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(57) Abstract: The invention relates to molecular markers which occur with cholangiolar carcinomas (CCC), comprising, in partic-
ular, gene sequences or peptides coded thereby, which have an up or down regulated expression thereof in CCC relative to non-malig-
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S (57 Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft molekulare Marker, die beim cholangioldren Karzinom (CCC) auftre-
ten. Sie umfasst insbesondere Gensequenzen bzw. davon codierte Peptide, die beim CCC gegeniiber nicht malignen bzw. normalen
Leberzellen in der Expression herauf- oder herabreguliert sind, sowie die Verwendung dieser Sequenzen zur Diagnose oder/und The-
rapie von CCC sowie zum Screening zur Identifizierung neuer Wirkstoffe fiir CCC. Weiterhin betrifft die Erfindung ein CCC-spezi-
fisches Cluster als einzigartiges diagnostisches Mittel fiir CCC. Weiterhin betrifft die Erfindung die Diskriminierung von CCC und

HCC (Leberzellkarzinom).
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Molekulare Marker fiir das cholangioldre Karzinom
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft molekulare Marker, die beim
cholangioldren Karzinom (CCC) auftreten. Sie umfasst insbesondere
Gensequenzen bzw. davon codierte Peptide, die beim CCC gegeniiber nicht
malignen bzw. normalen Leberzellen in der Expression herauf- oder
herabreguliert sind, sowie die Verwendung dieser Sequenzen zur Diagnose
oder/und Therapie von CCC sowie zum Screening zur Identifizierung neuer
Wirkstoffe fiir CCC. Weiterhin betrifft die Erfindung ein CCC-spezifisches
Cluster als einzigartiges diagnostisches Mittel fiir CCC. Weiterhin betrifft

die Erfindung die Diskriminierung von CCC und HCC (Leberzellkarzinom).

Das cholangiocellulare Karzinom (CCC) ist ein Karzinom, das von den Zellen
der Gallengédnge, den Cholangiocyten ausgeht. Das CCC ist also ein
Karzinom der Gallengénge, meistens ein Adenokarzinom und damit in der
Leber sowie in den abfiihrenden Gallengédngen lokalisiert. Anders als bei
dem ebenfalls in der Leber lokalisierten Leberzellkarzinom {(HCC),das von
den echten Leberzellen, den Hepatocyten, ausgeht, sind Gallengangszellen

der zellulare Ursprung des CCC.

Die Friherkennung eines CCC ist von entscheidender Bedeutung flr das
Uberleben der betroffenen Patienten. Somit besteht von medizinisch-
klinischer Seite ein eindeutiger Bedarf an Tumormarkern mit sehr hoher

Sensitivitdat und Spezifitat fur CCC.

Weiterhin sind fir die Therapie des CCC neue und innovative Ansatze

winschenswert.
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Es ist bekannt, dass das Entstehen von Krebs ein Prozess ist, bei welchem
sehr viele und verschiedene genetische Verdnderungen stattfinden und
miteinander interagieren. Dies zeigt sich z.B. in der Aktivierung oder
Uberexpression von Onkogenen und Inaktivierung bzw. komplettem Verlust
von Tumorsuppressorgenen in den entsprechenden Tumorzellen. Jedoch ist
bislang kein koharentes Muster von genetischen Veranderungen beim CCC

definiert worden.

Eine Agfgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, neue
Tumormarker far CCC bereitzustellen, sowie neue Mdglichkeiten fur die

Therapie von CCC aufzuzeigen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafd gel6st durch die Verwendung
mindestens einer Nukleinsaure, die (i) in Tabelle |, in Tabelle Il, in Tabelle Il
oder in Tabelle IV gezeigt ist, (i) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der
Degeneration des genetischen Codes entspricht, (iii) eine Teilsequenz einer
Sequenz aus (i) oder/und (i) mit einer Ldnge von mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 100
Nukleotiden aufweist, (iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii} unter
stringenten Bedingungen hybridisiert oder/und (v) eine zu einer Sequenz
aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) komplementare Sequenz aufweist, oder eines
von einer solchen Nukleinsdure codierten Polypeptids als Target fur das

cholangioldre Karzinom (CCC).

