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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindun-
gen und Verfahren zur Erkennung und Behandlung
von Karzinomen und deren Vorstufen. Die Erfindung
stellt DNase-X-Nukleinsduren und Polypeptide be-
reit, die fur die Erkennung und Behandlung von Kar-
zinomen und deren Vorstufen geeignet sind. Insbe-
sondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Er-
kennung von Karzinomen und deren Vorstufen, wel-
ches die Detektion der Menge und/oder der subzellu-
laren Lokalisierung eines oder mehrerer DNa-
se-X-Molekdle in biologischen Proben umfasst. Dar-
Uber hinaus stellt die vorliegende Erfindung Verfah-
ren zur Frithdiagnose, Prognose und Uberwachung
des Krankheitsverlaufs von Karzinomen und deren
Vorstufen sowie fiir die Behandlung dieser Vorstufen
bereit.

[0002] Bei den meisten Tumoren gibt es eine starke
Korrelation zwischen dem Erfolg beim Patienten
nach einer Anfangstherapie und dem Stadium, in
dem die Krankheit diagnostiziert wird. Je friher des-
halb der Krebs entdeckt werden kdnnte, desto besser
sind die Uberlebenschancen fiir den Patienten. Es
werden daher empfindliche Testverfahren bendtigt,
um die Tumore in frihen Stadien oder sogar in Vor-
stufen-Stadien des Krebses festzustellen, beispiels-
weise vorkarzinogene Stadien oder die Vorlaufer ma-
ligner karzinogener Stadien.

[0003] Die aussichtsreichsten Verfahren zur Frihdi-
agnose von Tumoren sind solche, die Molekularmar-
ker umfassen, welche flir Tumore oder fiir Vorlaufer-
stadien von Tumoren charakteristisch sind.

[0004] Da Krebs eine recht heterogene Krankheit
ist, kbnnen an der Entstehung von Krebs mehrere
Regulatoren des Zellwachstums beteiligt sein. Diese
regulatorischen Elemente des Zellzyklus kdnnen ent-
weder positive Regulatoren sein, sogenannte Onko-
gene falls mutiert, so dass ein transformierter Zu-
stand erreicht wird, oder negative Regulatoren, soge-
nannte Tumorsuppressorgene. Die Anzahl der Fakto-
ren, von denen bekannt ist, dass sie an der Regulie-
rung des Zellzyklus beteiligt sind und mdglicherweise
kausative Mittel bei der Entwicklung von Krebs dar-
stellen, ist bislang hoher als 100 und steigt noch im-
mer.

[0005] Die Molekdle, die an dem Auftreten des kar-
zinogenen Zustands einer Zelle beteiligt sind, ver-
wendet werden, um zwischen Krebszellen und nor-
malem Gewebe zu unterscheiden. Karzinogenes Ge-
webe kann somit festgestellt werden, indem flr die
Krebszellen charakteristische Molekile festgestellt
werden. Aufgrund der grof3en Zahl an Molekdlen, die
potenziell an der Verursachung von Krebs beteiligt
sind, erweist sich dies als ausgekligelt.

[0006] Fir eine verbesserte Diagnose von Tumoren
besteht ein Bedarf an neuen Markermolekilen zur
Verwendung bei der Diagnose von Karzinomen und
deren Vorstufen, welche eine spezifische Friherken-
nung erlauben und die Mdglichkeit erdffnen, die
Krankheiten in einem Friihstadium zu behandeln.

[0007] Von Tsutsumi et al. in Cancer Letters 159
(2000) 109-112 ist bereits bekannt, dass DNase-I-Po-
lymorphismus mit Magenkarzinom und Kolorektal-
karzinom assoziiert ist. Darliber hinaus schlagen die
Autoren die Verwendung der DNase-I Phanotyp 2
vor, um Patienten zu identifizieren, bei denen ein Ri-
siko besteht, dass sie ein Kolorektalkarzinom aufwei-
sen oder entwickeln.

[0008] Economidou-Karaoglou et al. beschreiben in
Eur. J. Cancer Clin. Oncol. Band 24, Nr. 8, S.
1337-1343, 1988, dass Variationen der Serumaktivi-
tat von alkalischer DNase ein geeignetes Mittel zur
Uberwachung der Reaktion von Lungenkrebs auf
eine Therapie und zur Tumorprognose sind.

[0009] EP 1 249495 A1 beschreibt eine DNA-Se-
quenz, die fir eine murine DNase-X kodiert, das mu-
rine DNase-X-Protein und Anti-DNase-X-Antikorper.
Das Dokument betrifft auBerdem Medikamente, wel-
che die oben genannten Verbindungen enthalten,
und welche vorzugsweise zur Pravention und/oder
zum Behandeln von Krankheiten verwendet werden,
bei denen Apoptose eine Rolle spielt, sowie diagnos-
tische Verfahren und Kits auf der Basis dieser Verbin-
dungen. Die Autoren dieses Dokuments postulieren
aullerdem, dass Krebszellen dadurch gekennzeich-
net sind, dass sie eine signifikant geringere Menge
an DNase-X enthalten als vergleichbare gesunde
Zellen. Im Verlauf der Experimente, die zu der vorlie-
genden Erfindung fuhrten, wurde jedoch festgestellt
und konnte gezeigt werden, dass Tumorkrankheiten
mit einer erhdhten Menge an DNase-X in den Tumor-
zellen assoziiert sind.

[0010] Die vorliegende Erfindung stellt DNa-
se-X-Nukleinsduren und Polypeptide zur Verwen-
dung fir die Erkennung von Karzinomen und deren
Vorstufen bereit. GemaR vorliegender Erfindung kon-
nen diese Molekule als Molekularmarker verwendet
werden, welche eine umfassende Erkennung von
Karzinomen und deren Vorstufen zulassen, z. B. L&-
sionen im Magendarmtrakt, Lasionen in den Atem-
wegen, etc., selbst in frihen Stadien. Daruber hinaus
ist ein Verfahren fur die Erkennung von Karzinomen
und deren Vorstufen bereit gestellt.

[0011] Im Verlauf der Experimente, die zur vorlie-
genden Erfindung fihrten, konnte gezeigt werden,
dass DNase-X-Molekile als Molekularmarker fiir die
Erkennung von Karzinomen und deren Vorstufen die-
nen koénnen. Der diagnostische Wert von DNa-
se-X-Nukleinsduren und Polypeptiden fur die Erken-
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nung von Karzinomen und deren Vorstufen ist bislang
nicht veréffentlicht worden.

[0012] Verodffentlichungen, die die Mutation von
DNase in Tumoren betreffen, kdnnen aufgefunden
werden. Hingegen gibt es keinen Hinweis auf die Ver-
wendung von DNase-X-Molekulen fir die Erkennung
und Diagnose von Karzinomen und deren Vorstufen.

[0013] Untersuchungen zur Expression von DNa-
se-X in Karzinomen und deren Vorstufen und in ver-
schiedenen Tumorstadien hoben ihre Ntzlichkeit fur
Diagnose- und Prognosezwecke hervor. Die vorlie-
gende Erfindung beruht daher auf den in den unten
angegebenen Beispielen gezeigten Befunden der Er-
finder, dass es die Hohe der Expression von DNa-
se-X-Nukleinsduren sowie der von diesen DNa-
se-X-Nukleinsauren kodierten Polypeptiden in Pro-
ben zulasst, Karzinome und ihre Vorstufen zu diag-
nostizieren und einzustufen, wie z. B. Lasionen im
Magendarmtrakt, Lasionen in den Atemwegen, um
den Verlauf der Krankheit vorherzusagen und die
Krankheit nach der Anfangstherapie weiter zu verfol-
gen.

[0014] Die Erfinder konnten zeigen, dass DNase-X
bei immunchemischen Verfahren speziell in be-
stimmten subzellularen Regionen wie beispielsweise
im Zellkern nachweisbar sein kann. Im Falle von
DNase-X konnte gezeigt werden, dass Differenzial-
farbungsmuster in immunhistochemischen Verfahren
von den in den Experimenten jeweils verwendeten
Bindungsmitteln abhangen kénnen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass DNase-X in gleichem Ausmal} im
Western-Blot oder in ELISA-Assays von Tumor- und
von normalen Geweben festgestellt werden kann. Im
Unterscheid dazu liefern die gleichen Gewebe spezi-
fische Kernfarbemuster von DNase-X im Fall von Tu-
morproben und keine Farbung bei normalen Kontroll-
proben. Darlber hinaus stellten die Erfinder fest,
dass der Nachweis von DNase-X-Aktivitat in Korper-
flissigkeiten fur die Identifizierung von Individuen mit
Krebs oder Krebsvorlaufern verwendet werden kann.

[0015] Dies kénnte auf eine Maskierung des Epitops
zurlickzufiihren sein, das von dem verwendeten An-
tikdrper in Normalgewebe erkannt wird. In Tumorge-
webe ist das Epitop unmaskiert, vor allem im Zell-
kern.

[0016] Die vorliegende Erfindung stellt Verfahren fiir
die Erkennung von Karzinomen und deren Vorstufen
bereit, welche den Nachweis eines oder mehrerer
DNase-X-Molekdle in einer biologischen Probe um-
fassen. Der Nachweis von DNase-X-Molekilen im
Verlauf des Verfahrens gemal vorliegender Erfin-
dung kann die Feststellung der Menge von DNa-
se-X-Molekdlen in biologischen Proben, die Feststel-
lung der Anwesenheit oder Abwesenheit von DNa-
se-X-Molekilen in biologischen Proben oder die Be-
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stimmung der Lokalisierung von DNase-X-Molekilen
z. B. in Zellen umfassen.

[0017] In einem Aspekt ist das Verfahren gemafR
vorliegender Erfindung besonders fiir die Friherken-
nung von Krankheiten in Verbindung mit anomaler
Zellproliferation, wie beispielsweise Kolorektallasio-
nen, und fur die Erkennung disseminierter Tumorzel-
len bei der Diagnose einer minimalen Resterkran-
kung geeignet. Das Verfahren zur Erkennung solcher
Karzinome und deren Vorstufen kann die Feststel-
lung der (subzelluldren) Lokalisierung von DNa-
se-X-Molekilen, die Feststellung der Anwesenheit
oder Abwesenheit und/oder der Menge von DNa-
se-X-Molekilen oder die Feststellung der Zugang-
lichkeit (Nachweisbarkeit) spezifischer Epitope von
DNase-X-Molekilen in biologischen Proben umfas-
sen. Dieses Verfahren kann beispielsweise minimal
invasive oder nicht-invasive Verfahren zum Erhalten
der Probe anwenden.

[0018] In einem anderen Aspekt der vorliegenden
Erfindung kénnen die oben erwdhnten Nachweisver-
fahren von DNase-X-Polypeptiden und/oder DNa-
se-X-Nukleinsduren als Molekularmarker im Verlauf
der Stadienklassifizierung (des Staging), der Beurtei-
lung der Prognose, der Uberwachung und dem De-
sign einer Strategie flr eine Tumortherapie verwen-
det werden.

[0019] Die vorliegende Erfindung stellt auflerdem
DNase-X-Nukleinsduren und -Polypeptide bereit zur
Verwendung bei der Erkennung von Karzinomen und
deren Vorstufen, wie z. B. Kolorektallasionen, Ma-
genkrebs, Speiserbhrenkrebs, Brustkrebs, Gebar-
mutterhalskrebs, etc.

[0020] Die vorliegende Erfindung stellt ferner Kits
bereit, beispielsweise diagnostische Kits oder For-
schungskits, flr den Nachweis der DNase-X-Polynu-
kleotide oder DNase-X-Polypeptide, oder umfassend
DNase-X-Polynukleotide, DNase-X-Polypeptide oder
spezifisch an DNase-X-Polypeptide oder -Polynukle-
otide bindende Agentien zur Verwendung bei der Er-
kennung von Karzinomen und deren Vorstufen.

[0021] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein
Verfahren fur die Therapie von Erkrankungen in Ver-
bindung mit anomaler Zellproliferation. In diesem As-
pekt kdnnen die erfindungsgemalen DNase-X-Poly-
peptide und/oder -Polynukleotide im Rahmen einer
Immuntherapie oder Gentherapie an Individuen ver-
abreicht werden, die an den besagten Erkrankungen
leiden. Fir die Therapie von Karzinomen und deren
Vorstufen kdnnen eine oder mehrere DNase-Nuklein-
sauren und/oder -Polypeptide alleine oder in Kombi-
nation mit anderen Molekilen verwendet werden.

[0022] Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden
Erfindung sind pharmazeutische Zusammensetzun-
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gen, die hierin beschriebene DNase-X-Polypeptide
und/oder DNase-X-Polynukleotide alleine oder in
Kombination mit einem oder mehreren anderen the-
rapeutischen oder diagnostischen Mitteln und/oder
Tragerstoffen oder Hilfssubstanzen enthalten.

[0023] Es ist ein weiterer Aspekt der vorliegenden
Erfindung, Verfahren zur Identifizierung von Moleku-
len bereit zu stellen, die an die Nukleinsauren und
Polypeptide der vorliegenden Erfindung sowie an Ak-
tivatoren und Inhibitoren der Expression der Gene
der vorliegenden Erfindung binden. Es ist aullerdem
ein Verfahren fir die ldentifizierung von Wirkstoffkan-
didaten fir die Therapie von Karzinomen und deren
Vorstufen bereit gestellt.

[0024] DNase-X-Molekiile, wie sie im Zusammen-
hang der vorliegenden Erfindung verwendet werden,
kénnen Nukleinsauren, Polynukleotide, Proteine, Po-
lypeptide oder Peptide umfassen. Auf der Ebene der
Nukleinsauren kann es sich bei den Markermoleki-
len um DNA oder RNA, umfassend genomische
DNA, cDNA und RNA wie beispielsweise mRNA oder
hnRNA, handeln.

[0025] Allgemeine Zuganglichkeit, wie hierin ver-
wendet, kann die Lokalisierung einer bestimmten Re-
gion (dem Epitop) eines Makromolekuls auf einer
Oberflache umfassen, so dass zweite oder dritte Mo-
lekile in Kontakt mit dieser Region kommen oder mit
ihr in Wechselwirkung treten. In den Verfahren ge-
maR vorliegender Erfindung kann jedes Verfahren
zur Bestimmung der Zuganglichkeit einer bestimm-
ten Region von Makromolekilen verwendet werden.
Solche Verfahren kénnen z. B. physikalische Verfah-
ren wie beispielsweise Spektroskopie, Kristallogra-
phie, etc., chemische Verfahren wie beispielsweise
Derivatisierung funktioneller Gruppen in den Makro-
molekilen, Vernetzung benachbarter Regionen in
Makromolekulen etc., oder die Anwendung von Bin-
dungsmitteln z. B. in immunchemischen Verfahren
umfassen.

[0026] In bestimmten Ausfiihrungsformen kann die
Zuganglichkeit eines Epitops eines Molekuls durch
Verfahren bestimmt werden, bei denen z. B. Bin-
dungsmittel verwendet werden. In bestimmten As-
pekten der vorliegenden Erfindung gilt ein Epitop als
zuganglich, wenn Bindungsmittel, die spezifisch ge-
gen das Epitop gerichtet sind, an das Epitop in einer
Probe binden und es erkennen kdnnen. Umgekehrt
gilt das Epitop als markiert oder nicht zuganglich,
wenn spezifische Bindungsmittel nicht an das Epitop
binden.

[0027] Expression, in der Verwendung gemaf vor-
liegender Erfindung kann beispielsweise die Expres-
sion von Proteinen umfassen. Die Transkription zu
RNA und damit die Menge an mRNA kénnen auch
als Expression gemal vorliegender Erfindung ver-

standen werden.

[0028] Die Expression einer Verbindung gilt geman
vorliegender Erfindung als signifikant verandert,
wenn die Starke der Expression um mehr als 30%
abweicht. Die Anderung der Expression kann bei-
spielsweise eine erhdhte Expression oder verringerte
Expression der Verbindung umfassen. Ein anderer
Aspekt der veranderten Expression kann eine Veran-
derung der Art umfassen, dass die Verbindung unter
Nicht-Wildtyp-Bedingungen exprimiert wird. Dies
kann umfassen, dass die Verbindung beispielsweise
in Situationen exprimiert wird, welche die Expression
naturlicherweise unterdriicken, oder dass sie in Situ-
ationen, welche die Expression der Verbindung na-
tirlicherweise induzieren, nicht exprimiert wird. Eine
Veranderung der Expression, wie hierin verwendet,
kann auch eine Veranderung des Transkriptionsmus-
ters eines Gens umfassen, z. B. kann die Verande-
rung des Transkriptionsmusters alternatives Splicing
des Gens umfassen.

[0029] Die Veranderungen der Transkriptionsmus-
ter kbnnen die aus den veranderten Transkripten
translatierten Polypeptide beeinflussen oder kdnnen
auf untranslatierte Regionen beschrankt sein. Die
Veranderungen der Transkriptionsmuster eines Gens
kénnen die Verwendung neuartiger Exons in den
Transkripten, Deletionen von Exons in den Transkrip-
ten oder die Variation des Verhaltnisses verschiede-
ner Splicingvarianten in Zellen umfassen. Verande-
rungen der Transkriptionsmuster von Genen wie hier-
in verwendet kdnnen somit die Produktion von Nukle-
insauren umfassen wie beispielsweise mMRNA, cD-
NA, etc., die im Vergleich zu Wildtyp-Nukleinsauren,
wie sie in Kontrollgewebe vorhanden sind, zusatzli-
che Bereiche von Nukleinsauresequenzen enthalten.

[0030] Alternativ kdnnen den durch alternative Spli-
cingmuster produzierten Nukleinsduren Bereiche von
Nukleinsduresequenzen fehlen, die in Wildtyp-Poly-
nukleotiden vorhanden sind. Das Vorhandensein zu-
satzlicher Bereiche kann gleichzeitig mit dem Fehler
urspringlicher Sequenzbereiche in einzelnen Trans-
kripten auftreten. Veranderungen der Expression von
Genen, wie im Zusammenhang der vorliegenden Er-
findung verwendet, kbnnen auch eine Veranderung
der Starke der Expression von Splicingvarianten von
Genen umfassen. Dies kann erhdhte oder verminder-
te Expression von besonderen Splicingvarianten so-
wie eine Expression von Varianten umfassen, die in
Wildtypgewebe nicht vorhanden sind, oder das Feh-
len einer Expression von Splicingvarianten, die in
Wildtypgewebe vorhanden sind. In einer Ausfih-
rungsform kann die Veranderung der Expression der
Splicingvarianten die Veranderung der Verhaltnisse
verschiedener Splicingvarianten in dem Gewebe um-
fassen.

