|ILMN_18540 0,774| TUSC1 NM_001004125.1
9|ILMN_3252 0,748 MUC15 NM_145650.2
10|ILMN_14413 0,713|HMFN0839 NM_032717.3
11|ILMN_23763 0,697 SCAP1 NM_003726.2
12{ILMN_86232 0,691 XM_498568
13|ILMN_10741 0,684 | CARD4 NM_006092.1
14[ILMN_8918 0,675|FTCD NM_206965.1
15|ILMN_99087 0,651 XM_371586




WO 2009/015799

PCT/EP2008/005965

20
16| ILMN_15604 0,64|LOC400464 NM_001013670.1
17| ILMN_15049 0,638 COMP NM_000095.2
18|ILMN_23073 0,637|L0OC440686 NM_001025303.1
19|1ILMN_139036 0,633| COL5A1 NM_000093.2
20|ILMN_17622 0,63|HIST1H2BD NM_138720.1
21|ILMN_25961 0,616|F2R NM_001992.2
22|ILMN_5826 0,615|KIAA1875 NM_032529.1
23 [ILMN_2252 0,615|HLA-DMB NM_002118.3
24 [ILMN_110121 0,612 FOXP1 AK025793
25|1LMN_14337 0,61|APOCA1 NM_001645.3
26 |ILMN_2170 0,61{WBSCR27 NM_152559.2
27{ILMN_5805 0,61)|CATSPER1 NM_053054.2
28|ILMN_10267 0,607|JOSD2 NM_138334.1
29|ILMN_78403 0,604| BCAR3 BX106566
30|ILMN_6146 0,601|BGN NM_001711.3
31jILMN_137246 0,6 | HOXB7 NM_004502.2
32 (ILMN_25095 0,6| FXYD3 NM_005971.2
33 [ILMN_88563 0,599 | NIPA1 NM_144599.3
34[ILMN_14467 0,596 | GSR NM_000637.2
35|1LMN_14080 0,685(CST1 NM_001898.2
36{ILMN_137018 0,581|LAT2 NM_022040.2
37 |1LMN_29988 0,579 |HLA-DQB1 NM_002123.2
38| ILMN_861 0,676 | LSAMP NM_002338.2
39}ILMN_31291 0,576 |LOC652670 XM_942247 1
40|1ILMN_41694 0,673{LOC642412 XM_925931.1
41|ILMN_26729 0,672 |NEKS8 NM_178170.2
42|ILMN_22820 0,672|CD40 NM_001250.3
43[ILMN_17141 0,57 SAMD11 NM_152486.2
44|1LMN_14655 0,57{MSC NM_005098.2
o 45|ILMN_72111 0,567 CR607098
46 |ILMN_8273 0,567 | PLCXD1 NM_018390.1
47 ILMN_17784 0,56 |RASL11A NM_206827.1
48|1LMN_26128 0,558|COL3A1 NM_000090.2
491LMN_20864 0,555(FLJ13391 NM_032181.1
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50|ILMN_11548 0,563|COL1A1 NM_000088.2
51[ILMN_14608 0,65|ZNF539 NM_203282.1
52|ILMN_5270 0,55(REM1 NM_014012.4
53|ILMN_18256 0,54 EDG3 NM_005226.2
54|ILMN_25778 0,533|CSPG2 NM_004385.2
55[1ILMN_21174 0,529| TYRP1 NM_000550.1

Tabelle 1: Informative Gene ("gene predictor set")
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2. Verifizierung des die 55 Gene enthaltenden "gene predictor sets"

Die Vorhersagekraft des "gene predictor sets" wurdé anhand von 18 Proben ve-
rifiziert, die aus cisplatinresistenten Ovarialkarzinompatientinnen stammten.

Das Ergebnis ist in Tabelle 2 dargestellt.

