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Beschreibung
Stand der Technik

[0001] Trotz interdisziplinarer Ansatze und Ausrei-
zung klassischer Therapiemodalitdten gehoéren
Krebserkrankungen weiterhin zu den fuihrenden To-
desursachen. Neuere therapeutische Konzepte zie-
len darauf ab, das patienteneigene Immunsystem
durch Einsatz von rekombinanten Tumorvakzinen
und anderen spezifischen Malknahmen wie Antikor-
pertherapie in das therapeutische Gesamtkonzept
mit einzubeziehen. Voraussetzung fir den Erfolg ei-
ner solchen Strategie ist die Erkennung von Tu-
mor-spezifischen oder Tumor-assoziierten Antigenen
bzw. Epitopen durch das Immunsystem des Patien-
ten, dessen Effektorfunktionen interventionell ver-
starkt werden sollen. Tumorzellen unterscheiden sich
biologisch wesentlich von ihren nichtmalignen Ur-
sprungszellen. Diese Differenzen sind durch wah-
rend der Tumorentwicklung erworbene genetische
Veranderungen bedingt und fuhren u.a. auch zur der
Bildung qualitativ oder quantitativ veranderter mole-
kularer Strukturen in den Krebszellen. Werden solche
Tumor-assoziierten Strukturen vom spezifischen Im-
munsystem des tumortragenden Wirtes erkannt,
spricht man von Tumor-assoziierten Antigenen.

[0002] An der spezifischen Erkennung von Tu-
mor-assoziierten Antigenen sind zellulare und humo-
rale Mechanismen beteiligt, die zwei miteinander
funktionell vernetzte Einheiten darstellen: CD4" und
CD8" T-Lymphozyten erkennen prozessierte Antige-
ne, die auf den Molekilen der MHC- (Major Histo-
compatibility complex = Histokompatibilitats-Antige-
ne) Klassen Il bzw. | prasentiert werden, wahrend
B-Lymphozyten zirkulierende Antikérpermolekile
produzieren, die direkt an unprozessierte Antigene
binden.

[0003] Die potentielle klinisch-therapeutische Be-
deutung von Tumor-assoziierten Antigenen ergibt
sich aus der Tatsache, dass die Erkennung von Anti-
genen auf neoplastischen Zellen durch das Immun-
system zur Initiierung von cytotoxischen Effektorme-
chanismen fihrt und bei Vorhandensein von T-Hel-
ferzellen die Elimination der Krebszellen bewirken
kann (Pardoll, Nat. Med. 4:525-31, 1998). Entspre-
chend ist es eine zentrale Zielsetzung der Tumorim-
munologie, diese Strukturen molekular zu definieren.
Die molekulare Natur dieser Antigene blieb lange
enigmatisch. Erst als entsprechende Klonierungs-
techniken entwickelt wurden, gelang es, durch Analy-
se der Zielstrukturen von cytotoxischen T-Lymphozy-
ten (CTL) (van der Bruggen et al., Science
254:1643-7, 1991) bzw. mit zirkulierenden Autoanti-
korpern (Sahin et al., Curr. Opin. Immunol. 9:709-16,
1997) als Sonden cDNA-Expressionbanken von Tu-
moren systematisch auf Tumor-assoziierte Antigene
zu screenen. Hierzu wurden cDNA-Expressionsban-
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ken aus frischem Tumorgewebe hergestellt und in
geeigneten Systemen als Proteine rekombinant ex-
primiert. Aus Patienten isolierte Immuneffektoren,
namlich CTL-Klone mit Tumor-spezifischem Lyse-
muster, oder zirkulierende Autoantikdrper wurden ge-
nutzt, um die respektiven Antigene zu klonieren.

[0004] Durch diese Ansatze sind in den letzten Jah-
ren eine Vielzahl von Antigenen in verschiedenen
Neoplasien definiert worden. Von gro3em Interesse
ist dabei die Klasse der Cancer/Testis-Antigene
(CTA). CTA und sie kodierende Gene (Cancer/Tes-
tis-Gene oder CTG) sind durch ihr charakteristisches
Expressionsmuster definiert (Tureci et al., Mol. Med.
Today 3:342-9, 1997). Sie finden sich nichtin Normal-
geweben bis auf Testis bzw. Keimzellen, werden je-
doch in einer Reihe von humanen Malignomen expri-
miert und zwar nicht tumortypspezifisch, sondern mit
unterschiedlicher Haufigkeit in Tumorentitaten ganz
unterschiedlicher Herkunft (Chen & Old, Cancer J.
Sci. Am. 5:16-7, 1999). Auch Serumreaktivitaten ge-
gen CTA finden sich nicht in gesunden Kontrollen,
sondern lediglich in Tumorpatienten. Insbesondere
aufgrund ihrer Gewebeverteilung ist diese Antigen-
klasse von besonderem Wert flr immuntherapeuti-
sche Vorhaben und wird in derzeit laufenden klini-
schen Patientenstudien getestet (Marchand et al.,
Int. J. Cancer 80:219-30, 1999; Knuth et al., Cancer
Chemother. Pharmacol. 46: S46-51, 2000).

[0005] Allerdings nutzen die oben dargestellten
klassischen Verfahren zur Antigenidentifizierung Im-
muneffektoren (zirkulierende Autoantikdrper oder
CTL-Klone) aus Patienten mit in der Regel bereits
fortgeschrittenem Krebs als Sonden. Aus einer Reihe
von Daten geht hervor, dass Tumore z.B. zur Toleri-
sierung und Anergisierung von T-Zellen flhren kon-
nen und gerade im Verlauf der Erkrankung diejenigen
Spezifitdten aus dem Immuneffektorenrepertoire ver-
loren gehen, die eine effektive Immunerkennung be-
wirken kdnnten. Aus laufenden Patientenstudien hat
sich noch kein gesicherter Beweis flr eine tatsachli-
che Wirkung der bisher entdeckten und genutzten
Tumor-assoziierten Antigene ergeben. Entsprechend
kann nicht ausgeschlossen werden, dass spontane
Immunantworten evozierende Proteine die falschen
Zielstrukturen sind.

Aufgabenstellung

[0006] Es war die Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung Zielstrukturen fiir eine Diagnose und Therapie
von Krebserkrankungen bereitzustellen.

[0007] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf’ durch
den Gegenstand der Patentanspriiche gelost.

[0008] Erfindungsgemal® wurde eine Strategie fir
eine Identifizierung und Bereitstellung Tumor-assozi-
iert exprimierter Antigene und der daflir kodierenden
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Nukleinsauren verfolgt. Diese Strategie beruht auf
der Auswertung humaner Protein- und Nukleinsaure-
datenbanken im Hinblick auf potenzielle, auf der Zel-
loberflache zugangliche, krebsspezifische Antigene.
Die Definition der dafiir notwendigen Filterkriterien
zusammen mit einer Hochdurchsatz-Methodik zur
Analyse moglichst aller Proteine bilden den zentralen
Bestandteil der Erfindung. Durch Datamining wird zu-
nachst eine mdglichst komplette Liste aller bekannter
Gene aufgestellt, die dem Grundprinzip Gen zu
mRNA zu Protein folgend auf das Vorhandensein ei-
ner oder mehrerer Transmembrandomanen hin un-
tersucht werden. Hieran schlie3en sich eine Homolo-
giesuche, eine Einteilung der Treffer in gewebsspezi-
fische Gruppen (u.a. Tumorgewebe) und eine Uber-
prufung der realen Existenz der mRNA an. Schliel3-
lich werden die so identifizierten Proteine z.B. durch
Expressionsanalysen und proteinchemische Verfah-
ren auf ihre aberrante Aktivierung in Tumoren evalu-
iert.

[0009] Datamining ist ein bekanntes Verfahren zur
Identifizierung von Tumor-assoziierten Genen. Bei
den herkdmmlichen Strategien werden allerdings in
der Regel Transkriptome von Normalgewebebanken
elektronisch von Tumorgewebsbanken subtrahiert
unter der Annahme, dass die verbleibenden Gene
Tumor-spezifisch sind (Schmitt et al., Nucleic Acids
Res. 27:4251-60, 1999; Vasmatzis et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurle et al., Can-
cer Res. 60:4037-43, 2000).

[0010] Das erfindungsgemafle Konzept, das sich
als viel erfolgreicher erwiesen hat, beruht jedoch dar-
auf, Datamining zur elektronischen Extraktion aller
Gene, die fur auf der Zelloberflache zugangliche,
krebsspezifische Antigene kodieren, zu nutzen und
diese sodann auf ektope Expression in Tumoren zu
evaluieren.

[0011] Somit betrifft die Erfindung in einem Aspekt
eine Strategie zur ldentifizierung von differentiell in
Tumoren exprimierten Genen. Diese kombiniert Da-
tamining von 6ffentlichen Sequenzbanken ("in silico")
mit darauffolgenden evaluierenden labor-experimen-
tellen ("wet bench") Untersuchungen.

[0012] Eine kombinierte Strategie basierend auf un-
terschiedlichen bioinformatischen Skripten ermog-
lichte erfindungsgemal die Identifizierung von Ge-
nen, die fur auf der Zelloberflache zugangliche,
krebsspezifische Antigene kodieren. Die Identifizie-
rung und Bereitstellung dieser Tumor-assoziierten
Gene und der dadurch kodierten Genprodukte erfolg-
te erfindungsgemal unabhangig von einer immuno-
genen Wirkung.

[0013] Die erfindungsgemall identifizierten Tu-
mor-assoziierten Antigene weisen eine Aminosaure-
sequenz auf, die von einer Nukleinsaure kodiert wird,
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die aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus (a)
einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsduresequenz
umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, beste-
hend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33,
37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89,
93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125, 129, 133,
137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173,
175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203, 207, 211,
215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 247, 251,
255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309
des Sequenzprotokolls, einem Teil oder Derivat da-
von (b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Be-
dingungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und (d) einer
Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter (a), (b)
oder (c) komplementar ist. In einer bevorzugten Aus-
fuhrungsform weist ein erfindungsgemaf identifizier-
tes Tumor-assoziiertes Antigen eine Aminosaurese-
quenz auf, die von einer Nukleinsaure kodiert wird,
die aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus
SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41,
45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97,
101, 105, 109, 113, 117, 121, 125, 129, 133, 137,
141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173, 175,
179, 183, 187, 191, 195, 199, 203, 207, 211, 215,
219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 247, 251, 255,
259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309 des
Sequenzprotokolls. In einer weiteren bevorzugten
Ausfihrungsform umfasst ein erfindungsgeman
identifiziertes Tumor-assoziiertes Antigen eine Ami-
nosauresequenz, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26,
30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82,
86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130,
134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170,
174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208,
212, 216, 220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248,
252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280
bis 308, 310 des Sequenzprotokolls, einem Teil oder
Derivat davon.

[0014] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein
die Verwendung von erfindungsgemaf identifizierten
Tumor-assoziierten Antigenen oder von Teilen oder
Derivaten davon, von daflr kodierenden Nukleinsau-
ren oder von Nukleinsauren, die gegen die kodieren-
den Nukleinsauren gerichtet sind, oder von Antikor-
pern, die gegen die erfindungsgemal identifizierten
Tumor-assoziierten Antigene oder Teile oder Deriva-
te davon gerichtet sind, fiir die Therapie und Diagno-
se. Diese Nutzung kann einzelne, aber auch Kombi-
nationen von mehreren dieser Antigene, funktionalen
Fragmente, Nukleinsauren, Antikérper etc. betreffen,
in einer Ausfiuhrungsform auch in Kombination mit
anderen Tumor-assoziierten Genen und Antigenen
fur eine Diagnose, Therapie und Verlaufskontrolle.

[0015] Die Eigenschaft der erfindungsgeman identi-
fizierten Tumor-assoziierten Antigene, dass sie auf
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oder an der Zelloberflache lokalisiert sind, qualifiziert
sie als geeignete Ziele oder Mittel fir die Therapie
und Diagnose. Besonders geeignet hierfir ist ein Teil
der erfindungsgemag identifizierten Tumor-assoziier-
ten Antigene, der dem Nichttransmembrananteil, ins-
besondere dem extrazellularen Anteil der Antigene
entspricht oder davon umfasst wird. Somit ist erfin-
dungsgemal ein Teil der erfindungsgemaf identifi-
zierten Tumor-assoziierten Antigene, der dem Nicht-
transmembrananteil der Antigene entspricht oder da-
von umfasst ist, oder ein entsprechender Teil der fur
die erfindungsgemalf identifizierten Antigene kodie-
renden Nukleinsauren fir eine Therapie oder Diag-
nose bevorzugt. Ahnlich ist die Verwendung von An-
tikdrpern bevorzugt, die gegen einen Teil der erfin-
dungsgemal identifizierten Tumor-assoziierten Anti-
gene gerichtet sind, der dem Nichttransmembranan-
teil der Antigene entspricht oder davon umfasst ist.

[0016] Bevorzugte Erkrankungen fir eine Therapie
und/oder Diagnose sind solche, bei denen eine se-
lektive Expression oder abnormale Expression von
einem oder mehreren der erfindungsgemaf identifi-
zierten Tumor-assoziierten Antigenen vorliegt.

[0017] Die Erfindung betrifft auch Genprodukte, d.h.
Nukleinsauren und Proteine bzw. Peptide, die Tu-
mor-assoziiert exprimiert werden und durch veran-
dertes Spleilten (SpleiRvarianten) bekannter Gene
bzw. durch veranderte Translation unter Nutzung al-
ternativer offener Leserahmen entstehen. In diesem
Aspekt betrifft die Erfindung Nukleinsauren, die eine
Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus den Sequenzen gemal® SEQ ID NO:
1,5,9, 13,17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57,
61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109,
113, 117, 121, 125, 129, 133, 137, 141, 145, 149,
153, 157, 161, 165, 169, 173, 175, 179, 183, 187,
191, 195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 223, 227,
231, 235, 239, 243, 247, 251, 255, 259, 263, 267,
269, 271, 273, 275, 277, 279, 309 des Sequenzpro-
tokolls umfassen. Ferner betrifft die Erfindung in die-
sem Aspekt Proteine bzw. Peptide, die eine Amino-
sauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus den Sequenzen gemaf SEQ ID NOs: 2, 6,
10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62,
66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114,
118, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154,
158, 162, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192,
196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232,
236, 240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270,
272, 274, 276, 278, 280 bis 308, 310 des Sequenz-
protokolls umfassen. Die erfindungsgemafien
Spleilvarianten sind erfindungsgemaf als Targets
fur die Diagnostik und Therapie von Tumorerkran-
kungen verwendbar.

[0018] Fur die Entstehung von SpleilRvarianten kon-
nen verschiedenste Mechanismen ursachlich sein,
beispielsweise
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— die Nutzung variabler Transkriptionsinitiations-
stellen

— die Nutzung zusatzlicher Exons

- vollstandiges oder unvollstandiges Aussplei’en
von einzelnen oder mehreren Exons,

— Uber Mutation veranderte Splei’regulatorse-
quenzen (Deletion bzw. Schaffung neuer Do-
nor/Akzeptorsequenzen),

— die unvollstdndige Elimination von Intronse-
quenzen.

[0019] Das veranderte Spleien eines Gens flhrt zu
einer veranderten Transkriptsequenz (Spleifvarian-
te). Wird eine SpleiRvariante im Bereich ihrer veran-
derten Sequenz translatiert, resultiert ein verandertes
Protein, welches sich von dem urspriinglichen in
Struktur und Funktion deutlich unterscheiden kann.
Bei tumorassoziierten Spleil3varianten kénnen tumo-
rassoziierte Transkripte und tumorassoziierte Protei-
ne/Antigene entstehen. Diese kdnnen als molekulare
Marker sowohl zum Nachweis von Tumorzellen als
auch zum therapeutischen Targeting von Tumoren
genutzt werden. Die Detektion von Tumorzellen z.B.
im Blut, Serum, Knochenmark, Sputum, Bronchi-
al-Lavage, Korpersekreten und Gewebsbiopsien
kann erfindungsgemaf z.B. nach Extraktion von Nu-
kleinsduren durch PCR-Amplifikation mit Splei3vari-
anten-spezifischen Oligonukleotiden erfolgen.

[0020] Zum Nachweis eignen sich erfindungsge-
mafk alle Sequenz-abhangigen Detektionssysteme.
Neben der PCR sind diese z.B. Genchip-/Microarray-
systeme, Northern-Blot, RNAse protection assays
(RDA) und andere. Allen Detektionssystemen ist ge-
meinsam, dass die Detektion auf einer spezifischen
Hybridisierung mit mindestens einer Spleilvarian-
ten-spezifischen Nukleinsauresequenz basiert. Die
Detektion von Tumorzellen kann jedoch auch erfin-
dungsgemal’ durch Antikdrper erfolgen, die ein durch
die SpleiBvariante kodiertes spezifisches Epitop er-
kennen. Fur die Herstellung der Antikdrper kénnen
Peptide zur Immunisierung verwendet werden, die
fur diese SpleilRvariante spezifisch sind. In diesem
Aspekt betrifft die Erfindung insbesondere Peptide,
die eine Sequenz ausgewahlt aus SEQ ID NO: 268,
270, 272, 274, 276, 278, 280 und 281 des Sequenz-
protokolls aufweisen bzw. umfassen und dagegen
gerichtete spezifische Antikorper. Die Detektion von
Tumorzellen kann auch durch Antikérper erfolgen,
die tumorspezifisch veranderte Glykosylierungsvari-
anten erkennen. Fur die Generierung von derartigen
Antikoérpern kénnen Peptidregionen genutzt werden,
die sich in Tumorzellen und gesunden Zellen glyko-
sylierungsbedingt unterscheiden. In diesem Aspekt
betrifft die Erfindung insbesondere Peptide, die eine
Sequenz ausgewahlt aus SEQ ID NO: 268, 270, 272,
274, 276, 278, 280 und 281 des Sequenzprotokolls
aufweisen bzw. umfassen und dagegen gerichtete
spezifische Antikdrper. Durch endogene Deglykosy-
lierung von N-gekoppelten Zuckerresten wird Aspa-
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ragin in Asparaginsaure transformiert. Erfindungsge-
maRk kénnen daher die hier beschriebenen Proteine
tumorspezifisch sequenzverandert sein und damit
andere biochemische und Antikdrper-Bindungsei-
genschaften aufweisen. Fiur die Immunisierung eig-
nen sich besonders die Aminosauren, die deutliche
Epitopunterschiede zu der/den Variante(n) des Gen-
produkts aufweisen, welche bevorzugt in gesunden
Zellen gebildet wird/werden. Der Nachweis der Tu-
morzellen mit Antikérper kann dabei an einer vom
Patienten isolierten Probe oder als Imaging mit intra-
vends applizierten Antikorpern erfolgen.

[0021] Neben der diagnostischen Nutzbarkeit stel-
len SpleiRvarianten, die neue oder veranderte Epito-
pe aufweisen, attraktive Targets fur die Immunthera-
pie dar. Die erfindungsgemafen Epitope kdnnen zum
Targeting von therapeutisch wirksamen monoklona-
len Antikdrpern oder T-Lymphozyten genutzt werden.
Bei der passiven Immuntherapie werden hierbei An-
tikérper oder T-Lymphozyten adoptiv transferiert, die
SpleilRvarianten-spezifische Epitope erkennen. Die
Generierung von Antikdrpern kann wie bei anderen
Antigenen auch unter Nutzung von Standardtechno-
logien (Immunisierung von Tieren, Panningstrategien
zur Isolation von rekombinanten Antikérpern) unter
Nutzung von Polypeptiden, die diese Epitope bein-
halten, erfolgen. Alternativ kdnnen zur Immunisie-
rung Nukleinsduren genutzt werden, die fir Oligo-
oder Polypeptide kodieren, die diese Epitope bein-
halten. Verschiedene Techniken zur in vitro oder in
vivo Generierung von epitopspezifischen T-Lympho-
zyten sind bekannt und ausfihrlich beschrieben z.B.
(Kessler JH, et al. 2001, Sahin et al., 1997) und ba-
sieren ebenfalls auf der Nutzung von Oligo- oder Po-
lypeptide, die die Spleilvarianten-spezifischen Epito-
pe beinhalten, oder Nukleinsauren, die fur diese ko-
dieren. Oligo- oder Polypeptide, die die SpleilRvarian-
ten-spezifischen Epitope beinhalten, oder Nuklein-
sauren, die fur diese Polypeptide kodieren, sind auch
fur die Nutzung als pharmazeutisch wirksame Sub-
stanzen bei der aktiven Immuntherapie (Vakzinie-
rung, Vakzintherapie) verwendbar.

[0022] Die aberrante Expression von Genen in Tu-
morzellen kann auf veranderte Methylierungsmuster
ihrer Promotoren beruhen (De Smet C. et al., Mol.
Cell Biol. 24:4781-90, 2004; De Smet C., et al., Mol.
Cell Biol. 19:7327-35, 1999; De Smet C. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 93:7149-53, 1996). Diese Me-
thylierungsunterschiede kénnen als indirekter Marker
fur den im Tumor veranderten Zustand des entspre-
chenden Gens genutzt werden. Dementsprechend
kann die Zunahme oder Abnahme von Basenmethy-
lierungen im Promotorbereich fir diagnostische Zwe-
cke genutzt werden.

[0023] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung auch posttranslational modifizierte Proteindo-
manen wie zum Beispiel Glykosylierungen oder My-
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ristilierungen. Diese Art von Modifikationen kann zu
einem differentiellen Erkennungsmuster eines Anti-
gens durch z.B. einen Antikérper fuhren und ver-
schiedene, unter Umstanden krankheitsassoziierte
Zustande erkennen. Vor allem durch den Einsatz von
Antikdrpern kann diese Differenzierung eines Anti-
gens sowohl diagnostisch als auch therapeutisch ge-
nutzt werden. Fur Tumorzellen ist publiziert, dass die
tumorassoziierte zelluldre Entartung zu veranderten
posttranslationalen Modifikationen flhren kann (Du-
rand & Seta, Clin. Chem. 46:795-8052000; Granovs-
ky et al., Nat. Med. 6:306-312, 2000). Insbesondere
Glykosylierungsmuster sind auf Tumorzellen stark
verandert. Erfindungsgemal kénnen diese speziel-
len Epitope diagnostisch Tumorzellen von nicht karzi-
nogenen Zellen unterscheiden. Sollte ein posttrans-
lational modifizierbares Epitop in normalen, nicht ent-
arteten Zellen glykosyliert und in Tumorzellen degly-
kosyliert sein, erlaubt diese Situation die Entwicklung
eines tumorspezifischen therapeutischen Antikérpers
im Sinne der Erfindung.

[0024] Die Analyse von Proteinmodifikationen kann
im Western-Blot erfolgen. Vor allem Glykosylierun-
gen, die in der Regel eine Grofle von mehreren kDa
haben, fihren zu einer grélkeren Gesamtmasse des
Zielproteins, die sich in der SDS-PAGE auftrennen
lasst. Zum Nachweis von spezifischen O- und N-gly-
kosidischen Bindungen werden Proteinlysate vor der
Denaturierung durch SDS mit O- oder N-Glykosyla-
sen inkubiert (nach Angaben des jeweiligen Herstel-
lers, z.B. PNgase, Endoglykosidase F, Endoglykosi-
dase H, Roche Diagnostics). AnschlieRend erfolgt
ein Western Blot. Bei Verringerung der Grof3e eines
Zielproteins kann so nach Inkubation mit einer Glyko-
sidase eine spezifische Glykosylierung nachgewie-
sen und auf diesem Weg auch die Tumorspezifitat ei-
ner Modifikation analysiert werden. Von besonderem
Interesse sind Proteinbereiche, die in Tumorzellen
und gesunden Zellen differenziell glykosyliert sind.
Derartige Glykosylierungsunterschiede sind jedoch
bisher fir wenige Zelloberflaichenproteine (z.B.
Muc1) beschrieben.

[0025] In einem Aspekt betrifft die Erfindung eine
pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein
Mittel, das das erfindungsgemaly identifizierte Tu-
mor-assoziierte Antigen erkennt und vorzugsweise
selektiv fir Zellen ist, die eine Expression oder abnor-
male Expression eines erfindungsgemal identifizier-
ten Tumor-assoziierten Antigens aufweisen. Das Mit-
tel kann in bestimmten Ausfuhrungsformen die In-
duktion des Zelltods, die Reduktion des Zellwachs-
tums, die Schadigung der Zellmembran oder die Se-
kretion von Zytokinen bewirken und weist vorzugs-
weise eine tumorhemmende Aktivitdt auf. In einer
Ausfihrungsform ist das Mittel eine Antisense-Nukle-
insaure, die selektiv mit der Nukleinsaure hybridisiert,
die fur das Tumor-assoziierte Antigen kodiert. In ei-
ner weiteren Ausfihrungsform ist das Mittel ein Anti-
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korper, der selektiv an das Tumor-assoziierte Antigen
bindet, insbesondere ein komplementaktivierter Anti-
korper oder Toxin-konjugierter Antikorper, der selek-
tiv an das Tumor-assoziierte Antigen bindet. In einer
weiteren Ausfuhrungsform umfasst das Mittel mehre-
re Mittel, die jeweils selektiv verschiedene Tumor-as-
soziierte Antigene erkennen, wobei mindestens ei-
nes der Tumor-assoziierten Antigene ein erfindungs-
gemal identifiziertes Tumor-assoziiertes Antigen ist.
Die Erkennung muss nicht direkt mit einer Hemmung
von Aktivitat oder Expression des Antigens einherge-
hen. In diesem Aspekt der Erfindung dient das selek-
tiv auf Tumoren beschrankte Antigen vorzugsweise
als Markierung zur Rekrutierung von Effektormecha-
nismen an diesen spezifischen Ort. In einer bevor-
zugten Ausfihrungsform ist das Mittel ein cytotoxi-
scher T-Lymphozyt, der das Antigen auf einem
HLA-Molekul erkennt und die derartig markierte Zelle
lysiert. In einer weiteren Ausfuhrungsform ist das Mit-
tel ein Antikorper, der selektiv an das Tumor-assozi-
ierte Antigen bindet und somit nattrliche oder artifizi-
elle Effektormechanismen zu dieser Zelle rekrutiert.
In einer weiteren Ausfiihrungsform ist das Mittel ein
Helfer-T-Lymphozyt, der Effektorfunktionen von an-
deren Zellen, die spezifisch dieses Antigen erken-
nen, starkt.

[0026] In einem Aspekt betrifft die Erfindung eine
pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein
Mittel, das die Expression oder Aktivitat eines erfin-
dungsgemal identifizierten Tumor-assoziierten Anti-
gens hemmt. In einer bevorzugten Ausfihrungsform
ist das Mittel eine Antisense-Nukleinsaure, die selek-
tiv mit der Nukleinsaure hybridisiert, die fur das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert. In einer weiteren
Ausfuhrungsform ist das Mittel ein Antikorper, der se-
lektiv an das Tumor-assoziierte Antigen bindet. In ei-
ner weiteren Ausflihrungsform umfasst das Mittel
mehrere Mittel, die jeweils selektiv die Expression
oder Aktivitat verschiedener Tumor-assoziierter Anti-
gene hemmen, wobei mindestens eines der Tu-
mor-assoziierten Antigene ein erfindungsgemaf
identifiziertes Tumor-assoziiertes Antigen ist.

[0027] Die Aktivitat eines erfindungsgemaf identifi-
zierten Tumor-assoziierten Antigens kann eine jegli-
che Aktivitat eines Proteins oder Peptids sein. Somit
kdnnen die erfindungsgemaflen Therapie- und Diag-
noseverfahren auch auf Hemmung oder Reduktion
dieser Aktivitat oder auf ein Testen dieser Aktivitat ab-
zielen.

[0028] Des weiteren betrifft die Erfindung eine phar-
mazeutische Zusammensetzung, die ein Mittel um-
fasst, das bei einer Verabreichung selektiv die Menge
an Komplexen zwischen einem HLA-Molekul und ei-
nem Peptidepitop aus dem erfindungsgemaf identifi-
zierten Tumor-assoziierten Antigen erhdht. Das Mittel
umfasst in einer Ausflihrungsform einen oder mehre-
re Bestandteile, die aus der Gruppe ausgewahlt sind
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bestehend aus (i) dem Tumor-assoziierten Antigen
oder einem Teil davon, (ii) einer Nukleinsaure, die fur
das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon
kodiert, (iii) einer Wirtszelle, die das Tumor-assoziier-
te Antigen oder einen Teil davon exprimiert, und (iv)
isolierten Komplexen zwischen Peptidepitopen aus
dem Tumor-assoziierten Antigen und einem
MHC-Molekdl. In einer Ausfiihrungsform umfasst das
Mittel mehrere Mittel, die jeweils selektiv die Menge
an Komplexen zwischen MHC-Molekilen und Pepti-
depitopen verschiedener Tumor-assoziierter Antige-
ne erhdéhen, wobei mindestens eines der Tumor-as-
soziierten Antigene ein erfindungsgemaf identifizier-
tes Tumor-assoziiertes Antigen ist.

[0029] Des weiteren betrifft die Erfindung eine phar-
mazeutische Zusammensetzung, die einen oder
mehrere Bestandteile umfasst, die aus der Gruppe
ausgewahlt sind bestehend aus (i) einem erfindungs-
gemal identifizierten Tumor-assoziierten Antigen
oder einem Teil davon, (ii) einer Nukleinsaure, die fur
ein erfindungsgemaR identifiziertes Tumor-assoziier-
tes Antigen oder einen Teil davon kodiert, (iii) einem
Antikdrper, der an ein erfindungsgemaf identifizier-
tes Tumor-assoziiertes Antigen oder einen Teil davon
bindet, (iv) einer Antisense-Nukleinsaure, die spezi-
fisch mit einer Nukleinsaure, die fiir ein erfindungsge-
malR identifiziertes Tumor-assoziiertes Antigen ko-
diert, hybridisiert, (v) einer Wirtszelle, die ein erfin-
dungsgemal identifiziertes Tumor-assoziiertes Anti-
gen oder einen Teil davon exprimiert, und (vi) isolier-
ten Komplexen zwischen einem erfindungsgeman
identifizierten Tumor-assoziierten Antigen oder ei-
nem Teil davon und einem HLA-Molekiil.

[0030] Eine Nukleinsaure, die fir ein erfindungsge-
mal identifiziertes Tumor-assoziiertes Antigen oder
einen Teil davon kodiert, kann in der pharmazeuti-
sche Zusammensetzung in einem Expressionsvektor
vorliegen und funktionell mit einem Promotor verbun-
den sein.

[0031] Eine in einer erfindungsgemafien pharma-
zeutischen Zusammensetzung enthaltene Wirtszelle
kann das Tumor-assoziierte Antigen oder den Teil da-
von sekretieren, auf der Oberflache exprimieren oder
kann zusatzlich ein HLA-Molekl exprimieren, das an
das Tumor-assoziierte Antigen oder den Teil davon
bindet. In einer Ausfuhrungsform exprimiert die
Wirtszelle das HLA-Molekll endogen. In einer weite-
ren Ausfuhrungsform exprimiert die Wirtszelle das
HLA-Molekil und/oder das Tumor-assoziierte Anti-
gen oder den Teil davon rekombinant. Vorzugsweise
ist die Wirtszelle nicht proliferativ. In einer bevorzug-
ten Ausfuhrungsform ist die Wirtszelle eine Anti-
gen-prasentierende Zelle, insbesondere eine dendri-
tische Zelle, ein Monozyt oder ein Makrophage.

[0032] Ein in einer erfindungsgemaflien pharmazeu-
tischen Zusammensetzung enthaltener Antikdrper
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kann ein monoklonaler Antikdrper sein. In weiteren
Ausfuhrungsformen ist der Antikérper ein chiméarer
oder humanisierter Antikérper, ein Fragment eines
naturlichen Antikérpers oder ein synthetischer Anti-
korper, die durch kombinatorische Techniken herge-
stellt werden kénnen. Der Antikdrper kann mit einem
therapeutisch oder diagnostisch nitzlichen Mittel ge-
koppelt sein.

[0033] Eine in einer erfindungsgemafien pharma-
zeutischen Zusammensetzung enthaltene Antisen-
se-Nukleinsaure kann eine Sequenz von 6-50, insbe-
sondere 10-30, 15-30 oder 20-30 zusammenhangen-
den Nukleotiden aus der Nukleinsaure, die fir das er-
findungsgeman identifizierte Tumor-assoziierte Anti-
gen kodiert, umfassen.

[0034] In weiteren Ausfiihrungsformen bindet ein
durch eine erfindungsgemafe pharmazeutische Zu-
sammensetzung entweder direkt oder durch die Ex-
pression einer Nukleinsaure bereitgestelltes Tu-
mor-assoziiertes Antigen oder ein Teil davon an
MHC-Molekule auf der Oberflache von Zellen, wobei
die Bindung vorzugsweise eine cytolytische Reaktion
hervorruft und/oder eine Zytokinausschuttung indu-
Ziert.

[0035] Eine erfindungsgemale pharmazeutische
Zusammensetzung kann einen pharmazeutisch ver-
traglichen Trager und/oder ein Adjuvans umfassen.
Das Adjuvans kann aus Saponin, GM-CSF, CpG-Nu-
kleotiden, RNA, einem Zytokin oder einem Chemokin
ausgewahlt sein. Eine erfindungsgemafle pharma-
zeutische Zusammensetzung wird vorzugsweise zur
Behandlung einer Erkrankung eingesetzt, die sich
durch die selektive Expression oder abnormale Ex-
pression eines Tumor-assoziierten Antigens aus-
zeichnet. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist
die Erkrankung Krebs.

[0036] Des weiteren betrifft die Erfindung Verfahren
zur Behandlung, Diagnose oder Uberwachung, d.h.
Bestimmung der Regression, des Verlaufs und/oder
des Ausbruchs, einer Erkrankung, die sich durch die
Expression oder abnormale Expression eines oder
mehrerer Tumor-assoziierter Antigene auszeichnet.

[0037] In einer Ausfihrungsform umfasst die Be-
handlung die Verabreichung einer erfindungsgema-
Ren pharmazeutischen Zusammensetzung.

[0038] Die erfindungsgemaflen Diagnoseverfahren
und/oder Verfahren zur Uberwachung betreffen all-
gemein die Verwendung von Mitteln fir den Nach-
weis und/oder die Bestimmung bzw. Uberwachung
der Menge (i) einer Nukleinsdure, die fir das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert, oder eines Teils da-
von und/oder (ii) des Tumor-assoziierten Antigens
oder eines Teils davon, und/oder (iii) eines Antikor-
pers gegen das Tumor-assoziierte Antigen oder ei-
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nen Teil davon und/oder (iv) von cytotoxischen oder
Helfer-T-Lymphozyten, die flr das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon spezifisch sind, in einer
aus einem Patienten isolierten biologischen Probe.

[0039] In einem Aspekt betrifft die Erfindung ein Ver-
fahren zur Diagnose einer Erkrankung, die sich durch
die Expression oder abnormale Expression eines er-
findungsgemafy identifizierten Tumor-assoziierten
Antigens auszeichnet. Das Verfahren umfasst den
Nachweis (i) einer Nukleinsaure, die fur das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert, oder eines Teils da-
von und/oder (ii) den Nachweis des Tumor-assoziier-
ten Antigens oder eines Teils davon, und/oder (iii)
den Nachweis eines Antikérpers gegen das Tu-
mor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon
und/oder (iv) den Nachweis von cytotoxischen oder
Helfer-T-Lymphozyten, die flr das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon spezifisch sind in einer
aus einem Patienten isolierten biologischen Probe. In
bestimmten Ausfiihrungsformen umfasst der Nach-
weis (i) die Kontaktierung der biologischen Probe mit
einem Mittel, das spezifisch an die Nukleinsaure, die
fur das Tumor-assoziierte Antigen kodiert, oder den
Teil davon, an das Tumor-assoziierte Antigen oder
den Teil davon, an den Antikdrper oder an cytotoxi-
sche oder Helfer-T-Lymphozyten, die fir das Tu-
mor-assoziierte Antigen oder Teile davon spezifisch
sind, bindet und (ii) den Nachweis der Komplexbil-
dung zwischen dem Mittel und der Nukleinsaure oder
dem Teil davon, dem Tumor-assoziierten Antigen
oder dem Teil davon, dem Antikdrper oder den cyto-
toxischen oder Helfer-T-Lymphozyten. In einer Aus-
fuhrungsform zeichnet sich die Erkrankung durch die
Expression oder abnormale Expression mehrerer
verschiedener Tumor-assoziierter Antigene aus und
der Nachweis umfasst einen Nachweis mehrerer Nu-
kleinsauren, die fur die mehreren verschiedenen Tu-
mor-assoziierten Antigene kodieren, oder von Teilen
davon, den Nachweis der mehreren verschiedenen
Tumor-assoziierten Antigene oder von Teilen davon,
den Nachweis mehrerer Antikdrper, die an die meh-
reren verschiedenen Tumor-assoziierten Antigene
oder an Teile davon binden, oder den Nachweis meh-
rerer cytotoxischer oder Helfer-T-Lymphozyten, die
fur die mehreren verschiedenen Tumor-assoziierten
Antigene spezifisch sind. In einer weiteren Ausfih-
rungsform wird die isolierte biologische Probe aus
dem Patienten mit einer vergleichbaren normalen bi-
ologischen Probe verglichen.