[0031] Nukleinsauren, wie im Zusammenhang der
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vorliegenden Erfindung verwendet, sind vorzugswei-
se Polynukleotide oder Fragmente davon. Bevorzug-
te Polynukleotide weisen mindestens 20 aufeinander
folgende Nukleotide auf, vorzugsweise mindestens
30 aufeinander folgende Nukleotide und besonders
bevorzugt mindestens 45 aufeinander folgende Nuk-
leotide, die identisch sind, Sequenzhomologie auf-
weisen oder identische oder homologe Polypeptide
im Vergleich zu den hierin beschriebenen mit den
proliferativen Erkrankungen assoziierten Polypepti-
den kodieren. Die Nukleinsduren gemaf vorliegen-
der Erfindung kénnen auch zu einem der Polynukle-
otide komplementar sein. Polynukleotide kdnnen bei-
spielsweise einzelstrangige (Sense oder Antisense)
oder doppelstrangige Molekile aufweisen, und es
kann sich dabei um DNA (genomische, cDNA oder
synthetische) oder RNA handeln. RNA-Molekiile um-
fassen sowohl hnRNA (mit Introns) als auch mRNA
(ohne Introns). Gemal vorliegender Erfindung kon-
nen die Polynukleotide auch mit anderen Molekilen
verknUpft sein, wie beispielsweise Stltzmaterialien
oder Nachweis-Markermolekulen, und kénnen, je-
doch nicht zwingend, zusatzliche kodierende oder
nicht-kodierende Sequenzen enthalten.

[0032] Die DNase-X-Polynukleotide zur Verwen-
dung in einem Verfahren gemal vorliegender Erfin-
dung kdénnen native Sequenzen oder Varianten da-
von sein. Die Varianten kénnen eine oder mehrere
Substitutionen, Additionen, Deletionen und/oder In-
sertionen enthalten, so dass die Immunogenitat des
kodierten Polypeptids relativ zu den entsprechenden
nativen DNase-X-Proteinen nicht vermindert wird.
Die Varianten zeigen vorzugsweise 65-70%, mehr
bevorzugt mindestens 80% und am meisten bevor-
zugt mindestens 90% Sequenzidentitat mit den nati-
ven Nukleinsauremolekilen, die in den Verfahren ge-
malf vorliegender Erfindung verwendet werden. In ei-
ner Ausfiuhrungsform der Erfindung zeigen die Vari-
anten Sequenzidentitat mit den nativen DNase-X-Nu-
kleinsduren von mindestens 65% bis 99%, oder ei-
nen beliebigen Wert dazwischen. In einer anderen
Ausfiuhrungsform der Erfindung zeigen die Varianten
Sequenzhomologien von etwa 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 oder sogar 100%. Verfahren fiir die Bestim-
mung einer Sequenzahnlichkeit sind einem Fach-
mann bekannt.

[0033] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung kann eine Variante von DNase-X-Moleku-
len verwendet werden, die so verandert ist, dass eine
Wechselwirkung mit natirlichen Liganden oder Bin-
dungspartnern beeintrachtigt ist.

[0034] Beispielsweise kann die Bestimmung der
Annlichkeit von Sequenzen mithilfe der FastA-
und/oder BlastN-Bioinformatiksoftware erfolgen, die
auf dem HUSAR-Server des DKFZ Heidelberg ver-
fugbar ist.
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[0035] Dartber hinaus sind DNase-X-Nukleinsau-
ren zur Verwendung in den Verfahren gemaf vorlie-
gender Erfindung alle Polynukleotide, die unter strin-
genten Bedingungen an Sonden hybridisieren, wel-
che fur die hierin beschriebenen Sequenzen spezi-
fisch sind. Stringente Bedingungen, die bei der Hyb-
ridisierungsreaktion verwendet werden, sind dem
Durchschnittsfachmann bekannt und kénnen wie be-
schrieben in Sambrook et al. Molecular cloning: A La-
boratory Manual, 2. Auflage, 1989, eingesetzt wer-
den.

[0036] Die vorliegende Erfindung verwendet aulder-
dem Polynukleotide, die aufgrund der Degeneration
des genetischen Codes die DNase-X-Polypeptide
kodieren, die nativ von den beschriebenen DNa-
se-X-Nukleinsduren kodiert werden, aber innerhalb
der Nukleinsdure nicht die prozentuale Sequenzho-
mologie, wie sie oben beschrieben ist, aufweisen.
Solche Nukleinsduren kénnen entstehen, indem die
in den beschriebenen Sequenzen vorhandenen Co-
dons zu degenerierten Codons verandert werden
und so eine synthetische Nukleinsdure hergestellt
wird. In bestimmten speziellen Ausflihrungsformen
kénnen die Codons an die gangige Codonverwen-
dung eines geeigneten transgenen Wirtsorganismus,
z. B. Hefen, Mausen, Ratten etc., angepasst werden.

[0037] Die gemal vorliegender Erfindung verwen-
deten DNase-X-Nukleotidsequenzen kénnen mithilfe
der bekannten DNA-Rekombinationstechniken mit
verschiedenen anderen Nukleinsduresequenzen ver-
knlpft werden. Die Sequenzen kdnnen beispielswei-
se in jeden beliebigen einer Vielzahl von Klonierungs-
vektoren kloniert werden, wie beispielsweise in Plas-
mide, Phagemid, Lambda-Phage-Derivate und Kos-
mide. Daruber hinaus kénnen Vektoren, wie bei-
spielsweise Expressionsvektoren, Replikationsvek-
toren, Sondengenerationsvektoren und Sequenzie-
rungsvektoren mit den hierin beschriebenen Sequen-
zen verknUpft werden. Sequenzen von besonderer
Relevanz, die in die Nukleinsduren gemaf vorliegen-
der Erfindung kloniert werden kénnen, sind beispiels-
weise nicht-kodierende Sequenzen und regulatori-
sche Sequenzen, einschliellich Promotoren, Enhan-
cer und Terminatoren.

[0038] In bestimmten Ausfiihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kdnnen eine oder mehrere der
Nukleinsauresequenzen, die DNase-X-Polypeptide
kodieren, verbunden werden. Dies kdnnte insbeson-
dere fur therapeutische Zwecke oder flr die Expres-
sion rekombinanter Proteine nitzlich sein. In diesen
Ausfuhrungsformen kdnnen 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
oder noch mehr verschiedene oder sogar identische
DNase-Nukleinsauren in einem Nukleinsduremolekdl
miteinander verknUpft werden.

[0039] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kon-
nen DNase-X-Polynukleotide derart formuliert sein,
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dass sie in der Lage sind, in Sdugerzellen zu gelan-
gen und in diesen Zellen exprimiert zu werden. Sol-
che Formulierungen sind besonders fir therapeuti-
sche Zwecke nutzlich. Die Expression von Nuklein-
sauresequenzen in Zielzellen kann durch jedes dem
Fachmann bekanntes Verfahren erreicht werden. Die
Nukleinsauren kdnnen beispielsweise mit Elementen
verknUpft werden, die geeignet sind, ihre Expression
in einer Wirtszelle zu ermdéglichen. Solche Elemente
kénnen Promotoren oder Enhancer, wie beispiels-
weise CMV-, SV40-, RSV-, Metallothionein-1- oder
Polyhedrin-Promotoren bzw. CMV- oder SV40-En-
hancer umfassen. Mdgliche Verfahren fiir die Expres-
sion sind beispielsweise der Einbau der Polynukleo-
tide in einen viralen Vektor, einschliellich Adenovi-
rus, adenoassoziiertes Virus, Retrovirus, Vakziniavi-
rus oder Pockenvirus. Virale Vektoren fir den Zweck
der Expression von Nukleinsduren in Saugerzellen
kénnen pcDNAJ, pMSX, pKCR, pEFBOS, cDMS,
pCEV4 etc. umfassen. Diese Techniken sind einem
Fachmann bekannt.

[0040] Andere Formulierungen zur Verabreichung
bei Therapiezwecken umfassen kolloidale Dispersi-
onssysteme wie beispielsweise Makromolekul kom-
plexe, Mikrokiigelchen, Kiigelchen, Mizellen und Li-
posomen.

[0041] Es ist mithilfe konventioneller molekularbio-
logischer Verfahren generell moglich (siehe z. B.
Sambrook et al., oben), verschiedene Mutationen in
die Nukleinsduremolekule der Erfindung einzufuhren.
Als Ergebnis werden die erfindungsgemaflen tumo-
rassoziierten DNase-X-Polypeptide oder damit ver-
wandte Polypeptide mit ggf. modifizierten biologi-
schen Eigenschaften synthetisiert. Eine Moglichkeit
ist die Produktion von Deletionsmutanten, in denen
Nukleinsduremolekuile durch fortlaufende Deletionen
vom 5'- oder 3'-Ende der DNA-Kodierungssequenz
aus produziert werden, was zur Synthese von DNa-
se-X-Polypeptiden fihrt, die entsprechend gekurzt
sind. Eine weitere Mdglichkeit ist die Einfihrung einer
Punktmutation an Positionen, an denen eine Modifi-
kation der Aminosauresequenz beispielsweise die
proliferationsspezifischen Eigenschaften beeinflusst.
Mit diesem Verfahren kdnnen beispielsweise Muteine
produziert werden, die einen modifizierten Km-Wert
besitzen und nicht Ianger den Regulationsmechanis-
men unterliegen, die in der Zelle normalerweise exis-
tieren, z. B. was die allosterische Regulierung oder
kovalente Modifikation anbelangt, oder veranderten
Eindungs-, Dimerisierungs-, inter- oder intramoleku-
lare Wechselwirkungseigenschaften. Solche Muteine
kénnen auch wertvolle therapeutisch nutzliche Ago-
nisten oder Antagonisten der in den Verfahren ge-
maR vorliegender Erfindung verwendeten DNa-
se-X-Molekdulen sein.

[0042] Fur die Manipulation in prokaryotischen Zel-
len durch gentechnische Veranderung kénnen die
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DNase-X-Nukleinsduremolekule der Erfindung oder
Teile dieser Molekile in Plasmide eingefiuihrt werden,
was eine Mutagenese oder eine Modifikation einer
Sequenz durch Rekombination von DNA-Sequenzen
erlaubt. Mithilfe konventioneller Verfahren (vgl. Sam-
brook et al., oben) kbnnen Basen vertauscht und na-
turliche oder synthetische Sequenzen hinzugeflgt
werden. Zur Verknipfung der DNA-Fragmente mit-
einander kdnnen den Fragmenten Adapter oder Lin-
ker hinzugefugt werden. Darlber hinaus kénnen Ma-
nipulationen vorgenommen werden, die geeignete
Spaltstellen liefern oder die Uberflissige DNA oder
Spaltstellen entfernen. Wenn Insertionen, Deletionen
oder Substitutionen mdglich sind, kénnen In-vit-
ro-Mutagenese, Primerreparatur, Restriktion oder Li-
gation durchgefiihrt werden. Als Analyseverfahren
werden in der Regel Sequenzanalyse, Restriktionsa-
nalyse und andere biochemische oder molekularbio-
logische Verfahren verwendet.

[0043] Die von den verschiedenen Varianten der
DNase-X-Nukleinsduremolekile der Erfindung ko-
dierten DNase-X-Polypeptide weisen bestimmte ge-
meinsame Kennzeichen auf, wie beispielsweise Mo-
lekulargewicht, immunologische Reaktivitdt oder
Konformation, oder physikalische Eigenschaften wie
beispielsweise die elektrophoretische Mobilitat, das
Chromatographieverhalten, Sedimentationskoeffizi-
enten, Ldslichkeit, spektroskopische Eigenschaften,
Stabilitat, pH-Optimum, Temperaturoptimum.

[0044] Die Erfindung verwendet des Weiteren Vek-
toren, welche die erfindungsgemaflen tumorassozi-
ierten DNase-X-Nukleinsguremolekile enthalten.
Vorzugsweise handelt es sich dabei um Plasmide,
Kosmide, Viren, Bakteriophagen und andere Vekto-
ren, die in der Regel auf dem Gebiet der gentechni-
schen Manipulationen verwendet werden. Vektoren,
die fur die Verwendung in der vorliegenden Erfindung
geeignet sind, umfassen, jedoch nicht ausschlieRlich,
die T7-basierten dualen Expressionsvektoren (Ex-
pression in Prokaryoten und in Eukaryoten) zur Ex-
pression in Sangerzellen und von Bakulovirus ab-
stammende Vektoren zur Expression in Insektenzel-
len. Vorzugsweise ist das DNase-X-Nukleinsduremo-
lekil zur Verwendung in den erfindungsgemafien
Verfahren operativ mit den regulatorischen Elemen-
ten in dem rekombinanten Vektor der Erfindung ver-
knlpft, welche die Transkription und Synthese einer
translatierbaren mRNA in prokaryotischen und/oder
eukaryotischen Zellen garantieren. Die zu transkri-
bierende Nukleotidsequenz kann operativ mit einem
Promotor wie einem T7-, Metallothionein-l oder Poly-
hedrinpromotor verknupft sein.

[0045] In einer weiteren Ausfihrungsform verwen-
det die vorliegende Erfindung rekombinante Wirtszel-
len, die DNase-X-Nukleinsduremolekile transient
oder stabil enthalten. Eine Wirtszelle ist als Organis-
mus zu verstehen, der in der Lage ist, rekombinante
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DNA in vitro aufzunehmen und im gegebenen Fall
das von den Nukleinsduremolekilen der Erfindung
kodierte Polypeptid zu synthetisieren. Vorzugsweise
handelt es sich bei diesen Zellen um prokaryotische
oder eukaryotische Zellen, beispielsweise um San-
gerzellen, Bakterienzellen, Pflanzenzellen, Insekten-
zellen oder Hefezellen. Die Wirtszellen zur Verwen-
dung in der Erfindung sind vorzugsweise durch die
Tatsache gekennzeichnet, dass das eingeflihrte
DNase-X-Nukleinsduremolekll entweder bezogen
auf die transformierte Zelle heterolog ist, d. h. es
kommt in diesen Zellen natirlicherweise nicht vor,
oder es befindet sich an einem Platz im Genom, der
sich von dem der entsprechenden natirlicherweise
vorkommenden DNase-X-Sequenz unterscheidet.

[0046] Eine weitere Ausflihrungsform der Erfindung
betrifft die Verwendung eines Polypeptids, das eine
biologische Eigenschaft von DNasen X aufweist und
von den bekannten DNase-X-Nukleinsduremoleku-
len kodiert wird. Diese Proteine oder Polypeptide
kdnnen durch jedes geeignete Verfahren hergestellt
werden, einschlieRlich Verfahren, bei denen z. B.
eine Wirtszelle unter Bedingungen kultiviert wird,
welche die Synthese des DNase-X-Polypeptids zu-
lassen, und das DNase-X-Polypeptid wird anschlie-
Rend aus den kultivierten Zellen und/oder dem Kul-
turmedium isoliert.

[0047] Isolierung und Reinigung des rekombinant
hergestellten Polypeptids kdnnen mithilfe konventio-
neller Mittel erfolgen, einschlieBlich durch praparati-
ve Chromatographie und Affinitats- und immunologi-
sche Trennungen unter Verwendung beispielsweise
eines Antikorpers, der gegen die erfindungsgemalen
tumorassoziierten Markerproteine gerichtet ist, oder
es kann z. B. im Wesentlichen mithilfe des einstufi-
gen Verfahrens, das in Smith and Johnson, Gene 67;
31-40 (1988), beschrieben ist, gereinigt werden.

[0048] Die Polypeptide zur Verwendung in der vor-
liegenden Erfindung umfassen jedoch nicht nur re-
kombinant produzierte DNase-X-Polypeptide, son-
dern umfassen auch isolierte natlrlich vorkommende
DNase-X-Polypeptide, synthetisch produzierte DNa-
se-X-Polypeptide oder Polypeptide, die durch eine
Kombination dieser Verfahren produziert sind. Mittel
zum Herstellen solcher Polypeptide oder verwandter
Polypeptide sind aus dem Stand der Technik gut be-
kannt. Diese Polypeptide liegen vorzugsweise in ei-
ner im Wesentlichen gereinigter Form vor.

[0049] Die Produktion eines DNase-X-Polypeptids
zur Verwendung in einem Verfahren gemaf vorlie-
gender Erfindung kann beispielsweise in einem zell-
freien In-vitro-Transkriptions- und/oder Translations-
system erfolgen. Solche Systeme sind dem Durch-
schnittsfachmann bekannt. Ein Beispiel kann ein
In-vitro-Translationssystem umfassen, wie es vom
Rapid Translation System von Roche Molecular Bio-
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chemicals bereit gestellt wird.

[0050] DNase-X-(Poly-)Peptide wie in den Verfah-
ren gemal vorliegender Erfindung verwendet, kén-
nen Aminosaureketten beliebiger Lange aufweisen,
einschliellich Volllangenproteine, wobei die Amino-
saurereste durch kovalente Peptidbindungen ver-
knupft sind.

[0051] DNase-X-Peptide zur Verwendung beim
Nachweis oder bei der Behandlung von Karzinomen
und deren Vorstufen, wie im Kontext der vorliegen-
den Erfindung beschrieben, umfassen Polypeptide
einer Lange von mindestens 4 Aminosauren. Diese
DNase-X-Peptide kdnnen beispielsweise 4 bis 50
Aminosauren oder eine beliebige Anzahl von Amino-
sauren dazwischen umfassen. In einer anderen Aus-
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung kdnnen die
Peptide Polypeptide mit mehr als 50 Aminosauren
umfassen. Diese DNase-X-Polypeptide zur Verwen-
dung in den Verfahren der vorliegenden Erfindung
konnen beispielsweise 50, 100, 500, 750, 1000 Ami-
nosauren oder eine beliebige Anzahl von Aminosau-
ren dazwischen umfassen und kdnnen Proteine oder
Fragmente davon umfassen und/oder Fusions- oder
chimare Proteine, die eine oder mehrere zusatzliche
heterologe Sequenzen aufweisen. Die zusatzlichen
Sequenzen kdénnen von den nativen DNase-X-Prote-
inen abgeleitet oder heterolog sein, und solche Se-
quenzen kénnen (mussen aber nicht) immunreaktiv
und/oder antigen sein. Wie unten ausfuhrlich erlau-
tert kénnen solche Polypeptide aus Tumorgewebe
isoliert oder mithilfe synthetischer oder rekombinan-
ter Mittel hergestellt sein. Wie hierin verwendet, ist
ein Polypeptid fiir die Anwendung in den hierin be-
schriebenen Verfahren, das biologische Eigenschaf-
ten von DNase-X-Peptiden aufweist, als ein Polypep-
tid mit mindestens im Wesentlichen denselben immu-
nogenen Eigenschaften zu verstehen, d. h. es ist
noch fahig zur Bindung an einen Antikorper, der ge-
gen ein DNase-X-Polypeptid gerichtet ist, z. B. um-
fasst mindestens ein immunogenes Epitop eines
DNase-X-Polypeptids.