Der Ausdruck "Hybridisierung unter stringenten Bedingungen" wird hierin
verwendet, wie bei Sambrook et al. {(Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 1.101-1.104)
verwendet. Bevorzugt liegt eine stringente Hybridisierung gemaR der
vorliegenden Erfindung vor, wenn nach Waschen fiir eine Stunde mit 1 x
SSC und 0,1 % SDS bei 50 °C, bevorzugt bei 55 °C, mehr bevorzugt bei
62 °C und am meisten bevorzugt bei 68 °C und mehr bevorzugt fur 1
Stunde mit 0,2 x SSC und 0,1 % SDS bei 50 °C, bevorzugt bei 55 °C,
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mehr bevorzugt bei 62 °C und am meisten bevorzugt bei 68 °C noch ein

positives Hybridisierungssignal beobachtet wird.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde ein neues Verfahren der
modernen Genomforschung benutzt, um {iber- und unterexprimierte Gene

bei CCC zu identifizieren.

Mit Hilfe dieser erst jlingst etablierten DNA Chip-Technologie (siche z.B. P.
Brown et al., Nature Genetics Supplement, 21 (1999) 33-37; K. Cole et al.,
Nature Genetics Supplement, 21 (1999) 38-41; R. Lipshulz et al., Nature
Genetics Supplement, 21 (1999) 20-24) ist es gelungen, Gene zu
ermitteln, die in CCC von verschiedenen Patienten signifikant Gber- oder
unterexprimiert waren. Durch die anschlieBende Softwareanalyse lieRen
sich Gruppen von Genen bestimmen, die konsistent, d.h. in samtlichen
(100 %) oder den meisten (80 %) der CCC liber- oder unterexprimiert sind
(siehe hierzu auch die Tabellen I, I, lil und IV). Samtliche dieser mit Hilfe
der Genchipanalyse identifizierten Gene werden bei Vorliegen eines CCC
héufiger und konsistenter Uberexprimiert bzw. unterexprimiert als derzeit

klinisch zur Verfigung stehende Marker.

Deshalb stellen die im Rahmen der vorliegenden Erfindung identifizierten
Gene wirkungsvolle Targets und insbesondere geeignete Marker fiir CCC
dar. Besonders bevorzugt werden die Gene der Tabelle |IA oder/und die
Gene der Tabelle IIA verwendet, bei denen eine Expressionserhhung bzw.
Expressionserniedrigung in 100 % der untersuchten Patienten festgestellt
worden ist. Fur viele Anwendungen ist es jedoch bereits ausreichend,
mindestens ein Gen der Tabelle IlIA einzusetzen, also Gene, bei denen eine
erh6hte Expression in mindestens 80 % der untersuchten Patienten

festgestellt worden ist.

ErfindungsgeméR bevorzugt werden Gene eingesetzt, die, verglichen mit

nicht krebsartigen bzw. normalen Leberzellen um einen Faktor von
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mindestens 1,5 herab- bzw. heraufreguliert sind, mehr bevorzugt um einen
Faktor von mindestens 2, noch mehr bevorzugt um einen Faktor von
mindestens 3 und am meisten bevorzugt um einen Faktor von mindestens
4,

Wahrend bereits durch die Verwendung eines einzigen, in der vorliegenden
Erfindung identifizierten Gens in Zusammenhang mit CCC Verbesserungen
erhalten werden, konnen weitere vorteilhafte Wirkungen durch
Verwendung von mehreren der erfindungsgemaR aufgefundenen Gene;
insbesondere von mindestens 5, mehr bevorzugt von mindestens 10, noch
mehr bevorzugt von mindestens 20 und am meisten bevorzugt von
mindestens 40 Genen erzielt werden. ErfindungsgemaR bevorzugt werden
die aufgefundenen Gene zu Gruppen zusammengefasst, die fiir CCC
spezifisch sind und eine eindeutige Unterscheidung von CCC zu anderen

Zellen, auch anderen pathologisch verdnderten Zellen erlauben.