[0040] Die erfindungsgemalen Diagnoseverfahren
kénnen auch veranderte Methylierungsmuster des
Promotorbereiches des jeweiligen Tumor-assoziier-
ten Genproduktes nutzen. Der Nachweis solcher Me-
thylierungsmuster kann unter Nutzung von auf PCR
basierenden Verfahren, mit Hilfe von Restriktionsen-
zymen oder durch Sequenzierung erfolgen. Ein dazu
geeignetes Test kann dabei folgendermallen aufge-
baut sein: (1) Extraktion von DNA aus Gewebepro-
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ben von Patienten z.B. unter Nutzung von paraffin-
eingebettetem Material, (2) Behandlung der DNA mit
Bisulfit-haltigen Reagenzien (z.B. wie beschrieben in
Clark SJ et al., Nucleic Acids Res. 22(15):2990-7,
1994), (3) Amplifikation von DNA mit PCR, und (4)
Analyse durch Bestimmung der Menge sequenzspe-
zifischer Amplifikationsprodukte (z.B. durch quantita-
tive PCR, Hybridisierungsverfahren wie Microarray-
verfahren).

[0041] Die erfindungsgemaflen Diagnoseverfahren
kénnen auch eine Nutzung der erfindungsgemaf
identifizierten Tumor-assoziierten Antigene als prog-
nostische Marker betreffen, um eine Metastatisierung
z.B. durch Testen des Migrationsverhalten von Zellen
und daher einen verschlechterten Krankheitsverlauf
zu pradizieren, wodurch unter anderem die Planung
einer aggressiveren Therapie ermdglicht wird.

[0042] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein Verfahren zur Bestimmung der Regression,
des Verlaufs oder des Ausbruchs einer Erkrankung,
die sich durch die Expression oder abnormale Ex-
pression eines erfindungsgeman identifizierten Tu-
mor-assoziierten Antigens auszeichnet, umfassend
die Uberwachung einer Probe aus einem Patienten,
der die Erkrankung aufweist oder in Verdacht steht,
an der Erkrankung zu erkranken in Bezug auf einen
oder mehrere Parameter, die aus der Gruppe ausge-
wahlt sind bestehend aus (i) der Menge der Nuklein-
saure, die fir das Tumor-assoziierte Antigen kodiert,
oder eines Teil davon, (ii) der Menge des Tumor-as-
soziierten Antigens oder eines Teils davon, (iii) der
Menge an Antikdrpern, die an das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon binden, und (iv) der
Menge an cytolytischen T-Zellen oder Helfer-T-Zel-
len, die fir einen Komplex zwischen dem Tumor-as-
soziierten Antigen oder einem Teil davon und einem
MHC-Molekdl spezifisch sind. Vorzugsweise umfasst
das Verfahren die Bestimmung des oder der Parame-
ter zu einem ersten Zeitpunkt in einer ersten Probe
und zu einem zweiten Zeitpunkt in einer weiteren
Probe, wobei durch einen Vergleich der beiden Pro-
ben der Verlauf der Erkrankung ermittelt wird. In be-
stimmten Ausfiihrungsformen zeichnet sich die Er-
krankung durch die Expression oder abnormale Ex-
pression mehrerer verschiedener Tumor-assoziierter
Antigene aus und die Uberwachung umfasst eine
Uberwachung (i) der Menge mehrerer Nukleinsiu-
ren, die fir die mehreren verschiedenen Tumor-asso-
ziierten Antigene kodieren, oder von Teilen davon
und/oder (ii) der Menge der mehreren verschiedenen
Tumor-assoziierten Antigene oder von Teilen davon
und/oder (iii) der Menge mehrerer Antikorper, die an
die mehreren verschiedenen Tumor-assoziierten An-
tigene oder an Teile davon binden, und/oder (iv) der
Menge mehrerer cytolytischer T-Zellen oder Hel-
fer-T-Zellen, die fir Komplexe zwischen den mehre-
ren verschiedenen Tumor-assoziierten Antigenen
oder von Teilen davon und MHC-Molekilen spezi-
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fisch sind.

[0043] Ein Nachweis einer Nukleinsaure oder eines
Teils davon oder eine Bestimmung bzw. Uberwa-
chung der Menge einer Nukleinsaure oder eines Teils
davon kann erfindungsgemafR mit einer Polynukleo-
tid-Sonde erfolgen, die spezifisch mit der Nukleinsau-
re oder dem Teil davon hybridisiert, oder kann durch
selektive Amplifikation der Nukleinsdure oder des
Teils davon erfolgen. In einer Ausfihrungsform um-
fasst die Polynukleotid-Sonde eine Sequenz von
6-50, insbesondere 10-30, 15-30 oder 20-30 zusam-
menhangenden Nukleotiden aus der Nukleinsaure.

[0044] In bestimmten Ausflihrungsformen der erfin-
dungsgemalen Diagnoseverfahren erfolgt eine se-
lektive Amplifikation des Promotorbereichs oder ei-
nes Teils davon einer Nukleinsaure, die fir ein erfin-
dungsgemal identifiziertes Tumor-assoziiertes Anti-
gen kodiert und in Form von genomischer DNA vor-
liegt, nach Behandlung mit einem bisulfithaltigen Re-
agenz. Die Nukleinsaure wird vorzugsweise vor einer
Behandlung mit dem bisulfithaltigen Reagenz aus ei-
ner Probe eines zu untersuchenden Patienten iso-
liert. Die bei einer solchen Amplifikation verwendeten
Oligonukleotide weisen vorzugsweise eine Sequenz
auf, die an die mit dem bisulfithaltigen Reagenz be-
handelte Nukleinsdure binden, vorzugsweise dazu
vollstandig komplementar sind. Vorzugsweise sind
die Oligonukleotide einem unterschiedlichen Grad ei-
ner Methylierung der Nukleinsdure angepasst und
bedingen differenzierbare Amplifikationsprodukte.

[0045] Ein Nachweis eines Tumor-assoziierten Anti-
gens oder eines Teils davon oder eine Bestimmung
bzw. Uberwachung der Menge eines Tumor-assozi-
ierten Antigens oder eines Teils davon kann erfin-
dungsgemaf’ mit einem Antikorper erfolgen, der spe-
zifisch an das Tumor-assoziierte Antigen oder den
Teil davon bindet.

[0046] In bestimmten Ausfuhrungsformen liegt das
nachzuweisende Tumor-assoziierte Antigen oder der
Teil davon in einem Komplex mit einem MHC-Mole-
kdl, insbesondere einem HLA-Molekdl vor.

[0047] Ein Nachweis eines Antikérpers oder die Be-
stimmung bzw. Uberwachung der Menge an Antikor-
pern kann erfindungsgemaf mit einem Protein oder
Peptid erfolgen, das spezifisch an den Antikérper bin-
det.

[0048] Ein Nachweis von cytolytischen T-Zellen
oder Helfer-T-Zellen oder die Bestimmung bzw.
Uberwachung der Menge an cytolytischen T-Zellen
oder Helfer-T-Zellen, die fir Komplexe zwischen ei-
nem Antigen oder einem Teil davon und MHC-Mole-
kilen spezifisch sind, kann erfindungsgeman mit ei-
ner Zelle erfolgen, die den Komplex zwischen dem
Antigen oder dem Teil davon und einem MHC-Mole-
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kil prasentiert.

[0049] Die fiir einen Nachweis oder fiir eine Bestim-
mung bzw. Uberwachung verwendete Polynukleo-
tid-Sonde, der Antikorper, das Protein oder Peptid
oder die Zelle sind vorzugsweise nachweisbar mar-
kiert. In bestimmten Ausfiihrungsformen ist der nach-
weisbare Marker ein radioaktiver Marker oder ein En-
zymmarker. Der Nachweis von T-Lymphozyten kann
zusatzlich durch Nachweis ihrer Proliferation, ihrer
Zytokinproduktion, sowie ihrer cytotoxischen Aktivitat
erfolgen, die durch die spezifische Stimulation mit
dem Komplex aus MHC und Tumor-assoziiertem An-
tigen oder Teilen davon ausgeldst wird. Der Nach-
weis von T-Lymphozyten kann ferner durch ein re-
kombinantes MHC-Molekil oder auch einen Kom-
plex aus mehreren MHC-Molekulen, die mit dem je-
weiligen immunogenen Fragment aus einem oder
mehreren der Tumor-assoziierten Antigene beladen
sind, und durch Kontaktierung des spezifischen
T-Zell-Rezeptors erfolgen, wodurch spezifische
T-Lymphozyten identifiziert werden kénnen.

[0050] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein Verfahren zur Behandlung, Diagnose oder
Uberwachung einer Erkrankung, die sich durch die
Expression oder abnormale Expression eines erfin-
dungsgemal identifizierten Tumor-assoziierten Anti-
gens auszeichnet, umfassend die Verabreichung ei-
nes Antikorpers, der an das Tumor-assoziierte Anti-
gen oder einen Teil davon bindet und mit einem the-
rapeutischen oder diagnostischen Mittel oder Stoff
gekoppelt ist. Der Antikérper kann ein monoklonaler
Antikoérper sein. In weiteren Ausfuhrungsformen ist
der Antikorper ein chimarer oder humanisierter Anti-
korper oder ein Fragment eines naturlichen Antikor-
pers.

[0051] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur
Behandlung eines Patienten mit einer Erkrankung,
die sich durch die Expression oder abnormale Ex-
pression eines erfindungsgeman identifizierten Tu-
mor-assoziierten Antigens auszeichnet, umfassend
(i) die Entfernung einer Probe mit immunreaktiven
Zellen aus dem Patienten, (ii) die Kontaktierung der
Probe mit einer Wirtszelle, die das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon exprimiert, unter Be-
dingungen, die eine Produktion cytolytischer T-Zellen
gegen das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil
davon begunstigen, und (iii) das Einbringen der cyto-
lytischen T-Zellen in den Patienten in einer Menge,
die geeignet ist, Zellen zu lysieren, die das Tumor-as-
soziierte Antigen oder einen Teil davon exprimieren.
Die Erfindung betrifft ebenfalls die Klonierung des
T-Zell-Rezeptors von cytolytischen T-Zellen gegen
das Tumor-assoziierte Antigen. Dieser kann in ande-
re T-Zellen transferiert werden, die damit die er-
wilnschte Spezifitat erhalten und wie unter (iii) in den
Patienten eingebracht werden kénnen.
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[0052] In einer Ausflhrungsform exprimiert die
Wirtszelle ein HLA-Molekil endogen. In einer weite-
ren Ausfuhrungsform exprimiert die Wirtszelle ein
HLA-Molekil und/oder das Tumor-assoziierte Anti-
gen oder den Teil davon rekombinant. Vorzugsweise
ist die Wirtszelle nicht proliferativ. In einer bevorzug-
ten Ausfihrungsform ist die Wirtszelle eine Anti-
gen-prasentierende Zelle, insbesondere eine dendri-
tische Zelle, ein Monozyt oder ein Makrophage.

[0053] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein Verfahren zur Behandlung eines Patienten
mit einer Erkrankung, die sich durch die Expression
oder abnormale Expression eines Tumor-assoziier-
ten Antigens auszeichnet, umfassend (i) die ldentifi-
zierung einer fir ein erfindungsgemaf identifiziertes
Tumor-assoziiertes Antigen kodierenden Nuklein-
saure, die von Zellen exprimiert wird, die mit der Er-
krankung assoziiert sind, (ii) die Transfektion einer
Wirtszelle mit der Nukleinsaure oder einem Teil da-
von, (iii) die Kultivierung der transfizierten Wirtszelle
fur eine Expression der Nukleinsaure (dies ist bei Er-
reichen einer hohen Transfektionsrate nicht obligat)
und (iv) das Einbringen der Wirtszellen oder eines
Extrakts davon in den Patienten in einer Menge, die
geeignet ist, die Immunreaktion gegen die Zellen des
Patienten, die mit der Erkrankung assoziiert sind, zu
erhdhen. Das Verfahren kann ferner die ldentifizie-
rung eines MHC-Moleklls, das das Tumor-assoziier-
te Antigen oder einen Teil davon prasentiert, umfas-
sen, wobei die Wirtszelle das identifizierte MHC-Mo-
lekil exprimiert und das Tumor-assoziierte Antigen
oder einen Teil davon prasentiert. Die Immunreaktion
kann eine B-Zellen-Reaktion oder eine T-Zellen-Re-
aktion umfassen. Des weiteren kann eine T-Zel-
len-Reaktion die Produktion von cytolytischen T-Zel-
len und/oder Helfer-T-Zellen umfassen, die spezi-
fisch fir die Wirtszellen sind, die das Tumor-assozi-
ierte Antigen oder einen Teil davon prasentieren oder
spezifisch fir Zellen des Patienten sind, die das Tu-
mor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon expri-
mieren.

[0054] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur
Behandlung einer Erkrankung, die sich durch die Ex-
pression oder abnormale Expression eines erfin-
dungsgemal identifizierten Tumor-assoziierten Anti-
gens auszeichnet, umfassend (i) die ldentifikation
von Zellen aus dem Patienten, die abnormale Men-
gen des Tumor-assoziierten Antigens exprimieren,
(i) die Isolierung einer Probe der Zellen, (iii) die Kul-
tivierung der Zellen und (iv) das Einbringen der Zellen
in den Patienten in einer Menge, die geeignet ist, eine
Immunreaktion gegen die Zellen auszuldsen.

[0055] Vorzugsweise sind die erfindungsgemaf
verwendeten Wirtszellen nicht proliferativ oder wer-
den nicht proliferativ gemacht. Eine Erkrankung, die
sich durch die Expression oder abnormale Expressi-
on eines Tumor-assoziierten Antigens auszeichnet,
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ist insbesondere Krebs.

[0056] Des weiteren betrifft die vorliegende Erfin-
dung eine Nukleinsaure, die aus der Gruppe ausge-
wahlt ist bestehend aus (a) einer Nukleinsaure, die
eine Nukleinsauresequenz umfasst, die aus der
Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus SEQ ID NO: 1,
5,9,13,17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61,
65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113,
117, 121, 125, 129, 133, 137, 141, 145, 149, 153,
157, 161, 165, 169, 173, 175, 179, 183, 187, 191,
195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 223, 227, 231,
235, 239, 243, 247, 251, 255, 259, 263, 267, 269,
271,273, 275, 277, 279, 309 des Sequenzprotokolls,
einem Teil oder Derivat davon, (b) einer Nukleinsau-
re, die unter stringenten Bedingungen mit der Nukle-
insaure unter (a) hybridisiert, (c) einer Nukleinsaure,
die in Bezug auf die Nukleinsaure unter (a) oder (b)
degeneriert ist, und (d) einer Nukleinsaure, die zu der
Nukleinsaure unter (a), (b) oder (¢) komplementar ist.
Des weiteren betrifft die Erfindung eine Nukleinsaure,
die fir ein Protein oder Polypeptid kodiert, das eine
Aminosauresequenz umfasst, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18,
22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74,
78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122,
126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162,
166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200,
204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236, 240,
244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274,
276, 278, 280 bis 308, 310 des Sequenzprotokolls,
einem Teil oder Derivat davon.

[0057] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung Promotorsequenzen von erfindungsgemafen
Nukleinsauren. Diese konnen funktionell mit einem
anderen Gen vorzugsweise in einem Expressions-
vektor verbunden werden, und somit die selektive Ex-
pression dieses Gens in entsprechenden Zellen ge-
wahrleisten.

[0058] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein rekombinantes Nukleinsduremolekdl, insbe-
sondere DNA- oder RNA-Molekil, das eine erfin-
dungsgemale Nukleinsdure umfasst.

[0059] Die Erfindung betrifft auch Wirtszellen, die
eine erfindungsgemafie Nukleinsdure oder ein re-
kombinantes Nukleinsduremolekil, das eine erfin-
dungsgemale Nukleinsaure umfasst, enthalten.

[0060] Die Wirtszelle kann ferner eine Nukleinsaure
umfassen, die fir ein HLA-Molekil kodiert. In einer
Ausfuhrungsform exprimiert die Wirtszelle das
HLA-Molekil endogen. In einer weiteren Ausfih-
rungsform exprimiert die Wirtszelle das HLA-Molekdl
und/oder die erfindungsgemafle Nukleinsdure oder
einen Teil davon rekombinant. Vorzugsweise ist die
Wirtszelle nicht proliferativ. In einer bevorzugten Aus-
fuhrungsform ist die Wirtszelle eine Antigen-prasen-
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tierende Zelle, insbesondere eine dendritische Zelle,
ein Monozyt oder ein Makrophage.

[0061] In einer weiteren Ausfliihrungsform betrifft die
Erfindung Oligonukleotide, die mit einer erfindungs-
gemal identifizierten Nukleinsdure hybridisieren und
als genetische Sonden oder als "Antisense"-Molekii-
le verwendet werden kénnen. Nukleinsduremolekile
in der Form von Oligonukleotid-Primern oder kompe-
tenten Proben, die mit einer erfindungsgemaf identi-
fizierten Nukleinsdure oder Teilen davon hybridisie-
ren, konnen zum Auffinden von Nukleinsauren ver-
wendet werden, die zu der erfindungsgemaf identifi-
zierten Nukleinsdure homolog sind. PCR-Amplifikati-
on, Southern- und Northern-Hybridisierung kénnen
zum Auffinden homologer Nukleinsduren eingesetzt
werden. Die Hybridisierung kann unter niedrig-, bes-
ser unter mittel- und am besten unter hoch-stringen-
ten Bedingungen erfolgen. Der Begriff ,stringente Be-
dingungen" betrifft erfindungsgemal Bedingungen,
die eine spezifische Hybridisierung zwischen Polynu-
kleotiden erlauben.

[0062] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein Protein, Polypeptid oder Peptid, das von ei-
ner Nukleinsaure kodiert wird, die aus der Gruppe
ausgewahlt ist bestehend aus (a) einer Nukleinsaure,
die eine Nukleinsduresequenz umfasst, die aus der
Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 1, 5, 9, 13, 17,
21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73,
77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121,
125, 129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161,
165, 169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199,
203, 207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239,
243, 247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273,
275, 277, 279, 309 des Sequenzprotokolls einem Teil
oder Derivat davon ausgewabhlt ist, (b) einer Nuklein-
saure, die unter stringenten Bedingungen mit der Nu-
kleinsaure unter (a) hybridisiert, (c) einer Nukleinsau-
re, die in Bezug auf die Nukleinsadure unter (a) oder
(b) degeneriert ist, und (d) einer Nukleinsaure, die zu
der Nukleinsaure unter (a), (b) oder (¢) komplementar
ist. In einer bevorzugten Ausflihrungsform betrifft die
Erfindung ein Protein oder Polypeptid, das eine Ami-
nosauresequenz umfasst, ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22,
26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78,
82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126,
130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166,
170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204,
208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236, 240, 244,
248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274, 276,
278, 280 bis 308, 310 des Sequenzprotokolls, einem
Teil oder Derivat davon.

[0063] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein immunogenes Fragment eines erfindungs-
gemal identifizierten Tumor-assoziierten Antigens.
Das Fragment bindet vorzugsweise an einen
menschlichen HLA-Rezeptor oder menschlichen An-
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tikdrper. Vorzugsweise umfasst ein erfindungsgema-
Res Fragment eine Sequenz von mindestens 6, ins-
besondere mindestens 8, mindestens 10, mindes-
tens 12, mindestens 15, mindestens 20, mindestens
30 oder mindestens 50 Aminosauren.

[0064] In diesem Aspekt betrifft die Erfindung insbe-
sondere ein Peptid, das eine Sequenz, ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 282-308,
einem Teil oder Derivat davon aufweist oder umfasst.

[0065] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein Mittel, das an ein erfindungsgemaf identifi-
ziertes Tumor-assoziiertes Antigen oder an einen Teil
davon bindet. In einer bevorzugten Ausflihrungsform
ist das Mittel ein Antikorper. In weiteren Ausflihrungs-
formen ist der Antikérper ein chimarer, ein humani-
sierter oder mit kombinatorischen Techniken herge-
stellte Antikdrper oder ein Fragment eines Antikor-
pers. Des weiteren betrifft die Erfindung einen Anti-
korper, der selektiv an einen Komplex aus (i) einem
erfindungsgemal identifizierten Tumor-assoziierten
Antigen oder einem Teil davon und (ii) einem
MHC-Molekul bindet, an das das erfindungsgemaf
identifizierte Tumor-assoziierte Antigen oder der Teil
davon bindet, wobei der Antikdper nicht alleine an (i)
oder (ii) bindet. Ein erfindungsgemafier Antikorper
kann ein monoklonaler Antikorper sein. In weiteren
Ausfuhrungsformen ist der Antikérper ein chiméarer
oder humanisierter Antikérper oder ein Fragment ei-
nes natirlichen Antikorpers.

[0066] Des weiteren betrifft die Erfindung ein Konju-
gat zwischen einem erfindungsgemafien Mittel, das
an ein erfindungsgemal identifiziertes Tumor-assozi-
iertes Antigen oder an einen Teil davon bindet, oder
einem erfindungsgemaflen Antikérper und einem
therapeutischen oder diagnostischen Mittel oder
Stoff. In einer Ausfihrungsform ist das therapeuti-
sche oder diagnostische Mittel ein Toxin.

[0067] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung einen Kit zum Nachweis der Expression oder
abnormalen Expression eines erfindungsgemaf
identifizierten Tumor-assoziierten Antigens, umfas-
send Mittel zum Nachweis (i) der Nukleinsaure, die
fir das Tumor-assoziierte Antigen kodiert, oder eines
Teils davon, (ii) des Tumor-assoziierten Antigens
oder eines Teils davon, (iii) von Antikdrpern, die an
das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon
binden, und/oder (iv) von T-Zellen, die fiir einen Kom-
plex zwischen dem Tumor-assoziierten Antigen oder
einem Teil davon und einem MHC-Molekul spezifisch
sind. In einer Ausfiuihrungsform sind die Mittel zum
Nachweis der Nukleinsaure oder des Teils davon Nu-
kleinsduremolekiile fiir die selektive Amplifikation der
Nukleinsaure, die insbesondere eine Sequenz von
6-50, insbesondere 10-30, 15-30 oder 20-30 zusam-
menhangenden Nukleotiden aus der Nukleinsaure
umfassen.
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[0068] Erfindungsgemall werden Gene beschrie-
ben, die in Tumorzellen selektiv exprimiert oder aber-
rant exprimiert werden und Tumor-assoziierte Antige-
ne darstellen.

[0069] Erfindungsgemal sind diese Gene und/oder
deren Genprodukte und/oder ihre Derivate und/oder
Teile bevorzugte Zielstrukturen fiir therapeutische
Ansatze. Konzeptionell kénnen die therapeutischen
Ansatze auf eine Hemmung der Aktivitat des selektiv
exprimierten Tumor-assoziierten Genproduktes zie-
len. Dies ist dann sinnvoll, wenn die aberrante re-
spektive selektive Expression funktionell von tumor-
pathogenetischer Bedeutung ist und ihre Unterbin-
dung mit einer selektiven Schadigung der entspre-
chenden Zellen einhergeht. Andere therapeutische
Konzepte betrachten Tumor-assoziierte Antigene als
Markierungen, die Effektormechanismen mit zell-
schadigendem Potential selektiv zu Tumorzellen rek-
rutieren. Hierbei ist die Funktion des Zielmolekils
selbst und seine Rolle bei der Tumorentstehung voll-
kommen unerheblich.

[0070] Mit ,Derivat" einer Nukleinsaure ist erfin-
dungsgemal’ gemeint, dass einzelne oder multiple
Nukleotidsubstitutionen, -deletionen und/oder -additi-
onen in der Nukleinsaure vorliegen. Weiterhin um-
fasst der Begriff ,Derivat" auch eine chemische Deri-
vatisierung einer Nukleinsaure an einer Nukleotidba-
se, am Zucker oder am Phosphat eines Nukleotids.
Der Begriff ,Derivat" umfasst auch Nukleinsauren,
die nicht in der Natur vorkommende Nukleotide und
Nukleotidanaloga enthalten.

[0071] Eine Nukleinsaure ist erfindungsgemal vor-
zugsweise Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Ri-
bonukleinsdure (RNA). Nukleinsauren umfassen er-
findungsgemaf genomische DNA, cDNA, mRNA, re-
kombinant hergestellte und chemisch synthetisierte
Molekile. Eine Nukleinsaure kann erfindungsgemaf
als einzelstrangiges oder doppelstrangiges und line-
ares oder kovalent kreisférmig geschlossenes Mole-
kal vorliegen.

[0072] Die erfindungsgemal beschriebenen Nukle-
insduren sind vorzugsweise isoliert. Der Begriff ,iso-
lierte Nukleinsaure" bedeutet erfindungsgeman, dass
die Nukleinsaure (i) in vitro amplifiziert wurde, zum
Beispiel durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR), (ii)
rekombinant durch Klonierung produziert wurde, (iii)
gereinigt wurde, zum Beispiel durch Spaltung und
gelelektrophoretische Auftrennung, oder (iv) synthe-
tisiert wurde, zum Beispiel durch chemische Synthe-
se. Eine isolierte Nukleinsaure ist eine Nukleinsaure,
die fur eine Manipulierung durch rekombinante
DNA-Techniken zur Verfugung steht.

[0073] Eine Nukleinsaure ist dann zu einer anderen
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Nukleinsaure ,komplementar", wenn die beiden Se-
quenzen miteinander hybridisieren und ein stabiles
Duplexmolekiil eingehen kénnen, wobei die Hybridi-
sierung vorzugsweise unter Bedingungen erfolgt, die
eine spezifische Hybridisierung zwischen Polynukle-
otiden erlauben (stringente Bedingungen). Stringente
Bedingungen sind beispielsweise in Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., Hrsg.,
2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York, 1989, oder Current
Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al.,
Hrsg., John Wiley & Sons, Inc., New York beschrie-
ben und betreffen beispielsweise die Hybridisierung
bei 65°C in Hybridisierungspuffer (3,5 x SSC, 0,02%
Ficoll, 0,02% Polyvinylpyrrolidon, 0,02% Rinderse-
rumalbumin, 2,5 mM NaH,PO, (pH 7), 0,5% SDS, 2
mM EDTA). SSC ist eine Lésung mit jeweils 0,15 M
Natriumchlorid und Natriumcitrat, pH 7. Nach der Hy-
bridisierung wird die Membran, auf die die DNA lber-
tragen wurde, beispielsweise in 2 x SSC bei Raum-
temperatur und sodann in 0,1 - 0,5 x SSC/0,1 x SDS
bei Temperaturen bis 68°C gewaschen.

[0074] Komplementare Nukleinsauren weisen erfin-
dungsgemal mindestens 40%, insbesondere min-
destens 50%, mindestens 60%, mindestens 70%,
mindestens 80%, mindestens 90% und vorzugswei-
se mindestens 95%, mindestens 98% oder mindes-
tens 99% Identitat der Nukleotide auf.

[0075] Nukleinsauren, die flir Tumor-assoziierte An-
tigene kodieren, kénnen erfindungsgemal alleine
oder in Kombination mit anderen Nukleinsauren, ins-
besondere heterologen Nukleinsauren, vorliegen. In
bevorzugten Ausfiihrungsformen liegt eine Nuklein-
saure funktionell in Verbindung mit Expressionskont-
rollsequenzen oder regulatorischen Sequenzen vor,
die in Bezug zu der Nukleinsaure homolog oder hete-
rolog sein kdénnen. Eine kodierende Sequenz und
eine regulatorische Sequenz sind dann ,funktionell"
miteinander verbunden, falls sie derart kovalent mit-
einander verknupft sind, dass die Expression oder
Transkription der kodierenden Sequenz unter der
Kontrolle oder unter dem Einfluss der regulatorischen
Sequenz steht. Falls die kodierende Sequenz in ein
funktionelles Protein translatiert werden soll, fuhrt bei
einer funktionellen Verbindung einer regulatorischen
Sequenz mit der kodierenden Sequenz eine Indukti-
on der regulatorischen Sequenz zu einer Transkripti-
on der kodierenden Sequenz, ohne dass es zu einer
Leserasterverschiebung in der kodierenden Sequenz
oder zu einem Unvermdgen der kodierenden Se-
quenz kommt, in das gewlinschte Protein oder Peptid
translatiert zu werden.

[0076] Der Begriff ,Expressionskontrollsequenz”
oder ,regulatorische Sequenz" umfasst erfindungs-
gemal’ Promotoren, Enhancer und andere Kontrolle-
lemente, die die Expression eines Gens steuern. In
bestimmten erfindungsgemalfen Ausfihrungsformen
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sind die Expressionskontrollsequenzen regulierbar.
Die genaue Struktur von regulatorischen Sequenzen
kann speziesabhangig oder zelltypusabhangig variie-
ren, umfasst jedoch im allgemeinen 5'-nicht-transkri-
bierte und 5'-nicht-translatierte Sequenzen, die an
der Initiation der Transkription bzw. Translation betei-
ligt sind wie TATA-Box, Capping-Sequenz, CAAT-Se-
quenz und ahnliches. Insbesondere umfassen
5'-nicht-transkribierte Regulationssequenzen eine
Promotorregion, die eine Promotorsequenz fir eine
transkriptionelle Kontrolle des funktionell verbunde-
nen Gens einschlielt. Regulatorische Sequenzen
kénnen auch Enhancer-Sequenzen oder stromauf-
warts gelegene Aktivatorsequenzen umfassen.

[0077] Zum einen konnen also die hier dargestellten
Tumorassoziierten Antigene mit beliebigen Expressi-
onskontrollsequenzen und Promotoren kombiniert
werden. Zum anderen aber kénnen erfindungsge-
maf die Promotoren der hier dargestellten Tumor-as-
soziierten Genprodukte mit beliebigen anderen Ge-
nen kombiniert werden. Dies erlaubt, die selektive
Aktivitat dieser Promotoren zu nutzen.

[0078] Des weiteren kann eine Nukleinsaure erfin-
dungsgemal? in Verbindung mit einer anderen Nukle-
insaure vorliegen, die fir ein Polypeptid kodiert, das
eine Sekretion des durch die Nukleinsaure kodierten
Proteins oder Polypeptids aus einer Wirtszelle steu-
ert. Auch kann eine Nukleinsaure erfindungsgeman
in Verbindung mit einer anderen Nukleinsaure vorlie-
gen, die fir ein Polypeptid kodiert, das eine Veranke-
rung des kodierten Proteins oder Polypeptids auf der
Zellmembran der Wirtszelle oder seine Komparti-
mentalisierung in bestimmte Organellen dieser Zelle
herbeifiihrt. Gleichermallen kann eine Verbindung
mit einer Nukleinsaure erfolgen, die ein Reportergen
oder einen beliebigen ,Tag" darstellt.

[0079] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist ein
rekombinantes DNA-Molekil erfindungsgemaf ein
Vektor, gegebenenfalls mit einem Promotor, der die
Expression einer Nukleinsaure, z.B. einer Nuklein-
saure, die fur eine erfindungsgemafes Tumor-asso-
Ziiertes Antigen kodiert, steuert. Der Begriff ,Vektor"
wird dabei in seiner allgemeinsten Bedeutung ver-
wendet und umfasst jegliche intermediaren Vehikel
fur eine Nukleinsaure, die es z.B. ermdglichen, die
Nukleinsaure in prokaryontische und/oder in eukary-
ontische Zellen einzubringen und gegebenenfalls in
ein Genom zu integrieren. Solche Vektoren werden
vorzugsweise in der Zelle repliziert und/oder expri-
miert. Ein intermedidres Vehikel kann z.B. fir den
Gebrauch bei der Elektroporation, beim Mikroprojek-
tilbbeschuss, bei der liposomalen Verabreichung,
beim Transfer mit Hilfe von Agrobakterien oder bei
der Insertion Uber DNA- oder RNA-Viren angepasst
sein. Vektoren umfassen Plasmide, Phagemide, Bac-
teriophage oder Virusgenome.
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[0080] Die Nukleinsauren, die fir ein erfindungsge-
mal identifiziertes Tumor-assoziiertes Antigen kodie-
ren, kdnnen fir eine Transfektion von Wirtszellen ein-
gesetzt werden. Mit Nukleinsduren ist dabei sowohl
rekombinante DNA wie auch RNA gemeint. Rekom-
binante RNA kann durch in vitro-Transkription von ei-
ner DNA-Matritze hergestellt werden. Sie kann des
weiteren vor Applikation durch stabilisierende Se-
quenzen, Capping und Poly-Adenylierung modifiziert
werden.

[0081] Der Begriff ,Wirtszelle" betrifft erfindungsge-
maR jede Zelle, die mit einer exogenen Nukleinsdure
transformierbar oder transfizierbar ist. Der Begriff
~Wirtszellen" umfasst erfindungsgemaf’ prokaryonti-
sche (z.B. E. coli) oder eukaryontische (z.B. dendriti-
sche Zellen, B-Zellen, CHO-Zellen, COS-Zellen,
K562-Zellen, Hefezellen und Insektenzellen). Beson-
ders bevorzugt sind Saugerzellen wie Zellen aus
Mensch, Maus, Hamster, Schwein, Ziege und Prima-
ten. Die Zellen kénnen aus einer Vielzahl von Gewe-
betypen abgeleitet sein und umfassen primare Zellen
und Zelllinien. Spezifische Beispiele umfassen Kera-
tinozyten, periphere Blutleukozyten, Stammzellen
des Knochenmarks und embryonale Stammzellen. In
weiteren Ausfiihrungsformen ist die Wirtszelle eine
Antigen-présentierende Zelle, insbesondere eine
dendritische Zelle, ein Monozyt oder Makrophage.
Eine Nukleinsaure kann in der Wirtszelle in einer ein-
zigen oder in mehreren Kopien vorliegen und wird in
einer Ausflhrungsform in der Wirtszelle exprimiert.

[0082] Der Begriff "Expression" wird erfindungsge-
maR in seiner allgemeinsten Bedeutung verwendet
und umfasst die Produktion von RNA oder von RNA
und Protein. Er umfasst auch eine teilweise Expres-
sion von Nukleinsauren. Des weiteren kann die Ex-
pression transient oder stabil erfolgen. Bevorzugte
Expressionssysteme in Saugerzellen umfassen
pcDNA3.I und pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA),
die einen selektierbaren Marker enthalten wie ein
Gen, das eine Resistenz gegenliber G418 verleiht
(und somit eine Selektion stabil transfizierter Zelllini-
en ermoglicht), und die Enhancer-Promotor-Sequen-
zen von Cytomegalovirus (CMV).

[0083] In den Fallen der Erfindung, in denen ein
HLA-Molekil ein Tumor-assoziiertes Antigen oder ei-
nen Teil davon prasentiert, kann ein Expressionsvek-
tor auch eine Nukleinsauresequenz umfassen, die fur
das HLA-Molekdl kodiert. Die Nukleinsduresequenz,
die fur das HLA-Molekil kodiert, kann auf demselben
Expressionsvektor wie die Nukleinsaure, die fur das
Tumor-assoziierte Antigen oder den Teil davon ko-
diert, vorliegen oder beide Nukleinsduren kénnen auf
verschiedenen Expressionsvektoren vorliegen. Im
letzteren Fall kbnnen die beiden Expressionsvekto-
ren in eine Zelle cotransfiziert werden. Falls eine
Wirtszelle weder das Tumor-assoziierte Antigen oder
den Teil davon noch das HLA-Molekil exprimiert,
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werden beide daflir kodierenden Nukleinsauren ent-
weder auf demselben Expressionsvektor oder auf
verschiedenen Expressionsvektoren in die Zelle
transfiziert. Falls die Zelle bereits das HLA-Molekil
exprimiert, kann nur die Nukleinsduresequenz, die
fur das Tumor-assoziierte Antigen oder den Teil da-
von kodiert, in die Zelle transfiziert werden.

[0084] Erfindungsgemal umfasst sind Kits zur Am-
plifikation einer Nukleinsaure, die fir ein Tumor-asso-
ziiertes Antigen kodiert. Solche Kits umfassen bei-
spielsweise ein Paar von Amplifikationsprimern, die
an die Nukleinsaure hybridisieren, die fir das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert. Die Primer umfas-
sen vorzugsweise eine Sequenz von 6-50, insbeson-
dere 10-30, 15-30 oder 20-30 zusammenhangenden
Nukleotiden aus der Nukleinsdure und sind
nicht-Uberlappend, um die Bildung von Primer-Dime-
ren zu vermeiden. Einer der Primer wird an einen
Strang der Nukleinsaure hybridisieren, die fiir das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert, und der andere Pri-
mer wird an den komplementéren Strang in einer An-
ordnung hybridisieren, die eine Amplifikation der Nu-
kleinsaure, die fur das Tumor-assoziierte Antigen ko-
diert, erlaubt.