[0052] Peptide zur Verwendung in einem Verfahren
wie hierin beschrieben kénnen z. B. immunogene Po-
lypeptide sein. Dies erfordert, dass die Polypeptide
Immunreaktionen in Wirtsorganismen stimulieren,
entweder in der Form, welche die Polypeptide in ihrer
nattrlichen Umgebung annehmen und/oder insbe-
sondere in der Form, welche die Polypeptide nach
Prozessierung durch die zellulare Antigenprozessie-
rungs- und -prasentationsmaschinerie annehmen.

[0053] Ein immunogener Anteil, wie oben verwen-
det, ist ein Anteil eines Proteins, der von einem Anti-
genrezeptor auf der Oberflache einer B-Zelle
und/oder einer T-Zelle erkannt wird. Die immunoge-
nen Anteile umfassen mindestens 4 Aminosaureres-
te, mindestens 10 Aminosaurereste oder mindestens
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15 Aminosaurereste des hierin beschriebenen Prote-
ins. In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung wurden bestimmte Domanen des Proteins, wie
beispielsweise Transmembrandomanen oder N-ter-
minale Leadersequenzen, deletiert.

[0054] Die immunogenen Anteile gemal vorliegen-
der Erfindung reagieren mit Antiserum oder spezifi-
schen Antikorpern mit der gleichen oder fast der glei-
chen Intensitat wie die nativen Volllangenproteine.
Die immunogenen Anteile werden generell mithilfe
der aus dem Stand der Technik bekannten Techniken
identifiziert. Mogliche Techniken sind beispielsweise
das Screening der Polypeptide hinsichtlich der Fahig-
keit, mit antigen-spezifischen Antikdrpern, Antiseren
und/oder T-Zelllinien oder -Klonen zu reagieren.

[0055] Geeignete immunogene Anteile fir DNase-X
kdnnen z. B. folgende Peptide aufweisen:

71-90: RELNRFDGSGPYSTLSSPQL

207-224: HWVIADGEDTIVRASTHC

187-206: CASLTKKRLDKLELRTEPGF

225-241: TYDRVVLHGERCRSLLH

254-269: LTEEEALNISDHYPVE

110-126: VLSSYVYNDEDDVFARE

[0056] Diese immunogenen Sequenzen fir DNa-
se-X sollen Beispiele furimmunogene Regionen sein
und sollen den Umfang der vorliegenden Erfindung
nicht einschranken. Fur alle DNasen-X kénnen die
immunogenen Regionen zur Verwendung in einem
Verfahren gemal vorliegender Erfindung durch ein
beliebiges geeignetes Verfahren bestimmt werden.
Die Verfahren zur Bestimmung der entsprechenden
immunogenen Regionen in den jeweiligen DNa-
se-X-Molekilen sind einem Fachmann bekannt.

[0057] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kénnen DNase-X-Polypeptide
Fusions- oder chiméare Polypeptide aufweisen, die
hierin beschriebenen Sequenzen enthalten. Fusions-
proteine umfassen die Polypeptide gemaR vorliegen-
der Erfindung zusammen mit beliebigen zweiten und
weiteren Polypeptiden, wie beispielsweise einem
oder mehreren Polypeptiden mit derselben Sequenz
oder einer anderen Sequenz. Heterologe Polypepti-
de kénnen z. B. Enzyme, Rezeptormolekiile, Antige-
ne, antigene oder immunogene Epitope oder Frag-
mente, Antikdrper oder Fragmente davon, Signal-Po-
lypeptide oder signaliibertragende Polypeptide, mar-
kierte Polypeptide etc. umfassen. Das immunogene
Protein kann beispielsweise in der Lage sein, eine Er-
innerungsreaktion auszulésen. Beispiele solcher
Proteine umfassen Tetanus-, Tuberkulose- und He-
patitisproteine (vgl. beispielsweise Stoute et al. New
Engl. J. Med., 336: 86-91 (1997)). Fur die Verwen-
dung in pharmazeutischen Zusammensetzungen
kénnen Fusionsproteine, die Serumalbumin oder
Fragmente davon aufweisen, in bestimmten Ausfih-
rungsformen der vorliegenden Erfindung geeignet
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sein.

[0058] In einer Ausfiihrungsform der Erfindung kén-
nen die Fusionspeptide fir eine verstarkte Erken-
nung oder Reinigung der Polypeptide oder von Kom-
plexen der DNase-X-Polypeptide mit den entspre-
chenden immunologischen Einheiten gemal vorlie-
gender Erfindung konstruiert sein. Fir Reinigungs-
zwecke koénnen den Polypeptiden beispielsweise
His-Marker, myc-Marker etc. hinzugefiigt werden.
Fir Nachweiszwecke kdnnen antigene Anteile, Enzy-
me, chromogene Sequenzen etc. mit den Polypepti-
den fusioniert werden. Die Fusionsproteine der vor-
liegenden Erfindung kdnnen (mussen aber nicht) ein
Linkerpeptid zwischen dem ersten und zweiten Poly-
peptide aufweisen.

[0059] Eine Peptidlinkersequenz kann dazu ver-
wendet werden, um das erste und zweite Polypeptide
mit einem Abstand voneinander zu trennen, um si-
cherzustellen, dass sich jedes Polypeptid in seine
Sekundar- und Tertiarstruktur faltet. Solch eine Pep-
tidlinkersequenz wird in das Fusionsprotein mittels
aus dem Stand der Technik gut bekannten Standard-
techniken eingebaut. Geeignete Peptidlinkersequen-
zen konnen auf Basis folgender Faktoren gewahlt
werden:

(1) ihrer Fahigkeit, eine flexible verlangerte Konfor-
mation einzunehmen; (2) ihrer Unfahigkeit, eine Se-
kundarstruktur einzunehmen, die mit funktionellen
Epitopen auf dem ersten und zweiten Polypeptide
Wechselwirken koénnte; und (3) dem Fehlen hydro-
phober oder geladener Reste, die mit den funktionel-
len Epitopen der Polypeptide reagieren kénnten. Be-
vorzugte Peptidlinkersequenzen enthalten Gly-, Asn-
und Ser-Reste. Es kénnen auch andere, fast neutrale
Aminosauren, wie beispielsweise Thr und Ala, in der
Linkersequenz verwendet werden. Aminosaurese-
quenzen, die geeigneterweise als Linker verwendet
werden kénnen, umfassen die in Maratea et al., Gene
40: 39-46, 1985; Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83: 8258-8262, 1986; US-Patent Nr. 4,935,233
und US-Patent Nr. 4,751,180 beschriebenen. Die
Linkersequenz kann eine Lange von 1 bis etwa 50
Aminosauren aufweisen. Peptidsequenzen sind nicht
erforderlich, wenn das erste und zweite Polypeptid
nicht-essenzielle N-terminale Aminosaureregionen
aufweist, die verwendet werden kénnen, um die funk-
tionellen Doménen zu trennen und sterische Wech-
selwirkungen zu verhindern.

[0060] Die DNase-Polypeptide zur Verwendung in
einem Verfahren gemal vorliegender Erfindung um-
fassen auflerdem Varianten der nativen DNase-Pro-
teine. Diese Varianten kdnnen sich von dem nativen
Protein hinsichtlich einer oder mehrerer Veranderun-
gen unterscheiden, wie beispielsweise Substitutio-
nen, Deletionen, Additionen und/oder Insertionen.
Die Immunreaktivitat der Varianten geman vorliegen-
der Erfindung ist im Vergleich zu den nativen DNa-
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se-X-Proteinen nicht wesentlich verringert. In einer
bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ist die
Immunreaktivitdt gegenliber den nativen Polypepti-
den um weniger als 50% reduziert, in einer mehr be-
vorzugten Ausfuhrungsform ist die Immunreaktivitat
um weniger als 20% reduziert. In einer Ausfihrungs-
form ist die Immunreaktivitdt um weniger als 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%
oder einem beliebigen Wert dazwischen reduziert. In
bestimmten Ausflihrungsformen ist die Immunreakti-
vitat der Varianten sogar um mehr als 50% reduziert.

[0061] In einer Ausfihrungsform kénnen DNa-
se-X-Varianten in einem oder mehreren Anteilen de-
fizient sein, wie beispielsweise N-terminalen Leader-
sequenzen, Transmembrandomanen oder kurzen N-
und/oder C-terminale Sequenzen. Die Varianten zei-
gen 60%, 65% oder 70%, mehr bevorzugt wenigs-
tens 75%, 80%, 85% oder 90% und am meisten be-
vorzugt wenigstens 92,5%, 95%, 97,5%, 98%,
98,5%, 99% oder 99,5% Identitdt mit den DNa-
se-X-Polypeptiden, die gemall vorliegender Erfin-
dung offenbart sind.

[0062] Die Varianten der vorliegenden Erfindung
sind vorzugsweise konservative Substitutionen, so
dass die veranderten Aminosauren durch Aminosau-
ren mit 8hnlichen Eigenschaften ersetzt werden. Zu
den betroffenen Eigenschaften gehdren Polaritat, La-
dung, Loslichkeit, Hydrophobizitat, Hydrophilie
und/oder die amphipathische Art der Aminosaureres-
te. Die hierin beschriebenen Varianten kénnen auch
weitere terminale Leadersequenzen, Linker oder Se-
quenzen aufweisen, die eine Synthese, Reinigung
oder Stabilitdt der Polypeptide auf einfachere oder
praktischere Art ermdglichen.

[0063] Die DNase-X-(Poly)Peptide zur Verwendung
in einem Verfahren gemafR vorliegender Erfindung
kdnnen nach einem beliebigen, einem Fachmann be-
kannten Verfahren hergestellt werden. Beispielswei-
se kdnnen die Polypeptide aus Zellen oder Organis-
men isoliert werden, die die Polypeptide exprimieren,
kénnen rekombinant in rekombinanten Wirtszellen
produziert werden oder kénnen chemisch mithilfe der
Verfahren synthetisiert werden, die generell fur die
Synthese von Polypeptiden verwendet werden.

[0064] Der Begriff ,Bindungsmittel" wie hierin ver-
wendet, umfasst verschiedene Substanzen wie bei-
spielsweise Oligopeptide, Antikorper, peptidomimeti-
sche Molekile, die antigenbindende Oligopeptide,
Nukleinsduren, Kohlenhydrate, organische Verbin-
dungen, etc. umfassen. Antikbrper gemaf vorliegen-
der Erfindung bezieht sich vorzugsweise auf Antikor-
per, die im Wesentlichen aus gepoolten monoklona-
len Antikdrpern mit verschiedenen Epitopspezifitaten
bestehen, sowie aus distinkten Zubereitungen mono-
klonaler Antikérper. Monoklonale Antikérper werden
mithilfe von Verfahren, die einem Fachmann gut be-

kannt sind (vgl. z. B., Kéhler et al., Nature 256 (1975),
495), aus einem Antigen, das Fragmente der Poly-
peptide der Erfindung enthalt, hergestellt. Wie hierin
verwendet, soll der Begriff ,Antikdrper" (Ab) oder
»,monoklonaler Antikérper" (Mab) intakte Molekiile so-
wie Antikdrperfragmente (wie beispielsweise Fab
und F(ab')2-Fragment) umfassen, die spezifisch an
Protein binden kénnen. Fab- und F(ab')2-Fragmen-
ten fehlt das Fc-Fragment intakter Antikorper, sie
werden rascher aus dem Kreislauf entfernt und wei-
sen unter Umstanden weniger unspezifische Gewe-
bebindung auf als ein intakter Antikdrper. (Wahl et al.,
J. Nucl. Med. 24: 3 16-325 (1983)). Diese Fragmente
sind daher bevorzugt, sowie die Produkte einer Fab-
oder einer anderen Immunglobulin-exprimierenden
Bibliothek. Darliber hinaus umfassen Antikérper der
vorliegenden Erfindung chimare, einzelkettige und
humanisierte Antikorper.

[0065] GemalR vorliegender Erfindung verwendete
Bindungsmittel kdnnen beispielsweise fir die Hem-
mung der Aktivitdt der erfindungsgemaen DNa-
se-X-Polypeptide verwendet werden. In dieser Hin-
sicht bedeutet der Begriff ,Bindungsmittel" Mittel, die
spezifisch an die DNase-X-Polypeptide binden, wel-
che von den neuartigen tumorassoziierten Nuklein-
sauren exprimiert werden, und so die Aktivitat des
Polypeptids hemmen. Solche Bindungsmittel kénnen
beispielsweise Nukleinsduren (DNA, RNA, PNA
etc.), Polypeptide (Antikérper, Rezeptoren, antigene
Fragmente, OligoPeptide), Kohlenhydrate, Lipide, or-
ganische oder anorganische Verbindungen (Metallio-
nen, Schwefelverbindungen, Borane, Silikate, Re-
duktionsmittel, Oxidierungsmittel) umfassen. Die Bin-
dungsmittel kénnen vorzugsweise mit dem Polypep-
tid Wechselwirken, indem sie an Epitope bindet, die
fur die biologische Aktivitat wesentlich sind. Die
Wechselwirkung kann reversibel oder irreversibel
sein. Bei der Bindung kann es sich um eine nicht-ko-
valente oder sogar um eine kovalente Bindung an
das Polypeptid handeln. Darliber hinaus kann das
Bindungsmittel Veranderungen in das DNase-X-Po-
lypeptid einfiihren, welche die biologische Aktivitat
des erfindungsgemafien DNase-X-Polypeptids ver-
andern oder reduzieren.

[0066] Fur bestimmte Zwecke, z. B. diagnostische
Verfahren, kann der Antikorper oder das Bindungs-
mittel der vorliegenden Erfindung erkennbar markiert
sein, beispielsweise mit einem radioaktiven Isotop,
einer biolumineszenten Verbindung, einer chemilumi-
neszenten Verbindung, einer fluoreszenten Verbin-
dung, einem Metallchelat, einer biologisch relevanten
Bindungsstruktur wie beispielsweise Biotin oder Di-
goxygenin oder einem Enzym. DarUber hinaus kann
jedes Verfahren verwendet werden, das fur die Er-
kennung der intermolekularen Wechselwirkung ge-
eignet ist.

[0067] Der Antikérper oder das Antigenbindungs-

9/41



DE 602 19809 T2 2008.01.17

mittel reagiert spezifisch, wenn es in detektirbarem
Umfang mit einem DNase-X-Protein regaiert, wie es
in einem Verfahren gemafR vorliegender Erfindung
verwendet wird, und wenn es mit anderen Proteinen
nicht signifikant reagiert. Der Antikbrper gemaf vor-
liegender Erfindung kann ein monoklonaler oder po-
lyklonaler Antikdrper sein. Weitere Molekdle, die zu
einer spezifischen Bindung fahig sind, sind beispiels-
weise antigenbindende Fragment von Antikérpern,
wie beispielsweise Fab-Fragmente, RNA-Molekule
oder Polypeptide. GemaR vorliegender Erfindung
kdnnen Bindungsmittel isoliert oder in Kombination
verwendet werden. Mittels Kombination ist es mog-
lich, einen hdéheren Empfindlichkeitsgrad zu errei-
chen.

[0068] In bestimmten Ausfihrungsformen kénnen
Bindungsmittel selektive Spezifitdten fur die ver-
schiedenen DNase-X-Polypeptide aufweisen, die in
den Verfahren gemaR vorliegender Erfindung ver-
wendet werden. Diese Bindungsmittel kdnnen z. B.
durch Epitopspezifitat definiert sein. Die Spezifitat
kann z. B. so gewahlt sein, dass sichergestellt ist,
dass nur ein Polypeptidprodukt des DNase-X-Gens
von dem jeweiligen Bindungsmittel erkannt wird.

[0069] Die Antikérper oder Bindungsmittel, die fur
die Verfahren gemal vorliegender Erfindung geeig-
net sind, konnen weitere Bindungsstellen entweder
fur therapeutische Mittel oder andere Polypeptide
aufweisen oder kdnnen an die therapeutischen Mittel
oder Polypeptide gekoppelt sein. Therapeutische
Mittel kénnen Wirkstoffe, Toxine, Radionuklide und
Derivate davon umfassen. Die Mittel kdnnen entwe-
der direkt oder indirekt, beispielsweise durch eine
Linker- oder Tragergruppe, an das Bindungsmittel
gekoppelt sein. Die Linkergruppe kann beispielswei-
se die Funktion haben, die Kopplungsreaktion zwi-
schen Bindungsmittel und therapeutischen oder ei-
nem anderen Mittel zu ermdglichen, oder der Linker
kann als Abstandshalter zwischen den distinkten Tei-
len des Fusionsmolekiils wirken. Der Linker kann un-
ter bestimmten Umstanden auch spaltbar sein, um
das gebundene Mittel unter den Bedingungen freizu-
setzen. Die therapeutischen Mittel kénnen kovalent
direkt oder Uber eine Linkergruppe an Tragergruppen
gekoppelt sein. Das Mittel kann auch nicht-kovalent
an den Trager gebunden sein. Trager, die gemaf vor-
liegender Erfindung verwendet werden kdénnen, sind
beispielsweise Albumine, Polypeptide, Polysacchari-
de oder Liposomen.

[0070] Die gemaR vorliegender Erfindung verwen-
deten Antikdrper kdnnen an eines oder mehrere Mit-
tel gekoppelt sein. Die mehreren an einen Antikrper
gekoppelten Mittel kdnnen alle derselben Art ange-
héren, oder es kann sich um mehrere verschiedene
Mittel handeln, die an einen Antikérper gebunden
sind.