ErfindungsgemaR werden die in den Tabellen I, II, 1ll bzw. IV gezeigten
Gene bevorzugt zum Nachweis oder/und zur Diagnose oder/und zur

Prognose von CCC eingesetzt.

Mit den identifizierten Gruppen von Genen lassen sich auch eindeutige
Erkennungsmerkmale flr die Diskriminierung von verschiedenen (Le-

ber-)Tumoren identifizieren. So konnte durch Clusteranalyse ein CCC -
spezifisches Muster fir die Diagnostik von CCC positiven Gewebeproben

gegenlber anderen Gewebemustern der Leber identifiziert werden.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden mindestens 20,
insbesondere mindestens 40 Gene eingesetzt, mit denen eine besonders
gute Differenzierung erreichbar ist, ndmlich die Gene der Tabelle IA,
insbesondere die Gene Nr. 1 bis 14 in Tabelle IA sowie die Gene in der
Tabelle llA, insbesondere die Gene Nr. 1 bis 34 in Tabelle IIA. Bei diesem

Satz werden vorzugsweise mindestens 10 heraufregulierte und mindestens
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10 herabregulierte Gene eingesetzt, wobei mittels Clusteranalyse eine 100
%-ige Differenzierung zwischen Tumorlebergewebe und nicht malignem
Lebergewebe méglich ist. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform
werden alle in den Tabellen |, If und Il aufgeflihrten Gene eingesetzt. Mit
diesen 143 differenziell exprimierten Genen ist aufgrund der
Expressionshomogenitidt des CCC eine eindeutige Zuordung (Tumor zu

Nichttumor) mdglich.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform werden die in den Tabellen
IB und 1IB aufgefiihrten Gene eingesetzt und in einer weiteren bevorzugten
Ausflhrungsform die in den Tabellen IA und IIA aufgefiihrten Gene, d.h.

alle in 100 % der Falle herauf- bzw. herabregulierten Gene.

Weiterhin ist es bevorzugt, mindestens 2, insbesondere mindestens 5 und
noch mehr bevorzugt mindestens 10 Gene der Tabelle |A oder/und der
Tabelle lIA einzusetzen und gegebenenfalls zusatzlich weitere,
insbesondere mindestens 2, bevorzugt mindestens 5 und noch mehr
bevorzugt mindestens 10 Gene aus der Tabell Ill und gegebenenfalls

weitere Gene aus der Tabelle 1V.

Die erfindungsgemaR als Target bereitgestellten Nukleinsiduren bzw. deren
Menge, beispielsweise die in einer Zelle exprimierte Menge, kénnen mittels
geeigneter Assays bestimmt und somit zur Diagnose von CCC
herangezogen werden. Bevorzugt werden ausgehend von den hierin
gelieferten Sequenzinformationen Sonden bereitgestellt oder gebildet,
welche an die in den Tabellen gezeigten Nukleinsduren binden. Hierzu
kénnen beispielsweise zu den angegebenen Gene komplementire

Sequenzen bzw. komplementire Sequenzabschnitte verwendet werden.

Fur spezielle Anwendungen kénnen weitere Gengruppierungen oder
Gencluster zusammengestellt werden, um spezifische analytische

Fragestellungen zu l6sen. Auf diese Weise kénnen beispielsweise Cluster
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zur Diskriminierung verschiedener Tumore der Leber, z.B. gutartig-b&sartig
oder bdsartig-bbsartig (Leberkarzinom- oder Metastasen des Darmkrebs-
CCC) oder Cluster zur Unterscheidung verschiedener Stadien einzelner
Tumore erstellt werden, wobei jeweils die Gene aus den Tabellen | bis IV
herangezogen werden, bei denen eine besonders deutliche oder besonders
konsistente Anderung beobachtet werden kann. Diese Differenzierungen
sind heute mit den aktuell zur Verfligung stehenden Methoden oft nicht

oder nur sehr schwierig zu bewerkstelligen.