Probe Richtiger | Vorhersage sensitiv resistent
Wert Margin Margin
1674120081_A 1 1 0,344 -0,344
1674120081_B 1 1 0,879 -0,879 '
1674120081_C 1 1 1,024 -1,024
1674120081_D 0 0 -0,444 0,444
1674120081_E 0 0 -0,446 0,446
1674120081_F 0 0 -1,227 1,227
1674120096_A 1 1 0,039 -0,039
1674120096_B 1 1 0,662 -0,662
1674120096_C 1 1 0,74 -0,74
1674120096_D 0 0 -1,098 - 1,098
1674120096_E 0 0 -0,238 0,238
1674120096_F 0 0 -0,807 0,807
1674120164_A 1 1 1,157 -1,157
1674120164_B 1 1 0,775 -0,775
1674120164_C 1 1 1,247 -1,247
1674120164_D 0 0 -0,47 0,47
1674120164_E 0 0 -1,279 1,279
1674120164 _F 0 0 -0,159 0,159

Tabelle 2: Vorhersagekraft des "gene predictor sets"; K1a551ﬁ21erungsgenau1gke1t
1: Cisplatin sensitive, O: Cisplatin resistent

Aus der Tabelle 2 ergibt sich, dass das "gene predictor set" aus den 55 Genen
eine hundertprozentig richtige Vorhersage einer Cisplatinresistenz bzw. Cis-

platinsensitivitdt ermdglicht.

In Fig. 2 ist das Ergebnis einer Hauptkomponentenanalyse ("Principle-

Component-Analyse", PCA) der Genexpressionsdaten mit dem Gesamtdaten-
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satz (A) und den Daten des "gene predictor sets" aus den 55 identifizierten Ge-
nen dargestellt (B). Jeder Punkt entspricht einem Datensatz (Array). Resistente
Proben sind weif3, sensitive schwarz dargestellt. Die PCA mit dem ungefilter-
ten Datensatz ldsst keine klare Unterscheidung von cisplatinsensitiven und -
resistenten Patienten zu, wohingegen mit den 55 Genen des "gene predictor
sets" eine klare Trennung der beiden Patentengruppen maglich ist; vgl. Teilab-
bildung (B).

3. Schlussfolgerung

Die Erfinder stellen erstmals ein Verfahren bereit, mit dem zuverldssig eine
Klassifizierung von Patienten in platinsensitiv und platinresistent vorgenom-
men werden kann. Kernstiick dieses Verfahrens ist die Bereitstellung eines
"gene predictor sets", bestehend aus 55 differenziell exprimierten Genen. Mit
Hilfe dieses Verfahrens kénnen bspw. Ovarialkarzinompatientinnen identifi-
ziert werden, die von einer platinhaltigen Therapie profitieren. Andererseits
kénnen platinresistente Patientinnen ausgeschlossen und sofort eine alterna-
tive Chemotherapie gewihlt werden, um unndétige Toxizitdten zu vermeiden.
Die Erfinder stellen auch erstmals ein zuverldssiges Verfahren bereit, um in-
formative Gene zu identifizieren, mittels denen eine Klassifizierung von Pati-

enten in platinsensitiv und platinresistent erméglicht wird.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Klassifizierung eines Patienten als platinsensitiv oder platinresis-

tent, das folgende Schritte aufweist:

1. Bereitstellung einer biologischen Probe eines Patienten,

2. Ermittlung des Genexpressionsprofils einer Untergruppe von Genen

aus der biologischen Probe,

3. Vergleich des in Schritt (2) ermittelten Genexpressionsprofils

a) mit einem ersten Referenzgenexpressionsprofil der Untergruppe
von Genen, wobei das erste Referenzgenexpressionsprofil aus

platinsensitiven Patienten gewonnen wurde, und

b) mit einem zweiten Referenzgenexpressionsprofil der Untergrup-
pe von Genen, wobei das zweite Referenzgenexpressionsprofil

aus platinsresistenten Patienten gewonnen wurde,

4. Klassifizierung des Patienten

a) als platinsensitiv, wenn das Genexpressionsprofil des Patienten
grofere Ahnlichkeiten mit dem ersten Referenzgenexpressi-

onsprofil aufweist, oder

b) als platinresistent, wenn das Genexpressionsprofil des Patienten
grofere Ahnlichkeiten mit dem zweiten Referenzgenexpressi-