[0071] Die Erfindung verwendet transgene,
nicht-menschliche Tiere wie beispielsweise transge-
ne Mause, Ratten, Hamster, Hunde, Affen, Kanin-
chen, Schweine, C. elegans und Fische, wie bei-
spielsweise Zitterrochen, die ein DNase-X-Nuklein-
sauremolekil oder einen Vektor der Erfindung auf-
weisen, wobei vorzugsweise das DNase-X-Nuklein-
sauremolekil oder der Vektor stabil in das Genom
des nicht-menschlichen Tieres integriert sind, vor-
zugsweise derart, dass das Vorhandensein des DNa-
se-X-Nukleinsduremolekiils oder Vektors zur Expres-
sion des DNase-X-Polypeptids (oder eines verwand-
ten Polypeptids) flhrt, oder auf andere Weise in dem
nicht-menschlichen Tier transient exprimiert wird.
Das Tier kann eine oder mehrere Kopien desselben
oder verschiedener Nukleinsauremolekiile aufwei-
sen, die eine oder mehrere Formen des DNa-
se-X-Polypeptids oder mutante Formen davon kodie-
ren. Dieses Tier hat zahlreiche Nutzmdglichkeiten,
einschlieBlich als Forschungsmodell fiir die Regulie-
rung der Zellproliferation und -differenzierung und
stellt daher ein neuartiges und wertvolles Tier bei der
Entwicklung von Therapien, Behandlungen, etc. fir
Krankheiten dar, die durch einen Mangel oder ein
Versagen des an der Entwicklung von Zellproliferati-
onserkrankungen wie z. B. Tumoren beteiligten DNa-
se-X-Proteins verursacht werden. Entsprechend ist
das nicht menschliche Tier in diesem Fall vorzugs-
weise ein Labortier wie beispielsweise eine Maus
oder Ratte.

[0072] In bestimmten Ausfiihrungsformen umfasst
das transgene, nicht-menschliche Tier des Weiteren
wenigstens ein inaktiviertes Wildtypallel des entspre-
chenden Gens, welches das erfindungsgemalie
DNase-X-Polypeptid kodiert. Diese Ausfiihrungsform
erlaubt beispielsweise die Untersuchung der Wech-
selwirkungen verschiedener mutanten Formen des
DNase-X-Polypeptids. Alle Anwendungen, die zuvor
hierin in Bezug auf ein transgenes Tier erdrtert wor-
den sind, kénnen auch bei Tieren verwendet werden,
die zwei, drei oder mehr Transgene tragen.

[0073] In den Verfahren gemaR vorliegender Erfin-
dung kann es auch wiinschenswert sein, Proteinex-
pression oder -funktion in einem bestimmten Stadium
der Entwicklung und/oder des Lebens des transge-
nen Tiers zu inaktivieren. Dies kann erreicht werden,
indem beispielsweise gewebespezifische, entwick-
lungs- und/oder zellregulierte und/oder induzierbare
Promotoren verwendet werden, welche die Expressi-
on z. B. eines Antisensemolekiils oder Ribozyms an-
treiben, das gegen das RNA-Transkript gerichtet ist,
welches die erfindungsgemafie DNase-X-kodierende
mRNA kodiert; siehe auch oben. Ein geeignetes in-
duzierbares System ist beispielsweise tetracyclinre-
gulierte Genexpression, wie beschrieben z. B. von
Gossen and Bujard (Proc. Natl. Acad. Sci. 89 USA
(1992), 5547-5551) und Gossen et al. (Trends Bio-
tech. 12 (1994), 58-62). Entsprechend kann durch
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solche regulatorischen Elemente die Expression des
mutanten erfindungsgemaflien tumorassoziierten
Proteins gesteuert werden.

[0074] Dariber hinaus verwendet die Erfindung in
bestimmten Ausfihrungsformen eine transgene
Saugerzelle, welche (vorzugsweise stabil in ihr Ge-
nom integriert oder transient eingefuihrt) ein DNa-
se-X-Nukleinsduremolekil oder einen Teil davon ent-
halt, wobei die Transkription und/oder Expression
des Nukleinsduremolekiils oder Teils davon zur Re-
duzierung der Synthese eines nativen DNase-X-Mo-
lekils fahrt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform
wird die Reduzierung durch ein Antisense-Molekill,
Sense-Molekil, Ribozym, durch Cosuppression
und/oder einen dominanten mutanten Effekt erzielt.
LAntisense-Molekil" und ,Antisense-Nukleotide" be-
deutet DNA- oder RNA-Konstrukte, welche die Ex-
pression des natirlicherweise vorkommenden Gen-
produktes blockieren. In einer anderen Ausflihrungs-
form kann die native Nukleinsduresequenz, die fiur
das DNase-X-Polypeptid kodiert, durch eine Variante
der Nukleinsduresequenz verandert oder substituiert
werden, z. B. mithilfe von Rekombination, wodurch
die Funktion des DNase-X-Gens ausgeschaltet wird.
Ein Organismus, dem die DNase-X-Aktivitat fehlt,
kann somit nach Knock-Out-Experimenten herge-
stellt werden.

[0075] In bestimmten Ausfihrungsformen kénnen
transgene nicht-menschliche Tiere mit einer verrin-
gerten Menge an DNase-X-Protein nutzlich sein.
Techniken, um dies zu erreichen, sind einem Fach-
mann gut bekannt. Dazu gehdren beispielsweise die
Expression von Antisense-RNA, Ribozyme oder Mo-
lekile, die Antisense- und Ribozym-Funktion kombi-
nieren, und/oder Molekiile, die einen Kosuppressi-
onseffekt liefern. Bei Verwendung der Antisen-
se-Strategie zur Verringerung der Menge der erfin-
dungsgemalien tumorassoziierten Markerproteine in
Zellen ist das Nukleinsauremolekil, welches die An-
tisense-RNA kodiert, vorzugsweise homologen Ur-
sprungs, was die fiir die Transformation verwendete
Tierart anbelangt. Es ist jedoch auch maéglich, Nukle-
insauremolekille zu verwenden, die einen hohen
Grad an Homologie zu endogen vorhandenen Nukle-
insauremolekiilen aufweisen, die ein DNase-X-Prote-
in kodieren. In diesem Fall ist die Homologie vorzugs-
weise hoher als 75%, 80% oder 85%, insbesondere
héher als 90%, 91%, 92%, 93% oder 94% und noch
mehr bevorzugt héher als 95%, 95,5%, 96%, 96,5%,
97%, 97,5%, 98%, 98,5%, 99% oder 99,5%. Die Re-
duzierung der Synthese eines DNase-X-Polypeptids
zur Verwendung in einem erfindungsgemafen Ver-
fahren in den transgenen Sangerzellen kann zu einer
Veranderung beispielsweise dem Abbau endogener
Proteine fiihren. In transgenen Tieren, die solche Zel-
len aufweisen, kann dies zu verschiedenen physiolo-
gischen Veranderungen, Entwicklungsveranderun-
gen und/oder morphologischen Veranderungen fih-

ren.

[0076] Die vorliegende Erfindung nutzt also trans-
gene nicht-menschliche Tiere, welche die oben be-
schriebenen transgenen Zellen aufweisen. Diese
kdénnen beispielsweise infolge des stabilen oder tran-
sienten Vorhandenseins einer Fremd-DNA im Ver-
gleich zum Wildtyptieren ein Defizit bei der Regulie-
rung der Zellproliferation und/oder -differenzierung
aufweisen, was zu mindestens einem der folgenden
Merkmale flihrt:

(a) Unterbrechung eines oder mehrere endogener

Gene, das bzw. die eine DNase-X kodiert bzw. ko-

dieren;

(b) Expression wenigstens einer Antisense-RNA

und/oder eines Ribozyms gegen ein Transkript,

das eine DNase- Nukleinsaure aufweist;

(c) Expression einer Sense-mRNA und/oder einer

nicht- translatierbaren mRNA einer DNase-X-Nu-

kleinsaure;

(d) Expression eines Antikorpers, der gegen ein

DNase-X- Polypeptid gerichtet ist;

(e) Einbau einer funktionellen oder nicht-funktio-

nellen Kopie der regulatorischen Sequenz einer

DNase-X; oder

(f) Einbau eines rekombinanten DNase-X-Mole-

klls oder eines Vektors, der eine DNase-X-Nukle-

insaure enthalt.

[0077] Verfahren fir die Herstellung eines transge-
nen nicht-menschlichen Tieres zur Verwendung in
der vorliegenden Erfindung, vorzugsweise einer
transgenen Maus, sind einem Fachmann gut be-
kannt. Solche Verfahren umfassen z. B. die Einfiih-
rung eines Nukleinsduremolekdls oder eines Vektors
in eine Keimzelle, eine Embryonalzelle, eine Stamm-
zelle oder ein Ei oder in eine davon abstammende
Zelle. Das nicht-menschliche Tier kann gemafR eines
hierin beschriebenen Testverfahrens verwendet wer-
den und kann ein nicht-transgenes gesundes Tier
sein oder kann eine Krankheit aufweisen, vorzugs-
weise eine Krankheit, die durch wenigstens eine Mu-
tation in einem DNase-X-Protein und/oder -Gen her-
vorgerufen wird.

[0078] Solche transgenen Tiere sind beispielsweise
fur pharmakologische Studien in Verbindung mit mu-
tanten Formen des oben beschriebenen erfindungs-
gemalien tumorassoziierten Markerpolypeptids gut
geeignet. Die Herstellung transgener Embryos und
deren Testung kann beispielsweise wie von A. L. Joy-
ner Hrsg., Gene Targeting, A Practical Approach
(1993), Oxford University Press, beschrieben erfol-
gen. Die DNA der Embryonalmembran von Embryo-
nen kann beispielsweise mithilfe von Southern-Blots
mit einer geeigneten Sonde, Amplifizierungstechni-
ken auf Basis von Nukleinsduren (z. B. PCR) etc.
analysiert werden; siehe oben.

[0079] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
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dung ist eine pharmazeutische Zusammensetzung
zur Verwendung bei der Behandlung von Karzino-
men und deren Vorstufen. Die gemal vorliegender
Erfindung verwendeten DNase-X-Polypeptide, DNa-
se-X-Polynukleotide und DNase-X-Bindungsmittel
(vor allem Antikérper) kénnen in pharmazeutischen
oder immunogenen Zusammensetzungen vorhan-
den sein.

[0080] Die pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen kdnnen auf jede geeignete, einem Fachmann be-
kannte Weise verabreicht werden. Die Verabreichung
kann beispielsweise eine Injektion, wie beispielswei-
se eine intrakutane, intramuskulare, intraventse oder
subkutane Injektion, intranasale Verabreichung, bei-
spielsweise durch Aspiration, oder orale Verabrei-
chung umfassen. Eine zur Sicherstellung des phar-
mazeutischen Nutzens der Behandlung geeignete
Dosis sollte nach den Parametern wie beispielsweise
Alter, Geschlecht, Kérpergewicht etc. des Patienten
gewahlt werden, die einem Fachmann bekannt sind.

[0081] Die pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen umfassen die Verbindungen und einen physiolo-
gisch annehmbaren Trager. Die Art des in den phar-
mazeutischen Zusammensetzungen dieser Erfin-
dung anzuwendenden Tragers variiert je nach Art der
Verabreichung. Fir eine parenterale Verabreichung,
wie beispielsweise subkutane Injektion, umfasst der
Trager vorzugsweise Wasser, Salzlésung, Alkohol,
ein Lipid, ein Wachs und/oder einen Puffer. Fur die
orale Verabreichung kann einer der obigen Trager
oder ein fester Trager, wie beispielsweise Mannitol,
Laktose, Starke, Magnesiumstearat, Natriumsaccha-
rin, Talk, Zellulose, Glukose, Saccharose und/oder
Magnesiumcarbonat verwendet werden. Als Trager
fur die pharmazeutischen Zusammensetzungen die-
ser Erfindung kénnen auch biologisch abbaubare Mi-
krokugelchen (z. B. Polymilchsaureglykolid) verwen-
det werden. Geeignete biologisch abbaubare Mikro-
kigelchen sind beispielsweise beschrieben in
US-Patent Nr. 4,897,268 und 5,075,109.

[0082] Eine pharmazeutische Zusammensetzung
zur Verwendung in einem erfindungsgemafen Ver-
fahren kann beispielsweise DNA enthalten, die fur ei-
nes oder mehrere DNase-X-Polypeptide kodiert. Die
DNA kann so verabreicht werden, dass das Polypep-
tid in situ erzeugt werden kann. Geeignete Expressi-
onssysteme sind einem Fachmann bekannt. In einer
anderen Ausfihrungsform der Erfindung kénnen die
DNase-X-Nukleinsduren beispielsweise Antisen-
se-Konstrukte sein. Pharmazeutische Zusammen-
setzungen kdénnen auch DNase-X-Nukleinsduremo-
lekile aufweisen, die in einem Saugerwirtsystem
oder menschlichen Wirtsystem exprimierbar sind,
umfassend ein virales oder anderes Expressionssys-
tem, beispielsweise ein adenovirales Vektorsystem.

[0083] Die DNase-X-Nukleinsdure kann auch als

nackte Nukleinsdure verabreicht werden. In diesem
Fall werden geeignete physikalische Verabrei-
chungssysteme verwendet, welche die Aufnahme
von Nukleinsdure verstarken, wie beispielsweise Be-
schichten der Nukleinsaure auf biologisch abbaubare
Kigelchen, die effizient in die Zellen transportiert
werden. Die Verabreichung nackter Nukleinsauren
kann beispielsweise fur den Zweck einer transienten
Expression in einem Wirt oder einer Wirtszelle nitz-
lich sein.

[0084] Alternativ kdbnnen die pharmazeutischen Zu-
sammensetzungen ein oder mehrere Polypeptide
aufweisen. Die in pharmazeutischen Zusammenset-
zungen enthaltenen Polypeptide kénnen DNa-
se-X-Polypeptide sein. Optional kénnen die DNa-
se-X-Polypeptide in Kombination mit einem oder
mehreren anderen bekannten Polypeptiden verab-
reicht werden, wie beispielsweise Enzymen, Antikor-
pern, regulatorischen Faktoren wie beispielsweise
Cyclinen, cyclin-abhangigen Kinasen oder CKls oder
Toxinen.

[0085] In der vorliegenden Erfindung verwendete
DNase-X-Polypeptide oder Fragmente davon, die ei-
nen immunogenen Anteil aufweisen, kdnnen in phar-
mazeutischen Zusammensetzungen verwendet wer-
den, wobei das Polypeptid beispielsweise eine Reak-
tion stimuliert, die spezifisch gegen Tumorzellen in
dem Patienten gerichtet ist. Ein Patient kann von ei-
ner Krankheit betroffen sein oder kann eine
nicht-nachweisbare Krankheit aufweisen. Entspre-
chend kénnen die DNase-X-Verbindungen verwen-
det werden, um Krebs zu behandeln oder die Ent-
wicklung von Krebs zu hemmen. Die Verbindungen
kénnen entweder vor oder nach einer herkdmmlichen
Tumorbehandlung wie beispielsweise der chirurgi-
schen Entfernung von Primartumoren, Behandlung
durch Strahlentherapieverabreichung, herkémmli-
chen Chemotherapieverfahren oder einem beliebi-
gen anderen Modus der Behandlung der jeweiligen
Krebserkrankung oder ihrer Vorlaufer verabreicht
werden.

[0086] Immunogene Zusammensetzungen kdnnen
ein oder mehrere Polypeptide und unspezifische Ver-
starker der Immunreaktion umfassen, wobei der un-
spezifische Verstarker der Immunreaktion eine Im-
munreaktion gegen ein exogenes Antigen hervorru-
fen oder verstarken kann. In den erfindungsgemafen
Impfstoffen kann jeder geeignete Verstarker der Im-
munreaktion verwendet werden. Beispielsweise kann
ein Adjuvans enthalten sein. Die meisten Adjuvanzi-
en enthalten eine Substanz, die so angelegt ist, dass
sie das Antigen vor einem schnellen Katabolismus
schitzt, wie beispielsweise Aluminiumhydroxid oder
Mineralél, und einen unspezifischen Stimulator der
Immunreaktion, wie beispielsweise Lipid A, Bordetel-
la pertussis oder Mycobacterium tuberculosis. Sol-
che Adjuvanzien sind im Handel erhaltlich, beispiels-
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weise als Freund's Incomplete Adjuvant und Comple-
te Adjuvant (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA)
und Merck Adjuvant 65 (Merck and Company, Inc.,
Rahway, N.J., USA).

[0087] Pharmazeutische Zusammensetzungen und
Impfstoffe kdbnnen auch andere Epitope von Tumo-
rantigenen enthalten, entweder eingebaut in einem
Fusionsprotein, wie oben beschrieben (d. h. ein ein-
zelnes Polypeptid, das mehrere Epitope enthalt),
oder innerhalb eines gesonderten Polypeptids.

[0088] Die vorliegende Erfindung stellt des Weiteren
Kits zur Verwendung beispielsweise in Forschungs-
oder diagnostischen Verfahren bereit. Solche Kits
kdnnen zwei oder mehr Komponenten zur Durchfih-
rung eines wissenschaftlichen oder diagnostischen
Tests enthalten. Bei den Komponenten kann es sich
um Verbindungen, Reagenzien, Behalter und/oder
Ausrustung handeln. Eine Komponente kann ein An-
tikdrper oder ein Fragment davon sein, der bzw. das
spezifisch an ein DNase-X-Polypeptid bindet. Dari-
ber hinaus kann das Kit Reagenzien, Puffer und an-
dere Stoffe enthalten, die aus dem Stand der Technik
als zur Durchflihrung des diagnostischen Tests erfor-
derlich bekannt sind. Alternativ kann das For-
schungskit bzw. das diagnostische Kit Nukleotidson-
den oder Primer fir den Nachweis von DNa-
se-X-DNA oder -RNA enthalten. Solch ein Kit sollte
geeignete zusatzliche Reagenzien und Puffer enthal-
ten, die aus dem Stand der Technik bekannt sind.

[0089] Ein Kit gemal vorliegender Erfindung um-
fasst:
a) Reagenzien fir die Erkennung der DNa-
se-X-Markermolekiile;
b) die Reagenzien und Puffer, die gangigerweise
fur die Durchflihrung der Erkennungsreaktion ver-
wendet werden, wie beispielsweise Puffer, Nach-
weismarker, Tragersubstanzen und sonstige;
d) eine DNase-X-Markerprobe zur Durchflihrung
einer positiven Kontrollreaktion.

[0090] Das Reagens fir die Erkennung des DNa-
se-X-Markers umfasst jedes Mittel, das an das Mar-
kermolekil binden kann. Solche Reagenzien kdnnen
Protein, Polypeptide, Nukleinsduren, Glykoproteine,
Proteoglykane, Polysaccharide oder Lipide umfas-
sen.

[0091] Die Probe zur Durchfiihrung einer Positiv-
kontrolle kann beispielsweise DNase-X-Nukleinsdure
in anwendbarer Form wie beispielsweise als Lésung
oder Salz, DNase-X-Peptide in anwendbarer Form,
Gewebeschnittproben oder positive Zellen, welche
die DNase-X-Molekule exprimieren, umfassen.