Neben dem cholangiozelluldren Karzinom (CCC), das von den Zellen der
Gallengénge, den Cholangiocyten, ausgeht, gibt es in der Leber noch das
HCC, das als Karzinom von den "echten" Leberzellen, den Hepatocyten,
ausgeht. ErfindungsgemaR konnten Expressionsmuster festgestellt werden,
die eine eindeutige Diskriminierung dieser beiden Tumore erméglichen.
Gene, die eine Differenzierung zwischen den beiden Karzinomen HCC und
CCC erméglichen, sind in den Tabellen IB, 1IB, IlIB und 1V, dargestellt. So
wurden spezifische Cluster identifiziert mit Genen, die nur im CCC
heraufreguliert oder herunterreguliert sind. Zur Unterscheidung der beiden
Cluster wird somit bevorzugt ein diagnostisches Mittel verwendet, welches
mindestens ein, insbesondere mindestens 5, mehr bevorzugt mindestens
10 und bis zu alle in den Tabelle IB, 11B, 1lIB und IV dargestellten Gene, die
fir CCC spezifisch sind als Target nutzt. Bevorzugt verwendet man
mindestens 1, mehr bevorzugt mindestens 5 und noch mehr bevorzugt
mindestens 10 der in den Tabellen IB, 1IB und/oder 1B, insbesondere der in
den Tabellen 1B und/oder IIB dargesteliten Gene. Am meisten bevorzugt
wird eine Differenzierung zwischen CCC und HCC mit allen 42 in den
Tabellen IB, 1IB und llIB dargestellten Genen durchgefiihrt. Die in den
Tabellen B, IIB, llIB und IV dargestellten Gene kénnen aber auch genutzt
wérden, um das CCC im Gegensatz zu Normalgewebe oder nicht-malignen

Gewebe zu unterscheiden.
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Das Vorhandensein eines konsistenten Musters genetischer Verdnderungen
beim CCC, wie es erfindungsgeméaR festgestellt worden ist, bietet
prinzipiell die Maéglichkeit, verschiedene Stadien, Ursachen oder/und
Subgruppen des CCC im Hinblick auf bestimmte genetische Muster zu
untersuchen. So kann hier z.B. ein Hinweis auf die Wahrscheinlichkeit der
Entstehung eines b&sartigen Tumors aus bereits vorgeschadigtem Gewebe
gegeben werden (Prognose). Ein solches Muster bietet zudem auch die
Maéglichkeit, bei der histologischen Unterscheidung zwischen Tumorzellen
und nicht malignen transformierten Zellen eindeutig zu differenzieren. So
kann eine weitgehend untersucherunabhéangige Diagnose gestellt werden
(GenCluster-Analyse - Genompathologie, Genprofilpathologie). Weiterhin
kdénnen anhaltend Uberexprimierte Gene (bzw. die von ihnen codierten
Proteine) als wesentlich spezifischere und - wenn sie bereits in frithen
Stadien der Tumorentstehung auftauchen - sensitivere Tumormarker als die
bislang bekannten und angewandten fungieren. Die selektierten Gene
kénnen auch als Kopplungsstelle fiir potenzielle therapeutische Targets

benutzt werden.

ErfindungsgemaR ist es weiterhin moglich, zwischen verschiedenen Formen
bzw. Subgruppen von CCC zu differenzieren. Da bei frilhen Tumorstadien
eine chirurgische Therapie erfolgversprechender ist, sind friihzeitige
Prognoseparameter fir CCC, wie durch die erfindungsgeméRen Gene und
insbesondere die erfindungsgemaBen Clusteranalysen bereitgestellt, fir
eine erfolgreiche Therapie von essenzieller Wichtigkeit. Weiterhin kann
erfindungsgemal ein gezieltes Screening von Risikogruppen mit Hilfe der
hierin bereitgestellten Daten erfolgen. Weiterhin hervorzuheben ist die
Méglichkeit, einen Serummarker fir die Entstehung eines CCCs
bereitzustellen sowie die Méglichkeit eines auf den hierin prasentierten

Daten basierenden Anti-CCC-Impfstoffes fiir die genannten Risikogruppen.