[0085] ,Antisense"-Molekiile oder ,Antisense"-Nuk-
leinsauren koénnen zur Regulierung, insbesondere
der Reduktion der Expression einer Nukleinsdure
verwendet werden. Der Begriff ,Antisense-Molekdl"
oder ,Antisense-Nukleinsaure" betrifft erfindungsge-
mal ein Oligonukleotid, das ein Oligoribonukleotid,
Oligodesoxyribonukleotid, modifiziertes Oligoribonu-
kleotid oder modifiziertes Oligodesoxyribonukleotid
ist und das unter physiologischen Bedingungen an
DNA, die ein bestimmtes Gen umfasst, oder mRNA
dieses Gens hybridisiert, wodurch die Transkription
dieses Gens und/oder die Translation dieser mMRNA
gehemmt wird. Ein "Antisense-Molekul" umfasst er-
findungsgemaf auch ein Konstrukt, das eine Nukle-
insdure oder einen Teil davon in reverser Orientie-
rung in Bezug auf ihren nattrlichen Promotor enthalt.
Ein Antisense-Transkript einer Nukleinsdure oder ei-
nes Teils davon kann ein Duplexmolekul mit der na-
turlich vorkommenden mRNA, die das Enzym spezi-
fiziert, eingehen und so eine Akkumulation von oder
die Translation der mRNA in das aktive Enzym ver-
hindern. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung
von Ribozymen zur Inaktivierung einer Nukleinsaure.
Bevorzugte erfindungsgemafRe Antisense-Oligonuk-
leotide weisen eine Sequenz von 6-50, insbesondere
10-30, 15-30 oder 20-30 zusammenhangenden Nuk-
leotiden aus der Ziel-Nukleinsdure auf und sind vor-
zugsweise vollstandig zu der Ziel-Nukleinsdure oder
einem Teil davon komplementar.

[0086] In bevorzugten Ausflihrungsformen hybridi-
siert das Antisense-Oligonukleotid mit einer N-termi-
nalen oder 5'-stromaufwarts gelegenen Stelle wie ei-
ner Translationsinitiations-, Transkriptionsinitiations-
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oder Promotorstelle. In weiteren Ausfiihrungsformen
hybridisiert das Antisense-Oligonukleotid mit einer
3'-nicht-translatierten Region oder
mRNA-Splei3-Stelle.

[0087] In einer Ausfihrungsform besteht ein erfin-
dungsgemales Oligonukleotid aus Ribonukleotiden,
Desoxyribonukleotiden oder einer Kombination da-
von. Dabei sind das 5'-Ende eines Nukleotids und
das 3'-Ende eines anderen Nukleotids durch eine
Phosphodiesterbindung miteinander verknipft. Die-
se Oligonukleotide kénnen in herkdbmmlicher Weise
synthetisiert oder rekombinant produziert werden.

[0088] In bevorzugten Ausfiihrungsformen ist ein
erfindungsgemafies Oligonukleotid ein ,modifizier-
tes" Oligonukleotid. Dabei kann das Oligonukleotid,
um beispielsweise seine Stabilitdt oder therapeuti-
sche Wirksamkeit zu erhdhen, auf verschiedenste Art
und Weise modifiziert sein ohne dass seine Fahig-
keit, an sein Ziel zu binden, beeintrachtigt wird. Der
Begriff ,modifiziertes Oligonukleotid" bedeutet erfin-
dungsgemal ein Oligonukleotid, bei dem (i) mindes-
tens zwei seiner Nukleotide durch eine synthetische
Internukleosidbindung (d.h. eine Internukleosidbin-
dung, die keine Phosphodiesterbindung ist) miteinan-
der verknUpft sind und/oder (ii) eine chemische Grup-
pe kovalent mit dem Oligonukleotid verbunden ist, die
normalerweise nicht bei Nukleinsauren auftritt. Be-
vorzugte synthetische Internukleosidbindungen sind
Phosphorothioate, Alkylphosphonate, Phosphoro-
dithioate, Phosphatester, Alkylphosphonothioate,
Phosphoramidate, Carbamate, Carbonate, Phos-
phattriester, Acetamidate, Carboxymethylester und
Peptide.

[0089] Der Begriff ,modifiziertes Oligonukleotid"
umfasst auch Oligonukleotide mit einer kovalent mo-
difizierten Base und/oder Zucker. ,Modifizierte Oligo-
nukleotide" umfassen beispielsweise Oligonukleotide
mit Zuckerresten, die kovalent an organische Grup-
pen mit einem geringen Molekulargewicht gebunden
sind, die keine Hydroxylgruppe an der 3'-Position und
keine Phosphatgruppe an der 5'-Position sind. Modi-
fizierte Oligonukleotide kdnnen beispielsweise einen
2'-O-alkylierten Riboserest oder einen anderen Zu-
cker anstelle von Ribose wie Arabinose umfassen.

[0090] Die erfindungsgemal beschriebenen Protei-
ne und Polypeptide sind vorzugsweise isoliert. Die
Begriffe ,isoliertes Protein" oder ,isoliertes Polypep-
tid" bedeuten, dass das Protein oder Polypeptid von
seiner naturlichen Umgebung getrennt ist. Ein isolier-
tes Protein oder Polypeptid kann in einem im wesent-
lichen aufgereinigten Zustand vorliegen. Der Begriff
-im wesentlichen aufgereinigt" bedeutet, dass das
Protein oder Polypeptid im wesentlichen frei von an-
deren Substanzen vorliegt, mit denen es in der Natur
oder in vivo vorliegt.
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[0091] Solche Proteine und Polypeptide dienen bei-
spielsweise der Herstellung von Antikérpern und sind
in einem immunologischen oder diagnostischen As-
say oder als Therapeutika einsetzbar. Erfindungsge-
mal beschriebene Proteine und Polypeptide kénnen
aus biologischen Proben wie Gewebe- oder Zellho-
mogenaten isoliert werden und kénnen auch rekom-
binant in einer Vielzahl pro- oder eukaryontischer Ex-
pressionssysteme exprimiert werden.

[0092] ,Derivate" eines Proteins oder Polypeptids
oder einer Aminosauresequenz im Sinne dieser Er-
findung umfassen Aminosdure-Insertionsvarianten,
Aminosaure-Deletionsvarianten und/oder Aminosau-
re-Substitutionsvarianten.

[0093] Aminosaure-Insertionsvarianten umfassen
amino- und/oder carboxyterminale Fusionen, sowie
Insertionen von einzelnen oder mehreren Aminosau-
ren in einer bestimmten Aminosauresequenz. Bei
Aminosaure-Sequenzvarianten mit einer Insertion
werden ein oder mehrere Aminosaurereste in eine
vorbestimmte Stelle in einer Aminosauresequenz
eingebracht, obwohl eine zuféllige Insertion mit ge-
eignetem Screening des resultierenden Produkts
auch moglich ist. Aminosaure-Deletionsvarianten
sind durch das Entfernen von einer oder mehreren
Aminosauren aus der Sequenz charakterisiert. Ami-
nosaure-Substitutionsvarianten zeichnen sich da-
durch aus, dass wenigstens ein Rest in der Sequenz
entfernt und ein anderer Rest an dessen Stelle einge-
fugt wird. Vorzugsweise befinden sich die Modifikati-
onen an Positionen in der Aminosauresequenz, die
zwischen homologen Proteinen oder Polypeptiden
nicht konserviert sind. Vorzugsweise werden Amino-
sauren durch andere mit ahnlichen Eigenschaften,
wie Hydrophobizitat, Hydrophilizitdt, Elektronegativi-
tat, Volumen der Seitenkette und ahnliches, ersetzt
(konservative Substitution). Konservative Substitutio-
nen betreffen beispielsweise den Austausch einer
Aminosaure durch eine andere, wobei beide Amino-
sauren in derselben nachstehenden Gruppe aufge-
fuhrt sind:

1. kleine aliphatische, nicht-polare oder leicht-po-

lare Reste: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)

2. negativ geladene Reste und ihre Amide: Asn,

Asp, Glu, GIn

3. positiv geladene Reste: His, Arg, Lys

4. groRe aliphatische, nicht-polare Reste: Met,

Leu, lle, Val (Cys)

5. grol3e aromatische Reste: Phe, Tyr, Trp.

[0094] Drei Reste sind aufgrund ihrer besonderen
Rolle firr die Proteinarchitektur in Klammern gesetzt.
Gly ist der einzige Rest ohne eine Seitenkette und
verleiht der Kette somit Flexibilitat. Pro besitzt eine
ungewOhnliche Geometrie, die die Kette stark ein-
schrankt. Cys kann eine Disulfidbriicke bilden.

[0095] Die oben beschriebenen Aminosaure-Vari-
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anten kénnen leicht mit Hilfe von bekannten Peptid-
synthesetechniken wie z.B. durch ,Solid Phase Syn-
thesis" (Merrifield, 1964) und ahnliche Verfahren oder
durch rekombinante DNA-Manipulation hergestellt
werden. Techniken, um Substitutionsmutationen an
vorbestimmten Stellen in DNA einzubringen, die eine
bekannte oder teilweise bekannte Sequenz besitzt,
sind gut bekannt und umfassen z.B. M13-Mutagene-
se. Die Manipulation von DNA-Sequenzen zur Her-
stellung von Proteinen mit Substitutionen, Insertio-
nen oder Deletionen ist z.B. in Sambrook et. al.
(1989) ausfihrlich beschrieben.

[0096] ,Derivate" von Proteinen oder Polypeptiden
umfassen erfindungsgemaf auch einzelne oder mul-
tiple Substitutionen, Deletionen und/oder Additionen
jeglicher Moleklle, die mit dem Enzym assoziiert
sind, wie Kohlenhydrate, Lipide und/oder Proteine
oder Polypeptide. Ferner erstreckt sich der Begriff
LDerivat" auch auf alle funktionellen chemischen
Aquivalente der Proteine oder Polypeptide.

[0097] Ein Teil oder Fragment eines Tumor-assozi-
ierten Antigens weist erfindungsgemalf eine funktio-
nelle Eigenschaft des Polypeptids auf, aus dem es
abgeleitet ist. Solche funktionellen Eigenschaften
umfassen die Interaktion mit Antikdrpern, die Interak-
tion mit anderen Polypeptiden oder Proteinen, die se-
lektive Bindung von Nukleinsduren und eine enzyma-
tische Aktivitat. Eine bedeutende Eigenschaft ist die
Fahigkeit, einen Komplex mit HLA einzugehen und
gegebenenfalls eine Immunreaktion zu erzeugen.
Diese Immunreaktion kann auf Stimulation von cyto-
toxischen oder Helfer-T-Zellen beruhen. Vorzugswei-
se umfasst ein erfindungsgemafRer Teil oder Frag-
ment eines Tumor-assoziierten Antigens eine Se-
quenz von mindestens 6, insbesondere mindestens
8, mindestens 10, mindestens 12, mindestens 15,
mindestens 20, mindestens 30 oder mindestens 50
aufeinanderfolgenden Aminosauren aus dem Tu-
mor-assoziierten Antigen. Ein Teil oder Fragment ei-
nes Tumor-assoziierten Antigens ist vorzugsweise
ein Teil des Tumor-assoziierten Antigens, der dem
Nichttransmembrananteil, insbesondere dem extra-
zellularen Anteil des Antigens entspricht oder davon
umfasst wird.

[0098] Ein Teil oder ein Fragment einer Nukleinsau-
re, die fur ein Tumor-assoziiertes Antigen kodiert, be-
trifft erfindungsgeman den Teil der Nukleinsaure, der
zumindest fir das Tumor-assoziierte Antigen
und/oder fiir einen Teil oder ein Fragment des Tu-
mor-assoziierten Antigens wie vorstehend definiert
kodiert. Vorzugsweise ist ein Teil oder Fragment einer
Nukleinsaure, die fir ein Tumor-assoziiertes Antigen
kodiert, derjenige Teil, der dem offenen Leserahmen,
insbesondere wie im Sequenzprotokoll angegeben
entspricht.

[0099] Die Isolierung und Identifizierung von Ge-
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nen, die fir Tumor-assoziierte Antigene kodieren, er-
moglicht auch die Diagnose einer Erkrankung, die
sich durch die Expression von einem oder mehreren
Tumor-assoziierten Antigenen auszeichnet. Diese
Verfahren umfassen die Bestimmung einer oder
mehrerer Nukleinsaduren, die fir ein Tumor-assoziier-
tes Antigen kodieren, und/oder die Bestimmung der
kodierten Tumor-assoziierten Antigene und/oder von
davon abgeleiteten Peptiden. Eine Bestimmung der
Nukleinsaure kann in herkdbmmlicher Weise erfolgen,
einschlieBlich durch Polymerase-Kettenreaktion oder
Hybridisierung mit einer markierten Sonde. Eine Be-
stimmung von Tumor-assoziierten Antigenen oder
davon abgeleiteten Peptiden kann durch ein Scree-
ning von Patienten-Antiseren in Bezug auf eine Er-
kennung des Antigens und/oder der Peptide erfol-
gen. Sie kann auch durch ein Screening von T-Zellen
des Patienten auf Spezifitat fur das entsprechende
Tumor-assoziierte Antigen erfolgen.

[0100] Die vorliegende Erfindung ermdglicht auch
die Isolierung von Proteinen, die an hier beschriebe-
ne Tumor-assoziierte Antigene binden, einschlieRlich
Antikérper und zellulare Bindepartner der Tumor-as-
soziierten Antigene.

[0101] Erfindungsgemal werden auch in bestimm-
ten Ausfiihrungsformen ,dominant negative" Poly-
peptide bereitgestellt, die von Tumor-assoziierten
Antigenen abgeleitet sind. Ein dominant negatives
Polypeptid ist eine inaktive Variante eines Proteins,
die durch Interaktion mit der zelluldren Maschinerie
ein aktives Protein von seiner Interaktion mit der zel-
luldren Maschinerie verdrangt oder mit dem aktiven
Protein kompetitiert, wodurch die Wirkung des akti-
ven Proteins verringert wird. Zum Beispiel kann ein
dominant negativer Rezeptor, der einen Liganden
bindet, jedoch kein Signal in Reaktion auf die Bin-
dung des Liganden erzeugt, die biologische Wirkung
des Liganden verringern. In ahnlicher Weise kann
eine dominant negative katalytisch-inaktive Kinase,
die normalerweise mit Zielproteinen interagiert, je-
doch die Zielproteine nicht phosphoryliert, die Phos-
phorylierung der Zielproteine in Reaktion auf ein zel-
luldres Signal verringern. In dhnlicher Weise kann ein
dominant negativer Transkriptionsfaktor, der an eine
Promotorstelle in der Kontrollregion eines Gens bin-
det, jedoch die Transkription des Gens nicht erhoht,
die Wirkung eines normalen Transkriptionsfaktors
durch die Besetzung von Promotorbindestellen ohne
eine Erhdéhung der Transkription verringern.

[0102] Das Ergebnis der Expression eines domi-
nant negativen Polypeptids in einer Zelle ist eine Ver-
ringerung der Funktion aktiver Proteine. Der Fach-
mann kann dominant negative Varianten eines Prote-
ins beispielsweise durch herkdbmmliche Mutagenese-
verfahren und Bewerten der dominant negativen Wir-
kung des Varianten-Polypeptids herstellen.
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[0103] Erfindungsgemal umfasst sind auch Stoffe
wie Polypeptide, die an Tumor-assoziierte Antigene
binden. Solche Bindestoffe kdnnen z.B. in Scree-
ning-Assays fir einen Nachweis von Tumor-assozi-
ierten Antigenen und Komplexen von Tumor-assozi-
ierten Antigenen mit ihren Bindepartnern sowie bei
einer Aufreinigung der Tumor-assoziierten Antigene
und von Komplexen davon mit ihren Bindepartnern
Verwendung finden. Solche Stoffe kénnen auch fur
eine Hemmung der Aktivitat Tumor-assoziierter Anti-
gene beispielsweise durch Bindung an solche Anti-
gene Verwendung finden.

[0104] Erfindungsgemal® umfasst sind daher Bin-
destoffe wie z.B. Antikdrper oder Antikdrperfragmen-
te, die die Fahigkeit aufweisen, selektivan Tumor-as-
soziierte Antigene zu binden. Antikdérper umfassen
polyklonale und monoklonale Antikérper, die in her-
kémmlicher Weise hergestellt werden.

[0105] Solche Antikdérper kénnen Proteine in nati-
vem und/oder denaturiertem Zustand erkennen (An-
derson et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989;
Gardsvoll, J. Immunol. Methods 234: 107-116, 2000;
Kayyem et al., Eur. J. Biochem. 208: 1-8, 1992; Spil-
ler et al., J. Immunol. Methods 224: 51-60, 1999).

[0106] Antiseren, die spezifische Antikérper enthal-
ten, die an das Zielprotein spezifisch binden, kénnen
Uber verschiedene Standardverfahren hergestellt
werden; vgl. beispielsweise ,Monoclonal Antibodies:
A Practical Approach" von Philip Shepherd, Christo-
pher Dean ISBN 0-19-963722-9, ,Antibodies: A La-
boratory Manual" von Ed Harlow, David Lane ISBN:
0879693142 und ,Using Antibodies: A Laboratory
Manual: Portable Protocol NO" von Edward Harlow,
David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. Dabei ist
auch mdglich, affine und spezifische Antikérper zu
generieren, die komplexe Membranproteine in ihrer
nativen Form erkennen (Azorsa et al., J. Immunol.
Methods 229: 35-48, 1999; Anderson et al., J. Immu-
nol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol.
Methods. 234: 107-116, 2000). Dies ist vor allem fur
die Herstellung von Antikérpern von Bedeutung, die
therapeutisch eingesetzt werden sollen, aber auch
fur viele diagnostische Anwendungen. Dazu kann so-
wohl mit dem gesamten Protein, mit extrazellularen
Teilsequenzen, wie auch mit Zellen, die das Zielmo-
lekil in physiologisch gefalteter Form exprimieren,
immunisiert werden.

[0107] Monoklonale Antikérper werden traditionell
mit Hilfe der Hybridoma-Technologie hergestellt
(Technische Details: siehe ,Monoclonal Antibodies: A
Practical Approach" von Philip Shepherd, Christo-
pher Dean ISBN 0-19-963722-9; ,Antibodies: A La-
boratory Manual" von Ed Harlow, David Lane ISBN:
0879693142, ,Using Antibodies: A Laboratory Manu-
al: Portable Protocol NO" von Edward Harlow, David
Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447).
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[0108] Es ist bekannt, dass nur ein kleiner Teil eines
Antikérpermolekils, das Paratop, an der Bindung
des Antikorpers an sein Epitop beteiligt ist (vgl. Clark,
W.R. (1986), The Experimental Foundations of Mo-
dern Immunology, Wiley & Sons, Inc., New York; Ro-
itt, . (1991), Essential Immunology, 7. Auflage, Black-
well Scientific Publications, Oxford). Die pFc'- und
Fc-Regionen sind z.B. Effektoren der Komplement-
kaskade, sind jedoch nicht an der Antigenbindung
beteiligt. Ein Antikdrper, von dem die pFc'-Region en-
zymatisch abgespalten wurde oder der ohne die
pFc'-Region hergestellt wurde, bezeichnet als
F(ab'),-Fragment, tréagt beide Antigenbindestellen ei-
nes vollstdndigen Antikérpers. In ahnlicher Weise
tragt ein Antikorper, von dem die Fc-Region enzyma-
tisch abgespalten wurde oder der ohne die Fc-Regi-
on hergestellt wurde, bezeichnet als Fab-Fragment,
eine Antigenbindestelle eines intakten Antikbrpermo-
leklls. Des weiteren bestehen Fab-Fragmente aus
einer kovalent gebundenen leichten Kette eines Anti-
korpers und einem Teil der schweren Kette des Anti-
korpers, bezeichnet als Fd. Die Fd-Fragmente sind
die Haupt-Determinanten der Antikdrper-Spezifitat
(ein einzelnes Fd-Fragment kann mit bis zu zehn ver-
schiedenen leichten Ketten assoziiert werden, ohne
die Spezifitat des AntikOrpers zu verandern) und
Fd-Fragmente behalten bei einer Isolierung die Fa-
higkeit, an ein Epitop zu binden.

[0109] Innerhalb des Antigen-bindenden Teils eines
Antikérpers befinden sich komplementaritatsbestim-
mende Regionen (CDRs), die direkt mit dem Epitop
des Antigens wechselwirken, und Gerlstregionen
(FRs), die die Tertiarstruktur des Paratops aufrecht-
erhalten. Sowohl in dem Fd-Fragment der schweren
Kette als auch in der leichten Kette von IgG-Immun-
globulinen befinden sich vier Gerlstregionen (FR1
bis FR4), die jeweils durch drei komplementaritatsbe-
stimmende Regionen (CDR1 bis CDR3) getrennt
sind. Die CDRs und insbesondere die CDR3-Regio-
nen und noch mehr die CDR3-Region der schweren
Kette sind groRtenteils fur die Antikorper-Spezifitat
verantwortlich.

[0110] Man weil3, dass die Nicht-CDR-Regionen ei-
nes Sauger-Antikérpers durch ahnliche Regionen
von Antikérpern mit der gleichen oder einer anderen
Spezifitat ersetzt werden kdnnen, wobei die Spezifi-
tat fir das Epitop des urspriinglichen Antikérpers er-
halten bleibt. Dies ermdglichte die Entwicklung soge-
nannter ,humanisierter" Antikdrper, bei denen
nicht-menschliche CDRs kovalent mit menschlichen
FR- und/oder Fc/pFc'-Regionen flir die Herstellung
eines funktionellen Antikérpers verbunden sind.

[0111] Dies nutzt die sogenannte ,SLAM"-Technolo-
gie. Hierbei werden B-Zellen aus Vollblut isoliert und
die Zellen monoklonalisiert. AnschlieRend wird der
Uberstand der vereinzelten B-Zelle auf ihre Antikér-
perspezifitdt hin analysiert. Im Gegensatz zur Hybri-
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domatechnologie wird anschliel’end die variable Re-
gion des Antikérpergens durch eine Einzelzell-PCR
amplifiziert und in einen geeigneten Vektor kloniert.
Auf diese Art und Weise wird die Gewinnung von mo-
noklonalen Antikdrpern beschleunigt (de Wildt et al.
J. Immunol. Methods 207:61-67, 1997).

[0112] Als anderes Beispiel beschreibt die WO
92/04381 die Herstellung und Verwendung von hu-
manisierten RSV-Antikérpern aus Maus, bei denen
mindestens ein Teil der FR-Regionen aus Maus
durch FR-Regionen eines menschlichen Ursprungs
ersetzt wurden. Solche Antikdrper, einschlieBlich
Fragmente intakter Antikdrper mit einer Antigen-Bin-
defahigkeit werden oft als ,,chimare" Antikorper be-
zeichnet.

[0113] Erfindungsgemal werden auch F(ab'),,
Fab-, Fv- und Fd-Fragmente von Antikérpern, chima-
re Antikérper, bei denen die Fc- und/oder FR-
und/oder CDR1- und/oder CDR2- und/oder leichte
Kette-CDR3-Regionen durch homologe menschliche
oder nicht-menschliche Sequenzen ersetzt wurden,
chiméare F(ab'),-Fragment-Antikorper, bei denen die
FR- und/oder CDR1- und/oder CDR2- und/oder
leichte Kette-CDR3-Regionen durch homologe
menschliche oder nicht-menschliche Sequenzen er-
setzt wurden, chimare Fab-Fragment-Antikorper, bei
denen die FR- und/oder CDR1- und/oder CDR2-
und/oder leichte Kette-CDR3-Regionen durch homo-
loge menschliche oder nicht-menschliche Sequen-
zen ersetzt wurden, und chimare Fd-Fragment-Anti-
korper, bei denen die FR- und/oder CDR1- und/oder
CDR2-Regionen durch homologe menschliche oder
nicht-menschliche Sequenzen ersetzt wurden, be-
reitgestellt. Erfindungsgemal umfasst sind auch so-
genannte einzelkettige Antikorper.

[0114] Vorzugsweise ist ein erfindungsgemaf ver-
wendeter Antikdrper gegen eine der Sequenzen ge-
mak SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38,
42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94,
98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138,
142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176,
180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216,
220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256,
260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 bis 308,
310 des Sequenzprotokolls, einen Teil oder ein Deri-
vat davon, insbesondere eine Sequenz gemafl SEQ
ID NOs: 281 bis 308 des Sequenzprotokolls gerichtet
und/oder kann durch Immunisierung mit diesen Pep-
tiden erhalten werden.

[0115] Erfindungsgemal umfasst sind auch Poly-
peptide, die spezifisch an Tumor-assoziierte Antige-
ne binden. Beispielsweise kdnnen solche Polypep-
tid-Bindestoffe durch degenerierte Peptid-Bibliothe-
ken bereitgestellt werden, die einfach in Losung in ei-
ner immobilisierten Form oder als Phagen-Dis-
play-Bibliotheken hergestellt werden kénnen. Kombi-

2006.10.05

natorische Bibliotheken aus Peptiden mit einer oder
mehreren Aminosauren kénnen ebenfalls hergestellt
werden. Ferner kdnnen Bibliotheken aus Peptoiden
und nicht peptidischen synthetischen Resten herge-
stellt werden.

[0116] Phagen-Display kann besonders wirksam
bei der Identifizierung erfindungsgemafier Bindepep-
tide sein. Dabei wird beispielsweise eine Phagen-Bi-
bliothek (durch Verwendung beispielsweise des
m13-, fd- oder lambda-Phagen) hergestellt, die In-
serts einer Lange von 4 bis etwa 80 Aminosaureres-
ten prasentiert. Es werden sodann Phagen ausge-
wahlt, die Inserts tragen, die an das Tumor-assoziier-
te Antigen binden. Dieser Prozess kann Uber mehre-
re Zyklen einer Ruckselektion von Phagen wiederholt
werden, die an das Tumor-assoziierte Antigen bin-
den. Wiederholte Runden flihren zu einer Anreiche-
rung von Phagen, die bestimmte Sequenzen tragen.
Es kann eine Analyse von DNA-Sequenzen erfolgen,
um die Sequenzen der exprimierten Polypeptide zu
identifizieren. Der kleinste lineare Anteil der Se-
quenz, der an das Tumor-assoziierte Antigen bindet,
kann bestimmt werden. Das ,two-hybrid-System" aus
Hefe kann auch fur die Identifizierung von Polypepti-
den eingesetzt werden, die an ein Tumor-assoziier-
tes Antigen binden. Erfindungsgemal’ beschriebene
Tumor-assoziierte Antigene oder Fragmente davon
kénnen flir ein Screening von Peptid-Bibliotheken,
einschliellich Phagen-Display-Bibliotheken, einge-
setzt werden, um Peptid-Bindepartner der Tumor-as-
soziierten Antigene zu identifizieren und selektieren.
Solche Molekile kénnen beispielsweise fir Scree-
ning-Assays, Aufreinigungsprotokolle, fur eine Inter-
ferenz mit der Funktion des Tumor-assoziierten Anti-
gens und fur andere Zwecke, die dem Fachmann be-
kannt sind, verwendet werden.

[0117] Die vorstehend beschriebenen Antikdrper
und andere Bindemolekile kénnen beispielsweise
fur die Identifizierung von Gewebe verwendet wer-
den, das ein Tumor-assoziiertes Antigen exprimiert.
Antikérper kdnnen auch an spezifische diagnostische
Stoffe fir eine Darstellung von Zellen und Geweben
gekoppelt werden, die Tumor-assoziierte Antigene
exprimieren. Sie koénnen ferner an therapeutisch
nitzliche Stoffe gekoppelt werden. Diagnostische
Stoffe umfassen in nicht begrenzender Weise Bari-
umsulfat, locetaminsaure, lopansaure, Calcium-Ipo-
dat, Natrium-Diatrizoat, Meglumin-Diatrizoat, Metriz-
amid, Natrium-Tyropanoat und Radiodiagnostika,
einschlieBlich Positronen-Emitter wie Fluor-18 und
Kohlenstoff-11, gamma-Emitter wie lod-123, Techne-
tium-99m, lod-131 und Indium-111, Nuklide fir mag-
netische Kernresonanz wie Fluor und Gadolinium.
Der Begriff ,therapeutisch nutzlicher Stoff" meint er-
findungsgemal jedes therapeutische Molekul, das
wunschgemal selektiv zu einer Zelle geflhrt wird,
die ein oder mehrere Tumor-assoziierte Antigene ex-
primiert, einschliel3lich Antikrebsmittel, mit radioakti-
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vem lod versehene Verbindungen, Toxine, cytostati-
sche oder cytolytische Arzneistoffe, usw. Antikrebs-
mittel umfassen beispielsweise Aminoglutethimid,
Azathioprin, Bleomycinsulfat, Busulfan, Carmustin,
Chlorambucil, Cisplatin, Cyclophosphamid, Cyclo-
sporin, Cytarabin, Dacarbazin, Dactinomycin, Dau-
norubin, Doxorubicin, Taxol, Etoposid, Fluoruracil, In-
terferon-a, Lomustin, Mercaptopurin, Methotrexat,
Mitotan, Procarbazin-HCI, Thioguanin, Vinblastinsul-
fat und Vincristinsulfat. Weitere Antikrebsmittel sind
beispielsweise in Goodman und Gilman, ,The Phar-
macological Basis of Therapeutics”, B. Auflage,
1990, McGraw-Hill, Inc., insbesondere Kapitel 52
(Antineoplastic Agents (Paul Calabresi und Bruce A.
Chabner)) beschrieben. Toxine kénnen Proteine wie
Pokeweed-antivirales Protein, Choleratoxin, Perlus-
sistoxin, Ricin, Gelonin, Abrin, Diphtherie-Exotoxin
oder Pseudomonas-Exotoxin sein. Toxinreste kon-
nen auch Hochenergie-emittierende Radionuklide
wie Kobalt-60 sein.

[0118] Der Begriff ,Patient" bedeutet erfindungsge-
maf Mensch, nicht menschlicher Primat oder ein an-
deres Tier, insbesondere Saugetier wie Kuh, Pferd,
Schwein, Schaf, Ziege, Hund, Katze oder Nagetier
wie Maus und Ratte. In einer besonders bevorzugten
Ausfihrungsform ist der Patient ein Mensch.

[0119] Der Begriff ,Erkrankung" betrifft erfindungs-
gemal jeden pathologischen Zustand, bei dem Tu-
mor-assoziierte Antigene exprimiert oder abnormal
exprimiert werden. ,Abnormale Expression" bedeutet
erfindungsgemal, dass die Expression gegeniber
dem Zustand bei einem gesunden Individuum veran-
dert, vorzugsweise erhoht ist. Eine Erhdhung der Ex-
pression betrifft eine Erhéhung um mindestens 10%,
insbesondere mindestens 20%, mindestens 50%
oder mindestens 100%. In einer Ausfihrungsform
wird das Tumor-assoziierte Antigen nur in Gewebe
eines erkrankten Individuums exprimiert, wahrend
die Expression bei einem gesunden Individuum repri-
miert ist. Ein Beispiel einer solchen Erkrankung ist
Krebs, wober der Begriff ,Krebs" erfindungsgemaf
Leukdmien, Seminome, Melanome, Teratome, Glio-
me, Darm-, Colon-, Rektal-, Kolorektal-, Magen-,
Gastrointestinal-, Speiserohren-, Hals, Nasen, Ohren
(HNO)-, Nieren-, Nebennieren-, Schilddrisen-,
Lymphknoten-, Brust-, Prostata-, Gebarmutter-, Ova-
rial-, Endometrial-, Leber, Pankreas-, Haut-, Gehirn-
und Lungenkrebs und deren Metastasen umfasst.

[0120] Eine biologische Probe kann erfindungsge-
maM eine Gewebe- und/oder zellulare Probe sein und
kann fur eine Verwendung in den verschiedenen, hier
beschriebenen Verfahren in herkémmlicher Weise
gewonnen werden, wie durch Gewebebiopsie, ein-
schlief3lich Stanzbiopsie, und Entnahme von Blut,
Bronchialaspirat, Urin, Faces oder anderen Koérper-
flissigkeiten.
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[0121] Der Begriff ,immunreaktive Zelle" bedeutet
erfindungsgemal eine Zelle, die in eine Immunzelle
(wie B-Zelle, Helfer-T-Zelle oder cytolytische T-Zelle)
bei geeigneter Stimulierung reifen kann. Immunreak-
tive Zellen umfassen CD34" hamatopoietische
Stammzellen, unreife und reife T-Zellen sowie unreife
und reife B-Zellen. Falls die Herstellung cytolytischer
oder Helfer-T-Zellen, die ein Tumor-assoziiertes Anti-
gen erkennen, gewinscht ist, wird die immunreaktive
Zelle mit einer Zelle, die ein Tumor-assoziiertes Anti-
gen exprimiert, unter Bedingungen in Kontakt ge-
bracht, die eine Produktion, Differenzierung und/oder
Selektion von cytolytischen sowie Helfer-T-Zellen be-
gunstigen. Die Differenzierung von T-Zell-Vorlaufern
in eine cytolytische T-Zelle bei einer Exposition ge-
genuber einem Antigen ist dhnlich zur klonalen Se-
lektion des Immunsystems.

[0122] Manche therapeutische Verfahren beruhen
auf einer Reaktion des Immunsystems eines Patien-
ten, die zu einer Lyse Antigen-prasentierender Zellen
fuhrt, wie Krebszellen, die ein oder mehrere Tu-
mor-assoziierte Antigene prasentieren. Dabei wer-
den beispielsweise autologe cytotoxische T-Lympho-
zyten, die fur einen Komplex aus einem Tumor-asso-
ziierten Antigen und einem MHC-Molekul spezifisch
sind, an einen Patienten mit einer Zellabnormalie ver-
abreicht. Die Produktion solcher cytotoxischer
T-Lymphozyten in vitro ist bekannt. Ein Beispiel fur
ein Verfahren zur Differenzierung von T-Zellen findet
sich in der WO-A-96/33265. Im Allgemeinen wird
eine Probe mit Zellen wie Blutzellen aus dem Patien-
ten entnommen und die Zellen werden mit einer Zelle
in Kontakt gebracht, die den Komplex prasentiert und
eine Vermehrung von cytotoxischen T-Lymphozyten
ausl6ésen kann (z.B. dendritische Zellen). Die Zielzel-
le kann eine transfizierte Zelle wie eine COS-Zelle
sein. Diese transfizierten Zellen prasentieren den ge-
wiinschten Komplex auf ihrer Oberflache und stimu-
lieren bei einer Kontaktierung mit cytotoxischen
T-Lymphozyten deren Vermehrung. Die klonal ex-
pandierten autologen cytotoxischen T-Lymphozyten
werden sodann an den Patienten verabreicht.

[0123] Bei einem anderen Verfahren zur Selektion
Antigen-spezifischer cytotoxischer T-Lymphozyten
werden fluorogene Tetramere von MHC-Klasse I-Mo-
lekul/Peptid-Komplexen flr einen Nachweis spezifi-
scher Klone von cytotoxischen T-Lymphozyten ver-
wendet (Altman et al., Science 274:94-96, 1996;
Dunbar et al., Curr. Biol. 8:413-416, 1998). Ldsliche
MHC-Klasse I-Molekiile werden in vitro in Gegenwart
von B,-Mikroglobulin und eines Peptid-Antigens, das
an das Klasse |-Molekul bindet, gefaltet. Nach Aufrei-
nigung der MHC/Peptid-Komplexe werden diese mit
Biotin markiert. Tetramere werden durch Mischen der
biotinylierten Peptid-MHC-Komplexe mit markiertem
Avidin (z.B. Phycoerythrin) bei einem molaren Ver-
héaltnis von 4:1 gebildet. Tetramere werden sodann
mit cytotoxischen T-Lymphozyten wie peripherem
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Blut oder Lymphknoten in Kontakt gebracht. Die Te-
tramere binden an cytotoxische T-Lymphozyten, die
den Peptid-Antigen/MHC-Klasse |-Komplex erken-
nen. Zellen, die an die Tetramere gebunden werden,
kénnen durch Fluoreszenz-gesteuerte Zellsortierung
fur eine Isolierung reaktiver cytotoxischer T-Lympho-
zyten sortiert werden. Die isolierten cytotoxischen
T-Lymphozyten kénnen sodann in vitro vermehrt wer-
den.

[0124] Bei einem therapeutischen Verfahren, das
als adoptiver Transfer bezeichnet wird (Greenberg, J.
Immunol. 136(5):1917, 1986; Riddel et al., Science
257:238, 1992; Lynch et al, Eur. J. Immunol.
21:1403-1410, 1991; Kast et al., Cell 59:603-614,
1989), werden Zellen, die den gewuinschten Komplex
prasentieren (z.B. dendritische Zellen), mit cytotoxi-
schen T-Lymphozyten des zu behandelnden Patien-
ten kombiniert, was zu einer Vermehrung spezifi-
scher cytotoxischer T-Lymphozyten fihrt. Die ver-
mehrten cytotoxischen T-Lymphozyten werden so-
dann an einen Patienten mit einer zellularen Abnor-
malie verabreicht, die sich durch bestimmte abnor-
male Zellen auszeichnet, die den spezifischen Kom-
plex prasentieren. Die cytotoxischen T-Lymphozyten
lysieren sodann die abnormalen Zellen, wodurch
eine gewtulnschte therapeutische Wirkung erreicht
wird.