[0092] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung wird die Erkennung der Markermolekile
auf der Ebene der Polypeptide durchgeflihrt In dieser

Ausfuhrungsform kénnen die Bindungsmittel bei-
spielsweise Antikorper sein, die fir DNase-X oder de-
ren Fragmente spezifisch sind.

[0093] In einer anderen Ausfihrungsform des Test-
kits wird die Erkennung von DNase-X auf Ebene der
Nukleinsaure durchgefiihrt. In dieser Ausflihrungs-
form der Erfindung kann es sich bei den Reagenzien
fur die Erkennung beispielsweise um Nukleinsdure-
sonden oder -Primer handeln, die zu den DNa-
se-X-Nukleinsauren komplementar sind.

[0094] Karzinome und deren Vorstufen gemaf vor-
liegender Erfindung sind Krankheiten, die durch ano-
malen Wachstumseigenschaften von Zellen oder Ge-
weben im Vergleich zu den Wachstumseigenschaf-
ten normaler Kontrollzellen oder -geweben gekenn-
zeichnet sind. Das Wachstum der Zellen oder Gewe-
ben kann beispielsweise anomal beschleunigt sein
oder kann anomal reguliert sein. Anomale Regulie-
rung, wie oben verwendet, kann jede Form des Vor-
handenseins oder Nichtvorhandenseins  von
nicht-wildtypgemafRen Reaktionen der Zellen oder
Gewebe auf natirlicherweise stattfindende wachs-
tumsregulierende Einflisse umfassen. Die Anomali-
en des Wachstums der Zellen oder Gewebe kdnnen
beispielsweise neoplastisch oder hyperplastisch
sein. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Er-
findung sind die Tumore karzinogene oder vorkarzi-
nogene Zustande der Atemwege.

[0095] Erkrankungen, die von anomaler Zellprolife-
ration gekennzeichnet sind, wie im Kontext vorliegen-
der Erfindung verwendet, kbnnen beispielsweise Ne-
oplasien wie beispielsweise benigne und maligne Tu-
more, Karzinome, Sarkome, Leukamien, Lymphome
oder Dysplasien umfassen. Tumore kénnen Tumore
des Kopfes und des Halses, Tumore der Atemwege,
Tumore im Magendarmtrakt, Tumore der Harnwege,
Tumore des Fortpflanzungssystems, Tumore des en-
dokrinen Systems, Tumore des zentralen und peri-
pheren Nervensystems, Tumore der Haut und deren
Anhanggebilde, Tumore der Weichgewebe und Kno-
chen, Tumore des lymphopoietischen und hamato-
poietischen Systems, Brustkrebs, Prostatakrebs, Ma-
gendarmkrebs, Kolorektalkrebs, Anogenitalkrebs,
etc. umfassen.

[0096] In bestimmten Ausfiihrungsformen sind die
Krankheiten beispielsweise Adenome oder Adeno-
karzinome des Kolons, Krankheiten der Atemwege
wie beispielsweise squamodses Lungenzellkarzinom,
kleinzelliges Lungenkarzinom, Adenokarzinom der
Lunge, grofdzelliges Lungenkarzinom, adenosqua-
moses Lungenkarzinom, ein karzinoider Tumor der
Lunge, Bronchialdriisentumor oder (malignes) Meso-
theliom, Anogenitalkrebs wie beispielsweise Gebar-
mutterhalskrebs, Vulvakrebs, Vaginalkrebs, Rektal-
krebs, Anuskrebs und Peniskrebs.
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[0097] Eine Probe gemal den Verfahren vorliegen-
der Erfindung ist jede Probe, die Zellen, Gewebe
oder Korperflissigkeiten enthalten kann. Des Weite-
ren kann jede Probe, die potenziell die nachzuwei-
senden Markermolekile enthalt, eine Probe gemaf
vorliegender Erfindung sein. Solche Proben sind z. B.
Blut, Plasma, Serum, Liquor, Knochenmark, Abstri-
che, Waschungen, Sekretionen, Transsudate, Exsu-
date, Sputum, Stuhl, Urin, Samen, Zell- und Gewebe-
proben, Punktate oder Biopsien.

[0098] Biopsien wie im Kontext vorliegender Erfin-
dung verwendet kdnnen z. B. Resektionsproben von
Tumoren, endoskopisch erhaltene Gewebeproben
oder Nadelbiopsien umfassen. Darlber hinaus kann
jede Probe, die potenziell die nachzuweisenden Mar-
kermolekiile enthalt, eine Probe gemaR vorliegender
Erfindung sein.

[0099] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung umfassen Proben Zellen des Anogenital-
traktes, der Atemwege, des Magendarmtraktes (ins-
besondere des Kolorektaltraktes) oder der Haut und
deren Anhanggebilde. In bestimmten Ausfiihrungs-
formen koénnen die Zellen Zellen des Gebarmutter-
halses, der Vagina, der Vulva, des Penis, des Anus,
des Rektums, der Bronchialaste, der Lunge, des Pe-
ritoneums, des Peritonealraumes, des Nasenrachen-
raumes, der Mundhohle, des Colon ascendens, des
Colon transversum, des Colon descendens, des Co-
lon sigmoidum, der Bauchspeicheldriise, des Dinn-
darms, des Zwdlffingerdarms, des Jejunums, des lle-
ums, des Z6kums, der Speiseréhre, des Magens, der
Gallengange, der Leber oder der Haut sein.

[0100] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kann die Probe eine histologi-
sche Probe, eine Biopsie oder eine zytologische Pro-
be sein, wie beispielsweise ein Ausstrich, ein Ab-
strich, eine Instillation, eine Zellen enthaltende Kor-
perflissigkeit (Sputum, ein Sekret, Speichel, etc.). In
bestimmten Ausfihrungsformen der vorliegenden Er-
findung kénnen Proben Zellen aufweisen, die mit Pa-
pillomavirus infiziert sind. Die Proben kénnen in be-
stimmten Ausfihrungsformen Gebarmutterhalsab-
striche, Bronchioalveolarlavagen, Stuhl, endosko-
pisch, wie beispielsweise mittels Gastroskopie, Kolo-
noskopie, Bronchioskopie, etc., erhaltene Proben
umfassen.

[0101] Die Herstellung einer Probe kann beispiels-
weise die Gewinnung einer Probe aus einem Gewe-
be, einer Kdrperflissigkeit, von Zellen eines Patien-
ten umfassen. GemaR vorliegender Erfindung kann
die Herstellung der Probe auch mehrere Schritte von
Weiterverarbeitungen der Probe umfassen, wie bei-
spielsweise die Herstellung von Dissektionen, die
Herstellung von Zellsuspensionen, das Ausbreiten
oder Auftragen der zu untersuchenden Zellen auf Mi-
kroskopobjekttragern, die Herstellung von Gewebea-

nordnungen, Isolierung von Polypeptiden oder Nuk-
leinsduren, Herstellung von Festphasen-fixierten
Peptiden oder Nukleinsduren oder Herstellung von
Kigelchen, Membranen oder Objekttragern, an wel-
che die zu bestimmenden Molekule kovalent oder
nicht-kovalent gekoppelt werden.

[0102] Eine Probe zur Verwendung in den Verfahren
der vorliegenden Erfindung kann mit jeder geeigne-
ten Methode erhalten und prapariert werden. Die Pro-
ben kénnen beispielsweise beliebige Proben des In-
halts des Magendarmtraktes (z. B. des Magens, der
Speiserdhre oder des Darms), der Atemwege (z. B.
des Nasenrachenraums, der Bronchien oder der
Bronchiolen), des Anogenitaltraktes (z. B. der Vagi-
na), des Urogenitaltraktes (z. B. der Blase oder der
Harnréhre), des GefaRsystems etc. umfassen. Die
Probe kann durch aktive Exkretion des Materials von
einem Individuum erhalten werden oder kann im Ver-
lauf eines chirurgischen, invasiven oder minimal in-
vasiven medizinischen Verfahren erhalten werden.
Beispielsweise kann eine Stuhlprobe, wie im Kontext
vorliegender Erfindung verwendet, eine Probe von im
Lumen des Kolons enthaltenen Material sein, das
durch Klistiere, durch Kolonoskopie, mit dem Finger
aus dem Rektum erhalten wurde, oder es kann aus
dem von einem Patienten abgegebenen Stuhl erhal-
ten werden. Eine Stuhlprobe gemaf vorliegender Er-
findung kann, muf} jedoch nicht zwingend, Zellen
oder Zelltrimmer kolorektalen Ursprungs enthalten.
In einer Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung
handelt es sich bei den fir den Nachweis der Kolo-
rektallasionen verwendeten Polypeptiden um sezer-
nierte Proteine, die unabhangig von dem Vorhan-
densein von Zellen oder Zelltrimmern aus einer Ko-
lorektallasion in der Probe in Stuhlproben entdeckt
werden kénnen. In einer Ausflihrungsform der vorlie-
genden Erfindung kann die Probe Blut, Lymphe,
Lymphknoten, Knochenmark etc. aufweisen. In einer
anderen Ausfihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung kann die Probe Brustgewebe, Brustzellen,
Brustwarzenaspirate, Duktallavagen oder eine belie-
bige Probe aufweisen, die Zellen oder Zelltrimmer
aus der Brust enthalt.

[0103] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kann sich ,Probe" auf das ent-
sprechende Material im Korper eines Individuums
beziehen, wie beispielsweise den Harn, den Stuhl,
das Sputum etc. Eine Probe in diesem Kontext kann
z. B. der Inhalt des Darms eines Individuums in vivo
sein. In dieser Ausfihrungsform muss die (Stuhl-,
Harn-, Sputum-, Exudat-, Samen-, Sekretions-)Probe
nicht von dem Patienten getrennt werden, um den
hierin beschriebenen Verfahren unterzogen zu wer-
den.

[0104] Die Verfahren zur Praparation der Probe
kdénnen jedes Verfahren umfassen, das zur Sicher-
stellung einer genauen Feststellung des Vorhan-
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denseins oder Nichtvorhandenseins von Lasionen in
Verbindung mit anomalen Wachstumseigenschaften
geeignet ist. In bestimmten Ausfihrungsformen der
vorliegenden Erfindung kann die Praparation der
Proben z. B. Auswahlen eines beliebigen Anteils ei-
ner Gesamtprobe (wie beispielsweise abgegebener
Stuhl, ausgeschiedener Harn, erhaltener Abstrich,
erhaltene Waschung, Sputum) mit einem beliebigen
geeigneten Mittel wie beispielsweise einem Spatel,
einer Burste, einem Loffel, einer Spitze, einem Tuch,
einer Membran, einer Kapillare, einer Spritze, einer
Kantle oder Nadel oder dergleichen umfassen. Bei-
spielsweise kann das Probenpraparat Blotting eines
Anteils der Probe (z. B. die Oberflache von Stuhl) auf
eine Membran, eine Folie, einen Kunststofffiim oder
ein Tuch, das Aufnehmen eines Anteils des Stuhls
mit einer Nadel, Spritze, Kapillare, einem Spatel, L6f-
fel oder dergleichen umfassen. Ein Probenpraparat
kann in bestimmten Ausfiihrungsformen Abstriche
von der Oberflache fester oder viskdser Proben (wie
beispielsweise von abgegebenem Stuhl, bestimm-
tem Sekret, etc.) umfassen, die mit einem geeigneten
Mittel wie beispielsweise einem Spatel, einer Blrste,
einem Tampon, einem Tuch, einer porésen oder tex-
tilen Vorrichtung (aus Baumwolle, Zellulose, derivati-
sierte Zellulose, etc.) oder Spitze oder mit einem be-
liebigen anderen geeigneten Mittel erhalten werden.

[0105] In bestimmten Ausfihrungsformen der Erfin-
dung kann jede zufallige Fraktion einer Probe zur
Durchfiihrung des hierin beschriebenen Nachweis-
verfahrens geeignet sein. In bestimmten anderen
Ausfuhrungsformen der Erfindung kann eine Probe
derart prapariert werden, um das Vorhandensein ei-
nes reprasentativen Anteils der Gesamtprobe sicher-
zustellen. Solche reprasentativen Anteile kénnen z.
B. fur Stuhlproben mithilfe der in US 6,303,304 be-
schriebenen Verfahren erhalten werden, die hierin
durch Bezugnahme enthalten sind.

[0106] In bestimmten speziellen Ausfiuhrungsfor-
men der vorliegenden Erfindung kann die Probe als
ein Einzelschicht- oder als ein Dinnschichtpraparat
eines zytologischen Praparats prapariert werden. Die
entsprechenden Verfahren zur Praparation eines
Einzelschicht- oder eines Dinnschichtpraparats in
der Zytologie sind einem Fachmann bekannt. In einer
Ausfuhrungsform kann das Praparat z. B. die Thin-
Prep™-Technologie umfassen. Andere Verfahren
umfassen konventionelle Abstriche oder Verfahren,
die Suspensionen von Zellen zur Praparation des zy-
tologischen Praparates umfassen.

[0107] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kann ein Verfahren zum Anrei-
chern oder Reinigen der relevanten Polypeptide
und/oder Polynukleotide verwendet werden. Gege-
benenfalls kann die Identifizierung von Nukleinsau-
ren, Proteinen oder Peptiden in komplexen Proben,
die mehrere Nukleinsauren, Proteine oder Peptide

aufweisen, durch ein Trennungsverfahren fir be-
stimmte Molekularten, die in der Probe vorhanden
sind, verstarkt werden. Diese Reinigungsprozesse
kénnen Reinigung im Sinne von Separieren aller Nu-
kleinsaure-, Protein- oder Peptidkomponenten der
Probe von anderen Komponenten wie beispielsweise
Lipiden, Nukleinsauren etc. beinhalten. In bestimm-
ten Ausfuhrungsformen der Erfindung kann die Reini-
gung auch die Trennung von Nukleinsduren und/oder
Proteinen oder Peptide mit bestimmten Eigenschaf-
ten von anderen Protein- oder Peptidkomponenten in
dem Gemisch beinhalten.

[0108] Generell kdnnen die hierin erwahnten Ver-
fahren zur Reinigung von Nukleinsduren und Poly-
peptiden im Verlauf jedes Nachweisverfahrens ange-
wandt werden, das fir die Erkennung der DNa-
se-X-Molekule der vorliegenden Erfindung geeignet
ist. Gegebenenfalls kann jedes Nachweisverfahren
fur die Erkennung der hierin beschriebenen Marker-
molekule alleine oder in Kombination mit anderen
Markermolekullen Reinigungsverfahren fir Nuklein-
sauren und/oder Polypeptide wie unten erwahnt um-
fassen. Der Reinigungsprozess kann in jeder Stufe
im Verlauf des Gesamtverfahrens erfolgen, z. B. vor
einer Nachweis- oder Amplifizierungsreaktion, im An-
schluss an eine Nachweis- oder Amplifizierungsreak-
tion, in einer Einzelschrittreaktion gleichzeitig mit ei-
ner Nachweis- oder Amplifizierungsreaktion, etc.

[0109] Trennung von Proteinen und/oder Nuklein-
sauren kann unter Verwendung ihrer physikalischen,
chemischen oder biologischen Eigenschaften durch-
gefuhrt werden. Fur die Trennung verwendete physi-
kalische Parameter kénnen Ladung, Hydrophobizitat,
Masse, Volumen, Form oder ein beliebiger anderer
physikalischer Parameter sein, der fir die Trennung
unterschiedlicher Protein- oder Peptidarten geeignet
ist. Chemische Parameter, die bei der Trennung von
Proteinen zur Anwendung kommen, umfassen die
Verwendung reaktiver Gruppen wie beispielsweise
Hydroxyl-, Sulfhydryl- oder beliebiger anderer reakti-
ver oder nicht-reaktiver Strukturen, die fur die Tren-
nung von Proteinen/Peptiden geeignet sind. Biologi-
sche Parameter, die zur Trennung von Proteinen ver-
wendet werden kénnen, umfassen enzymatische Ak-
tivitat, molekulare Wechselwirkungen wie beispiels-
weise Bindung von biologischen Bindungseinheiten
wie z. B. Liganden oder Rezeptoren, Immunogenitat
oder eine beliebige andere biologische Eigenschaft,
die fUr die Trennung unterschiedlicher Protein- oder
Peptidarten geeignet ist. Was Nukleinsauren betrifft,
beziehen sich biologische Parameter insbesondere
auf Hybridisierungseigenschaften.

[0110] Alle oben erwahnten Parameter kbnnen un-
abhangig oder in jeder beliebigen Kombination ver-
wendet werden, die fir die Trennung und Reinigung
von Nukleinsauren, Proteinen und/oder Peptiden ge-
eignet ist. In einer Ausfuhrungsform kann eine kom-
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plexe Probe durch Elektrophorese-Verfahren wie bei-
spielsweise  Agarosegelelektrophorese, PAGE,
SDS-PAGE, frei stromende Elektrophorese, Kapillar-
elektrophorese, 2D-Elektrophorese oder jedes ande-
re Elektrophoreseverfahren getrennt werden, das fur
die Trennung von Nukleinsduren, Proteinen oder
Peptiden geeignet ist. In bestimmten Ausfiihrungsfor-
men kann eine 2D-Elektrophorese derart verwendet
werden, dass die Trennung in der ersten Dimension
auf der Ladung basiert (z. B. in einem Polyacrylamid-
gel unter Bedingungen hoher Spannung) und die re-
sultierenden getrennten Proteine oder Peptide nach
ihrer Masse getrennt werden (z. B. in einem Natrium-
dodecylsulfatpolyacrylamidgel in einer senkrechten
Richtung zur ersten Dimension). Alternativ kann die
erste Dimension der Trennung von Proteinen oder
Peptiden durch isoelektrische Fokussierung der Mo-
lekile in einem pH-Gradienten unter hoher Span-
nung erzielt werden. In bestimmten Ausfihrungsfor-
men kann fur die Trennung der DNase-X-Molekile
gemal vorliegender Erfindung eine Pulsfeld-Gelelek-
trophorese angewandt werden.

[0111] In bestimmten weiteren Ausfiihrungsformen
kann fir die Trennung komplexer Gemische Kapillar-
elektrophorese verwendet werden. Beispielsweise
kann eine Kapillare mit einem geeigneten Trennme-
dium wie beispielsweise Polyacrylamid gefillt wer-
den und die Probe wird auf ein Ende der Kapillare ge-
geben (je nach Positionierung der Kapillar z. B. auf
das obere Ende). Je nach Puffer- und Gelbedingun-
gen kénnen die Proteine und/oder Peptide in der Pro-
be nach Masse bzw. Ladung getrennt werden.