Ein weiterer Vorteil der mit der vorliegenden Erfindung erhalten werden

kanp, ist, dass mit den erfindungsgemaR bereitgestellten Genen eine
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Risikogruppendiagnose durchgefiihrt werden kann. Hierzu werden
beispielsweise Patienten untersucht und anhand der Uber- oder

unterexprimierten Gene in entsprechende Risikogruppen eingeteilt.

Aus den in den Tabellen dargestellten Gene sind foetal exprimierte Gene als
Tumormarker von besonderem Interesse. Flir Therapieansétze eignen sich
insbesondere Gene, die flir Rezeptoren codieren sowie Onkogene als auch

in den Zellzyklus involvierte Gene (cdc) und Signaltransduktionselemente.

Werden die Genprodukte (Proteine) oder ein Teil davon ins Blut sezerniert,
so besteht ein enorm hohes Potenzial fir ein einfaches Detektionsverfahren
far die Entstehung eines CCC. Mit Hilfe dieser Marker bzw. dieses
Detektionsverfahrens kdnnen beispielsweise in Form eines einfachen
Serumbluttests Risikopatienten auf die Entstehung eines CCC problemlos,
sicher und schnell getestet werden. In der Folge kénnte bei einem positiven
Detektionstest dann eine weitere spezifisch auf das Ergebnis dieses Tests
abgestimmte Diagnostik oder/und Therapie durchgefihrt werden. Eine
Detektion von tumorspezifischen Zelloberflachenproteinen ist damit ebenso

moglich.

Die Erfindung umfasst somit Gensequenzen als diagnostisches
Nachweisverfahren und als potenzielle therapeutische Angriffspunkte im
Zusammenhang mit einem CCC sowie ein CCC-spezifisches Cluster aus
z.B. 143 Genen (Indikatorgene - Genompathologie) als einzigartiges

diagnostisches Instrument.

Der wirtschaftliche Nutzen ergibt sich einerseits z.B. in der Benutzung der
Expressionsmuster als Detektionsverfahren flir die molekulare
Tumoridentifikation (spezifische Serummarker, spezifische GenCluster,
immunhistochemische Marker), andererseits konnen jene Gene, welche als

geeignet fur therapeutische Ansédtze fuir molekulare Therapien wie
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Gentherapie und/oder Tumorvakzinierung angesehen werden, entsprechend

geprift und zur Therapieentwicklung herangezogen werden.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Diagnose von CCC, bei
den man in einer Probe die Menge an mindestens einer Nukleinsaure, mehr
bevorzugt an mindestens 2 Nukleinsduren, noch mehr bevorzugt an
mindestens 5 Nukleins&uren, die in Tabelle |, Il, Il oder/und IV gezeigt sind

bzw. eines davon codierten Proteins bestimmt.

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Therapie von CCC, bei
dem man die Menge an mindestens einer Nukleinséure, die in Tabelle |, I,
Il oder/und IV gezeigt sind oder eines davon codierten Proteins beeinflusst.
Die Beeinflussung kann eine Erhéhung oder Verminderung der Menge
umfassen, beispielweise durch Zugabe der mindestens einen Nukleinsédure
bzw. eines davon codierten Proteins (insbesondere bei herabregulierten
Genen der Tabellen Il oder/und Ill) oder durch Abfangen von in Uberschuss
produzierten Genen oder davon codierten Proteinen, beispielsweise durch
Antisense-Molekiile oder geeignete Antikérper (insbesondere bei

heraufregulierten Genen der Tabellen | oder/und 1V).

Die Erfindung umfasst weiterhin ein CCC-spezifisches Cluster bzw. ein mit
CCC assoziiertes Expressionsprofil, welches mindestens 5, insbesondere
mindestens 10 und bis zu alle der Gene Tabelle IA, IIA und/oder lIIA

umfasst.

In den Tabellen sind die mittels Genchipanalyse identifizierten Gene
dargestellt. In den Tabellen sind die Datenbankzugangsnummern der Gene
sowie die Bezeichnung der Gene bzw. das von ihnen codierte Polypeptid

bzw. EST Nummer angegeben.