onsprofil aufweist,

dadurch gekennzeichnet, dass die Untergruppe von Genen aus zumindest ei-
nem Gen besteht, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus:
PPAPDC1A (NM_001030059.1), EGFR (NM_005228.3), NKD2 (NM_033120.2),
GPM6B  (NM_001001994.1), AMMECR1 (NM_001025580.1), LTB4R
(NM_181657.1), BX112399; TUSC1 (NM_001004125.1), MUCI1S
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(NM_145650.2), HMFN0839 (NM_032717.3), SCAP1 (NM_003726.2),
XM_498568, CARD4 (NM_006092.1), FTCD (NM_206965.1), XM_371586,
LOC400464 (NM_001013670.1), COMP (NM_000095.2), LOC440686
(NM_001025303.1), COL5A1 (NM_000093.2), HISTIH2BD (NM_138720.1),
F2R (NM_001992.2), KIAA1875 (NM_032529.1), HLA-DMB (NM_002118.3),
FOXP1 (AK025793), APOC1 (NM_001645.3), WBSCR27 (NM_152559.2),
CATSPER1 (NM_053054.2), JOSD2 (NM_138334.1), BCAR3 (BX106566), BGN
(NM_001711.3), HOXB7 (NM_004502.2), FXYD3 (NM_005971.2), NIPA1l
(NM_144599.3), GSR (NM_000637.2), CST1 (NM_001898.2), LAT2
(NM_022040.2), HLA-DQB1 (NM_002123.2), LSAMP (NM_002338.2),
LOC652670  (XM_942247.1), LOC642412  (XM_925931.1),  NEKS
(NM_178170.2), CD40 (NM_001250.3), SAMD11 (NM_152486.2), MSC
(NM_005098.2),  CR607098, PLCXD1  (NM_018390.1),  RASL11A
(NM_206827.1), COL3A1 (NM_000090.2), FLJ13391 (NM_032181.1), COL1A1
(NM_000088.2), ZNF539 (NM_203282.1), REM1 (NM_014012.4), EDGS3
(NM_005226.2), CSPG2 (NM_004385.2), TYRP1 (NM_000550.1).

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Untergruppe
von Genen aus zumindest 5, vorzugsweise aus zumindest 10, weiter bevorzugt
aus zumindest 20, mehr bevorzugt aus zumindest 30, mehr bevorzugt aus zu-
mindest 40, mehr bevorzugt aus zumindest 50 und hochst bevorzugt aus allen
55 Genen besteht, die ausgewahlt sind aus der in Anspruch 1 identifizierten

Gruppe.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das erste
Referenzgenexpressionsprofil aus solchen Patienten gewonnen wurde, die 6
Monate nach Abschluss einer platinbasierenden Chemotherapie kein Rezidiv

erleiden (platinsensitive Patienten).

4. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass das zweite Referenzgenexpressionsprofil aus solchen Patienten gewonnen
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wurde, die innerhalb von 6 Monaten nach Abschluss einer platinbasierenden

Chemotherapie ein Rezidiv erleiden (platinresistente Patienten).

Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl
der platinsensitiven Patienten im Wesentlichen der Anzahl der platinresisten-

ten Patienten entspricht.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die biologische Probe Tumorgewebe, vorzugsweise aus einem Ovarialkar-

zinom stammend, aufweist.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die biologische

Probe mindestens 50 % Tumorgewebe aufweist.

Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Tumor-

gewebe in kryokonservierter Form bereitgestellt wird.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Schritt (3) und (4) unter Verwendung einer "support vector machine
(SVM)" erfolgt.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Schritt (2) folgende Schritte umfasst:

2.1  Isolierung der Gesamt-RNA,
2.2  Umschreibung der RNA in komplementédre DNA (cDNA),
2.3 In-vitro-Transkription der cDNA zum Erhalt von RNA-Transkripten,

2.4  Hybridisierung der RNA-Transkripte an einen Biochip, der zumindest
solche Nucleinsduremolekiile aufweist, die mit RNA-Transkripten der

Gene der Untergruppe hybridisierbar sind, und



WO 2009/015799 PCT/EP2008/005965

11.

12.

13.

27

2.5 Ermittlung des Expressionsprofils anhand der Hybridisierungsaktivitat

der RNA-Transkripte der Gene der Untergruppe an den Biochip.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als Biochip der

"Human-6 v2 Expression BeadChip" der Firma I[llumina verwendet wird.