[0112] Dariber hinaus kann zur Trennung von Nuk-
leinsauren, Proteinen und/oder Peptiden Flissig-
chromatographie verwendet werden. Makromoleki-
le, wie beispielsweise Nukleinsduren, Peptide
und/oder Proteine, kénnen nach ihrem physikali-
schen bzw. chemischen Verhalten bzw. biologischen
Verhalten bzw. Kombinationen davon getrennt wer-
den, je nach dem Chromatographiemedium bzw. den
fur die Chromatographie verwendeten L&sungsmit-
teln. In einer Ausfuhrungsform kann das komplexe
Gemisch von Proteinen und/oder Peptiden entspre-
chend deren Ladung an eine Festphase gebunden
und separat durch steigende Salzkonzentrationen
eluiert werden. In einer Ausfihrungsform wird das
komplexe Gemisch mithilfe einer Festphase entspre-
chend deren Masse getrennt, indem eine Festphase
mit einer definierten PorengréRenverteilung verwen-
det wird, wobei Proteine bzw. Peptide ihre Stro-
mungsrate durch Diffusion in die Poren entsprechend
ihrer Masse beschleunigen.

[0113] In einer Ausflihrungsform wird das komplexe
Gemisch von Proteinen bzw. Peptiden mittels einer
Festphase nach ihrer Form getrennt, indem eine
Festphase mit einer definierten Porenform und/oder
PorengréRenverteilung verwendet wird, worin Protei-

ne bzw. Peptide entsprechend ihrer Form ihre Fliel3-
geschwindigkeit bei der Diffusion in die Poren be-
schleunigen. In einer Ausfuhrungsform ist das kom-
plexe Gemisch von Proteinen bzw. Peptiden entspre-
chend deren Hydrophobizitat an eine Festphase ge-
bunden und separat eluiert, indem ein Gradient aus
hydrophoben Ldsungsmitteln verwendet wird. In ei-
ner Ausflihrungsform werden eines oder alle oben er-
wahnten Chromatographieverfahren auf eine Weise
kombiniert, die zur Trennung komplexer Gemische
von Proteinen und/oder Peptiden geeignet sind.

[0114] In bestimmten Ausfihrungsformen kann zur
Trennung von Nukleinsauren, Proteinen und/oder
Peptiden eine zweidimensionale HPLC verwendet
werden. Beispielsweise kann eine Trennung mithilfe
von lonenaustauschsaulen in Kombination mit einer
Umkehrphasensaule angewandt werden. Die lonen-
austauschsaule kann beispielsweise eine Anionen-
oder Kationenaustauschsaule geeigneter Starke zur
Verwendung in den hierin beschriebenen Verfahren
sein. Materialien zur Verwendung in diesen
HPLC-Verfahren sind dem Durchschnittsfachmann
bekannt. In bestimmten Ausflihrungsformen kénnen
die Eluate aus der ersten Saule (z. B. mit ansteigen-
den Salzgradienten eluiert) auf die Umkehrphasen-
saule geladen werden. Die Umkehrphasensaule
kann z. B. durch einen steigenden Gradienten eines
geeigneten Losungsmittels (z. B. Acetonitril) eluiert
werden.

[0115] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kénnen die getrennten Makro-
molekile wie z. B. Proteine oder Polypeptide vor der
Nachweisreaktion vorbehandelt werden. Solche Be-
handlungsmethoden kénnen beispielsweise Redukti-
on oder Oxidation von Proteinen oder Peptiden, pro-
teolytische Spaltung, Modifikation der Proteine oder
Peptide, Derivatisierung oder Anwendung von Schut-
zeinheiten beinhalten, um reaktive Teile der Peptide
von unerwilnschten Reaktionen abzuhalten. Bei-
spielsweise kdnnen in bestimmten Ausflihrungsfor-
men Sulfhydrylgruppen vor Oxidation geschutzt wer-
den. Generell kann ein Proteinextrakt zur Verwen-
dung in den Verfahren gemalR vorliegender Erfin-
dung, muss jedoch nicht zwingend, mit geeigneten
Enzymen wie beispielsweise Trypsin oder einer be-
liebigen anderen Protease verdaut werden, um fir
den Nachweis geeignete Peptide herzustellen.

[0116] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kénnen ein oder mehrere Frag-
mente vorhanden sein, ohne die Probe einem Schritt
der Probenpraparation zu unterziehen. Dies kann an
der Aktivitat von proteolytischen (Verdauungs-)Enzy-
men in der Probe liegen, wie beispielsweise in Stuhl,
in Flussigkeiten des Magendarmtraktes oder in Ma-
gendarmsekret. Die Fragmente kdnnen durch jedes
hierin beschriebene Mittel festgestellt werden. In ei-
ner Ausfuhrungsform kénnen Fragmente im Verlauf
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einer massenspektrometrischen Analyse festgestellt
werden. Die Feststellung der jeweiligen Fragment-
spitzen, die mit den von DNase-X abgeleiteten Pepti-
den korrespondieren, kann besonders fiur den Nach-
weis des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins
und/oder der Menge an DNase-X-Proteine in Proben
nltzlich sein.

[0117] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung kdnnen Nukleinsauren, muss jedoch nicht
zwingend, vor einer anschlieBenden Feststellungs-
oder Amplifizierungsreaktion einem Reinigungspro-
zess unterzogen werden. Dies kann beispielsweise
wilinschenswert sein, um das Signal/Rausch-Verhalt-
nis weiter zu erhéhen. Dariber hinaus kann eine Rei-
nigung von Nukleinsduren gegebenenfalls auch einer
Amplifizierungsreaktion nachfolgend durchgefihrt
werden.

[0118] Reinigungstechniken fir den Zweck der Rei-
nigung von Nukleinsduren sind dem Durchschnitts-
fachmann bekannt und umfassen beispielsweise
Gelelektrophorese, Chromatographie, Ausfallen, Ul-
trazentrifugation, etc. Die Nukleinsduren kénnen bei-
spielsweise in einem geeigneten festen, viskdsen
oder flissigen Medium elektrophoretisch gereinigt
werden, wie beispielsweise in einem Gel, das aus ei-
nem Fachmann bekannten Substanzen (Agarose,
Polyacrylamid, Starke etc.) hergestellt ist.

[0119] Alternativ kdnnen Nukleinsduren in Affinitats-
chromatographieverfahren oder anderen geeigneten
Erfassungsformaten durch Hybridisierung der Nukle-
insauren an komplementare oder umgekehrt komple-
mentare Nukleinsauresonden (z. B. an eine Festpha-
se wie beispielsweise Kugelchen, Membranen, Ob-
jekttrager etc. fixiert) gereinigt werden. Dartber hin-
aus kénnen Ausfallungsverfahren fur das Ausfallen
von Nukleinsduren (z. B. unter Verwendung von
Ethanol, Isopropanol oder anderem Alkohol in geeig-
neter Konzentration, Trichloressigsaure oder ande-
ren geeigneten Sauren oder einem beliebigen ande-
ren Mittel, das fir das Ausfallen von Nukleinsduren
aus LOsungen geeignet ist) sowie chromatographi-
sche Verfahren, wie beispielsweise lonenaustausch-
chromatographie, Affinitadtschromatographie etc., fur
die Reinigung eingesetzt werden. Gemal} vorliegen-
der Erfindung kénnen Nukleinsauren mithilfe von Ul-
trazentrifugationstechniken wie beispielsweise Dich-
tegradientenzentrifugation z. B. in isokinetischer oder
isopyknischer Art und Weise, oder mit anderen ge-
eigneten Zentrifugationstechniken gereinigt werden.

[0120] Generell ist ein Verfahren fiir die Erkennung
der Menge der Markermolekiile zur Verwendung in
den Verfahren gemaf vorliegender Erfindung jedes
Verfahren, das fur die Erkennung und Identifizierung
biologischer Makromolekile wie beispielsweise Nuk-
leinsauren, Peptiden und Proteinmolekilen in Pro-
ben geeignet ist. In bestimmten Ausflihrungsformen

der Erfindung kénnen diese Verfahren hohe Empfind-
lichkeit aufweisen, so dass selbst kleine Molekilmen-
gen nachgewiesen werden kénnen. In weiteren Aus-
fuhrungsformen der vorliegenden Erfindung kénnen
Standardnachweisverfahren, die geeignete Empfind-
lichkeiten aufweisen, angewandt werden. Es kann je-
des beliebige Verfahren verwendet werden, wie bei-
spielsweise solche, die Nachweisreaktionen in LO-
sungen einschlieRen, Verfahren, in denen festpha-
senadsorbierte oder gekoppelte Mittel verwendet
werden, etc. Die Verfahren kénnen In-vitro-Verfahren
sein oder Verfahren, die in vivo angewandt werden, z.
B. bei In-vivo-Bildgebungsverfahren.

[0121] In bestimmten Ausflihrungsformen wird in ei-
nem Nachweisverfahren mehr als ein von DNa-
se-X-Polypeptiden und/oder -Polynukleotiden abge-
leitetes Peptid festgestellt. Bei der Feststellung der
Menge des Markerpolypeptids oder dessen Frag-
mente gemal vorliegender Erfindung kann es sich
um die Feststellung der Menge einzelner Markermo-
lekile in getrennten Reaktionsgemischen sowie um
die gleichzeitige Feststellung einer Kombination von
Markern handeln.

[0122] Darlber hinaus kann der Nachweis der DNa-
se-X-Nukleinsauren, -Polypeptide und/oder -Polynu-
kleotide wie hierin beschrieben in Kombination mit ei-
ner oder mehreren weiteren Nachweisreaktionen
durchgefiihrt werden. Bei diesen Nachweisreaktio-
nen kann es sich beispielsweise um eine Reaktion
zur Feststellung des Vorhandenseins weiterer geeig-
neter Markernukleinsduren und/oder -polypeptide
oder von einem oder mehrerer Nukleinsaure-Marker-
molekile in den Proben handeln. Weitere Markermo-
lekile, die fur die Erkennung proliferativer Erkrankun-
gen im Verlauf eines Verfahrens wie hierin beschrie-
ben geeignet sind, kdnnen z. B. Cycline (Cyclin A,
Cyclin B, Cyclin E), Inhibitoren cyclinabhangiger Ki-
nasen (p13.5, p14, p15, p16, p18, p19, p21, p27
etc.), cyclinabhangige Kinasen (cdk2, cdk4, cdk6
etc.), zellzyklusregulatorische Proteine (p14ARF,
pRb, mdm2, p53), Proliferationsmarkermolekile
(mecm2, mem3, mcm4, mem5, mecm6, mem7, cdc2,
cdc6, Ki67, Ki-S2, PCNA, DNA-Polymerase delta, rF
Kappa B, etc.), Marker fir Virusinfektion (wie bei-
spielsweise HBV, HPV (vor allem Hochrisiko-HPV:
16, 18, 31, 33, 38, 44, 45, 58, 68, etc.), HIV etc.) oder
andere Tumormarkerproteine oder Nukleinsauren (z.
B. her2neu, CEA, PSA etc.) umfassen.

[0123] Die Feststellung eines oder mehrerer mole-
kularer Marker kann in einem Einzelreaktionsge-
misch oder in zwei oder separaten Reaktionsgemi-
schen durchgefiihrt werden. Die Nachweisreaktionen
fur mehrere Markermolekile kénnen beispielsweise
gleichzeitig in Reaktionsgefallen mit mehreren Ver-
tiefungen durchgefiihrt werden. Die hierin beschrie-
benen DNase-X-Nukleinsduren und/oder -Polypepti-
de kénnen mithilfe von Verfahren und/oder Reagen-
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zien festgestellt werden, die diese Molekile spezi-
fisch erkennen. Gleichzeitig kdnnen einer oder meh-
rere weitere Marker mithilfe von Verfahren und/oder
Reagenzien festgestellt werden, die von diesen spe-
zifisch erkannt werden. Das Nachweisverfahren fir
jeden einzelnen Marker kann einen oder mehrere
Schritte umfassen. In bestimmten Ausfihrungsfor-
men kann das Nachweisverfahren die Erkennung der
Markermolekile durch einen primaren Erkennungs-
schritt, gefolgt von einem sekundaren Erkennungs-
schritt, umfassen, wodurch die Ergebnisse des Ver-
fahrens fir die quantitative und/oder qualitative Ana-
lyse verfugbar gemacht werden. Beispiele fir Nach-
weisverfahren, die mehrere Schritte beinhalten, um-
fassen z. B. die Verwendung primarer und sekunda-
rer und weiterer Bindungsmittel.

[0124] In bestimmten Ausfihrungsformen kann das
Nachweisverfahren des Weiteren eine Reporterreak-
tion umfassen, welche die Menge der erfindungsge-
mafen DNase-X-Polypeptide und/oder -Nukleinsau-
ren angibt. Die Reporterreaktion kann beispielsweise
eine Reaktion sein, die eine farbige Verbindung pro-
duziert, eine biolumineszente oder chemilumines-
zente Reaktion, eine Fluoreszenzreaktion, allgemein
eine Strahlung abgebende Reaktion oder eine Reak-
tion, an der eine chemische Bindungsreaktion betei-
ligt ist, wie beispielsweise Biotinbindung oder Metall-
chelatbindung.

[0125] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kénnen bei den Verfahren fir die
Nachweisreaktion gemafy vorliegender Erfindung
beispielsweise beliebige immunologische Verfahren
fur den Nachweis von Molekilen eingesetzt werden,
wie beispielsweise Western Blot, Dotblot, Immunpra-
zipitation oder immunologische Assays wie beispiels-
weise ELISA, RIA, Assays mit Lateralstrdomung (La-
teral Flow Assays) etc.

[0126] In diesen Ausflihrungsformen kann die Fest-
stellung der (DNase)-X-Markernukleinsauren
und/oder -polypeptide beispielsweise in einer Reakti-
on erfolgen, welche ein fir den Nachweis des Mar-
kermolekils spezifisches Bindungsmittel aufweist.
Diese Bindungsmittel kdnnen beispielsweise Nukle-
insauresonden, Antikérper und antigenbindende
Fragmente, bifunktionelle Hybridantikérper, Peptido-
mimetika mit minimalen antigenbindenden Epitopen
etc. umfassen. Das Bindungsmittel kann in vielen
verschiedenen Nachweistechniken verwendet wer-
den, beispielsweise in Southern-, Northern-, Wes-
tern-Blot, ELISA, Assays mit Lateralstromung (Late-
ral Flow Assays), (Hybrid-)Captureassay, Latexag-
glutination, Immunchromatographiestreifen oder Im-
munprazipitation. Generell kann ein bindungsmittel-
basierter Nachweis sowohl in vitro als auch direkt in
situ durchgefuhrt werden, beispielsweise im Verlauf
einer immunzytochemischen Farbereaktion. Alle an-
deren Verfahren, die fir die Bestimmung der Menge

bestimmter Polypeptide in Lésungen biologischer
Proben geeignet sind, wie beispielsweise biochemi-
sche, chemische, physikalische oder physika-
lisch-chemische Verfahren, kénnen gemaR vorlie-
gender Erfindung verwendet werden.

[0127] Verfahren fir den Nachweis einer Methylie-
rung von Nukleinsauren sind dem Fachmann be-
kannt und kdénnen beispielsweise Verfahren umfas-
sen, bei denen eine chemische Vorbehandlung von
Nukleinsauren z. B. mit Natriumbisulfit, Permanganat
oder Hydrazin, und der anschlieRende Nachweis der
Modifizierung mittels spezifischer Restriktionsendo-
nukleasen oder mittels spezifischer Sonden, z. B. bei
einer Amplifizierungsreaktion, eingesetzt wird. Der
Nachweis einer Methylierung kann des Weiteren mit-
tels methylierungsspezifischer Restriktionsendonuk-
leasen erfolgen.

[0128] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung er-
folgt der Nachweis der Menge von Markermolekilen
durch Erkennung der Menge von Nukleinsauren, wel-
che fir die in der Probe vorhandenen Markermoleku-
le oder Fragmente davon kodieren. Die Mittel zur Er-
kennung von Nukleinsduremolekilen sind einem
Fachmann bekannt. Die Vorgehensweise flir den
Nachweis von Nukleinsauren kann beispielsweise
durch eine Bindungsreaktion des nachzuweisenden
Molekils an komplementare Nukleinsduresonden,
Proteine mit Bindungsspezifitat fiir die Nukleinsauren
oder beliebige andere Einheiten, die die Nukleinsau-
ren spezifisch erkennen und an sie binden, erfolgen.
Dieses Verfahren kann sowohl in vitro als auch direkt
in situ durchgefuhrt werden, beispielsweise wahrend
einer Farbenachweisreaktion. Eine andere Mdglich-
keit fur den Nachweis der Markermolekdile in einer
Probe auf der Ebene der Nukleinsauren, die in den
Verfahren der vorliegenden Erfindung angewandt
wird, ist eine Amplifizierungsreaktion von Nuklein-
sauren, die in quantitativer Weise durchgefihrt wer-
den kann, wie beispielsweise PCR, LCR oder NAS-
BA.

[0129] In bestimmten Ausfuhrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kann eine Amplifizierung von Ri-
bonukleinsduren oder von Desoxyribonukleinsauren
angewandt werden, um kleine Mengen von DNa-
se-X-Markermolekilen oder kleine Mengen von Zel-
len, die DNase-X-Markermolekile exprimieren, in
Proben zu erkennen. Dies kann besonders fir den
Nachweis dispergierter Tumorzellen in Proben oder
fur den Nachweis von DNase-X-Molekulen geeignet
sein, die aus Tumorzellen, welche diese DNa-
se-X-Molekule exprimierten, in Korperflussigkeiten
verteilt worden sind. Generell kann die Erkennung
von Metastasen, minimaler Resterkrankung oder dis-
seminierten Tumorzellen in Korperproben eine
Nukleinsdureamplifizierungsreaktion wie oben er-
wahnt umfassen.
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[0130] Im Verlauf der Detektion einer minimalen
Resterkrankung kann generell die Feststellung von
DNase-X-Molekilen wie beispielsweise Peptiden,
Proteinen, DNA oder mRNA in Blutproben oder der
Nachweis disseminierter Zellen geeignet sein. Im
Verlauf der Feststellung von DNase-X-Molekilen
kann eine Amplifizierungsreaktion (z. B. PCR, LCR,
NASBA) eingesetzt werden. Im Verlauf der Feststel-
lung eines disseminierten Tumors kénnen Zellen aus
einer Korperflissigkeit getrennt werden, und nach
Lysierung der Zellen kénnen DNase-X-Molekile im
Lysat nachgewiesen werden. In bestimmten Ausfih-
rungsformen der vorliegenden Erfindung kann der
Nachweis der dispergierten Tumorzellen in Lymph-
knotenproben oder in Knochenmarkproben durchge-
fuhrt werden, um Metastasen oder disseminierte Tu-
morzellen festzustellen, die in die entsprechenden
Proben gestreut haben. Es versteht sich von selbst,
dass im Verlauf eines Nachweises disseminierter Tu-
morzellen alle Proben, die von einem Individuum er-
halten werden kénnen, geeignet sind.