Die Tabelle |IA zeigt Gene, die in humanem CCC, verglichen mit nicht

krebsartigen Leberzellen spezifisch heraufreguliert sind, und zwar in 100 %
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der untersuchten Patienten um mindestens das 2-fache. Ebenfalls

angegeben ist das Ausmal3 der Heraufregulierung.

Tabelle IB zeigt diejenigen Gene aus Tabelle |A, die beim CCC verglichen
mit humanem priméarem HCC, in 100 % der untersuchten CCC-Patienten

differenziell exprimiert werden.

Tabelle IIA zeigt Gene, die bei 100 % der untersuchten CCC-Patienten im

Vergleich zu normalem Lebergewebe herabreguliert sind.

Tabelle IIB zeigt davon wiederum die Gene, die beim CCC im Vergleich zu
humanem primdarem HCC in 100 % der CCC-Patienten differenziell

exprimiert werden.

Tabelle IlIA zeigt Gene, die beim CCC, verglichen mit nicht krebsartigen

Leberzellen, spezifisch bei 80 % der Patienten herabreguliert sind.

Tabelle llIB zeigt davon wiederum die Gene, die beim CCC im Vergleich

zum HCC in 80 % der CCC-Patienten differenziell exprimiert werden.

Tabelle IV zeigt Gene, die im CCC heraufreguliert und.im HCC nicht

differenziell reguliert sind.

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele und Figuren weiter erldutert.

Bei den Genexpressionsanalysen handelt es sich um eine Auswahl der
signifikant Uber- (Rotténe) und unterexprimierten (Griinténe) Gene (vertikal
aufgetragen) aus den jeweiligen Gewebeproben (horizontal dargestellt). Die
Farben verdeutlichen die signifikanten Unterschiede in den Aktivitaten der
Gene. Eindrucksvoll kann nicht nur Tumorgewebe von "normalem"
Lebergewebe unterschieden werden, sondern ebenso eine eindeutige

Differenzierung zwischen gutartigen Leberverédnderungen (Adenomen) oder
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Metastasen eines Kolonkarzinoms oder dem hepatozelluldren Karzinom

(Tumor = HCC) und CCC vorgenommen werden.

Figur 1 zeigt eine Genclusteranalyse eines CCC im Vergleich zu nicht
malignem Gewebe basierend auf 143 Genen der Tabellen |A, [IA und HIA.
Jede Spur in der Figur zeigt eine Gewebeprobe, die einzelnen Farbpixel pro
Spur jeweils ein Gen bzw. ein Hybridisierungssignal. In den einzelnen
Spuren sind CCC-Tumorgewebe (TU) bzw. nicht malignes Gewebe (NG)
aufgetragen. Ein roter Farbpixel bedeutet, dass das entsprechende Gen in
der Probe (berexprimiert ist, ein griiner Farbpixel, dass das entsprechende
Gen unterexprimiert ist. Eingesetzt wurden 143 Gene, welche die stérkste
differenzielle Differenzierung zwischen den beiden Geweben erlaubten. Ziel
der Untersuchung war es, eine mdglichst eindeutige Differenzierung
zwischen Tumorgewebe und nicht malignem Gewebe auf méglichst
einfachem Wege zu erhalten. Aus Figur 1 kann man deutlich ersehen, dass
auf einfache Weise eine Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen,

selbst fur einen Laien oder ungeschultes Personal, méglich ist.

Beispiel 1 Bestimmung von Genen, die in CCC herauf- oder herabreguliert
sind

Es wurde ein Chip mit ca. 22.000 menschlichen Gensonden eingesetzt,
wobei die Selektion durch spezifische Hybridisierung mit hochgereinigtem
Leberkrebsgewebe (RNA) erfolgte. Dabei wurde auf hohe Stringenz, hohe
Robustheit und hohe Konsistenz sowie Spezifitdt geachtet. Durch die
primar digitale Aufbereitung der Daten ist eine Clusteranalyse mit hoher
Spezifitdt moglich. Darauf beruht die letztendliche Selektion (durch
stringente Auswabhlkriterien) einzelner Gene aus der Basis von mehreren

tausend untersuchten Genen.
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> 2fach heraufregulierte Gene in 100 % der Patienten

Accession Nr.