[0125] Oftlassen sich aus dem T-Zell-Repertoire ei-
nes Patienten lediglich niedrig-affine T-Zellen gegen
einen solchen spezifischen Komplex vermehren, da
die hochaffinen durch Toleranzentwicklung ausge-
I6scht worden sind. Eine Alternative kann hier ein
Transfer des T-Zell-Rezeptors selbst sein. Hierflir
werden ebenfalls Zellen, die den gewunschten Kom-
plex prasentieren (z.B. dendritische Zellen), mit cyto-
toxischen T-Lymphozyten von Gesunden kombiniert.
Dies fuhrt zu einer Vermehrung hochaffiner spezifi-
scher cytotoxischer T-Lymphozyten, wenn die T-Lym-
phozyten aus einem Spenderorganismus kommen,
der mit dem spezifischen Komplex bisher keinen
Kontakt hatte. Der hochaffine T-Zell-Rezeptor aus
diesen vermehrten spezifischen T-Lymphozyten wird
kloniert und kann durch Gentransfer z.B. mit retrovi-
ralen Vektoren beliebig in T-Zellen von anderen Pati-
enten transduziert werden. Adoptiver Transfer erfolgt
dann mit diesen genetisch veranderten T-Lymphozy-
ten (Stanislawski et al., Nat. Immunol. 2:962-70,
2001; Kessels et al., Nat. Immunol. 2:957-61, 2001).

[0126] Die vorstehenden therapeutischen Aspekte
gehen davon aus, dass zumindest manche der ab-
normalen Zellen des Patienten einen Komplex aus ei-
nem Tumor-assoziierten Antigen und einem
HLA-Molekil prasentieren. Eine Identifizierung sol-
cher Zellen kann in an sich bekannter Weise erfol-
gen. Sobald Zellen, die den Komplex prasentieren,
identifiziert wurden, kdnnen sie mit einer Probe aus
dem Patienten, die cytotoxische T-Lymphozyten ent-
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halt, kombiniert werden. Falls die Zellen, die den
Komplex prasentieren, durch die cytotoxischen
T-Lymphozyten lysiert werden, kann angenommen
werden, dass ein Tumor-assoziiertes Antigen pra-
sentiert wird.

[0127] Der adoptive Transfer ist nicht die einzige
Therapieform, die erfindungsgemafl anwendbar ist.
Cytotoxische T-Lymphozyten kénnen auch in vivo in
an sich bekannter Weise erzeugt werden. Bei einem
Verfahren werden nicht proliferative Zellen verwen-
det, die den Komplex exprimieren. Die Zellen, die da-
bei verwendet werden, werden diejenigen sein, die
normalerweise den Komplex exprimieren, wie be-
strahlte Tumorzellen oder Zellen, die mit einem oder
beiden Genen transfiziert wurden, die fur eine Pra-
sentation des Komplexes notwendig sind (d.h. das
Antigen-Peptid und das prasentierende HLA-Mole-
kal). Verschiedene Zelltypen kdnnen eingesetzt wer-
den. Des weiteren kénnen Vektoren verwendet wer-
den, die eines oder beide der interessierenden Gene
tragen. Virale oder bakterielle Vektoren sind beson-
ders bevorzugt. Zum Beispiel kbnnen Nukleinsauren,
die fur ein Tumor-assoziiertes Antigen oder einen Teil
davon kodieren, funktionell mit Promotor- und En-
hancersequenzen verknlpft werden, die eine Ex-
pression des Tumor-assoziierten Antigens oder eines
Fragments davon in bestimmten Geweben oder Zell-
typen steuern. Die Nukleinsaure kann in einen Ex-
pressionsvektor eingebaut werden. Expressionsvek-
toren kénnen nicht-modifizierte extrachromosomale
Nukleinsauren, Plasmide oder virale Genome sein, in
die eine Insertion exogener Nukleinsduren maglich
ist. Nukleinsauren, die fur ein Tumor-assoziiertes An-
tigen kodieren, kénnen auch in ein retrovirales Ge-
nom inseriert werden, wodurch die Integration der
Nukleinsaure in das Genom des Zielgewebes oder
der Zielzelle ermoglicht wird. Bei diesen Systemen
tragt ein Mikroorganismus wie Vacciniavirus, Poxvi-
rus, Herpes simplex-Virus, Retrovirus oder Adenovi-
rus das interessierende Gen und ,infiziert" de facto
Wirtszellen. Eine weitere bevorzugte Form ist die Ein-
bringung des Tumor-assoziierten Antigens in Form
von rekombinanter RNA. Diese kann z.B. durch lipo-
somalen Transfer oder durch Elektroporation in Zel-
len eingebracht werden. Die resultierenden Zellen
prasentieren den interessierenden Komplex und wer-
den von autologen cytotoxischen T-Lymphozyten er-
kannt, die sich sodann vermehren.

[0128] Eine ahnliche Wirkung kann durch Kombina-
tion des Tumor-assoziierten Antigens oder eines
Fragments davon mit einem Adjuvans erreicht wer-
den, um einen Einbau in Antigen-prasentierende Zel-
len in vivo zu ermdglichen. Das Tumor-assoziierte
Antigen oder ein Fragment davon kénnen als Protein,
als DNA (z.B. innerhalb eines Vektors) oder als RNA
reprasentiert sein. Das Tumor-assoziierte Antigen
wird prozessiert, um einen Peptidpartner fir das
HLA-Molekuil zu ergeben, wahrend ein Fragment da-
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von prasentiert werden kann, ohne dass eine weitere
Prozessierung erforderlich ist. Letzteres ist insbeson-
dere der Fall, wenn diese an HLA-Molekile binden
kénnen. Verabreichungsformen, bei denen das Ge-
samt-Antigen in vivo von einer dendritischen Zelle
prozessiert wird, sind bevorzugt, da hier auch Hel-
fer-T-Zell-Antworten entstehen kénnen. Eine effekti-
ve Immunantwort benétigt diese (Ossendorp et al.,
Immunol. Lett. 74:75-9, 2000; Ossendorp et al., J.
Exp. Med. 187:693-702, 1998). Im allgemeinen kann
eine wirksame Menge des Tumor-assoziierten Anti-
gens an einen Patienten z.B. durch eine intradermale
Injektion verabreicht werden. Die Injektion kann aber
auch intranodal in einen Lymphknoten erfolgen (Ma-
loy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:3299-303,
2001). Sie kann auch in Kombination mit Reagenzien
erfolgen, die eine Aufnahme in dendritische Zellen er-
leichtern. Bevorzugte Tumor-assoziierte Antigene
umfassen diejenigen, die mit allogenen Krebs-Anti-
seren oder mit T-Zellen vieler Krebs-Patienten rea-
gieren. Von besonderem Interesse sind aber auch
solche, gegen die keine spontanen Immunantworten
vorbestehen. Gegen diese kdnnen nachweislich Im-
munantworten induziert werden, die Tumoren lysie-
ren kénnen (Keogh et al., J. Immunol. 167:787-96,
2001; Appella et al., Biomed. Pept. Proteins Nucleic
Acids 1:177-84, 1995; Wentworth et al., Mol. Immu-
nol. 32:603-12, 1995).

[0129] Die erfindungsgemaf® beschriebenen phar-
mazeutischen Zusammensetzungen koénnen auch
als Vakzinen fir die Immunisierung eingesetzt wer-
den. Die Begriffe ,Immunisierung" oder ,Vakzinie-
rung" bedeuten erfindungsgemafl eine Erhéhung
oder Aktivierung einer Immunreaktion gegenuber ei-
nem Antigen. Tiermodelle kénnen fir ein Testen einer
immunisierenden Wirkung gegentber Krebs durch
Verwendung eines Tumor-assoziierten Antigens oder
einer daflr kodierenden Nukleinsdure eingesetzt
werden. Zum Beispiel kbnnen menschliche Krebszel-
len in eine Maus fir die Schaffung eines Tumors ein-
gebracht werden und eine oder mehrere Nukleinsau-
ren, die fir Tumor-assoziierte Antigene kodieren,
kénnen verabreicht werden. Die Wirkung auf die
Krebszellen (beispielsweise Verringerung der Tumor-
grélRe) kann als Mal fur die Wirksamkeit einer Immu-
nisierung durch die Nukleinsdure gemessen werden.

[0130] Als Teil der Zusammensetzung fir eine Im-
munisierung werden eines oder mehrere Tumor-as-
soziierte Antigene oder stimulierende Fragmente da-
von mit einem oder mehreren Adjuvanzien fir eine
Induktion einer Immunreaktion oder eine Erhéhung
einer Immunreaktion verabreicht. Ein Adjuvans ist
eine Substanz, die in das Antigen eingebaut oder ge-
meinsam mit diesem verabreicht wird und die Immun-
reaktion verstarkt. Adjuvanzien kdnnen die Immunre-
aktion durch Bereitstellen eines Antigen-Reservoirs
(extrazellular oder in Makrophagen), Aktivierung von
Makrophagen und/oder Stimulierung bestimmter
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Lymphozyten verstarken. Adjuvanzien sind bekannt
und umfassen in nicht begrenzender Weise Mono-
phosphoryl-Lipid-A (MPL, SmithKline Beecham), Sa-
ponine wie QS21 (SmithKline Beecham), DQS21
(SmithKline Beecham; WO 96/33739), QS7, QS17,
QS18 und QS-L1 (So et al., Mol. Cells 7:178-186,
1997), unvollstandiges Freundsches Adjuvans, voll-
standiges Feundsches Adjuvans, Vitamin E, Monta-
nid, Alaun, CpG-Nukleotide (vgl. Krieg et al., Nature
374:546-9, 1995) und verschiedene Was-
ser-in-Ol-Emulsionen, die aus biologisch abbaubaren
Olen wie Squalen und/oder Tocopherol hergestellt
werden. Vorzugsweise werden die Peptide in einer
Mischung mit DQS21/MPL verabreicht. Das Verhalt-
nis von DQS21 zu MPL betragt typischerweise etwa
1:10 bis 10:1, vorzugsweise etwa 1:5 bis 5:1 und ins-
besondere etwa 1:1. Fir eine Verabreichung an den
Menschen sind DQS21 und MPL typischerweise in
einer Vakzine-Formulierung in einem Bereich von
etwa 1 g bis etwa 100 pg vorhanden.

[0131] Andere Stoffe, die eine Immunreaktion des
Patienten stimulieren, kénnen auch verabreicht wer-
den. Zum Beispiel sind Zytokine bei einer Vakzinie-
rung aufgrund ihrer regulatorischen Eigenschaften
auf Lymphozyten verwendbar. Solche Zytokine um-
fassen z.B. Interleukin-12 (IL-12), von dem gezeigt
wurde, dass es die schitzenden Wirkungen von Vak-
zinen verstarkt (vgl. Science 268:1432-1434, 1995),
GM-CSF und IL-18.

[0132] Es gibt eine Reihe von Verbindungen, die
eine Immunreaktion verstarken und die daher bei ei-
ner Vakzinierung eingesetzt werden kdnnen. Diese
umfassen co-stimulierende Molekile, die in Form
von Proteinen oder Nukleinsauren bereitgestellt wer-
den. Solche co-stimulierenden Molekile sind bei-
spielsweise B7-1 und B7-2 (CD80 bzw. CD86), die
auf dendritischen Zellen (DC) exprimiert werden und
mit dem auf den T-Zellen exprimierten CD28-Molekdl
interagieren. Diese Interaktion stellt eine Co-Stimu-
lierung (Signal 2) fir eine Antigen/MHC/TCR-stimu-
lierte (Signal 1) T-Zelle bereit, wodurch die Vermeh-
rung der T-Zelle und die Effektorfunktion verstarkt
wird. B7 interagiert auch mit CTLA4 (CD152) auf
T-Zellen und Untersuchungen, die CTLA4- und
B7-Liganden einbeziehen, zeigen, dass die
B7-CTLA4-Interaktion eine Antitumor-Immunitat und
CTL-Vermehrung verstarken kann (Zheng, P. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11):6284-6289
(1998)).

[0133] B7 wird typischerweise nicht auf Tumorzellen
exprimiert, so dass diese keine wirksamen Anti-
gen-prasentierenden Zellen (APCs) fur T-Zellen sind.
Eine Induktion der B7-Expression wurde ermdgli-
chen, dass Tumorzellen wirksamer eine Vermehrung
von cytotoxischen T-Lymphozyten und eine Effektor-
funktion stimulieren. Eine Co-Stimulierung durch eine
Kombination von B7/IL-6/IL-12 zeigte eine Induktion
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des IFN-gamma- und Th1-Zytokin-Profils in einer
T-Zell-Population, was zu einer weiter verstarkten
T-Zell-Aktivitat fihrt (Gajewski et al., J. Immunol.
154:5637-5648 (1995)).

[0134] Eine vollstdndige Aktivierung von cytotoxi-
schen T-Lymphozyten und eine vollstandige Effektor-
funktion erfordert eine Mitwirkung von T-Helferzellen
durch die Interaktion zwischen dem CD40-Liganden
auf den T-Helferzellen und dem CD40-Molekdl, das
von dendritischen Zellen exprimiert wird (Ridge et al.,
Nature 393:474 (1998), Bennett et al., Nature
393:478 (1998), Schonberger et al., Nature 393:480
(1998)). Der Mechanismus dieses co-stimulierenden
Signals betrifft wahrscheinlich die Steigerung der B7-
und assoziierten IL-6/IL-12-Produktion durch die
dendritischen Zellen (Antigen-prasentierenden Zel-
len). Die CD40-CD40L-Interaktion komplementiert so
die Interaktionen des Signals 1 (Antigen/MHC-TCR)
und des Signals 2 (B7-CD28).

[0135] Die Verwendung von anti-CD40-Antikérpern
fur eine Stimulierung von dendritischen Zellen wiirde
erwartungsgemal direkt eine Reaktion gegenuber
Tumor-Antigenen verstarken, die normalerweise au-
Rerhalb des Bereichs einer entziindlichen Reaktion
liegen oder von nicht-professionellen Antigen-pra-
sentierenden Zellen (Tumorzellen) prasentiert wer-
den. In diesen Situationen werden T-Helfer- und
B7-co-stimulierende Signale nicht bereitgestellt. Die-
ser Mechanismus kénnte im Zusammenhang mit
Therapien verwendet werden, die auf Antigen-ge-
pulsten dendritischen Zellen basieren, oder in Situa-
tionen, bei denen T-Helfer-Epitope nicht in bekannten
TRA-Vorlaufern definiert wurden.

[0136] Erfindungsgemal vorgesehen ist auch eine
Verabreichung von Nukleinsduren, Polypeptiden
oder Peptiden. Eine Verabreichung von Polypeptiden
und Peptiden kann in an sich bekannter Weise erfol-
gen. In einer Ausfihrungsform erfolgt die Verabrei-
chung von Nukleinsauren durch ex vivo-Verfahren,
d.h. durch Entfernung von Zellen aus einem Patien-
ten, genetische Veranderung der Zellen, um ein Tu-
mor-assoziiertes Antigen einzubauen, und Wieder-
einbringung der veranderten Zellen in den Patienten.
Dies umfasst im Allgemeinen das Einbringen einer
funktionellen Kopie eines Gens in die Zellen eines
Patienten in vitro und die Ruckflhrung der genetisch
veranderten Zellen in den Patienten. Die funktionelle
Kopie des Gens steht unter funktioneller Kontrolle
von regulatorischen Elementen, die eine Expression
des Gens in den genetisch veranderten Zellen erlau-
ben. Transfektions- und Transduktionsverfahren sind
dem Fachmann bekannt. Erfindungsgemaf vorgese-
hen ist auch eine Verabreichung von Nukleinsduren
in vivo durch die Verwendung von Vektoren wie Viren
und zielgesteuerten Liposomen.

[0137] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist ein
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viraler Vektor flir die Verabreichung einer Nuklein-
saure, die fur ein Tumor-assoziiertes Antigen kodiert,
aus der Gruppe ausgewahlt bestehend aus Adenovi-
ren, Adeno-assoziierten Viren, Poxviren, einschlief3-
lich Vacciniavirus und attenuierten Poxviren, Semli-
ki-Forest-Virus, Retroviren, Sindbis-Virus und Ty-Vi-
rus-ahnlichen Partikeln. Besonders bevorzugt sind
Adenoviren und Retroviren. Die Retroviren sind Ubli-
cherweise replikationsdefizient (d.h. sie sind unfahig,
infektidse Partikel zu erzeugen).

[0138] Verschiedene Verfahren kénnen eingesetzt
werden, um erfindungsgemaR Nukleinsauren in Zel-
len in vitro oder in vivo einzubringen. Solche Verfah-
ren umfassen die Transfektion von Nukleinsdure-Kal-
ziumphosphat-Prazipitaten, die Transfektion von Nu-
kleinsauren, die mit DEAE assoziiert sind, die Trans-
fektion oder Infektion mit den vorstehenden Viren, die
die interessierenden Nukleinsauren tragen, die Lipo-
somen-vermittelte Transfektion und ahnliches. In be-
stimmten Ausflihrungsformen ist eine Steuerung der
Nukleinsaure an bestimmte Zellen bevorzugt. In sol-
chen Ausflhrungsformen kann ein Trager, der fur die
Verabreichung einer Nukleinsaure an eine Zelle (z.B.
ein Retrovirus oder ein Liposom) eingesetzt wird, ein
gebundenes Zielsteuerungsmolekil aufweisen. Zum
Beispiel kann ein Molekul wie ein Antikorper, der fur
ein Oberflachenmembran-Protein auf der Zielzelle
spezifisch ist, oder ein Ligand firr einen Rezeptor auf
der Zielzelle in den Nukleinsauretrager eingebaut
oder daran gebunden werden. Bevorzugte Antikorper
umfassen Antikorper, die selektiv ein Tumor-assozi-
iertes Antigen binden. Falls eine Verabreichung einer
Nukleinsaure durch Liposomen erwinscht ist, kdn-
nen Proteine, die an ein Oberflachenmembran-Prote-
in binden, das mit der Endozytose assoziiert ist, in die
Liposomenformulierung eingebaut werden, um eine
Zielsteuerung und/oder Aufnahme zu ermdglichen.
Solche Proteine umfassen Kapsid-Proteine oder
Fragmente davon, die fir einen bestimmten Zelltyp
spezifisch sind, Antikbrper gegen Proteine, die inter-
nalisiert werden, Proteine, die eine intrazellulare Stel-
le ansteuern, und dhnliches.

[0139] Die erfindungsgemalen therapeutischen Zu-
sammensetzungen kénnen in pharmazeutisch ver-
traglichen Zubereitungen verabreicht werden. Solche
Zubereitungen koénnen gewodhnlich pharmazeutisch
vertragliche Konzentrationen von Salzen, Pufferstof-
fen, Konservierungsstoffen, Tragern, ergadnzenden
immunitatssteigernden Stoffen wie Adjuvanzien (z.B.
CpG-Nukleotide) und Zytokinen und gegebenenfalls
andere therapeutische Wirkstoffe enthalten.

[0140] Die erfindungsgemalen therapeutischen
Wirkstoffe kénnen auf jedem herkémmlichen Weg
verabreicht werden, einschlieBlich durch Injektion
oder durch Infusion. Die Verabreichung kann bei-
spielsweise oral, intravends, intraperitoneal, intra-
muskular, subkutan oder transdermal erfolgen. Eine
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therapeutische Verabreichung von Antikérpern er-
folgt vorzugsweise durch ein Lungenaerosol. Die
Verabreichung von Antisense-Nukleinsduren erfolgt
vorzugsweise durch langsame intravenése Verabrei-
chung.

[0141] Die erfindungsgemallen Zusammensetzun-
gen werden in wirksamen Mengen verabreicht. Eine
,wirksame Menge" betrifft die Menge, die alleine oder
zusammen mit weiteren Dosen eine gewtinschte Re-
aktion oder eine gewinschte Wirkung erzielt. Im Fall
einer Behandlung einer bestimmten Erkrankung oder
eines bestimmten Zustands, der sich durch die Ex-
pression eines oder mehrerer Tumor-assoziierter An-
tigene auszeichnet, betrifft die gewlinschte Reaktion
die Hemmung des Krankheitsverlaufs. Dies umfasst
die Verlangsamung des Fortschreitens der Erkran-
kung und insbesondere eine Unterbrechung des
Fortschreitens der Erkrankung. Die gewlinschte Re-
aktion bei einer Behandlung einer Erkrankung oder
eines Zustands kann auch die Verzégerung des Aus-
bruchs oder eine Verhinderung des Ausbruchs der
Erkrankung oder des Zustands sein.

[0142] Eine wirksame Menge einer erfindungsge-
malfen Zusammensetzung wird von dem zu behan-
delnden Zustand, der Schwere der Krankheit, den in-
dividuellen Parametern des Patienten, einschlieRlich
Alter, physiologischer Zustand, Gréf3e und Gewicht,
der Dauer der Behandlung, der Art einer begleiten-
den Therapie (falls vorhanden), dem spezifischen
Verabreichungsweg und ahnlichen Faktoren abhan-
gen.

[0143] Die erfindungsgemallen pharmazeutischen
Zusammensetzungen sind vorzugsweise steril und
enthalten eine wirksame Menge der therapeutisch
wirksamen Substanz fir die Erzeugung der ge-
wiinschten Reaktion oder der gewiinschten Wirkung.

[0144] Die Dosen der erfindungsgemalien Zusam-
mensetzungen, die verabreicht werden, kénnen von
verschiedenen Parametern wie der Verabreichungs-
art, dem Zustand des Patienten, dem gewunschten
Verabreichungszeitraum, usw. abhangen. Fir den
Fall, dass eine Reaktion bei einem Patienten bei ei-
ner anfanglichen Dosis unzureichend ist, kbnnen ho-
here Dosen (oder effektiv héhere Dosen, die durch
einen anderen, starker lokalisierten Verabreichungs-
weg erzielt werden) eingesetzt werden.

[0145] Im Allgemeinen werden flr eine Behandlung
oder fiur eine Erzeugung oder Erhéhung einer Im-
munreaktion Dosen des Tumor-assoziierten Antigens
von 1 ng bis 1 mg, vorzugsweise von 10 ng bis 100
pg formuliert und verabreicht. Falls die Verabrei-
chung von Nukleinsduren (DNA sowie RNA), die fir
Tumor-assoziierte Antigene kodieren, erwilinscht ist,
werden Dosen von 1 ng bis 0,1 mg formuliert und ver-
abreicht.
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[0146] Die erfindungsgemafen pharmazeutischen
Zusammensetzungen werden im Allgemeinen in
pharmazeutisch vertraglichen Mengen und in phar-
mazeutisch vertraglichen Zusammensetzungen ver-
abreicht. Der Begriff ,pharmazeutisch vertraglich" be-
trifft ein nicht-toxisches Material, das nicht mit der
Wirkung des aktiven Bestandteils der pharmazeuti-
schen Zusammensetzung wechselwirkt. Solche Zu-
bereitungen kénnen gewodhnlich Salze, Pufferstoffe,
Konservierungsstoffe, Trager und gegebenenfalls
andere therapeutische Wirkstoffe enthalten. Bei einer
Verwendung in der Medizin sollten die Salze pharma-
zeutisch vertraglich sein. Nicht-pharmazeutisch ver-
tragliche Salze kénnen jedoch fur die Herstellung
pharmazeutisch vertraglicher Salze davon verwendet
werden und sind erfindungsgemal umfasst. Solche
pharmakologisch und pharmazeutisch vertraglichen
Salze umfassen in nicht begrenzender Weise diejeni-
gen, die aus den nachstehenden Sauren hergestellt
werden: Chlorwasserstoff-, Bromwasserstoff-,
Schwefel-, Salpeter-, Phosphor-, Malein-, Essig-, Sa-
licyl-, Citronen-, Ameisen-, Malon-, Bernsteinsaure
und ahnliches. Pharmazeutisch vertragliche Salze
kénnen auch als Alkalimetall- oder Erdalkalimetall-
salze wie Natrium-, Kalium- oder Calciumsalze her-
gestellt werden.

[0147] Eine erfindungsgemale pharmazeutische
Zusammensetzung kann einen pharmazeutisch ver-
traglichen Trager umfassen. Der Begriff ,pharmazeu-
tisch vertraglicher Trager" betrifft erfindungsgeman
einen oder mehrere kompatible feste oder flissige
Fillstoffe, Verdinnungsmittel oder Kapselsubstan-
zen, die fir eine Verabreichung an einen Menschen
geeignet sind. Der Begriff ,Trager" betrifft einen orga-
nischen oder anorganischen Bestandteil, natlrlicher
oder synthetischer Natur, in dem der aktive Bestand-
teil kombiniert wird, um eine Anwendung zu erleich-
tern. Die Bestandteile der erfindungsgemaRen phar-
mazeutischen Zusammensetzung sind gewdhnlich
derart, dass keine Interaktion auftritt, die die ge-
wlinschte pharmazeutische Wirksamkeit wesentlich
beeintrachtigt.

[0148] Die erfindungsgemaflen pharmazeutischen
Zusammensetzungen kénnen geeignete Pufferstoffe
wie Essigsaure in einem Salz, Citronensaure in ei-
nem Salz, Borsaure in einem Salz und Phosphorsau-
re in einem Salz enthalten.

[0149] Die pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen kdnnen auch gegebenenfalls geeignete Konser-
vierungsstoffe wie Benzalkoniumchlorid, Chlorbuta-
nol, Parabene und Thimerosal enthalten.

[0150] Die pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen werden gewohnlich in einer einheitlichen Dosis-
form dargeboten und koénnen in an sich bekannter
Weise hergestellt werden. Erfindungsgemafe phar-
mazeutische Zusammensetzungen kdénnen bei-
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spielsweise in Form von Kapseln, Tabletten, Lutsch-
pastillen, Losungen, Suspensionen, Sirupen, Elixie-
ren oder als Emulsion vorliegen.

[0151] Zusammensetzungen, die fur eine parente-
rale Verabreichung geeignet sind, umfassen ge-
wohnlich eine sterile wassrige oder nicht-wassrige
Zubereitung des Wirkstoffs, die vorzugsweise mit
dem Blut des Empfangers isotonisch ist. Vertragliche
Trager und Ldsungsmittel sind beispielsweise Rin-
ger-Lésung und isotonische Natriumchloridlésung.

[9152] Zusatzlich werden gewohnlich sterile, fixierte
Ole als Lésungs- oder Suspensionsmedium einge-
setzt.

[0153] Die vorliegende Erfindung wird durch die
nachstehenden Abbildungen und Beispiele ausfiihr-
lich beschrieben, die ausschliel3lich der Erlauterung
dienen und nicht begrenzend zu verstehen sind. Dem
Fachmann sind aufgrund der Beschreibung und der
Beispiele weitere Ausflihrungsformen zuganglich, die
ebenfalls erfindungsgemaf umfasst sind.

Abbildungen:

[0154] Abb. 1: gPCR-Analyse von SEQ ID NO: 1 in
Normal- und Tumorgeweben.

Quantitative Expressionsanalyse von SEQ ID NO: 1
in gesundem Hautgewebe, Testisgewebe und Mela-
nomen. Logarithmische Darstellung der relativen Ex-
pression (-fache Aktivierung). Eine tumorselektive
Expression ist ersichtlich.

[0155] Abb. 2: konventionelle RT-PCR-Analyse von
SEQ ID NO: 1 in Melanomen.
RT-PCR-Expressionsanalyse von SEQ ID NO: 1
(FLJ31461) in Melanomen (n = 14) und Melanomzell-
linien (n = 4) im Vergleich zur gesunden Haut (n = 4)
und zur Testis (n = 3).

[0156] Abb. 3: gPCR-Analyse von SEQ ID NO: 5in
Normal- und Tumorgeweben.

Quantitative Expressionsanalyse von SEQ ID NO: 5
in Normalgeweben und verschiedenen Tumoren
(Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechte Seite). A:
Logarithmische Darstellung der relativen Expression
(-fache Aktivierung). B: Bild nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung der amplifizierten Fragmente.
Eine tumorselektive Expression ist ersichtlich.

[0157] Abb. 4: Detailanalyse der SEQ ID NO:
5-spezifischen Expression in Normal- und Tumorge-
weben.

A: Quantitative Expressionsanalyse von SEQ ID NO:
5 in verschiedenen HNO-, Nieren- und Uterustumo-
ren im Vergleich zur Expression in den dazugehdri-
gen Normalgeweben. Logarithmische Darstellung. B:
Bild nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
amplifizierten Fragmente. Eine tumorselektive Ex-
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pression ist ersichtlich.

[0158] Abb. 5a: Northern-Blot-Analyse mit einer
SEQ ID NO: 5-spezifischen Sequenz.

Hybridisierung einer DIG-markierten DNA-Sonde, die
durch PCR-Amplifikation mit den Primern gemaf
SEQ ID NO: 7 und 8 hergestellt wurden, mit Tes-
tis-spezifischer RNA. Spur 1: 2 yg Testis-spezifische
RNA; Spur 2: 1 ug Testis-spezifische RNA.

[0159] Abb. 5b: Immunhistochemie mit SEQ ID NO:
5-spezifischem Antiserum.

Wie aus den RT-PCR-Reaktionen zu erwarten, konn-
te mit einem spezifischen Antiserum auch das Prote-
in gemalk SEQ ID NO: 5 in Hodengewebe (A) als
auch in Nierenzellkarzinomen (B) nachgewiesen
werden.

[0160] Abb.6a, b, c: RT-PCR Analyse von
LOC203413 in Normal- und Tumorgeweben.

Abb. 6a A: Logarithmische Darstellung der Expressi-
on (-fache Aktivierung). Abb. 6a B und Abb. 6b: Re-
sultat nach gelelektrophoretischer Auftrennung.
Abb. 6¢ A: Lineare Darstellung der relativen Expres-
sion. Abb. 6¢c B: Resultat nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung der Amplifikate

[0161] Abb.7: Immunfluoreszenz mit einem
LOC203413-spezifischen Antikorper.

Eine Tumorzelllinie wurde mit einem Konstrukt, das
fur ein Fusionskonstrukt aus green-fluorescence pro-
tein (GFP) und LOC203413 kodiert, transfiziert. Die
Bereiche, an denen sich Protein anlagert, leuchten
grun (A). Diese Zelle wurde mit dem Antikdrper ange-
farbt (B). Eine Ubereinanderlagerung (C) zeigt, dass
der Antikorper spezifisch fir das Protein ist.

[0162] Abb. 8a, b: gPCR-Analyse der
LOC90625-spezifischen Expression in Normal- und
Tumorgeweben.

Abb. 8a: Quantitative Expressionsanalyse von
LOC90625 in Normalgeweben (links) und Tumorge-
weben (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts).
Lineare Darstellung der relativen Expression (-fache
Aktivierung). Abb. 8b: Logarithmische Darstellung
der Expression in Normal- und Tumorgeweben.

[0163] Abb. 9a: Farbung von LOC90625-Transfek-
tanten mit spezifischen Antikdrpern.

Zellen wurden mit dem spezifischen Gen als Fusions-
konstrukt mit eGFP transfiziert (A) und mit einem
spezifischen Antikdrper gegen dieses Genprodukt
angefarbt (B). Spezifitat wird durch die Uberlagerung
(C) der Farbungen mittels Immunfluoreszenz nach-
gewiesen.

[0164] Abb. 9b: Farbung von LOC90625-Transfek-
tanten mit spezifischen Antikdrpern im Western Blot.
Spuren 1 & 6: 293-Zellen, Spuren 2 & 7: 293-Zellen,
transfiziert mit LOC90625 und getaggt mit GFP, Spu-
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ren 3, 4, 9 & 8: 293-Zellen, transfiziert mit LOC90625
allein.

[0165] Abb. 9¢c: Immunhistochemie
schnitten mit LOC90625-Antikorpern.
Keimzellen des Hodens sind die einzigen normalen
Zellen, die dieses Genprodukt exprimieren. Tumoren
wie das hier dargestellte Prostatakarzinom exprimie-
ren ebenfalls.

in Gewebe-

[0166] Abb. 10: gRT-PCR-Analyse von FAM26A in
Normal- und Tumorgeweben.

Quantitative =~ RT-PCR-Expressionsanalyse  von
FAM26A in Ovarial-, Magen-, Osophagus-, Pankre-
as- und Leberkarzinomen im Vergleich zum jeweili-
gen gesunden Gewebe. Lineare Darstellung der rela-
tiven Expression (-fache Aktivierung). Eine tumorse-
lektive Expression ist ersichtlich.

[0167] Abb. 11: Charakterisierung FAM26A-spezifi-
scher Antikorper.

Western Blot-Analyse der Antiseren, die durch Immu-
nisierung mit dem Peptid gemafl SEQ ID NO: 291 (A)
bzw. 292 (B) generiert wurden. Analysiert wurden Ex-
trakte von CHO-Zellen nach Transfektion mit jeweils
Epitop-spezifischen (A 1, 3; B 2, 4) bzw. jeweils Epi-
top-unspezifischen (A2, 4; B 1, 3) Plasmiden. Der
Pfeil bezeichnet die spezifischen Fragmente.

[0168] Abb. 12: Analyse des FAM26A-Proteins in
Tumoren.

Nachweis von FAM26A in Zervix-, Ovarial- und Pan-
kreastumoren mittels FAM26A-spezifischen Antikor-
pern (SEQ ID NO: 292).

[0169] Abb. 13: Analyse des FAM26A-Proteins in
Zelllinien.

Analyse des FAM26A-Proteins in Zelllinien mit Hilfe
von SEQ ID NO: 291-spezifischen Antikdrpern. Wes-
tern Blot-Analyse mit Praimmunserum als Spezifi-
tatskontrolle (Spuren 1-5) und FAM26A-spezifischen
Antikérpern.

[0170] Abb. 14: Immunfluoreszenz Analyse von
SW480-Zellen mit einem FAM26A-spezifischen Anti-
korper.

Konstitutiv exprimiertes Protein ist zellmembranstan-
dig.

[0171] Abb. 15: Immunhistochemische Analyse von
FAM26A in menschlichen Geweben.

A: Immunhistochemische Analyse des FAM26A-Pro-
teins in Pankreaskarzinomproben (40-fache Vergro-
Rerung, Verdiinnung 1:300) mit Hilfe des SEQ ID NO:
292-spezifischen Antiserums. B: Keimzellen des
menschlichen Hodens.

[0172] Abb. 16: gRT-PCR-Analyse der
SEMASB-spezifischen Expression.
Quantitative Expressionsanalyse von SEMASB in
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Normalgeweben (links) und Tumorproben (Pools aus
jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Lineare Darstel-
lung der relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0173] Abb. 17: Detailanalyse der SEMASB-spezifi-
schen Expression in Nierenzellkarzinomproben.
Quantitative Expressionsanalyse von SEMA5B in A)
Nierenzellkarzinomproben (T1-T12) im Vergleich zu
gesundem Nierengewebe (N; n = 3) und B) Mamma-
karzinomen (T1-T12) im Vergleich zu gesundem
Brustgewebe (N; n = 3); Logarithmische Darstellung
der relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0174] Abb. 18a, b, c, d: gqRT-PCR-Analyse der
GJB5-spezifischen Expression in Normal- und Tu-
morgeweben.

[0175] Abb.19: Western eines
GJB5-spezifischen Antikdrpers.

Spuren 4 & 7 sind kontrolltransfizierte Zellen. Spuren
5, 6, 8 & 9 sind mit einem Fusionskonstrukt aus GJB5
und GFP transfiziert. Das spezifische Fusionsprotein
weist die erwartete Gréf3e von etwa 50 kDa auf.

Blot-Analyse

[0176] Abb. 20: gRT-PCR-Analyse der KLK5-spezi-
fischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von KLK5 in gesun-
den Gewebeproben (links) und Tumoren (Pools aus
jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Lineare Darstel-
lung der relativen Expression (fache Aktivierung).

[0177] Abb. 21a: Nachweis der Spezifitat eines ge-
gen KLKS5 gerichteten Antikorpers.

293-Zellen wurden mit fur KLK5 kodierenden Kon-
strukten (Spur 3) transfiziert und mit Kontrollen (Spu-
ren 1 und 2) verglichen.

[0178] Abb. 21b: Anfarbung von Protein in immun-
histochemischen Schnitten von humanen Tumoren
mit gegen KLK5 gerichteten Antikrpern.

Der Antikorper ist gegen einen extrazellularen Be-
reich des Proteins, der nach Prozessierung des zu
sezernierenden Anteils verbleibt, gerichtet. A: Prima-
rer Brusttumor; B: Brusttumor, Metastase; C: normale
Brustdruse.

[0179] Abb. 22: gRT-PCR-Analyse der
LOC352765-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von LOC352765 in
gesunden Gewebeproben (links) und Tumoren
(Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Loga-
rithmische Darstellung der relativen Expression (-fa-
che Aktivierung).

[0180] Abb. 23: Detailanalyse der LOC352765-spe-
zifischen Expression in verschiedenen Tumortypen.
Quantitative Expressionsanalyse von LOC352765 in
Mammakarzinomen (n = 12) im Vergleich zu gesun-
den Gewebeproben. Logarithmische Darstellung der
relativen Expression (-fache Aktivierung).
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[0181] Abb. 24: qRT-PCR-Analyse der SVCT1-spe-
zifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von SVCT1 in ge-
sunden Gewebeproben (links) und Tumoren (Pools
aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Logarithmi-
sche Darstellung der relativen Expression (-fache Ak-
tivierung).

[0182] Abb. 25: Detailanalyse der SVCT1-spezifi-
schen Expression in verschiedenen Tumortypen.
Quantitative Expressionsanalyse von SVCT1 in A
Nierenkarzinomen (n = 12), B Zervixtumoren (n = 4)
und HNO-Tumoren (n = 5) im Vergleich zu gesunden
Gewebeproben. Logarithmische Darstellung der rela-
tiven Expression (-fache Aktivierung).