Verwendung des Genexpressionsprofils einer Untergruppe von Genen zur
Klassifizierung eines Patienten als platinsensitiv oder platinresistent, dadurch
gekennzeichnet, dass die Untergruppe von Genen aus zumindest einem Gen
besteht, das ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus: PPAPDCI1A
(NM_001030059.1), EGFR (NM_005228.3), NKD2 (NM_033120.2), GPM6B
(NM_001001994.1), AMMECR1 (NM_001025580.1), LTB4R (NM_181657.1),
BX112399; TUSC1 (NM_001004125.1), MUC15 (NM_145650.2), HMFN0839
(NM_032717.3), SCAP1 (NM_003726.2), XM_498568, CARD4 (NM_006092.1),
FTCD (NM_206965.1), XM_371586, LOC400464 (NM_001013670.1), COMP
(NM_000095.2), LOC440686 (NM_001025303.1), COLSA1 (NM_000093.2),
HIST1H2BD (NM_138720.1), F2R (NM_001992.2), KIAA1875 (NM_032529.1),
HLA-DMB (NM_002118.3), FOXP1 (AK025793); APOC1 (NM_001645.3),
WBSCR27 (NM_152559.2), CATSPER1 (NM_053054.2), JOSD2 (NM_138334.1),
BCAR3 (BX106566), BGN (NM_001711.3), HOXB7 (NM_004502.2), FXYD3
(NM_005971.2), NIPA1 (NM_144599.3), GSR (NM_000637.2), CST1
(NM_001898.2), LAT2 (NM_022040.2), HLA-DQB1 (NM_002123.2), LSAMP
(NM_002338.2), LOC652670 (XM_942247.1), LOC642412 (XM_925931.1),
NEK8 (NM_178170.2), CD40 (NM_001250.3), SAMD11 (NM_152486.2), MSC
(NM_005098.2), CR607098, PLCXD1 (NM_018390.1), RASL11A
(NM_206827.1), COL3A1 (NM_000090.2), FLJ13391 (NM_032181.1), COL1A1l
(NM_000088.2), ZNF539 (NM_203282.1), REM1 (NM_014012.4), EDG3
(NM_005226.2), CSPG2 (NM_004385.2), TYRP1 (NM_000550.1).

Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Unter-
gruppe von Genen aus zumindest S, vorzugsweise aus zumindest 10, weiter

bevorzugt aus zumindest 20, mehr bevorzugt aus zumindest 30, mehr bevor-
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zugt aus zumindest 40, mehr bevorzugt aus zumindest 50 und hochst bevor-
zugt aus allen 55 Genen besteht, die ausgewahlt sind aus der in Anspruch 12

identifizierten Gruppe.

Verfahren zur Identifizierung von informativen Genen, um einen Patienten
als platinsensitiv oder platinresistent klassifizieren zu konnen, das folgende

Schritte aufweist:

1. Bereitstellung von biologischen Proben

a) aus platinsensitiven Patienten und

b) aus platinresistenten Patienten,
2. Ermittlung der Genexpressionsprofile

a) aus der biologischen Probe aus den platinsensitiven Patienten

und

b) aus der biologischen Probe aus den platinresistenten Patienten,

3. Identifizierung von Genen, die in den platinsensitiven Patienten unter-

schiedlich exprimiert werden als in den platinresistenten Patienten,

zum Erhalt von informativen Genen ("gene predictor set"),

dadurch gekennzeichnet, dass

- die biologische Probe aus solchen platinsensitiven Patienten gewonnen
wurde, die 6 Monate nach Abschluss einer platinbasierenden Chemo-

therapie kein Rezidiv erlitten, und

- die-biologische Probe aus solchen platinresistenten Patienten gewon-
nen wurde, die innerhalb von 6 Monaten nach Abschluss einer platin-

basierenden Chemotherapie ein Rezidiv erlitten.
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Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl der
platinsensitiven Patienten im Wesentlichen der Anzahl der platinresistenten

Patienten entspricht.

Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
biologische Proben Tumorgewebe, vorzugsweise aus einem Ovarialkarzinom

stammend, aufweisen.

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die biologischen

Proben mindestens 50 % Tumorgewebe aufweisen.

Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass die

Tumorgewebe in kryokonservierter Form bereitgestellt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass

Schritt (3) unter Verwendung einer "support vector machine (SVM)" erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass

Schritt (2) folgende Schritte umfasst:

2.1 Isolierung der Gesamt-RNA

- aus der biologischen Probe aus den platinsensitiven Patienten

und

- aus der biologischen Probe aus den platinresistenten Patienten,
2.2 Umschreibung der isolierten RNA in komplementdare DNA (cDNA),
2.3 In-vitro-Transkription der cDNA zum Erhalt von RNA-Transkripten,

2.4  Hybridisierung der RNA-Transkripte an einen Biochip, der das humane
Genom reprisentierende hybridisierbare Nucleinsduremolekiile auf-

weist, und
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2.5  Ermittlung der Expressionsprofile der biologischen Proben anhand der

Hybridisierungsaktivitdt der RNA-Transkripte an den Biochip.

21.  Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass als Biochip der

"Human-6 v2 Expression BeadChip" der Firma Illumina verwendet wird.
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