Gen-Name

durchschnittliche
Veranderung xfach

1274616
2 NM_000088
3 J02814

4 NM 001067
5 X15998

6 M12125

7 AF282626
8 AK025912
9 NM_000393
10 BF590263

11 Al983428

12 Y12653
13 X03124

14 U89942

Collagen, Typ |, alpha 2
Collagen, Typ |, alpha 1
Chondroitinsulfatproteo-
glycan 2 (versican)
Topoisomerase (DNA) Il alpha
(170 kD)
Chondroitinsulfatproteoglycan
2 (versican)

Tropomyosin 2 (beta)
Latexinprotein

Collagen, Typ 1V, alpha 2
Collagen, Typ V, alpha 2
Chondroitinsulfatproteoglycan
2 (versican)

Collagen, Typ V, alpha 1
Diubiquitin

Gewebeinhibitor von Metallo-
proteinase 1 (Erythroid
potenzierende Aktivitat,
Collagenaseinhibitor)
Lysyloxidase-like 2

20,8
15,1
13,0

12,0
11,6

10,6
7,5
7,0
6,8
5,4

4,6

4,2
4,0

2,7
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Tabelle 1B differenziell exprimierte Gene im CCC versus HCC in 100 %

der Patienten

Accession Nr.

Gen-Name

durchschnittliche
Veranderung xfach

1 NM_000088
2 J02814

3 X15998

4 AF282626
5 NM_000393
6 BF590263

7 Al983428
8 X03124

9 U89942

Collagen, Typ |, alpha 1
Chondroitinsulfatproteo-
glycan 2 (versican)
Chondroitinsulfatproteo-
glycan 2 (versican)
Latexinprotein

Collagen, Typ V, alpha 2
Chondroitinsulfatproteo-
glycan 2 (versican)
Collagen, Typ V, alpha 1
Gewebeinhibitor der Metall-
proteinase 1 (Erythroid
potenzierende Aktivitat,
Collagenaseinhibiitor)
Lysyloxidase-like 2

15,1
13,0

11,6

2,7
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Anspriiche
1. Verwendung mindestens einer Nukleinsaure, die

(i)
(ii)

(iii)

(iv)

(v)

in Tabelle |, [I, lll oder IV gezeigt ist,

einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des
genetischen Codes entspricht,

eine Teilsequenz einer Sequenz aus (i) oder/und (ii) mit einer
Lange von mindestens 20, insbesondere mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens
100 Nukleotiden aufweist,

mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten
Bedingungen hybridisiert oder/und

eine zu einer Sequenz aus (i), (i), (iii) oder/und (iv)

komplementéare Sequenz aufweist,

oder eines von einer solchen Nukleinsédure codierten Polypeptids als

Target fiir das cholangioldre Karzinom (CCC).

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Diagnose von CCC.
3. Verwendung nach Anspruch 1 zur Therapie von CCC.
4, Verwendung nach Anspruch 1 in einem Screeningverfahren zur

Identifizierung neuer Wirkstoffe fir CCC.

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens 5 Nukleinsduren eingesetzt werden.

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens 5 Targets, ausgewa&hit aus Nukleinséduren, die
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(i) in Tabelle | gezeigt sind,

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des
genetischen Codes entsprechen,

(iiiy  Teilsequenzen davon mit einer Lange von mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens
100 Nukleotiden aufweisen,

(iv)  mit einer Sequenz aus (i), (i) oder/und (iii) unter stringenten
Bedingungen hybridisieren oder/und

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv)
komplementare Sequenz aufweisen und

davon codierten Polypeptiden sowie mindestens 5 Targets,

ausgewadhlt aus Nukleinsauren, die

(i) in Tabelle Il gezeigt sind,

(i) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des
genetischen Codes entsprechen,

(iiiy  Teilsequenzen davon mit einer Ldnge von mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens
100 Nukleotiden aufweisen,

(iv)  mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten
Bedingungen hybridisieren oder/und

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (i), (iii) oder/und (iv)
komplementédre Sequenz aufweisen

und davon codierten Polypeptiden eingesetzt werden.