[0183] Abb. 26: gRT-PCR-Analyse der
LOC199953-spezifischen Expression in Nierenzell-
karzinomen und HNO-Tumoren.

Quantitative Expressionsanalyse von LOC199953 in
Nierenzellkarzinomen (n = 12) und HNO-Tumoren (n
=5) im Vergleich zu gesunden Nieren- und Haut-spe-
zifischen Gewebeproben. Lineare Darstellung der re-
lativen Expression (-fache Aktivierung).

[0184] Abb. 27: gRT-PCR-Analyse der
TMEM31-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von TMEM31 in ge-
sunden Gewebeproben (links) und Tumoren (Pools
aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Logarithmi-
sche Darstellung der relativen Expression (-fache Ak-
tivierung).

[0185] Abb. 28: Detailanalyse der TMEM31-spezifi-
schen Expression in verschiedenen Tumortypen.
Quantitative Expressionsanalyse von TMEM31 in A
Magenkarzinomen (n = 10) und B Mammakarzino-
men (n = 12) im Vergleich zu gesunden Gewebepro-
ben. Logarithmische Darstellung der relativen Ex-
pression (-fache Aktivierung).

[0186] Abb. 29: gRT-PCR-Analyse der
FLJ25132-spezifischen Expression in Ovarialtumo-
ren und Prostatakarzinomen.

Quantitative Expressionsanalyse von FLJ25132 in
Ovarialtumoren (n = 8) und Prostatakarzinomen (n =
10) im Vergleich zu gesunden Gewebeproben. Line-
are Darstellung der relativen Expression (-fache Akti-
vierung).

[0187] Abb. 30: qRT-PCR-Analyse der SEQ ID NO:
57-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von SEQ ID NO 57
in gesunden Gewebeproben (links) und Tumoren
(Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Lineare
Darstellung der relativen Expression (-fache Aktivie-
rung).

[0188] Abb. 31: Detailanalyse der SEQ ID NO:
57-spezifischen Expression in verschiedenen Tumor-
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typen.

Quantitative Expressionsanalyse von SEQ ID NO: 57
in A Osophagustumoren (n = 10), B Leberkarzino-
men (n = 8), C Nierenkarzinomen und D Zervix- und
HNO-Tumoren im Vergleich zu jeweils gesunden Ge-
webeproben. Lineare (A, B, D) bzw. logarithmische
(C) Darstellung der relativen Expression (-fache Akti-
vierung).

[0189] Abb. 32: gRT-PCR-Analyse der
LOC119395-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von LOC119395 in
gesunden Gewebeproben (links) und Tumoren
(Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Lineare
Darstellung der relativen Expression (-fache Aktivie-
rung).

[0190] Abb. 33: Detailanalyse der LOC119395-spe-
zifischen Expression in verschiedenen Tumortypen.
Quantitative Expressionsanalyse von LOC119395 in
A Brusttumoren (n = 12), B Osophaguskarzinomen (n
= 8) und C Kolon- und Magenkarzinomen im Ver-
gleich zu gesunden Gewebeproben. Logarithmische
Darstellung der relativen Expression (-fache Aktivie-
rung).

[0191] Abb. 34: gRT-PCR-Analyse der
LOC121838-spezifischen Expression.

A Quantitative Analyse der LOC121838-spezifischen
Expression in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Lineare Darstellung der relativen Expression
(-fache  Aktivierung). B  Detailanalyse  von
LOC121838-spezifischer RNA in Ovarialgeweben,
logarithmische Darstellung.

[0192] Abb. 35: gRT-PCR-Analyse der
LOC221103-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC221103-RNA in gesunden Gewebeproben
(links) und Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelpro-
ben, rechts). Lineare Darstellung der relativen Ex-
pression (-fache Aktivierung).

[0193] Abb. 36: Detaillierte gRT-PCR-Analyse der
LOC221103-spezifischen Expression in Leberpro-
ben.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC221103-RNA in Lebertumoren (n = 8) und einer
gesunden Leberprobe (N). Lineare Darstellung der
relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0194] Abb. 37: gRT-PCR-Analyse der
LOC338579-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC338579-spezifischer RNA in gesunden Gewebe-
proben (links) und Tumoren (Pools aus jeweils 3-5
Einzelproben, rechts). Logarithmische Darstellung
der relativen Expression (-fache Aktivierung).
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[0195] Abb. 38: gRT-PCR-Analyse der
LOC90342-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC90342-spezifischer RNA in gesunden Gewebe-
proben (links) und Tumoren (Pools aus jeweils 3-5
Einzelproben, rechts). Logarithmische Darstellung
der relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0196] Abb. 39: qRT-PCR-Analyse der LRFN1-spe-
zifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von LRFN1-spezifi-
scher RNA in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Logarithmische Darstellung der relativen Ex-
pression (-fache Aktivierung).

[0197] Abb. 40: gRT-PCR-Analyse der
LOC285916-spezifischen Expression.

A Quantitative Analyse der LOC285916-spezifischen
Expression in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Lineare Darstellung der relativen Expression
(-fache  Aktivierung). B  Detailanalyse  von
LOC285916-spezifischer RNA in Nierengeweben
und HNO-Tumoren, logarithmische Darstellung.

[0198] Abb. 41: gRT-PCR-Analyse der
MGC71744-spezifischen Expression.

A Quantitative Analyse der MGC71744-spezifischen
Expression in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Lineare Darstellung der relativen Expression
(-fache  Aktivierung). B  Detailanalyse von
MGC71744-spezifischer RNA in verschiedenen Nier-
engeweben, logarithmische Darstellung.

[0199] Abb. 42: gRT-PCR-Analyse der
LOC342982-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC342982-spezifischer RNA in gesunden Gewebe-
proben (links) und Tumoren (Pools aus jeweils 3-5
Einzelproben, rechts). Logarithmische Darstellung
der relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0200] Abb. 43: gRT-PCR-Analyse der
LOC343169-spezifischen Expression.

A Quantitative Analyse der LOC343169-spezifischen
Expression in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Lineare Darstellung der relativen Expression
(-fache  Aktivierung). B  Detailanalyse  von
LOC343169-spezifischer RNA in verschiedenen
Ovarialgeweben, logarithmische Darstellung.

[0201] Abb. 44: gRT-PCR-Analyse der
LOC340204-spezifischen Expression.

A Quantitative Analyse der LOC340204-spezifischen
Expression in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Lineare Darstellung der relativen Expression
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(-fache Aktivierung). B Gelbild ausgewahlter Gewe-
beproben nach gelelektrophoretischer Auftrennung.

[0202] Abb. 45: gRT-PCR-Analyse der
LOC340067-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC340067-spezifischer RNA in gesunden Gewebe-
proben (links) und Tumoren (Pools aus jeweils 3-5
Einzelproben, rechts). Logarithmische Darstellung
der relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0203] Abb. 46: gRT-PCR-Analyse der
LOC342780-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von
LOC342780-spezifischer RNA in gesunden Gewebe-
proben (links) und Tumoren (Pools aus jeweils 3-5
Einzelproben, rechts). Logarithmische Darstellung
der relativen Expression (-fache Aktivierung).

[0204] Abb. 47: gRT-PCR-Analyse der
LOC339511-spezifischen Expression.

A Quantitative Analyse der LOC339511-spezifischen
Expression in gesunden Gewebeproben (links) und
Tumoren (Pools aus jeweils 3-5 Einzelproben,
rechts). Lineare Darstellung der relativen Expression
(-fache  Aktivierung). B  Detailanalyse  von
LOC339511-spezifischer RNA in verschiedenen Le-
ber-spezifischen Geweben, lineare Darstellung.

[0205] Abb. 48: gRT-PCR-Analyse der
C14orf37-spezifischen Expression.

Quantitative Expressionsanalyse von C140rf37 in ge-
sunden Gewebeproben (links) und Tumoren (Pools
aus jeweils 3-5 Einzelproben, rechts). Lineare Dar-
stellung der relativen Expression (-fache Aktivie-
rung).

[0206] Abb. 49: gRT-PCR-Analyse der
ATP1A4-spezifischen Expression.

A Quantitative Expressionsanalyse von ATP1A4 in
gesunden Gewebeproben und Tumoren (Pools aus
jeweils 3-5 Einzelproben). Logarithmische Darstel-
lung der relativen Expression (-fache Aktivierung). B
Detailanalyse von ATP1A4-spezifischer RNA in ver-
schiedenen Brust-spezifischen Geweben, logarithmi-
sche Darstellung.

Beispiele:
Material und Methoden

[0207] Die Begriffe ,in silico", und ,elektronisch" be-
ziehen sich rein auf die Nutzung von auf Datenban-
ken beruhenden Verfahren, mit denen auch La-
bor-experimentelle Vorgange simuliert werden kon-
nen.

[0208] Alle anderen Begriffe und Termini sind, falls
nicht explizit anders definiert, so verwendet, wie sie
der Fachmann versteht. Die genannten Techniken
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und Verfahren erfolgen in an sich bekannter Weise
und sind z.B. in Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2. Auflage (1989), Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
beschrieben. Alle Verfahren, die die Verwendung von
Kits und Reagenzien einschlieen, sind entspre-
chend den Angaben der Hersteller durchgefuhrt.

A. Datamining-basierte Strategie zur Identifizierung
von Tumor-assoziierten Antigenen

[0209] Erfindungsgemal wurden o6ffentliche huma-
ne Protein- und Nukleinsduredatenbanken im Hin-
blick auf krebsspezifische Antigene untersucht, die
auf der Zelloberflache zuganglich sind. Die Definition
der daflir notwendigen Filterkriterien zusammen mit
einer Hochdurchsatz-Methodik zur Analyse mog-
lichst aller Proteine bildeten den zentralen Bestand-
teil dieser Strategie.

[0210] Den Ausgangspunkt bildeten die hauptsach-
lich aus dem humanen Genomprojekt vorhergesag-
ten potenziellen Gene, die in der ,RefSeq" Daten-
bank (Pruitt et al., Trends Genet. Jan;16(1):44-47,
2000) des ,National Center for Biotechnology Infor-
mation" (NCBI) als rein modellhafte Protein- (XP-)
bzw. mRNA-Eintrage (XM-) abgelegt sind. In einem
weiteren Ansatz wurden auch die validierten Protein-
eintrage (NP-) bzw. die korrespondierenden mRNAs
(NM-) derselben Datenbank in gleicher Weise analy-
siert. Dem Grundprinzip (hypothetisches) Gen zu
mRNA zu Protein folgend wurden die Proteine unter
Kombination mehrerer Pradiktionsprogramme fir
Proteinanalyse zunachst auf das Vorhanden sein von
Transmembrandomanen hin untersucht. Aus der hu-
manen XP-Fraktion der ,RefSeq" Datenbank wurden
insgesamt 19.544 Eintrage analysiert, wobei 2.025
hypothetische Proteine den Filterkriterien genugten.
Die humane NP-Fraktion lieferte insgesamt 19.110
Eintrage mit einem Anteil von 4.634 gefilterten Prote-
inen.

[0211] Die korrespondierende mRNA jedes dieser
2.025 bzw. 4.634 Proteine wurde anschlief3end einer
Homologiesuche in der EST-Datenbank (Boguski et
al., Nat. Genet. 4(4):332-333, 1993) des NCBI mit Hil-
fe des ,BLAST" Algorithmus (Altschul et al., Nucleic
Acids Res.25:3389-3402, 1997) unterzogen. Die Fil-
terkriterien wurden bei dieser Suche stringent einge-
stellt. Insgesamt 1.270 hypothetische mRNAs erziel-
ten dabei mindestens einen Treffer in der EST-Daten-
bank, wobei die Anzahl der Treffer in Einzelfallen
mehr als 1.000 betrug.

[0212] Fur jeden Einzelnen dieser validen Treffer
wurde anschlieRend die gewebsspezifische Herkunft
der zugrunde liegenden cDNA Bibliothek sowie der
Name der Bibliothek ermittelt. Die daraus resultieren-
den Gewebe wurden in vier verschiedene Gruppen
eingeteilt, die von dispensiblen Organen (Gruppe 3)
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bis hin zu absolut lebensnotwendigen Organen reich-
ten (Gruppe 0). Eine weitere Gruppe 4 bildeten alle
Proben, die aus Krebsgewebe gewonnen wurden.
Die Verteilung der Treffer auf die finf Gruppen wurde
in einer Tabelle festgehalten, die nach dem besten
Verhaltnis der Summe der Gruppen 3 und 4 gegenii-
ber der Summe der Gruppen 0-2 sortiert wurde. Da-
bei erreichten diejenigen mRNAs einen Spitzenplatz,
deren EST Treffer ausschlieRlich Krebsgewebe ent-
stammten, gefolgt von denjenigen, die dartiber hin-
aus noch in Geweben dispensibler Organe der Grup-
pe 3 zu finden sind. Ein weiteres Kriterium fir die
Aussagekraft dieser Verteilung bildete die Anzahl der
unabhangigen cDNA-Bibliotheken, aus denen die
ESTs gewonnen wurden und die in einer eigenen
Spalte in der Tabelle festgehalten wurde.

[0213] Da es sich bei den im ersten Ansatz ermittel-
ten Transkripten und den korrespondierenden Prote-
inen zunachst um hypothetische Konstrukte handelt,
wurden noch weitere Filterkriterien hinzugezogen,
die die reale Existenz der mRNAs und damit auch der
Proteine belegen sollten. Dazu wurde jede mRNA mit
Hilfe des Programms ,Spidey" (Wheelan et al., Geno-
me Res. 11(11):1952-1957, 2001) dem vorhergesag-
ten Genlokus verglichen. Nur diejenigen Transkripte,
die mindestens einen Spleillvorgang aufweisen, d.h.
die sich auf mindestens 2 Exons verteilen, wurden fur
weitergehende Analysen verwendet.

[0214] Die sequenzielle Anwendung aller genann-
ten Filter fuhrte zu den erfindungsgemafen Tu-
mor-assoziierten Antigenen, die aufgrund einer vor-
hergesagten Transmembrandomane und der damit
verbundenen Topologie als von extrazellular zugang-
lich anzusehen sind. Das aus den EST-Daten abge-
leitete Expressionsprofil weist in allen Fallen auf eine
krebsspezifische Expression hin, die sich héchstens
noch auf dispensible Organe erstrecken kann.

B. Validierungsstrategie der durch in silico Analyse
identifizierten Tumor-assoziierten Antigene

[0215] Zur Nutzung der Targets fur immuntherapeu-
tische Zwecke (Antikorpertherapie mittels monoklo-
naler Antikérper, Vakzinierung, T-Zell Rezeptor-ver-
mittelte therapeutische Anséatze; vgl. EP-B-0 879
282) oder andere zielgerichtete Ansatze (small com-
pounds, siRNA etc.) bei der Krebstherapie sowie fir
diagnostische Fragestellungen ist die Validierung der
erfindungsgemaf identifizierten Targets von zentra-
ler Bedeutung. Die Validierung erfolgt dabei durch
Expressionsanalyse sowohl auf RNA als auch auf
Proteinebene.

1. Untersuchung der RNA Expression
[0216] Die erste Charakterisierung der identifizier-

ten Tumorantigene erfolgt mit Hilfe von RNA, die aus
verschiedenen Geweben bzw. aus gewebespezifi-
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schen Zelllinien gewonnen wird. Weil das differentiel-
le Expressionsmuster aus gesundem Gewebe im
Vergleich zu Tumorgewebe eine entscheidende Be-
deutung fir die spatere therapeutische Anwendung
hat, erfolgt die Charakterisierung der Zielgene bevor-
zugt mit Hilfe dieser Gewebeproben.

[0217] Die Isolierung von Gesamt-RNA aus nativen
Gewebeproben oder aus Tumorzelllinien erfolgt mit
Verfahren, die in der Molekularbiologie Standard
sind. Zum Beispiel kann die Isolierung mit Hilfe des
RNeasy Maxi Kits (Qiagen, Kat. Nr. 75162) nach Vor-
schrift durch den Hersteller erfolgen. Dieses Isolie-
rungsverfahren beruht auf der Verwendung von Gua-
nidiniumisothiocyanat als chaotropes Reagenz. Al-
ternativ kann die Isolierung mit saurem Phenol durch-
gefuhrt werden (Chomczynski & Sacchi, Anal. Bio-
chem. 162: 156-159, 1987). Nach Aufarbeitung des
Gewebes mittels Guanidiniumisothiocyanat wird die
RNA mit saurem Phenol extrahiert, anschlieend die
RNA mit Isopropanol geféllt und in DEPC-behandel-
tes Wasser aufgenommen.

[0218] 2-4 ug der so isolierten RNA werden an-
schliefend z.B. mittels Superscript Il (Invitrogen) ent-
sprechend dem Protokoll des Herstellers in cDNA
umgeschrieben. Das Priming der cDNA Synthese er-
folgt dabei mit Hilfe von zufélligen Hexameren (z.B.
Roche Diagnostics) nach Standardprotokollen des
jeweiligen Herstellers. Zur Qualitatskontrolle werden
die cDNAs mit Primern in 30 Zyklen amplifiziert, die
spezifisch fur das nur gering exprimierte p53 Gen
sind. Nur p53 positive cDNA Proben werden fiir die
weiteren Reaktionsschritte verwendet.

[0219] Zur detaillierten Analyse der Targets wird auf
Basis eines cDNA-Archivs, das aus verschiedenen
Normal- und Tumorgeweben sowie aus Tumorzelllini-
en isoliert wurde, eine Expressionsanalyse mittels
PCR bzw. quantitativer PCR (qPCR) durchgefiihrt.
Dazu werden 0,5 yl cDNA aus dem obigen Ansatz mit
einer DNA-Polymerase (z.B. 1 U HotStarTaq
DNA-Polymerase, Qiagen) analog den Protokollen
des jeweiligen Herstellers amplifiziert (Gesamtvolu-
men des Ansatzes: 25-50 pl). Neben der Polymerase
enthalt der Amplifikationsansatz 0,3 mM dNTPs, Re-
aktionsbuffer (Endkonzentration 1 x, abhangig vom
Hersteller der DNA-Polymerase) und je 0,3 mM des
gen-spezifischen ,sense"- und ,antisense"-Primers.

[0220] Die spezifischen Primer des Zielgens wer-
den, soweit mdglich, so ausgewahlt, das sie in zwei
unterschiedlichen Exons liegen und somit genomi-
sche Kontaminationen nicht zu falsch positiven Er-
gebnissen flhren. Bei einer nicht quantitativen End-
punkt-PCR wird die cDNA typischerweise 15 Minuten
bei 95°C inkubiert, um die DNA zu denaturieren und
um das Hot-Start-Enzyms zu aktivieren. Anschlie-
Rend wird die DNA in 35 Zyklen amplifiziert (1 min
95°C, 1 min Primer spezifische Hybridisierungstem-
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peratur (ca. 55-65°C), 1 min 72°C zur Elongation der
Amplifikate). 10 pl des PCR Ansatzes werden an-
schlieRend auf Agarosegelen aufgetragen und im
elektrischen Feld aufgetrennt. Durch Farben mit Ethi-
diumbromid wird die DNA in den Gelen sichtbar ge-
macht und das Ergebnis der PCR durch ein Foto do-
kumentiert.

[0221] Alternativ zur konventionellen PCR kann die
Expressionsanalyse eines Zielgens auch durch
quantitative real time PCR erfolgen. Zu dieser Analy-
se sind inzwischen verschiedene Analysesysteme
erhaltlich, die bekanntesten sind das ABI PRISM Se-
quence detection system (TagMan, Applied Biosys-
tems), der iCycler (Biorad) sowie der Light cycler (Ro-
che Diagnostics). Wie oben beschrieben wird ein
spezifischer PCR Ansatz einem Lauf in den ,real ti-
me"-PCR-Geraten unterzogen. Durch Zusatz eines
DNA interkalierenden Farbstoffes (z.B Ethidiumbro-
mid, CybrGreen) wird die neu synthetisierte DNA
durch spezifische Lichtanregung (nach Angaben der
Farbstoffhersteller) sichtbar gemacht. Durch eine
Vielzahl von Messpunkten wahrend der Amplifikation
kann der gesamte Prozess verfolgt und eine quanti-
tative Bestimmung der Nukleinsdaurekonzentration
des Zielgens durchgefiihrt werden. Die Normalisie-
rung des PCR Ansatzes erfolgt durch Messung eines
shousekeeping Gens" (z.B. 18S RNA, B-Actin). Alter-
native Strategien Uber Fluoreszenz-markierte
DNA-Sonden erlauben ebenfalls die quantitative Be-
stimmung des Zielgens aus einer spezifischen Ge-
webeprobe (siehe TagMan Applikationen der Fa. Ap-
plied Biosystems).

2. Klonierung

[0222] Die Klonierung des gesamten Zielgens, die
fur die weitere Charakterisierung des Tumorantigens
notwendig ist, erfolgt nach gangigen molekularbiolo-
gischen Verfahren (z.B. in ,Current Protocols in Mo-
lecular Biology", John Wiley & Sons Ltd., Wiley In-
terScience). Zur Klonierung bzw. Sequenzanalyse
des Zielgens wird dieses zunachst mit einer DNA-Po-
lymerase mit ,proof reading Funktion" (z.B. pfu, Ro-
che Diagnostics) amplifiziert. Das Amplifikat wird an-
schliefend mit Standardverfahren in einen Klonie-
rungsvektor ligiert. Positive Klone werden durch Se-
quenzanalyse identifiziert und anschliellend mit Hilfe
von Pradiktionsprogrammen und bekannten Algorith-
men charakterisiert.

3. Pradiktion des Proteins

[0223] Viele erfindungsgemald gefundene Gene
(insbesondere aus der XM Domane der RefSeq) sind
Gen-Neuentdeckungen, fur die das Volllange-Gen
kloniert, das offene Leseraster ermittelt und die Pro-
teinsequenz abgeleitet und analysiert werden muss.

[0224] Fur die Volllangeklonierung der Sequenz ha-
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ben wir gangige Protokolle zur ,Rapid amplification of
cDNA ends", sowie Screening von cDNA Expressi-
onsbanken mit genspezifischen Sonden verwendet
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2. Auflage (1989), Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.). Nach Zu-
sammensetzung der so gefundenen Fragmente wur-
den potentielle Offene Leseraster (ORF) durch gan-
gige Pradiktionsprogramme pradiziert. Da durch die
Position des PolyA-Schwanzes und Polyadenylie-
rungs-Motiven die Orientierung des potentiellen Gen-
produktes vorgegeben wird, verbleiben von mdgli-
chen 6 Leserastern nur noch die 3 der jeweiligen Ori-
entierung. Oft ergibt sich aus diesen nur ein hinrei-
chend grofRes offenes Leseraster, das flir ein Protein
kodieren kann, wahrend die anderen Leseraster zu
viele Stop-Codons aufweisen und fir kein realisti-
sches Proteine kodieren wirden. Bei alternativen of-
fenen Leserastern unterstitzt die Bericksichtigung
der Kozak-Kriterien fiir optimale Transkriptions-Initie-
rung sowie die Analyse der sich potentiell ergeben-
den abgeleiteten Proteinsequenzen die ldentifizie-
rung des authentischen ORF. Dies wird weiter verifi-
ziert durch Generierung von Immunseren gegen ab-
geleitete Proteine der potentiellen ORFs und ihre
Analyse auf Erkennung eines realen Proteins in Ge-
weben und Zelllinien.

4. Gewinnung von Antikdrpern

[0225] Die Charakterisierung der erfindungsgemaf
identifizierten Tumor-assoziierten Antigene erfolgt
beispielsweise durch die Verwendung von Antikor-
pern. Ferner umfasst die Erfindung die diagnostische
oder therapeutische Verwendung von Antikérpern.
Dabei konnen Antikdrper Proteine in nativem
und/oder denaturierten Zustand erkennen (Anderson
et al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll,
J. Immunol. Methods 234: 107-116, 2000; Kayyem et
al., Eur. J. Biochem. 208: 1-8, 1992; Spiller et al., J.
Immunol. Methods 224: 51-60, 1999).

[0226] Antiseren, die spezifische Antikérper enthal-
ten, die an das Zielprotein spezifisch binden, kénnen
Uber verschiedene Standardverfahren hergestellt
werden; vgl. beispielsweise ,Monoclonal Antibodies:
A Practical Approach" von Philip Shepherd, Christo-
pher Dean ISBN 0-19-963722-9, ,Antibodies: A La-
boratory Manual" von Ed Harlow, David Lane ISBN:
0879693142 und ,Using Antibodies: A Laboratory
Manual: Portable Protocol NO" von Edward Harlow,
David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. Dabei ist
auch mdglich, affine und spezifische Antikérper zu
generieren, die komplexe Membranproteine in ihrer
nativen Form erkennen (Azorsa et al., J. Immunol.
Methods 229: 35-48, 1999; Anderson et al., J. Immu-
nol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol.
Methods. 234: 107-116, 2000). Dies ist vor allem fur
die Herstellung von therapeutischen Antikérpern von
Bedeutung, hat aber auch fir viele diagnostische An-
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wendungen eine hohe Bedeutung. Dazu kann so-
wohl mit dem gesamten Protein als auch mit extrazel-
luldren Teilsequenzen immunisiert werden.

Immunisierung und Gewinnung von polyklonalen An-
tikdrpern

[0227] Verschiedenste Immunisierungsprotokolle
sind publiziert. Eine Spezies (z.B. Kaninchen, Mau-
se) wird durch eine erste Injektion des gewtlinschten
Zielproteins immunisiert. Durch eine zweite oder drit-
te Immunisierung innerhalb eines definierten Zeit-
raums (ca. 2-4 Wochen nach der letzten Immunisie-
rung) lasst sich die Immunantwort des Tieres gegen
das Immunogen verstarken. Wiederum nach ver-
schiedenen definierten Zeitabstdanden (1. Blutung
nach 4 Wochen, anschlieRend alle 2-3 Wochen bis zu
5 Entnahmen) wird den Tieren Blut enthommen und
Immunserum gewonnen. Die so entnommenen Im-
munseren enthalten polyklonalen Antikdrper, mit de-
nen das Zielprotein im Western Blot, durch die Durch-
flusszytometrie, Immunfluoreszenz oder Immunhisto-
chemie nachgewiesen und charakterisiert werden
kann.

[0228] Die Immunisierung der Tiere erfolgt in der
Regel uber eines von vier gut etablierten Verfahren,
wobei auch andere Verfahren existieren. Immunisiert
werden kann dabei mit flir das Zielprotein spezifi-
schen Peptiden, dem gesamten Protein, mit extrazel-
lularen Teilsequenzen eines Proteins, das experi-
mentell oder tber Pradiktionsprogramme identifiziert
werden kann. Da die Pradiktionsprogramme nicht im-
mer fehlerfrei arbeiten wird u.U. auch mit zwei Doma-
nen gearbeitet, die voneinander durch eine Trans-
membrandomane getrennt sind. Eine der beiden Do-
manen muss dann extrazellular sein, was dann expe-
rimentell belegt werden kann (siehe nachstehend).
Die Durchfuihrung einer Immunisierung wird als Ser-
vice von verschiedenen Dienstleistern kommerziell
angeboten.
(1) Im ersten Fall werden Peptide (Lange: 8-12
Aminosauren) Uber in vitro Verfahren synthetisiert
(durch einen kommerziellen Service moglich) und
diese Peptide zur Immunisierung verwendet. In
der Regel erfolgen 3 Immunisierungen (z.B. mit
einer Konzentration von 5-100 pg/Immunisie-
rung).
(2) Alternativ kann die Immunisierung durch re-
kombinante Proteine erfolgen. Dazu wird die klo-
nierte DNA des Zielgens in einen Expressionsvek-
tor kloniert und das Zielprotein analog den Bedin-
gungen des jeweiligen Herstellers (z.B. Roche Di-
agnostics, Invitrogen, Clontech, Qiagen) z.B. zell-
frei in vitro, in Bakterien (z.B. E. coli), in Hefe (z.B.
S. pombe), in Insektenzellen oder in Sdugetierzel-
len synthetisiert. Dabei ist auch die Synthese des
Zielproteins mit Hilfe von viralen Expressionssys-
temen mdoglich (z.B. Baculovirus, Vacciniavirus,
Adenovirus). Nach Synthese in einem der Syste-
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me wird das Zielprotein aufgereinigt. Die Aufreini-
gung erfolgt dabei in der Regel tber chromatogra-
phische Verfahren. Dabei kénnen auch Proteine
fur die Immunisierung verwendet werden, die Gber
einen molekularen Anker als Hilfsmittel zur Reini-
gung verfugen (z.B. His-Tag, Qiagen; FLAG-Tag,
Roche Diagnostics; GST-Fusionsproteine). Eine
Vielzahl von Protokollen befinden sich z.B. in den
,Current Protocols in Molecular Biology", John Wi-
ley & Sons Ltd., Wiley InterScience. Nach Reini-
gung des Zielproteins erfolgt eine Immunisierung
wie vorstehend beschrieben.

(3) Falls eine Zelllinie zur Verfligung steht, die das
gewinschte Protein endogen synthetisiert, kann
auch diese Zelllinie direkt zur Herstellung des
spezifischen Antiserums verwendet werden. Die
Immunisierung erfolgt dabei in 1-3 Injektionen mit
jeweils ca. 1-5 x 107 Zellen.

(4) Die Immunisierung kann auch durch Injektion
von DNA (DNA-Immunisierung) erfolgen. Dazu
wird das Zielgen zunachst in einen Expressions-
vektor kloniert, so dass die Zielsequenz unter der
Kontrolle eines starken eukaryontischen Promo-
tors steht (z.B. CMV-Promotor). Anschlie3end
wird DNA (z.B. 1-10 pg pro Injektion) als Immuno-
gen mit einer ,gene gun" in stark durchblutete, ka-
pillare Bereiche eines Organismus transferiert
(z.B. Maus, Kaninchen). Die transferierte DNA
wird von Zellen des Tieres aufgenommen, das
Zielgen wird exprimiert und das Tier entwickelt
schliellich eine Immunantwort gegen das Zielpro-
tein (Jung et al., Mol. Cells 12: 41-49, 2001; Kasin-
rerk et al, Hybrid Hybridomics 21: 287-293,
2002).

Gewinnung monoklonaler Antikdrper

[0229] Monoklonale Antikérper werden traditionell
mit Hilfe der Hybridoma Technologie hergestellt
(Technische Details: siehe ,Monoclonal Antibodies: A
Practical Approach" von Philip Shepherd, Christo-
pher Dean ISBN 0-19-963722-9; ,Antibodies: A La-
boratory Manual" von Ed Harlow, David Lane ISBN:
0879693142, ,Using Antibodies: A Laboratory Manu-
al: Portable Protocol NO" von Edward Harlow, David
Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447). Als ein neues
Verfahren wird auch die so genannte ,SLAM" Tech-
nologie eingesetzt. Hierbei werden B-Zellen aus Voll-
blut isoliert und die Zellen monoklonalisiert. Anschlie-
Rend wird der Uberstand der vereinzelten B-Zelle auf
ihre Antikdrperspezifitat hin analysiert. Im Gegensatz
zur Hybridomatechnologie wird anschlieend die va-
riable Region des Antikérpergens durch eine Einzel-
zell-PCR amplifiziert und in einen geeigneten Vektor
kloniert. Auf diese Art und Weise wird die Gewinnung
von monoklonalen Antikérpern beschleunigt (de
Wildt et al. J. Immunol. Methods 207:61-67, 1997).
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5. Validierung der Targets mit proteinchemischen
Verfahren unter Verwendung von Antikdrpern

[0230] Mit den Antikdrpern, die wie vorstehend be-
schrieben herstellbar sind, lassen sich eine Reihe
von wichtigen Aussagen zu dem Targetprotein tref-
fen. Im Einzelnen sind die nachstehenden Analysen
zur Validierung des Zielproteins sinnvoll:

Spezifitat des Antikdrpers

[0231] Um zu zeigen, dass ein Antikorper spezifisch
nur an das gewilnschte Zielprotein bindet, eignen
sich am besten auf Zellkultur-basierende Tests mit
anschlieBendem Western Blot (verschiedene Variati-
onen sind z.B. in ,Current Protocols in Proteinche-
mistry", John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience,
beschrieben). Fir den Nachweis werden Zellen mit
einer cDNA fiir das Zielprotein transfiziert, die unter
Kontrolle eines starken eukaryontischen Promotors
steht (z.B. Cytomegalievirus-Promotor; CMV). Zur
Transfektion von Zelllinien mit DNA sind die verschie-
densten Verfahren (z.B. Elektroporation, auf Liposo-
men basierende Transfektion, Kalziumphosphatpra-
zipitation) gut etabliert (z.B. Lemoine et al., Methods
Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). Alternativ kbénnen auch
Zelllinien verwendet werden, die das Zielgen endo-
gen exprimieren (Nachweis Uber Zielgen-spezifische
RT-PCR). Zur Kontrolle werden im Experiment im
Idealfall homologe Gene mit transfiziert, um im fol-
genden Western Blot die Spezifitdt des analysierten
Antikdrpers nachweisen zu kénnen.

[0232] Im anschlieRenden Western Blot werden Zel-
len aus Zellkultur oder Gewebeproben, die das Ziel-
protein enthalten kdénnten, in einer 1%igen SDS L6-
sung lysiert und die Proteine dabei denaturiert. Die
Lysate werden auf 8-15%igen denaturierenden Poly-
acrylamidgelen (enthalten 1 % SDS) der GréRRe nach
elekrophoretisch aufgetrennt (SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese, SDS-PAGE). Anschlieend wer-
den die Proteine durch eines von mehreren Blotting
Verfahren (z.B. semi-dry Elektroblot; Biorad) auf eine
spezifische Membran transferiert (z.B. Nitrozellulose,
Schleicher & Schiuill). Auf dieser Membran kann das
gewunschte Protein sichtbar gemacht werden. Dazu
wird die Membran zunachst mit dem Antikoérper, der
das Zielprotein erkennt (Verdiinnung ca. 1:20-1:200,
je nach Spezifitdt des Antikdrpers), fir 60 Minuten in-
kubiert. Nach einem Waschschritt wird die Membran
mit einem zweiten, mit einem Marker (z.B. Enzyme
wie Peroxidase oder alkalische Phosphatase) gekop-
pelten Antikorper inkubiert, der den ersten Antikorper
erkennt. In einer Farb- oder chemilumineszenten Re-
aktion kann anschlieend das Zielprotein auf der
Membran sichtbar gemacht werden (z.B. ECL,
Amersham Bioscience). Ein Antikérper mit einer ho-
hen Spezifitat fir das Zielprotein sollte im Idealfall nur
das gewunschte Protein selbst erkennen.

30/113



DE 10 2005 013 846 A1

Lokalisation des Zielproteins

[0233] Zur Bestatigung der im ,in silico"-Ansatz
identifizierten Membranlokalisation des Zielproteins
werden verschiedene Verfahren verwendet. Ein
wichtiges und gut etabliertes Verfahren unter Ver-
wendung der vorstehend beschriebenen Antikérper
ist die Immunfluoreszenz (IF). Dazu werden Zellen
etablierter Zelllinien benutzt, die entweder das Ziel-
protein synthetisieren (Nachweis der RNA in der
RT-PCR oder des Proteins im Western Blot) oder
aber mit Plasmid-DNA transfiziert worden sind. Zur
Transfektion von Zelllinien mit DNA sind die verschie-
densten Verfahren (z.B. Elektroporation, auf Liposo-
men basierende Transfektion, Kalziumphosphatpra-
zipitation) gut etabliert (z.B. Lemoine et al., Methods
Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). Das in die Zellen transfi-
zierte Plasmid kann bei der Immunfluoreszenz das
unmodifizierte Protein kodieren oder aber auch un-
terschiedliche Aminosauremarker an das Zielprotein
koppeln. Die wichtigsten Marker sind z.B. das fluo-
reszierende ,green fluorescent protein" (GFP) in sei-
nen verschiedenen differentiell fluoreszierenden For-
men, kurze Peptidsequenzen von 6-12 Aminosauren,
fur die hoch affine und spezifische Antikrper zur Ver-
figung stehen, oder die kurze Aminosauresequenz
Cys-Cys-X-X-Cys-Cys, die uber ihre Cysteine spezi-
fische fluoreszierende Substanzen binden kann (Invi-
trogen). Zellen, die das Zielprotein synthetisieren,
werden z.B. mit Paraformaldehyd oder Methanol fi-
xiert. AnschlieBend kénnen die Zellen bei Bedarf
durch Inkubation mit Detergenzien (z.B. 0,2% Triton
X-100) permeabilisiert werden. AnschlieRend werden
die Zellen mit einem primaren Antikérper inkubiert,
der gegen das Zielprotein oder gegen einen der ge-
koppelten Marker gerichtet ist. Nach einem Wasch-
schritt wird der Ansatz mit einem zweiten, mit einem
fluoreszierenden Marker (z.B. Fluorescin, Texas Red,
Dako) gekoppelten Antikorper inkubiert, der an den
ersten Antikérper bindet. Anschlielend werden die
so markierten Zellen mit Glycerin Uberschichtet und
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops nach den An-
gaben des Herstellers analysiert. Spezifische Fluo-
reszenzemissionen werden dabei, abhangig von den
eingesetzten Substanzen, durch spezifische Anre-
gung erreicht. Die Analyse erlaubt in der Regel die si-
chere Lokalisation des Zielproteins, wobei zur Besta-
tigung der Antikdrperqualitdt und des Zielproteins in
Doppelfarbungen zuséatzlich zum Zielprotein auch die
gekoppelten Aminosauremarker oder andere Mar-
kerproteine angefarbt werden, deren Lokalisation be-
reits in der Literatur beschrieben ist. Ein Sonderfall
stellt das GFP und seine Derivate dar, die direkt an-
geregt werden kdénnen und selbst fluoreszieren. Die
Membranpermeabilitat, die durch den Einsatz von
Detergenzien gesteuert werden kann, erlaubt in der
Immunfluoreszenz die Demonstration, ob ein immu-
nogenes Epitop innerhalb oder auRerhalb der Zelle
lokalisiert ist. Die Pradiktion der ausgewahlten Prote-
ine kann so experimentell untermauert werden. Alter-
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nativ kann der Nachweis von extrazellularen Doma-
nen mittels Durchflusszytometrie erfolgen. Dazu wer-
den Zellen unter nicht permeabilisierenden Bedin-
gungen (z.B. mit PBS/Na-Azid/2% FCS/5 mM EDTA)
fixiert und im Durchflusszytometer nach Angaben
des Herstellers analysiert. Nur extrazellulare Epitope
kénnen bei diesem Verfahren von dem zu analysie-
renden Antikérper erkannt werden. Im Unterschied
zu Immunfluoreszenz kann durch Verwendung von
z.B. Propidiumiodid oder Trypanblau zwischen toten
und lebenden Zellen unterschieden werden und da-
mit falsch positive Ergebnisse vermieden werden.