[0131] In einer Ausfiuihrungsform der vorliegenden
Erfindung kann die Erkennung eines Karzinoms oder
dessen Vorstufen oder die Erkennung von Metasta-
sen oder einer minimalen Resterkrankung in einem
Individuum die Feststellung der Zuganglichkeit einer
bestimmten Region eines DNase-X-Molekiils in Pro-
ben umfassen. Dies kann z. B. die Feststellung der
Fahigkeit eines positionsspezifischen Bindungsmit-
tels umfassen, mit DNase-X in einer Probe zu reagie-
ren. Daruber hinaus kann die Erkennung von Karzi-
nomen und deren Vorstufen sowie die Erkennung ei-
ner minimalen Resterkrankung oder von Metastasen
die Bestimmung der subzellularen Lokalisierung von
DNase-X in Zellen umfassen.

[0132] Alternativ kann fiir den Zweck der Erkennung
disseminierter Tumorzellen, Metastasen oder einer
minimalen Resterkrankung eine massenspektromet-
rische Bestimmung von Nukleinsduren im Anschluss
an die Amplifizierung oder ohne Amplifizierungsreak-
tion erfolgen.

[0133] In einer anderen Ausfiihrungsform der Erfin-
dung erfolgt die Feststellung der Menge von Marker-
molekilen durch Feststellung des Expressionsgra-
des eines Proteins. Die Feststellung der Markermole-
kile auf Proteinebene kann beispielsweise in einer
Reaktion erfolgen, welche ein Bindungsmittel auf-
weist, das fur die Erkennung der Markermolekdle
spezifisch ist. Diese Bindungsmittel kdnnen bei-
spielsweise Antikoérper und antigenbindende Frag-
mente, bifunktionelle Hybridantikdrper, Peptidomime-
tika mit minimalen Antigenbindungsepitopen etc. um-
fassen. Das Bindungsmittel kann in vielen verschie-
denen Nachweistechniken verwendet werden, bei-
spielsweise in Western-Blot, ELISA, Lateral Flow As-
say, Latexagglutination, Immunchromatographie-
streifen oder Immunprazipitation. Generell kann ein

bindungsmittelbasierter Nachweis sowohl in vitro als
auch direkt in situ durchgefuhrt werden, beispielswei-
se im Verlauf einer immunzytochemischen Farbere-
aktion. Alle anderen Verfahren, die flr die Bestim-
mung der Menge bestimmter Polypeptide in Lésun-
gen biologischer Proben geeignet sind, wie beispiels-
weise biochemische, chemische, physikalische oder
physikalisch-chemische Verfahren, kénnen gemaf
vorliegender Erfindung verwendet werden

[0134] In bestimmten Ausfiihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kann Massenspektrometrie fir
den Nachweis der DNase-X-Markernukleinsduren
und/oder -Polypeptide verwendet werden. Generell
kann jede Art von Massenspektrometrie in den Ver-
fahren gemalR vorliegender Erfindung verwendet
werden. Die zu analysierenden Molekiile kdnnen mit
jedem geeigneten Verfahren ionisiert werden. In ei-
ner Ausfihrungsform kann es sich bei dem lonisati-
onsverfahren im Verlauf einer Massenspektrometrie
um eine matrixunterstitzte Laserdesorptionsionisati-
on, Fast-Atom-Bombardment-lonisation, Elektronen-
spray-lonisation oder ein beliebiges anderes geeig-
netes Verfahren handeln. In den Verfahren der vorlie-
genden Erfindung kann jede aus dem Stand der
Technik fUr massenspektrometrische Auftrennung
und zum Nachweis der erzeugten lonen bekannte
Technik verwendet werden. Die massenspektrometri-
sche Analyse kann beispielsweise mit einem Ti-
me-of-Flight-Analysegerat erfolgen, es kénnen eine
lonenfalle, ein Quadrupol, eine Sektorfeldanalyse-
vorrichtung, ein Zyklotron etc. verwendet werden.

[0135] Die vollstandige Analyse, 2D-HPLC und
massenspektrometrische ldentifikation kann bei-
spielsweise auf der ProteomeX-Workstation (Ther-
moFinnigan, San Jose, CA, USA) erfolgen. Das Sys-
tem enthalt ein HPLC-System, das zwei HPLC-Pum-
pen und einen automatischen Probengeber aufweist,
welche verbunden sind, um Lésungsmittel unabhan-
gig zu einer starken Kationenaustauschsaule und ei-
ner Umkehrsaule zu liefern. Im ersten Schritt wird der
tryptische Verdau auf die starke lonenaustauschsau-
le geladen und mit einem geeigneten Lésungsmittel
gewaschen, um etwaige Verunreinigungen zu entfer-
nen, die nicht fir die Weiteranalyse geeignet sind.
Durch eine Erhéhung der Salzkonzentration, begin-
nend mit 1 mM Ammoniumchlorid und endend bei
900 mM Ammoniumchlorid, werden Fraktionen der
proteolytischen Peptide aus der starken Kationen-
austauschsaule eluiert und auf die Umkehrphasen-
sdule geladen. Unter Verwendung der zweiten
HPLC-Pumpe werden die Peptide auf der Umkehr-
phasensaule mit einem steigenden Acetonitrolgradi-
enten von 5% bis 80% Acetonitril in Wasser eluiert,
nachdem die gebundenen Peptide gewaschen wur-
den, um Uberschissiges Salz zu entfernen und die
Peptide flr die anschlielende Massenspektrometrie-
analyse zu konditionieren. Die aus der Umkehrpha-
sensaule eluierenden Peptide werden nacheinander
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durch Verwendung eines Elektronensprayionisati-
ons-lonenfallen-Massenspektrometers (DECA LCQ,
ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) gemessen,
welches die direkte Analyse und Fragmentierung elu-
ierter Peptide ermdglicht. Jeder Umkehrphasenlauf
wird kontinuierlich durch die ESI-MS- und
ESI-MS/MS-Spektren uberwacht und zur anschlie-
Renden Proteinidentifikation mit dem  SE-
QUEST-Softwarepaket gespeichert. SEQUEST ver-
wendet Peptidfragmentierungs-Massenspektren, die
wahrend des datenabhangigen MS/MS-Vorgangs
abgerufen werden, welcher Fragmentmassenspekt-
ren eluierter Peptide erzeugte. Der SEQUEST-Algo-
rithmus verknupft experimentell erhaltene Fragment-
spektren mit in silico (mit Hilfe von Computerpro-
grammen) erzeugten Fragmentspektren aus Daten-
banken und ermdglicht die Korrelation des experi-
mentell erhaltenen Spektrums mit dem entsprechen-
den Datenbankeintrag, der das zu diesem Eintrag
passende Peptid identifiziert.

[0136] Die bei der MS-Analyse festgestellten Frag-
mente kénnen durch Vergleich dieser Fragmente mit
den aus einer Datenbank erhaltenen Daten identifi-
ziert werden. Mithilfe geeigneter Algorithmen kénnen
Proteine in Ubereinstimmung mit den aus der
MS-Analyse erhaltenen Fragmentdaten identifiziert
werden.

[0137] In einer Ausflihrungsform kénnen Peptid-
fragmente, die durch proteolytische Spaltung von
DNase-X-Proteinen erhalten werden kdnnen, fir die
Detektion von DNase-X-Proteinen in Proben beson-
ders nutzlich sein. Die Detektion des Vorhandenseins
oder der Menge an DNase-X-Proteinen in Proben
kann in einer Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung die Feststellung des Vorhandenseins bzw.
Nichtvorhandenseins und/oder der Menge eines oder
mehrerer proteolytischer Fragmentpeptide umfas-
sen, die von DNase-X-Proteinen in einer Probe ab-
stammen. In einer Ausfihrungsform kann die Detek-
tion das Feststellen der entsprechenden Fragment-
spitzen in einem Massenspektrum oder in einem
komplexen Muster verschiedener Peptidfragmentsig-
nale umfassen, die durch ein geeignetes Analysever-
fahren erhalten werden kdénnen.

[0138] In bestimmten Ausfihrungsformen kénnen
die Trennung der Proteine, die anschlieRende Analy-
se der Proteine und Peptide und die abschlieRende
Identifizierung der Proteine in Ubereinstimmung mit
den festgestellten Massenspektren in einem zusam-
mengesetzten Prozess durchgefiihrt werden.

[0139] Eine weitere zur Identifizierung von Peptiden
in komplexen Proben geeignete Technik verwendet
2D-Elektrophorese anstelle einer 2D-Flissigchroma-
tographie. Mit Coomassie-Brilliantblau gefarbte Gel-
flecken kénnen aus dem Gel geschnitten und mit
Trypsin verdaut werden. Die anschlieRende Identifi-

zierung sowohl von Einzelpeptiden als auch des
.Massen-Fingerabdrucks" des verdauten Proteins
kann mithilfe von matrixgestitzter Laserdesorption
und lonisationsmassenspektrometrie oder Elektro-
spray-lonisations-Massenspektrometrie erfolgen.

[0140] Zur Detektion von Nukleinsauren in der Mas-
senspektrometrie kdnnen gereinigte Nukleinsauren
Amplifizierungsreaktionen unterzogen werden. Ge-
eignete Amplifizierungsreaktionen sind dem Durch-
schnittsfachmann bekannt und kénnen DNA-basierte
Amplifizierung sowie RNA-basierte Amplifizierung
umfassen. Amplifizierungsreaktionen gemag vorlie-
gender Erfindung kénnen PCR, LCR, NASBA, etc.
umfassen. Die Amplifizierungsreaktion kann unter
Verwendung von einem oder mehreren spezifischen
Primern durchgefiihrt werden. In einer erfindungsge-
maRen Ausfihrungsform umfasst eine Amplifizie-
rungsreaktion die Amplifizierung einer einzelnen Nu-
kleinsdure. In einer anderen erfindungsgemalfien
Ausfihrungsform wird die Amplifizierung als Multip-
lex-Amplifizierungsreaktion durchgefiihrt, in der
gleichzeitig ein Satz aus mehreren Nukleinsduren
amplifiziert wird.

[0141] In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden
Erfindung kénnen die amplifizierten Nukleinsduren
fur eine anschlieRende Primerverlangerungsreaktion
(Primer-Extensionsreaktion) verwendet werden, mit
oder ohne vorherige Reinigung, was zur Bildung von
Nukleinsaurefragmenten mit einer Lange von 10 bis
etwa 50 bp flhrt.

[0142] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kdnnen immunologische Einhei-
ten festgestellt werden, die gegen DNase-X gerichtet
sind. Diese Nachweisreaktion kann im Verlauf des
Nachweises von Erkrankungen in Verbindung mit der
Expression von DNase-X-Molekiilen oder im Verlauf
einer Immuntherapie zur Bestimmung des Immunsta-
tus eines Individuums oder zur Uberwachung der
Wirkung einer Immunisierung oder einer Impfthera-
pie erfolgen.

[0143] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird
die Feststellung der Menge an immunologischen Ein-
heiten, die fur DNase-X-Peptide spezifisch sind, auf
der Ebene der Antikdrper durchgefiihrt. Die Verfah-
ren zur Erkennung von Krankheiten gemaR vorlie-
gender Erfindung kdnnen daher die Feststellung im-
munologischer Einheiten verwenden, die gegen ein
Einzelpeptid gerichtet sind, oder die Feststellung ei-
nes Satzes immunologischer Einheiten. Die Verwen-
dung einer Vielzahl méglicher Peptide erhéht die
Wabhrscheinlichkeit, das Vorhandensein einer be-
stimmten Erkrankung zu erkennen, und kénnte dari-
ber hinaus zusatzliche Informationen liefern, die zur
Stratifizierung einer Erkrankung, bei der Uberwa-
chung des Krankheitsverlaufs oder bei der Beurtei-
lung der Prognose im Hinblick auf den Krankheitsver-
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lauf geeignet sind.

[0144] Immunologische Einheiten, wie im Kontext
vorliegender Erfindung verwendet, kdnnen beliebige
Komponenten des Saugerimmunsystems umfassen,
die in der Lage sind, spezifisch mit einem antigenen
Epitop zu reagieren. Solche immunologischen Ein-
heiten kdnnen beispielsweise Antikorper, alle Immun-
globuline wie beispielsweise z. B. IgG, IgM, IgA, IgE,
IgD, spezifische CD8+-T-Zellen oder spezifische
T-Helferzellen umfassen.

[0145] In dieser Ausfluhrungsform kann der Nach-
weis z. B. anhand der spezifischen Wechselwirkung
zwischen den jeweiligen DNase-X-Peptiden mit dem
Antikoérper erfolgen. Die Feststellung des Vorhan-
denseins bzw. Nichtvorhandenseins und/oder der
Menge an Antikorper, die gegen DNase-X-Peptide in
einem Individuum gerichtet sind, kann beispielsweise
mit rekombinant produzierten DNase-X-Peptiden er-
folgen. Die Peptide kénnen in vielen verschiedenen
Nachweistechniken verwendet werden, beispielswei-
se im Western-Blot, ELISA oder bei der Immunprazi-
pitation. In einer Ausfihrungsform wird der Nachweis
von Antikérpern als Antikérper-Capture-Assay durch-
gefihrt (Antibodies A laboratory Manual, Harlow, Ed.
et al., Cold Spring Harbor Laboratory 1988).

[0146] In einer anderen Ausflihrungsform der Erfin-
dung wird der Nachweis der spezifischen Antikdrper
mithilfe monoklonaler oder polyklonaler Antikérper
durchgefihrt, welche das antigenbindende Epitop
des ersten AntikOrpers spezifisch erkennen. Zu die-
sem Zweck kénnen die oben erwdhnten immunologi-
schen Nachweisverfahren verwendet werden. In ei-
ner weiteren Ausflihrungsform kénnen chimare Anti-
gene in der Nachweisreaktion verwendet werden.
Solche chimaren Antigene kdnnen beispielsweise
Fusionsproteine umfassen, bei denen das antigene
Epitop eines tumorassoziierten Polypeptids, das von
dem fraglichen Antikdrper erkannt wird, mit einem an-
deren Antigen fusioniert ist, das von einem Nachwei-
santikérper erkannt werden kann. Die jeweiligen An-
tigene in dem chimaren Polypeptid kdnnen durch ei-
nen Linker oder eine Abstandshalterregion getrennt
sein.

[0147] GemalR vorliegender Erfindung kdnnen be-
liebige andere Verfahren zur Feststellung der Menge
bestimmter Antikdrper oder Immunglobuline in biolo-
gischen Proben verwendet werden.

[0148] Der Nachweise der Antikérper gemal vorlie-
gender Erfindung kann generell sowohl in vitro als
auch direkt in situ erfolgen, beispielsweise im Verlauf
einer immunhistochemischen oder immunzytochemi-
schen Farbereaktion.

[0149] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung kénnen die immunologischen Einheiten,

die gegen DNase-X-Molekiile gerichtet sind, in einem
Hauttest festgestellt werden. In diesem Testformat
kénnen Peptide von DNase-X in vivo intradermal in
die Haut von Individuen eingefihrt werden. Das Test-
format ist einem Fachmann von dem so genannten
TINE-Test oder dem SERO-Teststempel von Se-
ro-Merieux bekannt. In diesem Test wird das Vorhan-
densein immunologischer Einheiten, die gegen DNa-
se-X-Molekile gerichtet sind, durch eine sichtbare
Reaktion des Individuums diagnostiziert, z. B. als
Entziindung der Haut an der jeweiligen Injektionsstel-
le des Peptids. Die Beurteilung beruht demnach auf
einer Rétung der Haut und z. B. der Bildung rétlicher
Papeln etc. auf der Haut. Das Testergebnis kann z. b.
vom Durchmesser der Rétung bzw. der Papeln ab-
hangen, die nach Auftragung der Antigene erkennbar
sind. Das Testergebnis kann beispielsweise durch
Fotodokumentation dokumentiert werden.

[0150] Die Peptide (in diesem Zusammenhang
auch als ,Antigen" bezeichnet), die fur die Feststel-
lung immunologischer Einheiten in Individuen ver-
wendet werden kénnen, kénnen durch ein beliebiges,
dem Durchschnittsfachmann bekanntes Verfahren
hergestellt werden und kénnen beispielsweise die
chemische Synthese der Polypeptide (fmoc-Synthe-
se oder Aquivalent) umfassen oder kénnen in jedem
geeigneten Wirt rekombinant hergestellt werden. Es
ist allerdings zu beachten, dass die Peptide frei von
solchen immunogenen Komponenten sind, bei de-
nen es sich nicht um Peptide handelt, welche von der
entsprechenden DNase-X abstammen.

[0151] Die Peptidmenge, die in diesem Testformat
aufzutragen ist, um eine sichtbare Immunreaktion zu
ergeben, liegt im Bereich zwischen 0,1 pg und 10 pg
des gereinigten Peptids. In bestimmten Ausfuhrungs-
formen kénnen je Anwendung 0,05 pg, 0,1 ug, 0,5 ug,
1 yg oder 5 pg des Antigens oder ein beliebiger Wert
dazwischen verwendet werden. Die Antigene (Pepti-
de) werden vorzugsweise als Ldsung aufgetragen
(wobei gemal vorliegender Erfindung auch jedes be-
liebige andere geeignete Auftragungsformat, wie bei-
spielsweise Pulver, Aerosol oder dergleichen ver-
wendet werden kann). Das Losungsmittel kann jede
medizinisch annehmbare Lésung sein, die steril und
pyrogenfrei ist und die keine entziindliche oder immu-
nogene Reaktion verursacht, wenn sie in einem Test-
format, wie in dem vorliegenden Hauttest verwendet,
aufgetragen wird.

[0152] Zellen, die Spezifitat fur ein DNase-X-Anti-
gen aufweisen, kénnen durch alle fir diesen Zweck
geeigneten Verfahren, die dem Durchschnittsfach-
mann bekannt sind, festgestellt werden. Als Verfah-
ren kommen beispielsweise Proliferationsassays, Zy-
tokin-ELISAs, ELISpot-Assays, intrazellulare
FACS-Farbung, PCR-vermittelte Identifizierung von
Zellen, die ein peptidspezifisches Zytokin (oder Ahn-
liches) exprimieren, Tetramerfarbung, Zytotoxizitats-
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assays und DTH-Reaktionen (Reaktionen vom Typ
verzdgerte Uberempfindlichkeit) in Betracht.