Verwendung nach Anspruch 6,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens 5 Targets, insbesondere mindestens 7 Targets,
ausgewahlt aus Nukleinsduren, die

(i) in Tabelle IB gezeigt sind,

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des

genetischen Codes entsprechen,
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(iiiy  Teilsequenzen davon mit einer Ldnge von mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens
100 Nukleotiden aufweisen,

(iv)  mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten
Bedingungen hybridisieren oder/und

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (i), (iii) oder/und (iv)
komplementare Sequenz aufweisen und/oder

davon codierten Polypeptiden sowie mindestens 2 Targets,

insbesondere mindestens 4 Targets, ausgewahlt aus Nukleinsauren,

die

(i) in Tabelle IIB gezeigt sind,

(i) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des
genetischen Codes entsprechen,

(ili)  Teilsequenzen davon mit einer Ldnge von mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens
100 Nukleotiden aufweisen,

(iv)  mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten
Bedingungen hybridisieren oder/und

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (i), (iii) oder/und (iv)
komplementéare Sequenz aufweisen

und/oder davon codierten Polypeptiden eingesetzt werden.

Verwendung nach Anspruch 6 oder 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass ein CCC-spezifisches Muster mindestens bestehend aus den
Genen der Tabelle IA, der Tabelle IlA, und der Tabelle IlIA eingesetzt

wird.

Verwendung mindestens einer Nukleinséure, die
(i) in Tabelle IB, 1IB, IlIB oder IV gezeigt ist,
(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des

genetischen Codes entspricht,
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(i)  eine Teilsequenz einer Sequenz aus (i) oder/und (ii) mit einer
Lange von mindestens 20, insbesondere mindestens 25,
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens
100 Nukleotiden aufweist,

(iv)  mit einer Sequenz aus (i), (i) oder/und (iii) unter stringenten
Bedingungen hybridisiert oder/und

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (i), (iii) oder/und (iv)
komplementére Sequenz aufweist,

oder eines von einer solchen Nukleinsaure codierten Polypeptids zur

Differenzierung zwischen cholangiozelluldarem Karzinom (CCC) und

hepatozelluldarem Karzinom (HCC).

Verfahren zur Diagnose von CCC,

dadurch gekennzeichnet,

dass man in einer Probe die Menge an mindestens einer
Nukleinsdure, die in Tabelle I, I, Il oder/und IV gezeigt sind,

bestimmt.

Verfahren nach Anspruch 12,

dadurch gekennzeichnet,

dass man die Menge an mindestens 10, insbesondere mindestens
20, vorzugsweise mindestens 50 Nukleinséuren, die in Tabelle I, 11,

Il oder/und IV gezeigt sind, bestimmt.

Verfahren zur Therapie von CCC,
dadurch gekennzeichnet,
dass man die Menge an mindestens einer Nukleinsédure, die in

Tabelle |, II, Il oder/und IV gezeigt sind, beeinflusst.

Verfahren nach Anspruch 12,

dadurch gekennzeichnet,
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dass man eine Nukleinsdure beeinflusst ausgewéhlt aus Genen. fir
Rezeptoren, Onkogenen, in den Zellzyklus involvierten Genen (cdc)

oder/und Signaltransduktionselementen.

CCC-spezifischer Cluster, umfassend mindestens 5 Gene der Tabelle

IB, und mindestens 2 Gene der Tabelle IIB.

Expressionsprofil, insbesondere zur Verwendung als diagnostisches
Mittel, assoziiert mit CCC,

dadurch gekennzeichnet,

dass es mindestens 5 der Gene der Tabelle IA um mindestens das
1,6fache erhsht und mindestens 5 der Gene der Tabelle IlA um
mindestens das 2-fache verringert gegeniiber nicht kreb‘sartigen oder

normalen Leberzellen aufweist.

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP
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Abb. 1: Clusteranalyse von CCC vs Nicht malignem Gewebe basierend auf 143 Genen.
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