[0234] Ein weiterer wichtiger Nachweis erfolgt durch
die Immunhistochemie (IHC) an spezifischen Gewe-
beproben. Ziel dieses Verfahrens ist es, die Lokalisa-
tion eines Proteins in einem funktionell intakten Ge-
webeverband zu identifizieren. Die IHC dient im ein-
zelnen dazu, um (1) die Menge an Zielprotein in Tu-
mor- und Normalgeweben abschatzen zu kdnnen, (2)
zu analysieren, wie viele Zellen in Tumor- und gesun-
dem Gewebe das Zielgen synthetisieren, und (3) den
Zelltyp in einem Gewebe (Tumor, gesunde Zellen) zu
definieren, in dem das Zielprotein nachweisbar ist. Al-
ternativ kdnnen die Proteinmengen eines Zielgens
durch Gewebsimmunfluoreszenz mittels Digitalka-
mera und geeigneter Software (z.B. Tillvision,
Till-photonics, Deutschland) quantifiziert werden. Die
Technologie ist haufig publiziert worden, Details fur
Farbung und Mikroskopie sind daher z.B. ,Diagnostic
Immunohistochemistry" von David J., MD Dabbs |IS-
BN: 0443065667 oder in ,Microscopy, Immunohisto-
chemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light
and Electron Microscopy" ISBN: 0306467704 zu ent-
nehmen. Zu beachten ist, dass aufgrund der Eigen-
schaften von Antikérpern unterschiedliche Protokolle
verwendet werden missen (nachstehend ist ein Bei-
spiel beschrieben), um zu einem aussagekraftigen
Ergebnis zu kommen.

[0235] In der Regel werden histologisch definierte
Tumorgewebe und als Referenz vergleichbare ge-
sunde Gewebe in der IHC eingesetzt. Als Positiv- und
Negativkontrollen kdnnen dabei auch Zelllinien die-
nen, bei denen die Prasenz des Zielgens durch
RT-PCR Analysen bekannt ist. Eine Hintergrundkon-
trolle ist immer mitzufiihren.

[0236] Formalin-fixierte (ein anderes Fixierungsver-
fahren mit z.B. Methanol ist auch méglich) und in Pa-
raffin eingebettete Gewebestlicke mit einer Dicke von
4um werden auf einem Glastrager aufgebracht und
z.B. mit Xylol deparaffiniert. Die Proben werden mit
TBS-T gewaschen und in Serum blockiert. Anschlie-
Rend erfolgt die Inkubation mit dem ersten Antikérper
(Verdiinnung: 1:2 bis 1:2000) fur 1-18 Stunden, wo-
bei in der Regel affinitdtsgereinigete Antikérper ver-
wendet werden. Nach einem Waschschritt erfolgt
eine ca. 30-60 minltige Inkubation mit einem zweiten
Antikorper, der mit einer Alkalischen Phosphatase
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(alternativ: z.B. Peroxidase) gekoppelt und gegen
den ersten Antikdrper gerichtet ist. Anschliefend er-
folgt eine Farbreaktion unter Verwendung der Alkali-
schen Phosphatase (vgl. beispielsweise Shi et al., J.
Histochem. Cytochem. 39: 741-748, 1991; Shin et al.,
Lab. Invest. 64: 693-702, 1991). Zum Nachweis der
Antikoérper-Spezifitat kann die Reaktion durch vorhe-
rige Zugabe des Immunogens kompetitiert werden.

Analyse von Proteinmodifikationen

[0237] Sekundare Proteinmodifikationen wie zum
Beispiel N- und O-Glykosylierungen oder Myristilie-
rungen kdnnen die Zuganglichkeit von immunogenen
Epitopen behindern oder sogar ganz verhindern und
damit die Wirksamkeit von Antikérpertherapien in
Frage stellen. Zudem konnte vielfach nachgewiesen
werden, dass sich Art und Menge der sekundaren
Modifikationen in Normal- und Tumorgewebe unter-
scheiden (z.B. Durand & Seta, 2000; Clin. Chem. 46:
795-805; Hakomori, 1996; Cancer Res. 56: 5309-18).
Die Analyse dieser Modifikationen ist daher essentiell
fur den Therapieerfolg eines Antikérpers. Potentielle
Bindestellen lassen sich durch spezifische Algorith-
men pradizieren.

[0238] Die Analyse von Proteinmodifikationen er-
folgtin der Regel im Western Blot (siehe vorstehend).
Vor allem Glykosylierungen, die in der Regel eine
Grole von mehreren kDa haben, flihren zu einer gro-
Reren Gesamtmasse des Zielproteins, die sich in der
SDS-PAGE auftrennen lasst. Zum Nachweis von
spezifischen O- und N-glycosidischen Bindungen
werden Proteinlysate vor der Denaturierung durch
SDS mit O- oder N-Glykosylasen inkubiert (nach An-
gaben des jeweiligen Herstellers, z.B. PNgase, En-
doglykosidase F, Endoglykosidase H, Roche Diag-
nostics). AnschlieBend erfolgt ein Western Blot wie
vorstehend beschrieben. Bei Verringerung der GroRRe
eines Zielproteins kann so nach Inkubation mit einer
Glykosidase eine spezifische Glykosylierung nach-
gewiesen und auf diesem Weg auch die Tumorspezi-
fitat einer Modifikation analysiert werden.

Funktionsanalyse des Zielgens

[0239] Die Funktion des Zielmolekils kann ent-
scheidend fiir seinen therapeutischen Nutzen sein,
so dass funktionelle Analysen ein wichtiger Baustein
bei der Charakterisierung von therapeutisch nutzba-
ren Molekilen sind. Die Funktionsanalyse kann ent-
weder in Zellen in Zellkulturexperimenten oder aber
in vivo mit Hilfe von Tiermodellen erfolgen. Dabei wird
das Gen des Zielmolekiils entweder durch Mutation
ausgeschaltet (,knockout") oder aber die Zielse-
quenz in die Zelle bzw. den Organismus eingefigt
(,knockin"). Man kann so funktionelle Veranderungen
im zellularen Kontext einerseits durch den Funktions-
verlust des zu analysierenden Genes (,loss of func-
tion") analysieren. Im zweiten Fall lassen sich Veran-
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derungen analysieren, die durch die Ergdnzung des
analysierten Genes verursacht werden (,gain of func-
tion").

a. Funktionsanalyse in Zellen

[0240] Transfektion. Zur Analyse des ,gain of func-
tion" muss das Gen des Zielmolekils in die Zelle
transferiert werden. Dazu werden Zellen mit einer
DNA tansfiziert, die die Synthese des Zielmolekiils
erlauben. In der Regel steht das Gen des Zielmole-
klls dabei unter Kontrolle eines starken eukaryonti-
schen Promotors (z.B. Cytomegalievirus-Promotor;
CMV). Zur Transfektion von Zelllinien mit DNA sind
die verschiedensten Verfahren (z.B. Elektroporation,
auf Liposomen basierende Transfektion, Kalzium-
phosphatprazipitation) gut etabliert (z.B. Lemoine et
al., Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997). Das Gen
kann dabei entweder ohne genomische Integration
transient oder aber mit genomischer Integration nach
Selektion mit z.B. Neomycin stabil synthetisiert wer-
den.

[0241] RNA interference (siRNA). Eine Expressi-
onsinhibition des Zielgens, die unter Umstanden ei-
nen vollstdndigen Funktionsverlust des Zielmolekuls
in Zellen induziert, kann durch die ,RNA interference"
(siRNA) Technologie in Zellen erzeugt werden (Han-
non, GJ. 2002. RNA interference. Nature 418:
244-51; Czauderna et al. 2003. Nucl. Acid Res. 31:
670-82). Dazu werden Zellen mit kurzen, ca. 20-25
Nukleotide langen, doppelstrangigen RNA Molekilen
transfiziert, die fur das Zielmolekll spezifisch sind.
Ein enzymatischer Prozess fuhrt anschliefend zum
Abbau der spezifischen RNA des Zielgens, was in ei-
ner verminderten Expression des Zielproteins resul-
tiert, und ermdglicht damit die funktionelle Analyse
des Zielgens.

[0242] Zelllinien, die mittels Transfektion oder siR-
NA modifiziert wurden, kénnen anschlief’end auf un-
terschiedliche Art und Weise analysiert werden.
Nachstehend sind die gelaufigsten Beispiele aufge-
fuhrt.

1. Proliferation und Zellzyklusverhalten

[0243] Eine Vielzahl von Verfahren sind zur Analyse
der Zellproliferation etabliert und werden von ver-
schiedenen Unternehmen kommerziell angeboten
(z.B. Roche Diagnostics, Invitrogen, Details zu den
Testverfahren sind in den zahlreichen Applikations-
protokollen beschrieben). Die Zellzahl in Zellkulturex-
perimenten lasst sich durch einfaches Auszahlen
oder durch kolometrische Tests ermitteln, die die me-
tabolische Aktivitat der Zellen messen (z.B. wst-1,
Roche Diagnostics). Metabolische Testverfahren
messen indirekt Uber enzymatische Marker die Zell-
zahl in einem Experiment. Direkt kann die Zellprolife-
ration durch Analyse der DNA Syntheserate z.B.
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durch Zugabe von Bromdesoxyuridin (BrdU) gemes-
sen werden, der Nachweis des integrierten BrdU er-
folgt Uber spezifische Antikdrper kolometrisch.

2. Apoptose und Zytotoxizitat

[0244] Eine grolRe Anzahl von Testsystemen zum
Nachweis von zellularer Apoptose und von Zytotoxi-
zitat sind verflgbar. Ein entscheidendes Charakteris-
tikum ist die spezifische, enzymabhangige Fragmen-
tierung der genomischen DNA, die irreversibel ist und
sicher zum Tod der Zelle fuhrt. Verfahren zum Nach-
weis dieser spezifischen DNA Fragmente sind kom-
merziell erhaltlich. Als zusatzliches Verfahren steht
der ,TUNEL assay" zur Verfligung, der DNA Einzel-
strangbriiche auch in Gewebeschnitten nachweisen
kann. Zytotoxizitat wird vor allem Uber eine verander-
te Zellpermeabilitdt nachgewiesen, die als Marker fir
den Vitalitdtszustand von Zellen dient. Dazu werden
entweder im Zellkulturiiberstand Marker analysiert,
die normalerweise intrazellular zu finden sind. Alter-
nativ kann auch die Aufnahmefahigkeit von Farbmar-
kern analysiert werden, die von intakten Zellen nicht
aufgenommen werden. Die bekanntesten Beispiele
fur Farbmarker sind Trypanblau und Propidiumiodid,
ein Ublicher intrazellulédrer Marker ist die Laktatdehy-
drogenase, die im Uberstand enzymatisch nachge-
wiesen werden kann. Unterschiedliche Testsysteme
stehen von verschiedenen kommerziellen Anbietern
(z.B. Roche Diagnostics, Invitrogene) zur Verfigung.

3. Migrationsassay

[0245] Die Fahigkeit von Zellen zur Migration wird in
einem spezifischen Migrationstest vorzugsweise mit
Hilfe einer Boyden Kammer (Corning Costar) analy-
siert (Cinamon G., Alon R. J. Immunol. Methods.
2003 Feb; 273(1-2):53-62; Stockton et al. 2001. Mol.
Biol. Cell. 12: 1937-56). Dazu werden Zellen auf ei-
nem Filter mit spezifischer PorengréfRRe kultiviert. Zel-
len, die migrieren kénnen, sind in der Lage, durch
diesen Filter in ein weiteres darunter liegendes Kul-
turgefal® zu wandern. Eine anschlieRende mikrosko-
pische Analyse erlaubt dann die Bestimmung eines
moglicherweise veranderten Migrationsverhaltens,
dass durch den ,gain of function" bzw. ,loss of func-
tion" des Zielmolekils induziert wurde.

b. Funktionsanalyse in Tiermodellen

[0246] Alternativ zu Zellkulturexperimenten bieten
sich zur Analyse der Zielgenfunktion aufwendige in
vivo Experimente in Tiermodellen an. Diese Modelle
haben im Vergleich zu den zellbasierenden Verfah-
ren den Vorteil, dass sie Fehlentwicklungen bzw.
Krankheiten nachweisen kdnnen, die erst im Kontext
des gesamten Organismus nachweisbar sind. Eine
Vielzahl von Modellen fir humane Erkrankungen sind
inzwischen verfiigbar (Abate-Shen & Shen. 2002.
Trends in Genetics S1-5; Matsusue et. al. 2003. J.
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Clin. Invest. 111:737-47). Verschiedene Tiermodelle
wie zum Beispiel Hefe, Nematoden oder Zebrafische
sind inzwischen intensiv charakterisiert worden. Be-
vorzugte Modelle sind aber im Vergleich zu anderen
Spezies mammale Tiermodelle wie zum Beispiel die
Maus (Mus musculus), weil sie die biologischen Pro-
zesse im humanen Kontext am besten abbilden kon-
nen. Fur Mause sind in den letzten Jahren sowohl
transgene Verfahren etabliert worden, die neue Gene
in das Mausgenom integrieren (,gain of function";
Jegstrup |. et al. 2003. Lab Anim. 2003
Jan.;37(1):1-9). Alternativ werden durch andere me-
thodische Ansatze Gene im Mausgenom ausge-
schaltet und so ein Funktionsverlust eines ge-
wlinschten Gens induziert (knockout Modelle, ,loss
of function"; Zambrowicz BP & Sands AT. 2003. Nat.
Rev. Drug Discov. 2003 Jan;2(1):38-51; Niwa H.
2001. Cell Struct. Funct. 2001 Jun;26(3):137-48.);
technische Details sind vielfaltig publiziert.

[0247] Nach Generierung der Mausmodelle kénnen
Veranderungen, die durch das Transgen bzw. durch
den Funktionsverlust eines Gens induziert wurden,
im Kontext des Gesamtorganismus analysiert wer-
den (Balling R, 2001. Ann. Rev. Genomics Hum. Ge-
net. 2:463-92). So sind zum Beispiel Verhaltenstests
genauso wie biochemische Untersuchen etablierter
Blutparameter moglich. Histologische Analysen, Im-
munhistochemie oder die Elektronenmikroskopie er-
moglichen die Charakterisierung von Veranderungen
auf zellularer Ebene. Das spezifische Expressions-
muster eines Genes kann durch eine in situ Hybridi-
sierung nachgewiesen werden (Peters T. et. al. 2003.
Hum. Mol. Genet 12: 2109-20).

Ausfihrungsbeispiel

Beispiel 1: Identifizierung der SEQ ID NO: 1/2 als di-
agnostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0248] Die SEQ ID NO: 1 (Nukleinsduresequenz)
wird von einem neuen Gen auf Chromosom 6
(6g26-27) kodiert und reprasentiert die abgeleitete
Proteinsequenz (SEQ ID NO: 2). Ein alternatives of-
fenes Leseraster dieses Genlocus ist SEQ ID NO :
267, die fur die abgeleitete Proteinsequenz SEQ ID
NO: 268 kodiert. Beide Proteinsequenzen zeigen kei-
ne Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0249] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer spezifischen quantitativen RT-PCR (Pri-
merpaar SEQ ID NO: 3 und 4) die Menge der gen-
spezifischen Transkripte in gesundem Gewebe und
in Karzinomproben untersucht. Das Transkript liel3
sich in keiner der analysierten Normalgewebe nach-
weisen. Uberraschend detektierten wir ganz spezi-
fisch substantielle Mengen dieses Transkripts in fast
allen untersuchten Melanomproben, obwohl das Gen
in normaler Haut als Ursprungsgewebe nicht expri-
miert ist (Abb. 1). Durch eine konventionelle RT-PCR
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wurde die Selektivitat dieses Markers fur Melanome
bestéatigt. (Abb. 2). Uberraschend amplifizierten wir
dabei zwei Fragmente, die genspezifische Varianten
(wahrscheinlich SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 267)
widerspiegeln.

[0250] Wir zeigen damit, dass dieses Gen ein abso-
lut spezifischer Marker flir Melanomzellen ist und
durch sein fehlen in jedem untersuchten Normalge-
webe flr zielgerichtete Therapie- und Diagnostik An-
satze als Biomarker geeignet ist.

[0251] Insbesondere extrazellulare Anteile von SEQ
ID NO: 2 bzw. 268 kénnen erfindungsgemal als Ziel-
struktur von monoklonalen Antikérpern genutzt wer-
den. Dies betrifft u.a. folgende Epitope: Aminosauren
1-50, bezogen auf die SEQ ID NO: 2; Aminosauren
1-12, bezogen auf die SEQ ID NO: 268, Aminosauren
70-88 bezogen auf die SEQ ID NO: 2, Aminosauren
33-129 bezogen auf die SEQ ID NO: 268, sowie SEQ
ID NO: 281.

[0252] Erfindungsgemal sind therapeutisch auch
andere zielorientierte Ansatze wie Vakzine und The-
rapien mit ,small compounds" denkbar, die nur die-
ses Gen als Zielstruktur haben und somit keine ge-
sunden Zellen betreffen. Auch diagnostisch kann die-
ses Gen aufgrund seiner Selektivitat fir Tumorzellen
genutzt werden.

Beispiel 2: Identifizierung der SEQ ID NO: 5/6 als di-
agnostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0253] Die SEQ ID NO: 5 (Nukleinsduresequenz)
wird von einem neuen Gen auf Chromosom 11 (11 g
12.1) kodiert und reprasentiert die abgeleitete Prote-
insequenz (SEQ ID NO 6). Ein alternatives offenes
Leseraster dieses Genlokus ist SEQ ID NO: 269, die
fur die abgeleitete Proteinsequenz SEQ ID NO: 270
kodiert. Beide Proteinsequenzen zeigen keine Ho-
mologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0254] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer genspezifischen quantitativen RT-PCR
(Primerpaar SEQ ID NO: 7 und 8) die Menge der gen-
spezifischen Transkripte in gesundem Gewebe und
in Karzinomproben (jeweils Pool von Proben) unter-
sucht. Spezifische RNA detektierten wir mit Ausnah-
me von Testis gar nicht oder aber nur in geringen
Mengen in den von uns untersuchten gesunden Ge-
weben (Abb. 3; A: quantitative RT-PCR; B: Gelbild).
Der Lokus exprimiert demnach ein keimzellspezifi-
sches Genprodukt mit stringenter Unterdriickung der
Expression in normalen somatischen Geweben. Al-
lerdings ist das Gen in vielen Tumorproben aktiviert,
spezifische RNA war in substantiellen Mengen nach-
weisbar (Abb. 3 und Abb. 4). Die héchste Pravalenz
und Expressionshéhe fanden wir in Nierenzelltumo-
ren. Aber auch in Magen-, Pankreas-, HNO- und Lun-
gentumoren waren spezifische Transkripte nach-
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weisbar. Um die Expression von diesem Genlokus
zusatzlich zu belegen, wurde zusatzlich ein Northern
Blot durchgefuihrt. Dazu wurde eine Sonde in einer
spezifischen PCR der Primer SEQ ID NO: 7 und 8 un-
ter Einbau von Digoxygenin-dUTP (Roche Diag-
nostics) nach Angaben des Herstellers hergestellt.
Die Sonde wurde anschlieRend mit 2 pg (Abb. 5a,
Spur 1) bzw. 1 yg (Abb. 5a, Spur 2) Gesamt-RNA
aus Testisgewebe hybridisiert und das Digoxygenin
der Sonde anschlieRend in einer spezifischen Farb-
reaktion nachgewiesen. Ein ca. 3,1 kB grolRes, gen-
spezifisches Fragment konnte in dem Experiment
nachgewiesen (Abb. 5a) und bestatigte somit zu-
satzlich die Expressiondieses Lokus.

[0255] Der Genlokus ist somit ein typischer Vertreter
der Klasse der sog. Cancer/Testis-Antigene, die in
Normalgeweben fast ausschlie3lich in den Keimzel-
len der Testis exprimiert sind. In Tumoren jedoch wer-
den Cancer/Testis-Antigene haufig eingeschaltet, ob-
wohl sie in den zugrunde liegenden somatischen
Normalgewebszellen nicht exprimiert werden. Meh-
rere Mitglieder dieser funktionell und strukturell hete-
rogenen Klasse werden aufgrund ihrer attraktiven se-
lektiven Gewebsverteilung bereits flir spezifische im-
muntherapeutischen Ansatze bei Krebserkrankun-
gen in Phase /Il Studien getestet (z.B. Scanlan MJ,
Gure AO, Jungbluth AA, OId LJ, Chen YT. 2002. Im-
munol Rev. 2002 Oct; 188: 22-32).

[0256] Zur Herstellung von Antikdrpern kénnen u.a.
die Peptide SEQ ID NO: 282 und 283 genutzt wer-
den. Insbesondere die extrazellularen Doméanen der
SEQ ID NO: 6 bzw. SEQ ID NO: 270 kénnen erfin-
dungsgemal als Zielstruktur von monoklonalen Anti-
kérpern genutzt werden. Die Immunisierung von Tie-
ren mit diesen Peptiden resultierte in der Verfiigbar-
keit von Antikérpern, mit denen wir die Daten der
PCR-Untersuchung auch auf Proteinebene durch im-
munhistochemische Untersuchungen bestatigen
konnten. Immunhistochemische Farbungen von Tes-
tis als Positivkontrolle aber auch von Nierentumoren
(Abb. 5b) zeigten, dass dieses neu entdeckte Gen-
produkt tatsachlich zu Protein translatiert wird, dass
es nicht in Normalgeweben auf3er Testis, aber in Tu-
moren nachweisbar ist, und dass Tumorzellen eines
Patienten tatsachlich auf der Oberflache angefarbt
werden. Des weiteren unterstiitzen diese Daten,
dass dieses Genprodukt mit seiner aullerordentli-
chen Tumorzell-Selektivitat als Zielstruktur fir einen
therapeutisch und diagnostisch einsetzbaren Antikor-
per dienen kann, wie auch dass prinzipiell solche An-
tikorper gegen dieses Genprodukt generiert werden
kénnen.

Beispiel 3: Identifizierung von LOC203413 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0257] Das Gen bzw. Protein des Genlokus
LOC203413 (Nukleinsduresequenz: SEQ ID NO: 9;
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Aminosauresequenz: SEQ ID NO 10) ist ein bisher
nicht charakterisiertes Gen auf dem X-Chromosom
(Xg24). Es hat auBer einer Transmembrandomane
keine weiteren funktionellen Motive und keine Homo-
logien zu bereits bekannten Proteinen.

[0258] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer LOC203413-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 11 und 12) die
Menge des Transkripts in gesundem Gewebe und in
Karzinomproben (Abb. 6a, b, c). LOC203413-spezi-
fische RNA lasst sich mit Ausnahme von Testis in kei-
nem der von uns untersuchten gesunden Geweben
nachweisen. LOC203413 ist demnach ein keimzell-
spezifisches Genprodukt, dessen Transkription in
normalen somatischen Geweben stringent unter-
druckt wird. Wie Abb.6a, b, c zeigen, waren
LOC203413-spezifische Transkripte in Tumoren be-
stimmter Organe, insbesondere in Magen, Pankre-
as-, Osophagus-, Mamma-, Ovarial- und Prostata-
karzinomen, nachweisbar, obwohl sie in entspre-
chenden Normalgeweben nicht detektierbar sind. Die
Haufigkeit von Patienten, die diesen Marker tragen,
liegt je nach Tumortyp zwischen 40-70%.

[0259] LOC203413 ist somit ein typischer Vertreter
der Klasse der sog. Cancer/Testis-Antigene, die in
Normalgeweben ausschlieBlich in den Keimzellen
der Testis exprimiert sind. In Tumoren jedoch werden
Cancer/Testis-Antigene haufig eingeschaltet, obwohl
sie in den zugrunde liegenden somatischen Normal-
gewebszellen nicht exprimiert werden. Mehrere Mit-
glieder dieser funktionell und strukturell heterogenen
Klasse werden aufgrund ihrer attraktiven selektiven
Gewebsverteilung bereits fur spezifische immunthe-
rapeutischen Ansatze bei Krebserkrankungen in
Phase I/l Studien getestet (z.B. Scanlan MJ, Gure
AO, Jungbluth AA, Old LJ, Chen YT. 2002. Immunol
Rev. 2002 Oct; 188: 22-32).

[0260] Insbesondere die extrazellulare Domane von
LOC203413 kann erfindungsgemaR als Zielstruktur
von monoklonalen Antikdrpern genutzt werden. So
sind die Aminosauren 22-113 (SEQ ID NO: 284) als
Epitope interessant. In der Sequenz sind bezogen
auf die SEQ ID NO: 10 an den Aminosaureposition
34 und 83 konservierte N-Glykosylierungsmotive lo-
kalisiert, die sich unter Umstanden besonders fir die
Herstellung von tumorspezifischen Antikdrpern eig-
nen. Zur Herstellung von LOC203413-spezifischen
Antikérpern wurden die unter SEQ ID NO: 285 und
286 aufgefiihrten Peptide verwendet.

[0261] Wir konnten nachweisen, dass solche Anti-
korper spezifisch Zellen, die mit dem genannten Gen-
produkt transfiziert sind und es exprimieren, anfarben
kann (Abb. 7). Dies unterstutzt, dass dieses Genpro-
dukt in Tumorzellen nachgewiesen werden kann und
sich als Zielstruktur fir einen therapeutisch und diag-
nostisch einsetzbaren Antikdrper eignet, wie auch
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dass prinzipiell solche Antikérper gegen dieses Gen-
produkt generiert werden kénnen. Erfindungsgeman
sind therapeutisch auch andere zielorientierte Ansat-
ze wie Vakzine und Therapien mit ,small compounds"
denkbar, die nur dieses Gen als Zielstruktur haben
und somit keine gesunden Zellen betreffen. Auch di-
agnostisch kann dieses Gen aufgrund seiner Selekti-
vitat fir Tumorzellen genutzt werden.

Beispiel 4: Identifizierung von LOC90625 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0262] Das Gen LOC90625 (Nukleinsauresequenz:
SEQ ID NO: 13) ist ein bisher nicht charakterisiertes
Gen auf Chromosom 21 (21922.3). Es kodiert fir ein
Protein (Aminosauresequenz: SEQ ID NO: 14) mit ei-
ner Transmembrandomane aber ansonsten keinerlei
Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0263] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer LOC90625-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 15 und 16) die
Menge an genspezifischen Transkripten in gesun-
dem Gewebe und in Karzinomproben untersucht
(Abb. 8a, b). LOC90625 ist in gesundem Gewebe
sehr selektiv exprimiert, spezifische Transkripte sind
vor allem in dem Testis nachweisbar. Gering oder gar
nicht nachweisbar war die LOC90625-spezifische
Expression in allen anderen analysierten gesunden
Geweben (Abb. 8a, b).

[0264] Uberraschenderweise  detektierten  wir
LOC90625-spezifische Uberexpression in verschie-
denen Tumortypen. Insbesondere in Prostata-, Oso-
phagus- und Pankreaskarzinomen war LOC90625 im
Vergleich zu den jeweiligen gesunden Gewebepro-
ben stark tberexprimiert (Abb. 8a, b)

[0265] LOC90625 ist ein selektiv exprimiertes Anti-
gen, das offensichtlich in proliferierenden Geweben
verstarkt exprimiert wird. Diese selektive Uberex-
pression in Tumoren ist diagnostisch und therapeu-
tisch nutzbar.

[0266] Insbesondere die extrazellulare Domane von
LOC90625 kann erfindungsgemal als Zielstruktur
von monoklonalen Antikdrpern genutzt werden. Dies
kénnen z.B. 1-19 (SEQ ID NO: 287) oder aber die
Aminosauren 40-160 (SEQ ID NO: 288) sein. Zur
Herstellung von LOC203413-spezifischen Antikor-
pern wurden die Peptide gemaf SEQ ID NO: 289 und
290 verwendet.

[0267] Wir konnten nachweisen, dass ein solcher
Antikdrper spezifisch Zellen, die mit dem genannten
Genprodukt transfiziert sind und es exprimieren, an-
farben kann (Abb. 9a). Auch weist dieser Antikérper
im Western Blot eindeutig ein Protein in der richtigen
GroéRe nach (Abb. 9b). Immunhistochemische Far-
bungen von Testis als Positivkontrolle aber auch von
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Prostatatumoren (Abb. 9c) zeigten, dass dieses neu
entdeckte Genprodukt tatsachlich zu Protein transla-
tiert wird, dass es nicht in Normalgeweben aul3er
Testis, aber in Tumoren nachweisbar ist, und dass
Tumorzellen eines Patienten tatsachlich auf der
Oberflache angefarbt werden. Des weiteren unter-
stltzen diese Daten, dass dieses Genprodukt mit sei-
ner aulierordentlichen Tumorzell-Selektivitat als Ziel-
struktur fur einen therapeutisch und diagnostisch ein-
setzbaren Antikorper dienen kann, wie auch dass
prinzipiell solche Antikérper gegen dieses Genpro-
dukt generiert werden koénnen.

[0268] Erfindungsgemal sind therapeutisch auch
andere zielorientierte Ansatze wie Vakzine und The-
rapien mit ,small compounds" denkbar, die nur die-
ses Gen als Zielstruktur haben und somit keine ge-
sunden Zellen betreffen. Auch diagnostisch kann die-
ses Gen aufgrund seiner Selektivitat fir Tumorzellen
genutzt werden.

Beispiel 5: Identifizierung des Proteins FAM26A als
diagnostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0269] Das Gen FAM26A (SEQ ID NO: 17;
NM_182494), das auf Chromosom 10 (10924) lokali-
siert ist, kodiert das Genprodukt der SEQ ID NO: 18
(NP_872300). FAM26A besitzt mehrere Transmemb-
randomanen. An Aminosaureposition 142 ist ein Mo-
tiv fur eine N-Glykosylierung lokalisiert.

[0270] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer FAM26A-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 19 und 20) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Geweben und in Tumorproben untersucht (Abb. 10).
Uberraschend konnten wir die Uberexpression von
FAM26A in verschiedenen Tumoren nachweisen.
Insbesondere in Ovarial-, Magen-, Osophagus-, Pan-
kreas- und Lebertumoren war FAM26A im Vergleich
zum dazugehdrenden gesunden Gewebe deutlich
starker exprimiert. Die selektiv hohe Expression von
FAMZ26A in verschiedenen Tumorgeweben kann er-
findungsgemaf fir molekulare diagnostische Verfah-
ren wie z.B. RT-PCR zum Nachweis von Tumorzellen
in Gewebebiopsien genutzt werden.

[0271] FAM26A-spezifische Antikbrper wurden
durch Immunisierung von Tieren hergestellt, unter
anderem unter Verwendung der unter SEQ ID NO
291 und 292 aufgefiihrten Peptide. Die Spezifitat der
Antikérper wurde durch Western Blot-Analyse in
COS-Zellen, die mit einem fur ein FAM26-Fragment
kodierenden Plasmidkonstrukt transfiziert worden
waren, nachgewiesen (Abb. 11). In der Western
Blot-Analyse war auch eine klare Uberexpression in
verschiedenen Zervix-, Ovarial- und Pankreastumor-
biopsien verschiedener Patienten (Abb. 12), wie
auch in den RT-PCR-positiven Zelllinien SW480,
EFO 27 und SNU 16 (Abb. 13) nachweisbar. Dabei
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fanden wir neben einer erwarteten ca. 40 kDa grof3en
Proteinbande auch eine ca. 50 kDa grof3e spezifische
Bande, die ein posttranslational modifiziertes Protein
darstellt.

[0272] Das endogene FAM26A-Protein konnte in
SW480-Zellen mittels Immunfluoreszenz unter Ver-
wendung eines SEQ ID NO: 291-spezifischen Anti-
kérpers nachgewiesen werden. Die Analyse zeigt
eine Lokalisation in der Plasmamembran (Abb. 14).
Durch immunhistochemische Farbungen mit dem
Antikorper wiesen wir das Genprodukt auch in Pati-
entenmaterial nach (Abb. 15: A Pankreastumor, B
Testis). Immunhistochemische Farbungen von Testis
als Positivkontrolle aber auch von Pankreastumoren
zeigten, dass dieses neu entdeckte Genprodukt tat-
sachlich zu Protein translatiert wird, dass es nicht in
Normalgeweben auler Testis, aber in Tumoren nach-
weisbar ist, und dass Tumorzellen eines Patienten
tatsachlich auf der Oberflache angefarbt werden.
Des weiteren unterstltzen diese Daten, dass dieses
Genprodukt mit seiner auRerordentlichen Tumor-
zell-Selektivitat als Zielstruktur fir einen therapeu-
tisch und diagnostisch einsetzbaren Antikorper die-
nen kann, wie auch dass prinzipiell solche Antikorper
gegen dieses Genprodukt generiert werden kénnen.
Insbesondere die extrazelluldren Doméanen von
FAM26A koénnen erfindungsgemal als Zielstrukturen
von monoklonalen Antikdrpern genutzt werden. Dies
sind bezogen auf die SEQ ID NO: 17 die Aminosau-
ren 38-48 (SEQ ID NO: 293) sowie die Aminosauren
129-181 (SEQ ID NO: 294). Alternativ kbnnten auch
die C-terminalen Aminosauren 199-334 (SEQ ID NO:
295) bevorzugte Epitope fur die Herstellung von An-
tikérpern fir diagnostische oder therapeutische Zwe-
cke sein. Zusatzlich kann das N-Glykosylierungsmo-
tiv an Position 142 ein interessanter Angriffspunkt fur
therapeutische Antikdrper sein.

[0273] Erfindungsgemal sind auch therapeutisch
auch andere zielorientierte Ansatze wie Vakzine und
Therapien mit ,small compounds" denkbar, die nur
dieses Gen als Zielstruktur haben und somit keine
gesunden Zellen betreffen. Auch diagnostisch kann
dieses Gen aufgrund seiner Selektivitat fur Tumorzel-
len genutzt werden.

Beispiel 6: Identifizierung von SEMA5B als diagnos-
tisches und therapeutisches Krebs-Target

[0274] Das Gen Semaphorin 5B (SEMA5B; SEQ ID
NO: 21), dass das Protein der SEQ ID NO: 22 kodiert,
ist auf Chromosom 3 (3921.1) lokalisiert. SEMASB ist
ein Typ-I-Transmembranprotein und gehoért zur Fami-
lie der Semaphorine.

[0275] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer SEMASB-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 23 und 24) die
Menge an genspezifischen Transkripten in gesun-
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dem Gewebe und in Karzinomproben untersucht
(Abb. 16). Wir fanden SEMA5B in gesundem Gewe-
be sehr selektiv auf Testis und Haut beschrankt. Ge-
ring oder gar nicht nachweisbar war die
SEMASB-spezifische Expression in allen anderen
analysierten gesunden Geweben (Abb. 16). Uberra-
schend fanden wir dagegen in einigen Tumortypen,
insbesondere in Nierenkarzinomen und Brusttumo-
ren, im Vergleich zu ihren gesunden Geweben eine
SEMA5B-spezifische  Uberexpression. (Abb. 17A,
B).

[0276] Die selektive Uberexpression in Tumoren ist
therapeutisch nutzbar.

[0277] Insbesondere die extrazellulare Domane von
SEMASB (Aminosauren 20-1035; SEQ ID NO: 296)
kann erfindungsgemaR als Zielstruktur von Antikor-
pern genutzt werden. SEMA5B ist ein Typ-I-Trans-
membrandomanenprotein (TM-Aminosauren
1035-1057), dessen C-Terminus im Inneren der Zelle
lokalisiert ist (Aminosauren: 1058-1151). Zur Herstel-
lung SEMASB-spezifischer Antikdrper wurden die
Peptide gemall SEQ ID NO: 297 und 298 verwendet.

Beispiel 7: Identifizierung von GJB5 als diagnosti-
sches und therapeutisches Krebs-Target

[0278] Das Protein GBJ5 (Nukleinsauresequenz:
SEQ ID NO: 25; Aminosauresequenz: SEQ ID NO:
26) ist ein Mitglied der Connexin-Familie. Das Gen
besteht aus zwei Exons und liegt auf Chromosom 1
(1p35.1). Die abgeleitete Aminosauresequenz ko-
diert fur ein Protein mit 273 Aminosauren. Connexine
haben eine wichtige Funktion bei Zell-Zell-Kontakten
Uber sogenannte ,Gap Junctions", die dem Aus-
tausch von kleinen cytoplasmatischen Molekiilen, lo-
nen und Sekundartransmittern dienen und somit die
Kommunikation zwischen individuellen Zellen ermdg-
lichen. Gap Junctions bestehen aus mehreren
Connexinuntereinheiten, die einen Membrankanal
ausbilden. Bisher wurden 11 verschiedene Mitglieder
der Connexine beschrieben, die alle in einem Gen-
kluster auf Chromosom 1 lokalisiert sind (Richard, G.;
Nature Genet. 20: 366-369, 1998). GBJ5 hat vier
Transmembrandomanen, der N- und C-Terminus des
Proteins sind im Innern der Zelle lokalisiert.

[0279] Erfindungsgemal wurde nach Etablierung
einer GBJ5-spezifischen quantitativen RT-PCR (Pri-
merpaar SEQ ID NO: 27, 28) die Menge der genspe-
zifischen Transkripte in gesundem Gewebe und in
Karzinomproben untersucht (Pool von Proben, die
Anzahl ist in der Abb. angegeben). Unsere Untersu-
chungen zeigen eine differentielle Verteilung der Ex-
pression in Normalgeweben. GBJ5-Transkripte fan-
den wir fast ausschlieBlich im Osophagus und in der
Haut exprimiert, in allen anderen analysierten Gewe-
ben, ist eine Transkription sehr schwach oder nicht
nachweisbar (Abb. 18a). Uberraschenderweise stell-
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ten wir fest, dass verschiedene Tumorgewebe (hier-
zu zahlen Osophagus-, Kolon-, Magen-, Lunge-, Zer-
vix-, Kopf/Hals- und Pankreaskarzinomen) im Ver-
gleich zu den jeweiligen Normalgeweben eine starke
Uberexpression dieses Genproduktes aufweisen
(Abb. 18a, b, c, d).

[0280] Insbesondere die extrazellularen Domanen
von GBJ5 kénnen erfindungsgemal als Zielstruktur
von therapeutischen Antikdrpern genutzt werden.
Bezogen auf die SEQ ID NO: 26 sind die Aminosau-
ren 41-75 (SEQ ID NO: 299) sowie der Bereich zwi-
schen den Aminosauren 150 und 187 (SEQ ID NO:
300) extrazellular lokalisiert. Zur Herstellung von
GJB5-spezifischen Antikérpern wurden die Peptide
mit der SEQ ID NO: 301 und 302 verwendet und fihr-
ten zur erfolgreichen Herstellung von spezifischen
Antikérpern, die lediglich das entsprechende Molekil
im Western Blot erkennen (Abb. 19).

Beispiel 8: Identifizierung von KLKS5 als diagnosti-
sches und therapeutisches Krebs-Target

[0281] Das Gen KLK5 (SEQ ID NO: 29) und sein
Translationsprodukt (SEQ ID NO: 30) ist ein Mitglied
der Kallikrein Familie, einer Gruppe von Serinprotea-
sen mit unterschiedlichsten physiologischen Funktio-
nen. Das Gen liegt auf Chromosom 19
(19913.3-13.4) und kodiert fir eine Serinprotease.
KLK5 wird als Proform synthetisiert und im Stratum
Corneum durch Proteolyse aktiviert. (Brattsand, M et
al; J. Biol. Chem. 274: 1999). Die aktive Protease
(Aminosauren 67-293) wird sekretiert und ist im Pro-
zess der Hautabschilferung beteiligt. Das Propeptid
(Aminosauren 30-67) verbleibt Uber die Transmemb-
randomane (Aminosauren 1-29) an der Zelloberfla-
che gebunden (Ekholm, E et al; Jour Investigative
Dermatol, 114; 2000).

[0282] Erfindungsgemall wurde nach Etablierung
einer KLK5-spezifischen quantitativen RT-PCR (Pri-
merpaar SEQ ID NO: 31, 32) die selektive Verteilung
von KLK5-spezifischen Transkripten in Karzinompro-
ben im Vergleich zu gesundem Gewebe untersucht
(Abb. 20). In den meisten Normalgeweben ist KLK5
sehr gering bis gar nicht exprimiert, eine moderate
Expression von KLK5 fanden wir lediglich in Testis,
Osophagus, Haut und Prostata. Eine signifikante
Uberexpression von KLK5 zu den entsprechenden
normalen Herkunftsgeweben detektierten wir in Tu-
moren, namlich Osophaguskarzinomen, Zervix-, so-
wie in HNO-Tumoren (Abb. 20). Eine deutliche
schwachere, aber nachweisbare KLK5-spezifische
Expression konnte zudem in einigen Tumoren ande-
rer Gewebe nachgewiesen werden (z.B. in Magen-
und Pankreaskarzinomen).

[0283] Insbesondere die extrazellulare Domane von
KLKS5 kann erfindungsgemaf als Zielstruktur von the-
rapeutischen Antikérpern genutzt werden (SEQ ID
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NO: 303). Ein Teil dieser Domane wird nach Ver-
schiebung des Proteins an die Zelloberflache abge-
spalten und sezerniert. Dieser Teil des Proteins ist als
Epitop flr therapeutische Antikbrper weniger geeig-
net als vorzugsweise der Bereich des Propeptids
(Aminosaure 30 bis 67), der nach Prozessierung des
zu sekretierenden Anteils an die Zellmembran veran-
kert verbleibt. Zur Herstellung von KLK5-spezifischen
Antikérpern wurden das Peptid gemal SEQ ID NO:
304 verwendet. Im Western Blot ist die Spezifitat die-
ses Peptides fir die Sequenz das Genproduktes
KLK5 gezeigt (Abb. 21a). Dieser Antikorper farbt
auch in der Immunhistochemie Tumoren. Dies wird
beispielhaft fur Brusttumoren gezeigt, in denen die-
ses Protein stark angereichert ist, wahrend in norma-
lem Brustdriisengewebe kein Protein nachweisbar ist
(Abb. 21b).

[0284] Diese Daten unterstitzen, dass dieses Gen-
produkt tatsachlich zu Protein translatiert wird, dass
es nicht in Normalgeweben aulier Testis, aber in Tu-
moren nachweisbar ist, und dass Tumorzellen eines
Patienten tatsachlich auf der Oberflache angefarbt
werden. Des weiteren unterstitzen diese Daten,
dass dieses Genprodukt mit seiner auf3erordentli-
chen Tumorzell-Selektivitat als Zielstruktur fiir einen
therapeutisch und diagnostisch einsetzbaren Antikor-
per dienen kann, wie auch dass prinzipiell solche An-
tikérper gegen dieses Genprodukt generiert werden
kénnen.

Beispiel 9: Identifizierung von LOC352765 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0285] Der Genlokus LOC352765 ist auf Chromo-
som 9 (9934.12) lokalisiert, sein Gen (SEQ ID NO:
33) kodiert ein das Genprodukt der SEQ ID NO: 34.
Das LOC352765-Protein besitzt eine Transmemb-
randomane am N-Terminus. Das hypothetische Pro-
tein zeigt keine Homologien zu bereits bekannten
Proteinen.

[0286] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer LOC352765-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 35 und 36) die
Menge an genspezifischen Transkripten in gesun-
dem Gewebe und in Karzinomproben (Pool von Pro-
ben) untersucht (Abb. 22). LOC352765 ist in gesun-
dem Gewebe sehr selektiv exprimiert, spezifische
Transkripte fanden wir lediglich in der Testis, der Haut
und der Blase nachweisbar. Dagegen konnte in eini-
gen Tumortypen eine LOC352765-spezifische Uber-
expression nachgewiesen werden. Insbesondere in
Brusttumoren lag die Expression Uber der des am
starksten exprimierenden Normalgewebes (Abb. 22,
Abb. 23). Auch in Kolon- und Ovarialkarzinomen und
in HNO-Tumoren fanden wir LOC352765 deutlich
Uberexprimiert.

[0287] LOC352765 ist aufgrund seiner selektiven
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Uberexpression in Tumoren therapeutisch nutzbar.
Insbesondere die extrazelluldare Domane von
LOC352765 (Aminosauren 44-211, SEQ ID NO: 34)
kann erfindungsgemaR als Zielstruktur von Antikor-
pern und anderen zielgerichteten Therapieformen
genutzt werden. Zur Herstellung von spezifischen
Antikérpern wurde die Peptide gemall SEQ ID NO:
305 und 306 verwendet.

Beispiel 10: Identifizierung von SVCT1 als diagnosti-
sches und therapeutisches Krebs-Target

[0288] Das Gen SVCT1 (SEQ ID NO: 37) ist auf
Chromosom 7 (7q33) lokalisiert und kodiert fir das
Genprodukt der SEQ ID NO 38. Das SVCT1 Protein
hat vier Transmembrandomanen und zeigt keine Ho-
mologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0289] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer SVCT1-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 39 und 40) die
Menge an genspezifischen Transkripten in gesun-
dem Gewebe und in Karzinomproben (Pool von Pro-
ben) untersucht (Abb. 24). SVCT1 ist in gesunden
Gewebe selektiv auf Niere, Testis, Thymus und der
Brustdriise beschrankt. Uberraschend konnte dage-
gen in einigen Tumortypen eine SVCT1-spezifische
Uberexpression nachgewiesen werden. Insbesonde-
re in Nieren-, Zervix-, Osophagus- und Pankreaskar-
zinomen und in HNO-Tumoren ist SVCT1 stark Uber-
exprimiert (Abb. 24, Abb. 25A, B) und zwar nicht nur
im Vergleich zum entsprechenden gesunden Her-
kunftsgewebe, sondern auch im Bezug auf das am
starksten exprimierende Normalgewebe Uberhaupt.

[0290] SVCT1 ist aufgrund seiner selektiven Uber-
expression in Tumoren therapeutisch nutzbar. Insbe-
sondere die extrazellularen Doméanen von SVCT1
kénnen erfindungsgemal als Zielstruktur von Anti-
koérpern oder anderen zielgerichteten Therapiefor-
men genutzt werden. Zur Herstellung spezifischer
Antikérper wurden die Peptide der SEQ ID NO: 307
und 308 verwendet.

Beispiel 11: Identifizierung von LOC199953 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0291] Das Gen bzw. Protein des Genlokus
LOC199953 (Nukleinsduresequenz: SEQ ID NO: 41;
Aminosauresequenz: SEQ ID NO: 42) ist auf Chro-
mosom 1 (1936.22) lokalisiert. Das Protein besitzt
mehrere Transmembrandomanen. Alternative offene
Leserahmen dieses Genlokus stellen die SEQ ID NO:
271 mit ihrem Genprodukt SEQ ID NO: 272 und die
SEQ ID NO: 273 mit dem dazugehdrigen Genprodukt
SEQ ID NO: 274 dar. Daruber hinaus zeigt das hypo-
thetische Protein keine weiteren Homologien zu be-
reits bekannten Proteindomanen.

[0292] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
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rung einer LOC199953-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 43 und 44) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht. LOC
199953 ist in gesunden Geweben selektiv exprimiert
und in einigen Tumoren Uberexprimiert. Insbesonde-
re konnte in HNO- und Nierenkarzinomen (Abb. 26)
in ca. 50% der Tumorproben eine Uberexpression im
Vergleich zu Normalgeweben identifiziert werden.

[0293] Die extrazellularen Domanen von
LOC199953 kdnnen erfindungsgemal als Zielstruk-
tur von Antikérpern genutzt werden.

Beispiel 12: Identifizierung von TMEM31 als diagnos-
tisches und therapeutisches Krebs-Target

[0294] Das Gen TMEM31 (SEQ ID NO: 45) des
Genlokus LOC203562 ist auf Chromosom X (Xq22.2)
lokalisiert. Das Gen kodiert flir das Protein der SEQ
ID NO: 46. Das Protein hat zwei Transmembrando-
manen und zeigt sonst keine Homologien zu bereits
bekannten Proteinen.

[0295] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer TMEMS31-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 47 und 48) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht.
TMEM31 ist in gesunden Geweben sehr selektiv vor
allem auf Testis beschrankt (Abb. 27). Uberraschen-
derweise finden wir auch Expression in einigen Tu-
mortypen (dies sind insbesondere Nieren-, Kolon-,
Magen-, Brust-, Leber-, Lungen- und HNO-Karzino-
me), wahrend in den korrespondierenden Normalge-
weben keine Expression feststellbar war. (Abb. 27,
Abb. 28A, B).

[0296] TMEM31 ist somit ein typischer Vertreter der
Klasse der sog. Cancer/Testis-Antigene, die in Nor-
malgeweben ausschlie3lich in den Keimzellen der
Testis exprimiert sind. In Tumoren jedoch werden
Cancer/Testis-Antigene haufig eingeschaltet, obwohl
sie in den zugrunde liegenden somatischen Normal-
gewebszellen nicht exprimiert werden. Mehrere Mit-
glieder dieser funktionell und strukturell heterogenen
Klasse werden aufgrund ihrer attraktiven selektiven
Gewebsverteilung bereits fur spezifische immunthe-
rapeutischen Ansatze bei Krebserkrankungen in
Phase I/l Studien getestet (z.B. Scanlan MJ, Gure
AO, Jungbluth AA, Old LJ, Chen YT. 2002. Immunol
Rev. 2002 Oct; 188: 22-32).

[0297] Die extrazellularen Domanen von TMEM31
kénnen erfindungsgemal als Zielstruktur von Anti-
korpern genutzt werden.
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Beispiel 13: Identifizierung von FLJ25132 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0298] Das Gen/Protein FLJ25132 (Nukleinsaure-
sequenz: SEQ ID NO: 49; Aminosauresequenz: SEQ
ID NO: 50) ist auf Chromosom 17 (17g25.3) lokali-
siert. FLJ25132 besitzt eine Transmembrandomane,
sonst zeigen sich keine Homologien zu bereits be-
kannten Proteinen.

[0299] Erfindungsgemall wurde nach der Etablie-
rung einer FLJ25132-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 51 und 52) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht.
FLJ25132 ist in den von uns untersuchten Karzinom-
proben im Vergleich zum gesunden Gewebe teilwei-
se Uberexprimiert (Abb. 29). Insbesondere in Ovari-
al- und in Prostatakarzinomen konnte eine deutliche
Uberexpression von FLJ25132 nachgewiesen wer-
den.

[0300] Die extrazellularen Domanen von FLJ25132
kénnen erfindungsgemal als Zielstruktur von Anti-
kérpern genutzt werden.

Beispiel 14: Identifizierung von LOC143724,
LOC284263, LOC283435 und LOC349260 als diag-
nostische und therapeutische Krebs-Targets

[0301] Die Genloci (mit den entsprechend kodierten
Genen und Genprodukten) LOC143724,
LOC284263, LOC283435 und LOC349260 sind auf-
grund ihres &hnlichen Profils zusammengefasst.

[0302] Das im Genlokus LOC143724 enthaltene
Gen mit der SEQ ID NO: 53 auf Chromosom 11
(11913.1) kodiert als Genprodukt die SEQ ID NO: 54.
Ein alternatives offenes Leseraster dieses Genlokus
ist durch die SEQ ID NO: 275 mit ihrem Genprodukt
SEQ ID NO: 276 reprasentiert und stellt entweder ein
eigenstandiges Transkript oder eine Spleivariante
von SEQ ID NO: 53 dar. Fur die genspezifische Am-
plifikation des Gens wurden die Primer gemafl SEQ
ID NO: 55 und 56 verwendet.

[0303] Das im Genlokus LOC284263 enthaltene
Gen mit der SEQ ID NO: 89 auf Chromosom 18
(18g21.1) kodiert das Genprodukt mit der SEQ ID
NO: 90. Fur die genspezifische Amplifikation des
Gens wurden die Primer gemaR SEQ ID NO: 91 und
92 verwendet.

[0304] Das im Genlokus LOC283435 enthaltene
Gen mit der SEQ ID NO: 117 auf Chromosom 12
(12924.32) kodiert das Genprodukt mit der SEQ ID
NO: 118. Fir die genspezifische Amplifikation des
Gens wurden die Primer gema SEQ ID NO: 119 und
120 verwendet. Das im Genlokus LOC349260 ent-
haltene Gen mitder SEQ ID NO: 121 auf Chromosom
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9 (9911.2) kodiert das Genprodukt mit der SEQ ID
NO: 122. Fur die genspezifische Amplifikation des
Gens wurden die Primer gemaf SEQ ID NO: 123 und
124 verwendet. Alle Proteine besitzen Transmemb-
randomanen und zeigen zuséatzlich keine Homologi-
en zu bereits bekannten Proteinen.

[0305] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung von spezifischen quantitativen RT-PCR Analy-
sen die Menge der genspezifischen Transkripte in
gesundem Gewebe und in Karzinomproben unter-
sucht. Alle vier Gene lassen sich mit Ausnahme von
Testis in keinem der von uns untersuchten gesunden
Gewebe nachweisen. Die Gene sind demnach mit
hoher Wahrscheinlichkeit keimzellspezifisch. Uberra-
schenderweise findet man aber signifikante Expres-
sion in verschiedenen Tumorproben.

[0306] Die vier Gene sind somit typische Vertreter
der Klasse der sog. Cancer/Testis-Antigene, die in
Normalgeweben ausschlieBlich in den Keimzellen
der Testis exprimiert sind. In Tumoren jedoch werden
Cancer/Testis-Antigene haufig eingeschaltet, obwohl
sie in den zugrunde liegenden somatischen Normal-
gewebszellen nicht exprimiert werden. Mehrere Mit-
glieder dieser funktionell und strukturell heterogenen
Klasse werden aufgrund ihrer attraktiven selektiven
Gewebsverteilung bereits fur spezifische immunthe-
rapeutischen Ansatze bei Krebserkrankungen in
Phase I/l Studien getestet (z.B. Scanlan MJ, Gure
AO, Jungbluth AA, Old LJ, Chen YT. 2002. Immunol
Rev. 2002 Oct; 188: 22-32).

[0307] Die extrazellularen Domanen der vier Gene
kénnen erfindungsgemal als Zielstruktur von Anti-
korpern genutzt werden.

Beispiel 15: Identifizierung der SEQ ID NO: 57 als di-
agnostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0308] Die Sequenz gemall SEQ ID NO: 57 ist von
einem Gen auf Chromosom 1 (1p21.3) abgeleitet und
kodiert die Proteinsequenz gemall SEQ ID NO: 58.
Ein alternatives Transkript des Genlokus ist durch die
Sequenz gemall SEQ ID NO: 277 mit seinem Gen-
produkt SEQ ID NO: 278 reprasentiert. Das Trans-
membranprotein zeigt keine Homologien zu bereits
bekannten Proteinen.

[0309] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer spezifischen quantitativen RT-PCR (Pri-
merpaar SEQ ID NO: 59 und 60) die Menge der gen-
spezifischen Transkripte in gesundem Gewebe und
in Karzinomproben untersucht. Die SEQ ID NO: 57 ist
in den von uns untersuchten gesunden Geweben se-
lektiv exprimiert (Abb. 30). Spezifische Transkripte
waren in fast allen analysierten Tumortypen nach-
weisbar und insbesondere in Leber-, HNO- und Nie-
rentumoren Uberexprimiert. Dies konnte bei der Ana-
lyse einzelner Tumorproben im Vergleich zu gesun-

2006.10.05
den Gewebeproben bestatigt werden (Abb. 31A-D).

[0310] Die extrazellularen Domanen der SEQ ID
NO: 58 kénnen erfindungsgeman als Zielstruktur von
Antikérpern genutzt werden, insbesondere die Ami-
nosauren 20-38 und 90-133 sind extrazellular lokali-
siert.

Beispiel 16: Identifizierung von LOC119395 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0311] Das im Genlokus LOC119395 auf Chromo-
som 17 (17925.3) enthaltene Gen mit der SEQ ID
NO: 61 kodiert ein Genprodukt mit der SEQ ID NO:
62. Das Transmembranprotein zeigt keine Homologi-
en zu bereits bekannten Proteinen.

[0312] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC119395-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 63 und 64) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht
(Abb. 32). LOC119395 ist in den von uns untersuch-
ten gesunden Geweben sehr selektiv exprimiert und
nur in wenigen Geweben nachweisbar (Abb. 32).
Dagegen waren LOC119395 spezifische Transkripte
in fast allen analysierten Tumortypen nachweisbar.
Insbesondere in Magen-, Ovarial- und Prostatakarzi-
nomen war eine zum Teil deutliche tumorselektive
Uberexpression von LOC119395 zu beobachten.
Dies konnte bei der Analyse einzelner Tumorproben
im Vergleich zu gesunden Gewebeproben bestatigt
werden (Abb. 33A-C). Im Vergleich zum jeweiligen
gesunden Gewebe war eine Uberexpression von
LOC119395 war in Mammakarzinomen und in Oso-
phagustumoren nachweisen. Eine tumorselektive
Expression konnte in Kolon- und in Magenkarzino-
men identifiziert werden (Abb. 33 C).

[0313] Die extrazellulare Doméane von LOC119395
(Aminosauren 44-129) kann erfindungsgemal als
Zielstruktur von Antikérpern genutzt werden.

Beispiel 17: Identifizierung von LOC121838 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0314] Das im Genlokus LOC121838 auf Chromo-
som 13 (13914.11) lokalisierte Gen mit dem Trans-
kript der SEQ ID NO: 65 kodiert das Protein mit der
SEQ ID NO: 66. Das Transmembranprotein zeigt kei-
ne Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0315] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC121838-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 67 und 68) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht
(Abb. 34A). LOC121838 ist in den von uns unter-
suchten gesunden Geweben sehr selektiv exprimiert
und nur in wenigen Geweben nachweisbar
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(Abb. 34A und B). Dagegen waren LOC121838 spe-
zifische Transkripte in vielen analysierten Tumorty-
pen nachweisbar. Insbesondere in Ovarial- und Oso-
phaguskarzinomen fanden wir eine deutliche tumor-
selektive Uberexpression von LOC121838.

[0316] Die extrazellularen Domanen von
LOC121838 kodnnen erfindungsgemal als Zielstruk-
tur von Antikérpern genutzt werden.

Beispiel 18: Identifizierung von LOC221103 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0317] Das im Genlokus LOC221103 auf Chromo-
som 11 (11912.3) lokalisierte Gen mit dem Transkript
der SEQ ID NO: 69 kodiert das Protein mit der SEQ
ID NO: 70. Das Transmembranprotein zeigt keine
Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0318] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC221103-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 71 und 72) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht.
LOC221103 ist in den von uns untersuchten gesun-
den Geweben lediglich in der Leber exprimiert und
ansonsten nicht nachweisbar (Abb. 35). Uberra-
schenderweise sind LOC221103-spezifische Trans-
kripte in Leberkarzinomen tberexprimiert. (Abb. 36).

[0319] Die extrazellularen Domanen von
LOC221103 koénnen erfindungsgemal als Zielstruk-
tur von Antikérpern genutzt werden.

Beispiel 19: Identifizierung von LOC338579 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0320] Das im Genlokus LOC338579 auf Chromo-
som 10 (10g11.21) lokalisierte Gen mit dem Trans-
kript der SEQ ID NO: 73 kodiert das Protein mit der
SEQ ID NO: 74. Das Transmembranprotein zeigt kei-
ne Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0321] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC338579-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 75 und 76) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht. Expres-
sion fanden wir in gesunden Geweben ausschlief3lich
in Testis und schwacher in der Leber und im Thymus.
Uberraschenderweise fanden wir eine Uberexpressi-
on von LOC338579 in Kolon- und Leberkarzinomen
im Vergleich zum gesunden Gewebe (Abb. 37).

[0322] Die extrazellularen Domanen von
LOC338579 kodnnen erfindungsgemal als Zielstruk-
tur von Antikérpern genutzt werden.
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Beispiel 20: Identifizierung von LOC90342 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0323] Das im Genlokus LOC90342 auf Chromo-
som 2 (2q11.2) lokalisierte Gen mit dem Transkript
der SEQ ID NO: 77 kodiert das Protein mit der SEQ
ID NO: 78. Das Transmembranprotein enthalt ein in
Proteinkinase C und verschiedenen Phospholipasen
konserviertes calciumbindendes Motiv (Ca1B).

[0324] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC90342-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 79 und 80) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht
(Abb. 38). LOC90342 fanden wir nur in einer kleinen
Anzahl gesunder Geweben, von denen die meisten
wenig toxizitatsrelevant sind (Abb. 38). Dagegen
fanden wir LOC90342 spezifische Transkripte in ei-
ner Vielzahl der analysierten Tumortypen. Insbeson-
dere in Magen-, Leber-, Pankreas-, Prostata-, Ovari-
al- und Lungenkarzinomen war eine zum Teil deutlich
tumorselektive Uberexpression von LOC90342 zu
beobachten.

[0325] Das Membranprotein besitzt eine einzige
Transmembrandoméane (Aminosauren 707-726). Die
extrazelluldare Doméane von LOC90342 kann erfin-
dungsgemal als Zielstruktur von therapeutischen
Antikdrpern genutzt werden.

Beispiel 21: Identifizierung von LRFN1 als diagnosti-
sches und therapeutisches Krebs-Target

[0326] LRFN1 (SEQ ID NO: 81) ist ein Gen, das auf
Chromosom 19 (19913.2) lokalisiert ist. Das Gen ko-
diert fur das Protein der SEQ ID NO: 82 Das Protein
enthalt eine Transmembrandoméane und zeigt Homo-
logien zur Myb-DNA-Bindungsdoméane und zu einer
Immunglobulindomane vom C2-Typ.

[0327] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LRFN1-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 83 und 84) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht. LRFN1
ist in den meisten untersuchten Normalgeweben bis
auf aktivierte PBMC und Hirn sehr schwach expri-
miert. (Abb. 39). Dagegen fanden wir LRFN1 spezifi-
sche Transkripte in einigen der analysierten Tumorty-
pen verstarkt nachweisbar. Insbesondere in Magen-,
Pankreas-, Osophagus- und Brustkarzinomen fan-
den wir eine deutliche tumorselektive Uberexpressi-
on von LRFN1 im Vergleich zu den dazugehorigen
Normalgeweben.

[0328] Das Protein enthalt eine Transmembrando-
mane (Aminosauren 448-470). Die extrazellularen
Domaéanen von LRFN1 kénnen erfindungsgemaR als
Zielstruktur von therapeutischen Antikérpern genutzt
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werden.

Beispiel 22: Identifizierung von LOC285916 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0329] Das im Genlokus LOC285916 auf Chromo-
som 7 (7p22.3) lokalisierte Gen mit dem Transkript
der SEQ ID NO: 85 kodiert das Protein mit der SEQ
ID NO: 86. Das Transmembranprotein zeigt keine
Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0330] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC285916-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 87 und 88) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht.
LOC285916 ist in den von uns untersuchten gesun-
den Geweben selektiv in Testis exprimiert, in allen
anderen untersuchten Geweben konnten wir das
Gen nicht oder nur gering nachweisen (Abb. 40A).
Uberraschenderweise fanden wir LOC285916-spezi-
fische Transkripte in allen getesteten Tumortypen.
Insbesondere in Brust-, Osophagus-, Nieren-, HNO-
und Lungenkarzinomen war eine deutliche tumorspe-
zifische Uberexpression nachweisbar (Abb. 40A und
B).

[0331] Die extrazellularen Domanen von
LOC285916 (Aminosauren 42 bis 93) kénnen erfin-
dungsgemal als Zielstruktur von Antikdrpern genutzt
werden.

Beispiel 23: Identifizierung von MGC71744 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0332] Das Gen MGC71744 mit der SEQ ID NO: 93
auf Chromosom 17 (17p13.2) kodiert das Protein mit
der SEQ ID NO: 94. Das Transmembranprotein zeigt
keine Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

[0333] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer MGC71744-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 95 und 96) die
Menge an genspezifischen Transkripten in gesun-
dem Gewebe und in Karzinomproben (Pool von Pro-
ben) untersucht (Abb. 41). MGC71744 ist in gesun-
dem Gewebe kaum exprimiert. Geringe Mengen spe-
zifischer Transkripte fanden wir lediglich in der Lunge
und in der Milz. Gering oder gar nicht nachweisbar
war die MGC71744-spezifische Expression in allen
anderen analysierten gesunden Geweben
(Abb. 41A). Uberraschend fanden wir dagegen in ei-
nigen Tumortypen, insbesondere in Nierenkarzino-
men eine MGC71744-spezifische Uberexpression
(Abb. 41A und B) im Vergleich zu gesundem Gewe-
be bestatigt werden.

[0334] Insbesondere die extrazellulare Domane von
MGC71744 (N-Terminus, Aminosauren 67-85) kann
erfindungsgeman als Zielstruktur von Antikérpern ge-
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nutzt werden.

Beispiel 24: Identifizierung von LOC342982 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0335] Das im Genlokus LOC342982 auf Chromo-
som 19 (19p13.13) lokalisierte Gen mit dem Trans-
kript der SEQ ID NO: 97 kodiert das Protein mit der
SEQ ID NO: 98. Das Transmembranprotein zeigt Ho-
mologien zur Kohlenhydratbindungsdomane des
C-Typ der Lektine.

[0336] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC342982-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 99 und 100) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben (Pool von Proben)
untersucht. LOC342982-spezifische RNA ist selektiv
exprimiert, in vielen analysierten Normalgewebe war
nur eine geringe oder keine Expression nachweisbar
(Abb. 42). Hingegen zeigen fast alle der getesteten
Tumorklassen eine zum Teil tumorspezifische Uber-
expression. Hauptsachlich Pankreas-, Nieren-, Lun-
gen- und Brustkarzinome zeigen eine sehr starke Ex-
pression der LOC342982-spezifische = RNA
(Abb. 42).

[0337] Insbesondere die extrazellulare Domane von
LOC342982 (Aminosauren 178-339) kann erfin-
dungsgemal als Zielstruktur von monoklonalen Anti-
kérpern genutzt werden.

Beispiel 25: Identifizierung von LOC343169/0OR6F 1
als diagnostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0338] Das im Genlokus LOC343169 auf Chromo-
som 1 (1g44) lokalisierte Gen OR6F1 mit dem Tran-
skript der SEQ ID NO: 101 kodiert das Protein mit der
SEQ ID NO: 102. OR6F1 hat mehrere Transmemb-
randomanen und gehort zur Familie der olfaktori-
schen Rezeptoren und somit zur gro3en Familie der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren.

[0339] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC343169/OR6F1-spezifischen quanti-
tativen RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 103 und
104) die Menge an genspezifischen Transkripten in
gesundem Gewebe und in Karzinomproben (Pool
von Proben) untersucht (Abb. 43A).
LOC343169/0OR6F1 ist in gesundem Gewebe sehr
selektiv exprimiert, spezifische Transkripte sind vor
allem in Testis und Milz nachweisbar. Gering oder gar
nicht nachweisbar war die LOC343169/OR6F1-spe-
zifische Expression in allen anderen analysierten ge-
sunden Geweben (Abb. 43A). Uberraschend konnte
dagegen in einigen Tumortypen eine
LOC343169/0R6F 1-spezifische Uberexpression
nachgewiesen werden. Insbesondere in Brust-, Ova-
rial-, Nieren-, Prostata-, Pankreas- und Leberkarzino-
men zeigt sich eine tumorspezifische Uberexpressi-
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on von LOC343169/0OR6F1 (Abb. 43A und B). Durch
Analyse von Einzelproben konnte die Uberexression
in Ovarialkarzinomen bestatigt werden.

[0340] LOC343169/0OR6F1 ist ein selektiv expri-
miertes Antigen, das offensichtlich in proliferierenden
Geweben verstarkt exprimiert wird. Es ist somit eine
selektive Uberexpression in Tumoren zu beobachten,
die therapeutisch nutzbar ist. insbesondere die extra-
zellularen Domanen koénnen erfindungsgemald als
Zielstrukturen von monoklonalen Antikdrpern genutzt
werden.

Beispiel 26: Identifizierung von LOC340204 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0341] Das im Genlokus LOC340204 auf Chromo-
som 6 (6p21.31) lokalisierte Gen mit dem Transkript
der SEQ ID NO: 105 kodiert das Protein mit der SEQ
ID NO: 106. Das Protein besitzt eine Transmembran-
domane. Dariber zeigt das Protein eine starke Ho-
mologie zu einer ,Colipase"-Domane. Der Colipase
wird eine Funktion als Cofaktor fir die Pankreaslipa-
se zugeschrieben. Ein alternatives Transkript des
Genlokus ist durch SEQ ID NO: 279 und dem Gen-
produkt SEQ ID NO: 280 reprasentiert und kdnnte so-
wohl ein eigenstandiges Transkript als auch eine
Spleilvariante der SEQ ID NO: 105 darstellen.

[0342] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC340204-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 107 und 108) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht.
LOC340204 ist in gesunden Geweben selektiv expri-
miert und in einigen Tumoren stark Uberexprimiert.
Insbesondere in Magen-, Pankreas-, Ovarial-, Lun-
gen- und Osophaguskarzinomen (Abb. 44A und B)
konnte eine deutliche Uberexpression in Tumorpro-
ben im Vergleich zu verschiedenen Normalgeweben
nachgewiesen werden.

[0343] Die extrazellularen Domanen von
LOC340204 koénnen erfindungsgemal als Zielstruk-
tur von monoklonalen Antikérpern genutzt werden.

Beispiel 27: Identifizierung von LOC340067 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0344] Das im Genlokus LOC340067 auf Chromo-
som 5 (5g922.3) lokalisierte Gen mit dem Transkript
der SEQ ID NO: 109 kodiert das Protein mit der SEQ
ID NO: 110. Das Transmembranprotein zeigt keine
Homologien zu anderen Proteindomanen.

[0345] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer fur die LOC340067-spezifischen quantita-
tiven RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 111 und 112)
die Menge der genspezifischen Transkripte in gesun-
dem Gewebe und in Karzinomproben untersucht. Die
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LOC340067 ist in gesunden Geweben selektiv expri-
miert und in einigen Tumoren stark Uberexprimiert
(Abb. 45). Insbesondere in Pankreas-, Mamma-, Le-
ber-, Ovarial-, Lungen- und Nierenkarzinomen konn-
te eine deutliche Uberexpression in Tumorproben im
Vergleich zu verschiednen gesunden Geweben
nachgewiesen werden.

[0346] Die extrazellulare Domane von LOC340067
kann erfindungsgemaR als Zielstruktur von monoklo-
nalen Antikérpern genutzt werden.

Beispiel 28: Identifizierung von LOC342780 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0347] Das im Genlokus LOC342780 auf Chromo-
som 18 (18g21.32) lokalisierte Gen mit dem Trans-
kript der SEQ ID NO: 309 kodiert das Protein mit der
SEQ ID NO: 310. Das Transmembranprotein enthalt
eine Acyltransferase-Domane, die in vielen bisher
nicht weiter charakterisierten Proteinen aus C. ele-
gans vorkommt.

[0348] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer LOC342780-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 311 und 312) die
Menge an genspezifischen Transkripten in gesun-
dem Gewebe und in Karzinomproben (Pool von Pro-
ben, die Anzahl ist in der Abb. angegeben) unter-
sucht. LOC342780 ist in gesundem Gewebe sehr se-
lektiv exprimiert, spezifische Transkripte sind vor al-
lem in Prostata, Magen, Testis, Lunge und der Brust-
driise nachweisbar (Abb. 46). Uberraschend konnte
dagegen in allen analysierten Tumorarten eine
LOC342780-spezifische Expression nachgewiesen
werden. Insbesondere in Brust-, Ovarial-, Nieren-,
und Leberkarzinomen zeigt sich eine tumorspezifi-
sche Uberexpression von LOC342780 (Abb. 46).

[0349] LOC342780 ist ein selektiv exprimiertes An-
tigen das offensichtlich in proliferierenden Geweben
verstarkt exprimiert wird. Es ist somit eine selektive
Uberexpression in Tumoren zu beobachten, die the-
rapeutisch nutzbar ist. Die extrazellular lokalisierten
Aminosauren 76-89, 316-345, 399-493 sowie
650-665 (bezogen auf SEQ ID NO: 310) kénnen er-
findungsgemalf als Zielstrukturen von monoklonalen
Antikdrpern genutzt werden.

Beispiel 29: Identifizierung von LOC339511 als diag-
nostisches und therapeutisches Krebs-Target

[0350] Die Sequenz gemafl SEQ ID NO: 113 ist ein
Gen, das auf Chromosom 1 (1923.1) lokalisiert ist.
Das Gen kodiert das Protein gemaR SEQ ID NO: 114.
Das Transmembranprotein zeigt Homologien zur
Gruppe der olfaktorischen 7-Transmembranrezepto-
ren.

[0351] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
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rung einer fur LOC339511-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 115 und 116) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht.
LOC339511 ist in gesunden Geweben selektiv in der
Leber exprimiert (Abb. 47A). In den Karzinomproben
konnten LOC339511-spezifische Transkripte in Le-
bertumoren identifiziert werden, aulRerdem war eine
schwache Expression in Kolon-, Mamma- und Lun-
genkarzinomen nachweisbar. Beim Vergleich der le-
berspezifischen Expression in Tumor- und gesunden
Geweben konnte in einigen Tumorproben eine er-
héhte Expression nachgewiesen werden (Abb. 47B).

[0352] Die extrazellularen Domanen der SEQ ID
NO: 113 kénnen erfindungsgeman als Zielstrukturen
von monoklonalen Antikérpern genutzt werden. Ins-
besondere die extrazellular lokalisierten Aminosaure-
reste 1-23, 82-100, 167-175, 226-236 eignen sich da-
her besonders zur Herstellung von monoklonalen An-
tikérpern.

Beispiel 30: Identifizierung der Sequenz C140rf37
(SEQ ID NO: 125/126) als diagnostisches und thera-
peutisches Krebs-Target

[0353] C140rf37 (SEQ ID NO: 125) ist ein auf Chro-
mosom 14 (14g22.3) lokalisiertes Gen, das das Gen-
produkt mit der SEQ ID NO: 126 kodiert. Das Trans-
membranprotein zeigt keine Homologien zu bereits
bekannten Proteinen.

[0354] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer fir die C14orf37-spezifischen quantitati-
ven RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 127 und 128)
die Menge der genspezifischen Transkripte in gesun-
dem Gewebe und Karzinomproben untersucht. Die
C140rf37 ist in verschiedenen gesunden Geweben
und am starksten in dem Testis exprimiert (Abb. 48).
Insbesondere in Nierenkarzinomen konnte eine deut-
liche Uberexpression im Vergleich zu verschiedenen
gesunden Geweben nachgewiesen werden.

[0355] Die extrazellulare Domane der SEQ ID NO
126 kann erfindungsgemaf als Zielstruktur von mo-
noklonalen Antikdrpern genutzt werden.

Beispiel 31: Identifizierung von ATP1A4 als diagnos-
tisches und therapeutisches Krebs-Target

[0356] Das Gen ATP1A4 (SEQ ID NO: 129) ist auf
Chromosom 1 (1921-23) lokalisiert. Das Gen kodiert
fur ein Protein gemafll SEQ ID NO: 130. ATP1A4 ist
ein integrales Transmembranprotein mit acht Trans-
membrandomanen, das in der Plasmamembran lo-
kalisiert ist. ATP1A4 ist Teil eines Proteinkomplexes,
wobei der katalytische Teil der Natrium/Kalium-ATPa-
se N-terminal gelegen ist (Woo et al. J. 2000. Biol
Chem. 275, 20693-99). ATP1A4 zeigt starke Homo-
logien zu zahlreichen anderen Vertretern der Kati-
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on-ATPase-Familie.

[0357] Erfindungsgemal® wurde nach der Etablie-
rung einer ATP1A4-spezifischen quantitativen
RT-PCR (Primerpaar SEQ ID NO: 131 und 132) die
Menge der genspezifischen Transkripte in gesundem
Gewebe und in Karzinomproben untersucht. ATP1A4
ist in gesunden Geweben selektiv vor allem in der
Testis exprimiert (Abb. 49A). In einigen Tumorpro-
ben konnte eine im Vergleich zum jeweiligen gesun-
den Gewebe starke Uberexpression von ATP1A4
nachgewiesen werden. Insbesondere in Pankreas-,
Brust-, Leber- und Nierenkarzinomen (Abb. 49A und
B) konnte eine deutliche Uberexpression in Tumor-
proben im Vergleich zu gesunden Geweben nachge-
wiesen werden, insgesamt sehr hoch war die Expres-
sion in Pankreas- und Brustkarzinomen.

[0358] Die extrazellularen Domanen von ATP1A4
kénnen erfindungsgemaf als Zielstruktur von mono-
klonalen Antikdrpern genutzt werden. Die folgenden
Aminosaurereste in Bezug auf die SEQ ID NO 130
sind extrazelluldr lokalisiert: ~Aminosaurereste
129-137, 321-329, 816-857, und 977-990.

Beispiel 32: Identifizierung der SEQ ID NO: 133 bis
264 als diagnostische und therapeutische Krebs-Tar-
gets

[0359] Beiden SEQ ID NO: 133-266 handelt es sich
um insgesamt 33 Gene jeweils inklusive Nukleinsau-
resequenz, Aminosauresequenz, ,sense"-PCR-Pri-
mer und ,antisense"-PCR-Primer fir spezifische
RT-PCR Reaktionen. Alle Proteine verfliigen Uber
eine oder mehrere Transmembrandomanen, uber
Homologien zu Proteindomanen ist wenig bekannt.

[0360] Erfindungsgemaf wurden fir diese Gene in
spezifischen quantitativen RT-PCR-Reaktionen die
Menge der jeweiligen genspezifischen Transkripte in
gesundem Gewebe und in Karzinomproben unter-
sucht. Fur alle Gene konnte in Tumorproben eine im
Vergleich zum jeweiligen gesunden Gewebe zum Teil
starke Uberexpression nachgewiesen werden.

[0361] Die Gruppe dieser Gene ist therapeutisch
und diagnostisch nutzbar. Die extrazellularen Doma-
nen kénnen erfindungsgemaly als Zielstruktur von
Antikdrpern genutzt werden.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentli-
chungsplattform des DPMA heruntergeladen
werden.

Patentanspriiche

1. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfas-
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send ein Mittel, das die Expression oder Aktivitat ei-
nes Tumor-assoziierten Antigens hemmt, wobei das
Tumor-assoziierte Antigen eine Sequenz aufweist,
die von einer Nukleinsaure kodiert wird, die aus der
Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus:

(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

2. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfas-
send ein Mittel mit tumorhemmender Aktivitat, das
selektiv ist fur Zellen, die eine Expression oder abnor-
male Expression eines tumorassoziierten Antigens
aufweisen, wobei das Tumor-assoziierte Antigen
eine Sequenz aufweist, die von einer Nukleinsdure
kodiert wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, be-
stehend aus
(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

3. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 2, wobei das Mittel die Induktion des Zell-
tods, die Reduktion des Zellwachstums, eine Schadi-
gung der Zellmembran oder eine Sekretion von Zyto-
kinen bewirkt.

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 1 oder 2, wobei das Mittel eine Antisen-
se-Nukleinsaure ist, die selektiv mit der Nukleinsaure
hybridisiert, die fur das Tumor-assoziierte Antigen ko-
diert.
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5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 1 oder 2, wobei das Mittel ein Antikdrper
ist, der selektiv an das Tumor-assoziierte Antigen
bindet.

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 2, wobei das Mittel ein komplementaktivie-
render Antikorper ist, der selektiv an das Tumor-as-
soziierte Antigen bindet.

7. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfas-
send ein Mittel, das bei einer Verabreichung selektiv
die Menge an Komplexen zwischen einem HLA-Mo-
lekll und einem Tumor-assoziierten Antigen oder ei-
nem Teil davon erhéht, wobei das Tumor-assoziierte
Antigen eine Sequenz aufweist, die von einer Nukle-
insaure kodiert wird, die aus der Gruppe ausgewahlt
ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 7, wobei das Mittel einen oder mehrere Be-
standteile umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt
sind bestehend aus:

(i) dem Tumor-assoziierten Antigen oder einem Teil
davon,

(i) einer Nukleinsaure, die fir das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon kodiert,

(iii) einer Wirtszelle, die das Tumor-assoziierte Anti-
gen oder einen Teil davon exprimiert, und

(iv) isolierten Komplexen zwischen dem Tumor-asso-
Ziierten Antigen oder einem Teil davon und einem
HLA-Molekdil.

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 1, 2 oder 7, wobei das Mittel mehrere Mittel
umfasst, die jeweils selektiv die Expression oder Ak-
tivitat verschiedener Tumor-assoziierter Antigene
hemmen, jeweils selektiv fur Zellen sind, die ver-
schiedene Tumor-assoziierte Antigene exprimieren
oder die Menge an Komplexen zwischen HLA-Mole-
kilen und verschiedenen Tumor-assoziierten Antige-
nen oder Teilen davon erhéhen, wobei mindestens ei-
nes der Tumor-assoziierten Antigene eine Sequenz
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aufweist, die von einer Nukleinsaure kodiert wird, die
aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus:

(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

10. Pharmazeutische Zusammensetzung umfas-
send einen oder mehrer Bestandteile, die aus der
Gruppe ausgewahlt sind bestehend aus:

(i) einem Tumor-assoziierten Antigen oder einem Teil
davon,

(ii) einer Nukleinsaure, die fur ein Tumor-assoziiertes
Antigen oder einen Teil davon kodiert,

(iii) einem Antikorper, der an ein Tumor-assoziiertes
Antigen oder einen Teil davon bindet,

(iv) einer Antisense-Nukleinsaure, die spezifisch mit
einer Nukleinsaure, die fir ein Tumor-assoziiertes
Antigen kodiert, hybridisiert,

(v) einer Wirtszelle, die ein Tumor-assoziiertes Anti-
gen oder einen Teil davon exprimiert, und

(vi) isolierten Komplexen zwischen einem Tumor-as-
soziierten Antigen oder einem Teil davon und einem
HLA-Molekiil,

wobei das Tumor-assoziierte Antigen eine Sequenz
aufweist, die von einer Nukleinsaure kodiert wird, die
aus der Gruppe ausgewabhlt ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

11. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 8 oder 10, wobei die Nukleinsaure unter (ii)
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in einem Expressionsvektor vorliegt.

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 8 oder 10, wobei die Nukleinsaure unter (ii)
funktionell mit einem Promotor verbunden ist.

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 8 oder 10, wobei die Wirtszelle das Tu-
mor-assoziierte Antigen oder den Teil davon sekre-
tiert.

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 8 oder 10, wobei die Wirtszelle zusatzlich
ein HLA-Molekul exprimiert, das an das Tumor-asso-
Ziierte Antigen oder den Teil davon bindet.

15. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 14, wobei die Wirtszelle das HLA-Molekil
und/oder das Tumor-assoziierte Antigen oder den
Teil davon rekombinant exprimiert.

16. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 14, wobei die Wirtszelle das HLA-Molekiil
endogen exprimiert.

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 8, 10, 14 oder 16, wobei die Wirtszelle eine
Antigen-présentierende Zelle ist.

18. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 17, wobei die Antigen-prasentierende Zelle
eine dendritische Zelle, ein Monozyt oder Makropha-
ge ist.

19. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspriche 8, 10 und 13-18, wobei die
Wirtszelle nicht-proliferativ ist.

20. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 5 oder 10, wobei der Antikdrper ein mono-
klonaler Antikorper ist.

21. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 5 oder 10, wobei der Antikorper ein chima-
rer oder humanisierter Antikorper ist.

22. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 5 oder 10, wobei der Antikorper ein Frag-
ment eines nattrlichen Antikorpers ist.

23. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 5 oder 10, wobei der Antikdrper mit einem
therapeutischen oder diagnostischen Mittel gekop-
pelt ist.

24. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 4 oder 10, wobei die Antisense-Nuklein-
saure eine Sequenz von 6-50 zusammenhangenden
Nukleotiden aus der Nukleinsaure, die fir das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert, umfasst.
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25. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspriiche 8 und 10-13, wobei das durch
die pharmazeutische Zusammensetzung bereitge-
stellte Tumor-assoziierte Antigen oder der Teil davon
an MHC-Molekule auf der Oberflache von Zellen bin-
det, die eine abnormale Menge des Tumor-assoziier-
ten Antigens oder eines Teils davon exprimieren.

26. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 25, wobei die Bindung eine cytolytische
Reaktion hervorruft und/oder eine Zytokinausschiit-
tung induziert

27. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspriiche 1-26, ferner umfassend einen
pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder ein
Adjuvans.

28. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 27, wobei das Adjuvans Saponin,
GM-CSF, ein CpG-Nukleotid, Zytokin oder Chemokin
ist.

29. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspruche 1-28, die zur Behandlung einer
Erkrankung eingesetzt werden kann, die sich durch
die Expression oder abnormale Expression eines Tu-
mor-assoziierten Antigens auszeichnet.

30. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 29, wobei die Erkrankung Krebs ist.

31. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 29, wobei die Erkrankung ein Colon-, Rek-
tal-, Nieren-, Nebennieren-, Brust-, Prostata-, Gebar-
mutter-, Ovarial-, Endometrial-, Speiseréhren-, Blut-,
Leber-, Pankreas-, Haut-, Gehirn- oder Lungenkrebs,
ein Lymphom oder Neuroblastom, ein Lungen-,
Brust-, Prostata-, Colontumor, Nierenzell-, Zervix-,
Colon- oder Mammakarzinom oder Metastasen der
vorstehenden Krebsarten oder Tumore ist.

32. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspriiche 1-31, wobei das Tumor-assozi-
ierte Antigen eine Aminosauresequenz umfasst, die
aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus SEQ
ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46,
50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102,
106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138, 142,
146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176, 180,
184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220,
224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256, 260,
264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 bis 308, 310
des Sequenzprotokolls, einem Teil oder Derivat da-
von.

33. Verfahren zur Diagnose einer Erkrankung,
die sich durch die Expression oder abnormale Ex-
pression eines Tumor-assoziierten Antigens aus-
zeichnet, umfassend
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(i) den Nachweis einer Nukleinsaure, die fur das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert, oder eines Teils da-
von, und/oder

(i) den Nachweis des Tumor-assoziierten Antigens
oder eines Teils davon, und/oder

(iii) den Nachweis eines Antikorpers gegen das Tu-
mor-assoziierte Antigen oder eines Teils davon
und/oder

(iv) den Nachweis von cytotoxischen oder Hel-
fer-T-Lymphozyten, die fiir das Tumor-assoziierte An-
tigen oder einen Teil davon spezifisch sind, in einer
aus einem Patienten isolierten biologischen Probe,
wobei

das Tumor-assoziierte Antigen eine Sequenz auf-
weist, die von einer Nukleinsdure kodiert wird, die
aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsadurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei der
Nachweis
(i) die Kontaktierung der biologischen Probe mit ei-
nem Mittel, das spezifisch an die Nukleinsaure, die
fur das Tumor-assoziierte Antigen kodiert, oder den
Teil davon, an das Tumor-assoziierte Antigen oder
den Teil davon, an den Antikérper oder an die cytoto-
xischen oder Helfer-T-Lymphozyten bindet, und
(ii) den Nachweis der Komplexbildung zwischen dem
Mittel und der Nukleinsdure oder dem Teil davon,
dem Tumor-assoziierten Antigen oder dem Teil da-
von, dem Antikorper oder den cytotoxischen oder
Helfer-T-Lymphozyten umfasst.

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, wobei
der Nachweis mit dem Nachweis in einer vergleich-
baren normalen biologischen Probe verglichen wird.

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-35,
wobei sich die Erkrankung durch die Expression oder
abnormale Expression mehrerer verschiedener Tu-
mor-assoziierter Antigene auszeichnet und der
Nachweis einen Nachweis mehrerer Nukleinsauren,
die flr die mehreren verschiedenen Tumor-assoziier-
ten Antigene kodieren, oder von Teilen davon, den
Nachweis der mehreren verschiedenen Tumor-asso-
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ziierten Antigene oder von Teilen davon, den Nach-
weis mehrerer Antikérper, die an die mehreren ver-
schiedenen Tumor-assoziierten Antigene oder an
Teile davon binden, oder den Nachweis mehrerer cy-
totoxischer oder Helfer-T-Lymphozyten, die fir die
mehreren verschiedenen Tumor-assoziierten Antige-
ne spezifisch sind, umfasst.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-36,
wobei der Nachweis der Nukleinsaure oder des Teils
davon mit einer Polynukleotid-Sonde erfolgt, die spe-
zifisch mit der Nukleinsdure oder dem Teil davon hy-
bridisiert.

38. Verfahren nach Anspruch 37, wobei die Poly-
nukleotid-Sonde eine Sequenz von 6-50 zusammen-
hangenden Nukleotiden aus der Nukleinsaure, die fur
das Tumor-assoziierte Antigen kodiert, umfasst.

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-36,
wobei der Nachweis der Nukleinsdure oder des Teils
davon durch selektive Amplifikation der Nukleinsaure
oder des Teils davon erfolgt.

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-36,
wobei das nachzuweisende Tumor-assoziierte Anti-
gen oder der Teil davon in einem Komplex mit einem
MHC-Molekdil vorliegt.

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei das
MHC-Molekiil ein HLA-Molekdll ist.

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-36
und 40-41, wobei der Nachweis des Tumor-assoziier-
ten Antigens oder des Teils davon mit einem Antikor-
per erfolgt, der spezifisch an das Tumor-assoziierte
Antigen oder den Teil davon bindet.

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-36,
wobei der Nachweis des Antikérpers mit einem Pro-
tein oder Peptid erfolgt, das spezifisch an den Anti-
korper bindet.

44. Verfahren zur Bestimmung der Regression,
des Verlaufs oder des Ausbruchs einer Erkrankung,
die sich durch die Expression oder abnormale Ex-
pression eines Tumor-assoziierten Antigens aus-
zeichnet, umfassend die Uberwachung einer Probe
aus einem Patienten, der die Erkrankung aufweist
oder in Verdacht steht, an der Erkrankung zu erkran-
ken, in Bezug auf einen oder mehrere Parameter,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

(i) der Menge der Nukleinsaure, die fur das Tu-
mor-assoziierte Antigen kodiert, oder eines Teils da-
von,

(i) der Menge des Tumor-assoziierten Antigens oder
eines Teils davon,

(iii) der Menge an Antikoérpern, die an das Tumor-as-
soziierte Antigen oder einen Teil davon binden, und
(iv) der Menge an cytolytischen oder Zytokin-aus-
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schuttenden T-Zellen, die fir einen Komplex zwi-
schen dem Tumor-assoziierten Antigen oder einem
Teil davon und einem MHC-Molekdl spezifisch sind,
wobei das Tumor-assoziierte Antigen eine Sequenz
aufweist, die von einer Nukleinsaure kodiert wird, die
aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

45. Verfahren nach Anspruch 44, wobei das Ver-
fahren die Bestimmung des oder der Parameter zu
einem ersten Zeitpunkt in einer ersten Probe und zu
einem zweiten Zeitpunkt in einer weiteren Probe um-
fasst und durch einen Vergleich der beiden Proben
der Verlauf der Erkrankung ermittelt wird.

46. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, wobei
die Erkrankung sich durch die Expression oder ab-
normale Expression mehrerer verschiedener Tu-
mor-assoziierter Antigene auszeichnet und die Uber-
wachung eine Uberwachung
(i) der Menge mehrerer Nukleinsaduren, die fir die
mehreren verschiedenen Tumor-assoziierten Antige-
ne kodieren, oder von Teilen davon,

(i) der Menge der mehreren verschiedenen Tu-
mor-assoziierten Antigene oder von Teilen davon,
(iii) der Menge mehrerer Antikorper, die an die meh-
reren verschiedenen Tumor-assoziierten Antigene
oder an Teile davon binden, und/oder

(iv) der Menge mehrerer cytolytischer oder Zytoki-
ne-ausschuittender T-Zellen, die fiir Komplexe zwi-
schen den mehreren verschiedenen Tumor-assozi-
ierten Antigenen oder von Teilen davon und
MHC-Molekilen spezifisch sind, umfasst.

47. Verfahren nach einem der Anspriiche 44-46,
wobei die Uberwachung der Menge der Nukleinséure
oder des Teils davon mit einer Polynukleotid-Sonde
erfolgt, die spezifisch mit der Nukleinsdure oder dem
Teil davon hybridisiert.

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Poly-
nukleotid-Sonde eine Sequenz von 6-50 zusammen-
hangenden Nukleotiden aus der Nukleinsaure, die fur
das Tumor-assoziierte Antigen kodiert, umfasst.
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49. Verfahren nach einem der Anspriiche 44-46,
wobei die Uberwachung der Menge der Nukleinsdure
oder des Teils davon durch selektive Amplifikation
der Nukleinsaure oder des Teils davon erfolgt.

50. Verfahren nach einem der Anspriiche 44-46,
wobei die Uberwachung der Menge des Tumor-asso-
ziierten Antigens oder des Teils davon mit einem An-
tikdrper erfolgt, der spezifisch an das Tumor-assozi-
ierte Antigen oder den Teil davon bindet.

51. Verfahren nach einem der Anspriiche 44-46,
wobei die Uberwachung der Menge an Antikérpern
mit einem Protein oder Peptid erfolgt, das spezifisch
an den Antikdrper bindet.

52. Verfahren nach einem der Anspriiche 44-46,
wobei die Uberwachung der Menge an cytolytischen
oder Zytokin-aussschuttenden T-Zellen mit einer Zel-
le erfolgt, die den Komplex zwischen dem Tumor-as-
soziierten Antigen oder dem Teil davon und einem
MHC-Molekdil prasentiert.

53. Verfahren nach einem der Anspriiche 37-38,
42-43, 47-48 und 50-52, wobei die Polynukleo-
tid-Sonde, der Antikdrper, das Protein oder Peptid
oder die Zelle nachweisbar markiert sind.

54. Verfahren nach Anspruch 53, wobei der
nachweisbare Marker ein radioaktiver Marker oder
ein Enzymmarker ist.

55. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-54,
wobei die Probe Korperflissigkeit und/oder Kérper-
gewebe umfasst.

56. Verfahren zur Behandlung einer Erkrankung,
die sich durch die Expression oder abnormale Ex-
pression eines Tumor-assoziierten Antigens aus-
zeichnet, umfassend die Verabreichung einer phar-
mazeutischen Zusammensetzung nach einem der
Anspriche 1-32, wobei das Tumor-assoziierte Anti-
gen eine Sequenz aufweist, die von einer Nuklein-
saure kodiert wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist
bestehend aus:

(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und
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(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

57. Verfahren zur Behandlung, Diagnose oder
Uberwachung einer Erkrankung, die sich durch die
Expression oder abnormale Expression eines Tu-
mor-assoziierten Antigens auszeichnet, umfassend
die Verabreichung eines Antikérpers, der an das Tu-
mor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon bindet
und mit einem therapeutischen oder diagnostischen
Mittel gekoppelt ist, wobei das Tumor-assoziierte An-
tigen eine Sequenz aufweist, die von einer Nuklein-
saure kodiert wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist
bestehend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

58. Verfahren nach Anspruch 42, 50 oder 57, wo-
bei der Antikdrper ein monoklonaler Antikérper ist.

59. Verfahren nach Anspruch 42, 50 oder 57, wo-
bei der Antikdrper ein chimarer oder humanisierter
Antikdrper ist.

60. Verfahren nach Anspruch 42, 50 oder 57, wo-
bei der Antikorper ein Fragment eines natirlichen An-
tikorpers ist.

61. Verfahren zur Behandlung eines Patienten
mit einer Erkrankung, die sich durch die Expression
oder abnormale Expression eines Tumor-assoziier-
ten Antigens auszeichnet, umfassend:

(i) die Entfernung einer Probe mit immunreaktiver
Zellen aus dem Patienten,

(i) die Kontaktierung der Probe mit einer Wirtszelle,
die das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil da-
von exprimiert, unter Bedingungen, die eine Produk-
tion cytolytischer oder Zytokine-ausschittender
T-Zellen gegen das Tumor-assoziierte Antigen oder
einen Teil davon beglnstigen, und

(i) das Einbringen der cytolytischen oder Zytoki-
ne-ausschuttenden T-Zellen in den Patienten in einer
Menge, die geeignet ist, Zellen zu lysieren, die das
Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon ex-
primieren, wobei das Tumor-assoziierte Antigen eine
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Sequenz aufweist, die von einer Nukleinsaure kodiert
wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend
aus:

(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

62. Verfahren nach Anspruch 61, wobei die
Wirtszelle ein HLA-Molekil rekombinant exprimiert,
das an das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil
davon bindet.

63. Verfahren nach Anspruch 62, wobei die
Wirtszelle ein HLA-Molekiil endogen exprimiert, das
an das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil da-
von bindet.

64. Verfahren zur Behandlung eines Patienten
mit einer Erkrankung, die sich durch die Expression
oder abnormale Expression eines Tumor-assoziier-
ten Antigens auszeichnet, umfassend:

(i) die Identifizierung einer Nukleinsaure, die von Zel-
len exprimiert wird, die mit der Erkrankung assoziiert
sind, wobei die Nukleinsdure aus der Gruppe ausge-
wahlt ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist,

(i) die Transfektion einer Wirtszelle mit der Nuklein-
saure oder einem Teil davon,

(iii) die Kultivierung der transfizierten Wirtszelle fur
eine Expression der Nukleinsaure, und
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(iv) das Einbringen der Wirtszellen oder eines Ex-
trakts davon in den Patienten in einer Menge, die ge-
eignet ist, die Immunreaktion gegen die Zellen des
Patienten, die mit der Erkrankung assoziiert sind, zu
erhéhen.

65. Verfahren nach Anspruch 64, ferner umfas-
send die ldentifizierung eines MHC-Molekdls, das
das Tumor-assoziierte Antigen oder einen Teil davon
prasentiert, wobei die Wirtszelle das identifizierte
MHC-Molekul exprimiert und das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon prasentiert.

66. Verfahren nach Anspruch 64 oder 65, wobei
die Immunreaktion eine B-Zellen-Reaktion oder eine
T-Zellen-Reaktion umfasst.

67. Verfahren nach Anspruch 66, wobei die Im-
munreaktion eine T-Zellen-Reaktion ist, umfassend
die Produktion cytolytischer oder Zytokine-ausscht-
tender T-Zellen, die spezifisch flr die Wirtszellen
sind, die das Tumor-assoziierte Antigen oder einen
Teil davon prasentieren oder spezifisch flr Zellen des
Patienten sind, die das Tumor-assoziierte Antigen
oder einen Teil davon exprimieren.

68. Verfahren nach einem der Anspriche 61-67,
wobei die Wirtszellen nicht-proliferativ sind.

69. Verfahren zur Behandlung einer Erkrankung,
die sich durch die Expression oder abnormale Ex-
pression eines Tumor-assoziierten Antigens aus-
zeichnet, umfassend:

(i) die Identifikation von Zellen aus dem Patienten, die
abnormale Mengen des Tumor-assoziierten Antigens
exprimieren,

(i) die Isolierung einer Probe der Zellen,

(iii) die Kultivierung der Zellen, und

(iv) das Einbringen der Zellen in den Patienten in ei-
ner Menge, die geeignet ist, eine Immunreaktion ge-
gen die Zellen auszulésen, wobei das Tumor-assozi-
ierte Antigen eine Sequenz aufweist, die von einer
Nukleinsaure kodiert wird, die aus der Gruppe ausge-
wahlt ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsdure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
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(a), (b) oder (c) komplementar ist.

70. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-69,
wobei die Erkrankung Krebs ist.

71. Verfahren zur Hemmung der Entwicklung von
Krebs bei einem Patienten, umfassend die Verabrei-
chung einer wirksamen Menge einer pharmazeuti-
schen Zusammensetzung nach einem der Anspru-
che 1-32.

72. Verfahren nach einem der Anspriiche 33-71,
wobei das Tumor-assoziierte Antigen eine Amino-
sauresequenz umfasst, die aus der Gruppe ausge-
wahlt ist, bestehend aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14,
18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70,
74,78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118,
122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158,
162, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196,
200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236,
240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272,
274, 276, 278, 280 bis 308, 310 des Sequenzproto-
kolls, einem Teil oder Derivat davon.

73. Nukleinsaure, die aus der Gruppe ausge-
wahlt ist bestehend aus:
(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,
(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und
(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

74. Nukleinsaure, die fir ein Protein oder Poly-
peptid kodiert, das eine Aminosauresequenz um-
fasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend
aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38,
42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94,
98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138,
142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176,
180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216,
220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256,
260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 bis 308,
310 des Sequenzprotokolls, einem Teil oder Derivat
davon.

75. Rekombinantes DNA- oder RNA-Molekdl,
das eine Nukleinsdure nach Anspruch 73 oder 74
umfasst.
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76. Rekombinantes DNA-Molekuil nach Anspruch
75, wobei das rekombinante DNA-Molekiil ein Vektor
ist.

77. Rekombinantes DNA-Molekil nach Anspruch
76, wobei der Vektor ein viraler Vektor oder ein Bak-
teriophage ist.

78. Rekombinantes DNA-Molekil nach einem
der Anspriche 75-77, das ferner Expressionskont-
rollsequenzen umfasst, die die Expression der Nukle-
insdure steuern.

79. Rekombinantes DNA-Molekil nach Anspruch
78, wobei die Expressionskontrollsequenzen homo-
oder heterolog zu der Nukleinsdure sind.

80. Wirtszelle, die eine Nukleinsdure nach An-
spruch 73 oder 74 oder ein rekombinantes DNA-Mo-
lekil nach einem der Anspriiche 75-79 umfasst.

81. Wirtszelle nach Anspruch 80, die ferner eine
Nukleinsaure umfasst, die fir ein HLA-Molekil ko-
diert.

82. Protein oder Polypeptid, das von einer Nukle-
insaure nach Anspruch 73 kodiert wird.

83. Protein oder Polypeptid, das eine Aminosau-
resequenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt
ist, bestehend aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22,
26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78,
82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126,
130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166,
170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204,
208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236, 240, 244,
248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274, 276,
278, 280 bis 308, 310 des Sequenzprotokolls, einem
Teil oder Derivat davon.

84. Immunogenes Fragment des Proteins oder
Polypeptids nach Anspruch 82 oder 83.

85. Fragment des Proteins oder Polypeptids
nach Anspruch 82 oder 83, das an einen menschli-
chen HLA-Rezeptor oder menschlichen Antikérper
bindet.

86. Mittel, das spezifisch an ein Protein oder Po-
lypeptid oder an einen Teil davon bindet, wobei das
Protein oder Polypeptid von einer Nukleinsaure ko-
diert wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist beste-
hend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
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207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

87. Mittel nach Anspruch 86, wobei das Protein
oder Polypeptid eine Aminosauresequenz umfasst,
die aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus
SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42,
46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98,
102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138,
142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176,
180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216,
220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256,
260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 bis 308,
310 des Sequenzprotokolls, einem Teil oder Derivat
davon.

88. Mittel nach Anspruch 86 oder 87, wobei das
Mittel ein Antikorper ist.

89. Mittel nach Anspruch 88, wobei der Antikor-
per ein monoklonaler, chimarer oder humanisierter
Antikdrper oder ein Fragment eines Antikorpers ist.

90. Antikorper, der selektiv an einen Komplex
aus:
(i) einem Protein oder Polypeptid oder einem Teil da-
von und
(i) einem MHC-Molekil bindet, an das das Protein
oder Polypeptid oder der Teil davon bindet, wobei der
Antiképer nicht alleine an (i) oder (ii) bindet und das
Protein oder Polypeptid von einer Nukleinsaure ko-
diert wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist beste-
hend aus:
(a) einer Nukleinsaure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,
(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und
(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsdure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

91. Antikérper nach Anspruch 90, wobei das Pro-
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tein oder Polypeptid eine Aminosauresequenz um-
fasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend
aus SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38,
42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94,
98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138,
142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176,
180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216,
220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256,
260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 bis 308,
310 des Sequenzprotokolls, einem Teil oder Derivat
davon.

92. Antikérper nach Anspruch 90 oder 91, wobei
der Antikérper ein monoklonaler, chiméarer oder hu-
manisierter Antikdrper oder ein Fragment eines Anti-
korpers ist.

93. Konjugat zwischen einem Mittel nach einem
der Anspruche 86-89 oder einem Antikérper nach ei-
nem der Anspriche 90-92 und einem therapeuti-
schen oder diagnostischen Mittel.

94. Konjugat nach Anspruch 93, wobei das thera-
peutische oder diagnostische Mittel ein Toxin ist.

95. Kit zum Nachweis der Expression oder ab-
normalen Expression eines Tumor-assoziierten Anti-
gens, umfassend Mittel zum Nachweis
(i) der Nukleinsaure, die fir das Tumor-assoziierte
Antigen kodiert, oder eines Teils davon,

(ii) des Tumor-assoziierten Antigens oder eines Teils
davon,

(iii) von Antikérpern, die an das Tumor-assoziierte
Antigen oder einen Teil davon binden, und/oder

(iv) von T-Zellen, die fur einen Komplex zwischen
dem Tumor-assoziierten Antigen oder einem Teil da-
von und einem MHC-Molekil spezifisch sind, wobei
das Tumor-assoziierte Antigen eine Sequenz auf-
weist, die von einer Nukleinsdure kodiert wird, die
aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus:

(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,

(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsdure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist, und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

96. Kit nach Anspruch 95, wobei die Mittel zum
Nachweis der Nukleinsaure, die fir das Tumor-asso-
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ziierte Antigen kodiert, oder eines Teils davon Nukle-
insauremolekile fir die selektive Amplifikation der
Nukleinsaure sind.

97. Kit nach Anspruch 96, wobei die Nukleinsau-
remolekule fir die selektive Amplifikation der Nukle-
insaure eine Sequenz von 6-50 zusammenhangen-
den Nukleotiden aus der Nukleinsaure, die fir das
Tumor-assoziierte Antigen kodiert, umfassen.

98. Rekombinantes DNA-Molekil, umfassend
eine Promotorregion, die von einer Nukleinsdure ab-
geleitet ist, die eine Nukleinsduresequenz umfasst,
die aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus
SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41,
45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97,
101, 105, 109, 113, 117, 121, 125, 129, 133, 137,
141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173, 175,
179, 183, 187, 191, 195, 199, 203, 207, 211, 215,
219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 247, 251, 255,
259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309 des
Sequenzprotokolls.

99. Pharmazeutische Zusammensetzung, um-
fassend ein Mittel, das die Expression oder Aktivitat
der Tumorantigene gemaR SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14,
18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70,
74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118,
122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158,
162, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196,
200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236,
240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272,
274, 276, 278, 280 bis 308, 310 des Sequenzproto-
kolls hemmt.

100. Antikorper, der an die extrazellularen Berei-
che von Proteinen umfassend eine Sequenz gemaf
SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42,
46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98,
102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138,
142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176,
180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216,
220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256,
260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 bis 308,
310 des Sequenzprotokolls bindet.

101. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 99, wobei das Mittel eine Antisense-Nukle-
insaure ist, die selektiv mit der Nukleinsaure hybridi-
siert, die fur die Tumorantigene kodiert.

102. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 101, wobei die Antisense-Nukleinsaure
eine Sequenz von 6-50 zusammenhangenden Nuk-
leotiden aus den Nukleinsauren, die fur die Tumoran-
tigene kodieren, umfasst.

103. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 99, wobei das Mittel RNA Interferenz
(RNAI) ist.
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104. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 103, wobei die RNAI eine sog. short hairpin
Struktur (shRNA) enthalt.

105. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 104, wobei shRNA durch Transkription
nach Transfektion mit Expressionsvektoren entste-
hen.

106. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 104, wobei shRNA durch Transkription von
Retroviren entsteht

107. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 104, wobei shRNA durch lentivirale Syste-
me vermittelt wird.

108. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 99, wobei das Mittel ein kleines chemi-
sches Molekdl ist.

109. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 108, wobei die kleinen chemischen Mole-
kiile an die Tumorantigene binden

110. Pharmazeutische Zusammensetzung nach
Anspruch 109, wobei die kleinen chemischen Mole-
kile an die extrazellularen Bereiche von Proteinen
umfassend eine Sequenz gemals SEQ ID NOs: 2, 6,
10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62,
66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114,
118, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154,
158, 162, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192,
196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232,
236, 240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270,
272, 274, 276, 278, 280 bis 308, 310 des Sequenz-
protokolls binden.

111. Verfahren zur Behandlung Diagnose oder

Uberwachung eines metastasierenden Tumors, der
sich durch die Expression oder abnormaler Expressi-
on mindestens eines Tumorantigenes auszeichnet,
umfassend die Verabreichung eines Antikérpers, der
an mindestens eines der Tumorantigene oder einen
Teil davon bindet und mit einem therapeutischen oder
diagnostischen Mittel gekoppelt ist, wobei das min-
destens eine Tumorantigen eine Sequenz aufweist,
die von einer Nukleinsaure kodiert wird bestehend
aus:
(a) einer Nukleinsdure, die eine Nukleinsdurese-
quenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
bestehend aus SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125,
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165,
169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203,
207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243,
247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275,
277, 279, 309 des Sequenzprotokolls, einem Teil
oder Derivat davon,
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(b) einer Nukleinsaure, die unter stringenten Bedin-
gungen mit der Nukleinsaure unter (a) hybridisiert,
(c) einer Nukleinsaure, die in Bezug auf die Nuklein-
saure unter (a) oder (b) degeneriert ist und

(d) einer Nukleinsaure, die zu der Nukleinsaure unter
(a), (b) oder (c) komplementar ist.

112. Verfahren nach Anspruch 111, wobei der An-
tikérper ein monoklonaler Antikorper ist.

113. Verfahren nach Anspruch 111, wobei der An-
tikdrper ein chimarer oder humanisierter Antikbrper
ist.

114. Verfahren nach Anspruch 111, wobei der An-
tikorper ein Fragment eines naturlichen Antikdrpers
ist.

Es folgen 59 Blatt Zeichnungen
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Abb. 2
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