[0153] Im Falle von Proliferationsassays kann die
Einfihrung einer peptidspezifischen T-Zellproliferati-
on durch dem Fachmann bekannte Verfahren ge-
messen werden. Dies kann durch einfaches Zahlen
von Zellen, durch Messen des Einbaus markierter
Nukleotide in zellulare DNA oder durch Messen der
Menge und/oder der Aktivitdt eines oder mehrerer
zellularer Proteine erreicht werden. Zytokin-ELISA
kann die Identifizierung von Zellen, die peptidspezifi-
sche Zytokine sezernieren, umfassen, indem die Zy-
tokinmenge im Uberstand gemessen wird. Bei einem
ELISpot-Assay wird die Anzahl von Zellen in einer
Probe, die ein peptidspezifisches Zytokin (d. h.
IFN-O) sezernieren, bestimmt. Entsprechend identifi-
ziert die intrazelluldare FACS-Farbung zytokinexpri-
mierende Zellen auf Proteinebene. Eine (Echt-
zeit-)PCR kann dagegen fir die Identifizierung von
Zellen, die ein peptidspezifisches Zytokin (oder Ahn-
liches) sezernieren, auf Transkriptebene verwendet
werden. Bei einem Tetramer-Farbungsassay handelt
es sich bei dem Marker um ein Tetramermolekdl re-
kombinanter MHC-Klasse-I-Molekiile, die mit einem
spezifischen Peptid beladen und mit einem Farbstoff
gekoppelt sind. Das Tetramer bindet an den T-Zellre-
zeptor. Zytotoxizitatsassays sind Verfahren zur Iden-
tifizierung von Zellen, die Zielzellen in peptidspezifi-
scher Weise erkennen und téten konnen. Eine
DTH-Reaktion (Reaktion vom Typ verzdgerte Uber-
empfindlichkeit) beruht auf der Messung einer Haut-
reaktion bei geimpften Personen nach intradermaler
(oder ahnlicher) Auftragung eines oder mehrere Pep-
tide.

[0154] Das Verfahren fiir die Feststellung immuno-
logischer Einheiten, wie hierin beschrieben, kann fir
den Zweck der Uberwachung bei immuntherapeuti-
schen Behandlungen von Individuen durchgefuhrt
werden. In dieser Hinsicht wird das Vorhandensein
bzw. Nichtvorhandensein und/oder die Menge an An-
tikorper bestimmt, die in einem Individuum gegen ein
erfindungsgemafes Peptid vorhanden sind. Die Be-
stimmung der Menge kann mithilfe der vorstehend er-
lauterten Verfahren erfolgen. Die Bestimmung kann
zu mehreren aufeinander folgenden Zeitpunkten er-
folgen, um die zeitliche Veranderung der Menge der
immunologischen Einheiten zu tGberwachen. Die Be-
stimmung kann beispielsweise taglich, wochentlich,
monatlich, einmal jahrlich oder einmal in einem Jahr-
zehnt oder in einem beliebigen Intervall dazwischen
erfolgen.

[0155] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung ist die Menge an Markern im Vergleich zu
einer nicht-tumordsen Testprobe signifikant erhdht. In
diesem Fall ist der Marker in der Probe Uberexpri-
miert. In einer anderen bevorzugten Ausflihrungs-
form der vorliegenden Erfindung ist die Menge des

Markers im Vergleich zu einer nicht-tumordésen Test-
probe erniedrigt. In einer dritten Ausfihrungsform
liegt im Vergleich zu einer Kontrollprobe gar keine
feststellbare Expression des Markers in der Testpro-
be vor. In einer weiteren Ausfiihrungsform liegt eine
feststellbare Menge von Markermolekilen vor, die
nicht vom Wildtyp sind. Markermolekdle, die nicht
vom Wildtyp sind, kénnen alle Markermolektle um-
fassen, die in Sequenz oder Struktur von der Struktur
oder Sequenz abweichen, die in Wildtypgewebe, das
nicht von einer Zellproliferationskrankheit betroffen
ist, funktionell ist. Wildtypsequenzen oder Strukturen
sind die Sequenzen oder Strukturen, die in normalen
Zellen oder Geweben Uberwiegend vorhanden sind.
In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
ist die Menge bestimmter Splicingvarianten des Mar-
kergens in den Testproben im Vergleich zum Wildtyp-
gewebe verandert. Dies kann zu einer veranderten
Menge an Splicingvarianten, neuen Splicingvarian-
ten, Neo-Peptiden, veranderten Verhaltnissen unter-
schiedlicher Splicingvarianten von Genen flihren.

[0156] Das Nachweisverfahren gemaf vorliegender
Erfindung kann des Weiteren ein zytochemisches
Farbeverfahren umfassen, das eine chromogene
oder fluoreszente Farbung von Zellen oder Zellkom-
partimenten ergibt. Solche Farbeverfahren sind ei-
nem Fachmann bekannt und kénnen beispielsweise
das Farben von azidophilen oder basophilen Struktu-
ren, von subzellularen Regionen (z. B. des Zellkerns,
der Mitochondrien, des Golgi-Apparates, des Zyto-
plasmas, etc.), spezifischer Molekile (von Chromo-
somen, Lipiden, Glykoproteinen, Polysacchariden,
etc.) in den zytologischen Proben umfassen. Es kon-
nen Fluoreszenzfarbstoffe wie beispielsweise DAFI,
Quinacrin, Chromomycin, etc. verwendet werden.
Daruber hinaus kdnnen chromogene Farbstoffe wie
beispielsweise Azan, Acridinorange, Hamatoxylin,
Eosin, Sudanrot, Thiazin-Farbstoffe (Toluidinblau,
Thionin) verwendet werden. In anderen Ausflh-
rungsformen kénnen bei einem Verfahren wie hierin
beschrieben Farbeverfahren wie beispielsweise
Pap-Farbung, Giemsa-Farbung, Hamatoxylin-Eo-
sin-Farbung, van-Gieson-Farbung, Schiff-Farbung
(unter Verwendung des Schiffschen Reagens), Feul-
gen-Farbung, Farbeverfahren, welche die Prazipitati-
on von Metallen (wie beispielsweise von Silber in Far-
beverfahren mit Silbernitrat) oder unldsliche Farb-
stoffe wie beispielsweise Turnbulls-Blau (oder ande-
re unlésliche Metallzyanide) verwenden, etc. verwen-
det werden. Es versteht sich von selbst, dass die ge-
nannten Farbstoffe und Farbeverfahren Beispiele fir
die anwendbaren Verfahren sind und dass jedes an-
dere aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren
bei einem Verfahren wie hierin beschrieben verwen-
det werden kann.

[0157] Die Farbeverfahren kdénnen chromogene
Farbungen =zur lichtmikroskopischen Betrachtung
oder fluoreszente Farbungen fiir die Betrachtung un-
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ter fluoreszenzmikroskopischen Bedingungen produ-
zieren. In einer anderen Ausflihrungsform der vorlie-
genden Erfindung kénnen Strahlung abgebende Ver-
fahren, Verfahren unter Einsatz von Substanzen,
welche die Transmission von Strahlung beeintrachti-
gen, oder anderer Kontrastmedien zur Bildgebung
der zytologischen Bedingungen in einer Probe (z. B.
die Erzeugung eines optischen Eindruckes durch Mit-
tel wie beispielsweise (Mikro-)Autoradiographie oder
(mikro-)autoradiographische Bilderzeugung) fir ein
Verfahren gemaR vorliegender Erfindung verwendet
werden.

[0158] Alle Farbungs- und Bildgebungsverfahren
kdnnen nicht nur zur Analyse in mikroskopischen
Verfahren, sondern auch bei automatisierten Analy-
severfahren wie beispielsweise Durchflusszytomet-
rie, automatisierte mikroskopische Analyse (mit ei-
nem Rechner oder rechnergestutzt) oder einem be-
liebigen anderen Verfahren fir die Analyse gefarbter
zytologischer Proben verwendet werden.

[0159] Die Analyse der Farbungs- oder Bildge-
bungsergebnisse der verschiedenen Verfahren kann
in einem einzelnen Analyseschritt oder in verschiede-
nen aufeinander folgenden Schritten erfolgen. Bei-
spielsweise kann die lichtmikroskopische Betrach-
tung eines Praparats vor oder nach einer fluores-
zenzmikroskopischen Betrachtung des Praparates
erfolgen. Bei der Fluoreszenzmikroskopie kann es
sich bei der Analyse verschiedener Farbungen mit
unterschiedlichen  Anregungswellenlangen  um
gleichzeitige oder aufeinander folgende Analysen
handeln. Andere Bildgebungsverfahren kdnnen
gleichzeitig mit oder im Anschluss an die genannten
Verfahren erfolgen.

[0160] Es kann verschiedene Umstande geben, un-
ter denen Kombinationen verschiedener Farbever-
fahren geeignet sind. Beispielsweise kann in Fallen,
in denen mittels immunchemischer Farbung keine
zufrieden stellenden zytologischen Farbeergebnisse
erzielt werden kénnen, die zusatzliche Anwendung
allgemeiner zytologischer Farbetechniken geeignet
sein.

[0161] In bestimmten Ausfihrungsformen der vor-
liegenden Erfindung kann das Verfahren zum Nach-
weis der Markermolekdle in Proben auf automatisier-
te Weise durchgefihrt werden. Die Automatisierung
des Verfahrens kann durch automatische Farbung
und Analyse histologischer oder zytologischer Prapa-
rate auf einer festen Flache durch mikroskopische
Mittel erreicht werden. In einer anderen Ausflihrungs-
form umfasst die Automatisierung eine durchflusszy-
tometrische Analyse der Farbung von Zellen in L6-
sung.

[0162] In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird
die Feststellung von Geweben, die DNase-X-Gen-

produkte exprimieren, in Form von molekularen Bild-
gebungsverfahren durchgefiihrt. Die entsprechenden
Verfahren sind dem Durchschnittsfachmann bekannt.
Bildgebungsverfahren zur Verwendung gemafR vor-
liegender Erfindung konnen beispielsweise MRT,
SPECT, PET und andere fir die Bildgebung in vivo
geeignete Verfahren umfassen.

[0163] In einer Ausflihrungsform kann das Verfah-
ren auf der enzymatischen Umwandlung inerter oder
markierter Verbindungen zu Molekiilen beruhen, wel-
che von den Markermolekilen bei molekularen Bild-
gebungsverfahren erkannt werden kénnen. In einer
anderen Ausflihrungsform kann das molekulare Bild-
gebungsverfahren auf der Verwendung von Verbin-
dungen basieren, welche eine geeignete Markierung
fur die molekulare Bildgebung in vivo tragen, wie bei-
spielsweise radioaktive Isotope, Metallionen, etc., die
in vivo spezifisch an Markermolekule binden.

[0164] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung handelt es sich bei diesen Verbindungen
um nicht-toxische Verbindungen, die aus dem Blut-
kreislauf eines Organismus, beispielsweise des Men-
schen, in einem Zeitraum entfernt werden konnen,
der die Durchfihrung des Nachweises von Markie-
rungen erlaubt, die sich in Tumorgewebe angesam-
melt haben, welches das DNase-X-Markergen Uber-
exprimiert. In einer anderen bevorzugten Ausfih-
rungsform der Erfindung werden Verbindungen fir
die molekulare Bildgebung verwendet, bei denen die
Entfernung aus dem Blutkreislauf fir die Durchfih-
rung der molekularen Bildgebungsreaktion irrelevant
ist. Dies kann beispielsweise auf einen niedrigen Hin-
tergrund zurlckzufiihren sein, der von den zirkulie-
renden Molekiilen produziert wird, etc. Die Verbin-
dungen zur Verwendung bei molekularen Bildge-
bungsverfahren werden in pharmazeutisch akzep-
tabler Form in Zusammensetzungen verabreicht, die
zusatzlich beliebige andere geeignete Substanzen
aufweisen kénnen, wie beispielsweise andere diag-
nostisch nitzliche Substanzen, therapeutisch nitzli-
che Substanzen, Tragersubstanzen oder derglei-
chen.

[0165] Die gemal vorliegender Erfindung beschrie-
benen DNase-X-Molekile kénnen fir die Diagnose,
Uberwachung des Krankheitsverlaufs und die Prog-
nose bei Zellproliferationserkrankungen wie bei-
spielsweise bei Tumoren verwendet werden.

[0166] Alle Verfahren fiir die Detektion von DNa-
se-X-Molekllen, der Zuganglichkeit von Regionen
auf DNase-X-Molekilen oder von gegen DNa-
se-X-Moleklle gerichteten immunologischen Einhei-
ten geman vorliegender Erfindung kénnen z. B. beim
Verlauf der Diagnose von Karzinomen und deren Vor-
stufen geeignet sein. Dariliber hinaus kénnen diese
Verfahren zur Erkennung von DNase-X-Molekilen
oder von gegen DNase-X-Molekiile gerichtete immu-
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nologischen Einheiten fur die Bestimmung eines Im-
munstatus von Individuen verwendet werden, z. B.
bei einer Immuntherapie oder bei Impfverfahren.

[0167] Die Diagnose von Karzinomen und deren
Vorstufen wie hierin verwendet kann beispielsweise
den Nachweis von Zellen oder Geweben umfassen,
die von anomalem Wachstum betroffen sind. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform bedeutet Diagnose
die primare Erkennung einer Krankheit in einem Or-
ganismus oder in einer Probe.

[0168] GemalR vorliegender Erfindung kann das
Verfahren zur Diagnose von Karzinomen und deren
Vorstufen in Routinescreeningtests flr praventive As-
pekte angewandt werden, um die besagte Krankheit
in einem Frihstadium der Manifestation der Krank-
heit zu entdecken. Fir den Zweck der Friherken-
nung kdnnen z. B. Proben verwendet werden, die
durch minimal invasive Verfahren erhalten werden,
wie beispielsweise Blutproben, Stuhlproben, Spu-
tumproben Brustwarzenaspirat, oder Proben, die
durch Verfahren erhalten werden, die Kolonoskopie,
Bronchioskopie, Bronchioalveolarlavage, Duktallava-
ge, etc. umfassen. Die Verfahren gemafR vorliegen-
der Erfindung kénnen bei der Detektion von Frihsta-
dien von Tumoren und von Vorstufen von Tumoren
oder Krebs verwendet werden.

[0169] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungs-
form kann das diagnostische Verfahren verwendet
werden, um die minimale Resterkrankung an einem
Tumor nach Primartherapie festzustellen. Diesbe-
zuglich kann das erfindungsgemalfe Verfahren ange-
wandt werden, um Zellen in Kérperproben zu bestim-
men, die anomale Expression von fir Tumoren cha-
rakteristischen Markermolekilen gemaR vorliegen-
der Erfindung aufweisen. So kann eine Streuung be-
troffener Zellen in Koérperflissigkeiten erkannt wer-
den.

[0170] In einer Ausflihrungsform der Erfindung kén-
nen die hierin beschriebenen Verfahren fir die Detek-
tion und Identifizierung von Metastasen verwendet
werden. Das Verfahren kann entweder fir den Nach-
weis von Metastasen in Kérpergeweben oder Orga-
nen mithilfe der hierin beschriebenen Nachweisver-
fahren angewandt werden, oder die Metastasen kon-
nen in Bezug auf die Prognose und Vorhersage des
Krankheitsverlaufs diagnostiziert werden.

[0171] Die Uberwachung des Krankheitsverlaufs
kann die Bestimmung der Menge von Markermoleku-
len zu verschiedenen Zeitpunkten, Vergleich der
Mengen an den verschiedenen Zeitpunkten und Be-
stimmung einer Diagnose hinsichtlich des Fortschrei-
tens der Krankheit Uiber den abgedeckten Zeitraum
umfassen. Eine Uberwachung kann daher das Stel-
len einer Prognose und/oder die Entwicklung einer
angemessenen Therapie fir einen bestimmten Pati-

enten ermdglichen.

[0172] Uberwachung oder Diagnose, wie im Kon-
text vorliegender Erfindung verwendet, kdnnen auch
die Bestimmung eines Immunstatus von Individuen
im Verlauf einer Immuntherapie oder Impftherapie
umfassen.

[0173] Die Prognose des Krankheitsverlaufs bei ei-
ner Zellproliferationserkrankung wie beispielsweise
Tumor gemal vorliegender Erfindung kann die Be-
stimmung des Expressionsgrades eines oder mehre-
rer Markermolekile, den Vergleich des Grades mit
Daten aus anschlieRenden Studien in einer Daten-
bank und Prognostizieren des Krankheitsverlaufs in-
folge des Vergleichs umfassen. In einer bevorzugten
Ausfihrungsform kann das Verfahren die Bestim-
mung der Menge eines Satzes von Markermolekilen
umfassen, deren distinkte Menge distinkte Stadien
im Verlauf der Krankheit charakterisieren kénnen. In
einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung kann
die Kombination der Mengen einer Kombination von
Markern ein Indikator fir die Prognose des weiteren
Krankheitsverlaufs sein und kann die Basis fir die
Entwicklung einer angemessenen Therapie sein.

[0174] Es ist ein weiterer Aspekt der vorliegenden
Erfindung, ein Verfahren fir Therapie und/oder Imp-
fung bereit zu stellen. GemaR vorliegender Erfindung
kann eine Therapie von Zellproliferationserkrankun-
gen unter Verwendung der erfindungsgeméafien DNa-
se-X-Polypeptide und/oder -Polynukleotide durchge-
fuhrt werden. Die Therapie kann beispielsweise eine
Immuntherapie oder eine somatische Gentherapie
sein.

[0175] Die erfindungsgemafRen DNase-X-Polypepti-
de und/oder -Polynukleotide kdnnen geman vorlie-
gender Erfindung fir die Impfung gegen Zellprolifera-
tionserkrankungen verwendet werden. Impfung ge-
mal vorliegender Erfindung kann das Verabreichen
einer immunogenen Verbindung an ein Individuum
fur den Zweck der Stimulierung einer Immunreaktion
gegen die immunogene Verbindung und damit das
Immunisieren des Individuums gegen die immunoge-
ne Verbindung umfassen. Eine Stimulierung einer
Immunreaktion kann das Auslésen der Produktion
von Antikdrpern gegen die Verbindung sowie die Sti-
mulation zytotoxischer T-Zellen umfassen. Fir Impf-
zwecke kdnnen die Polypeptide, Nukleinsauren und
Bindungsmittel gemaR vorliegender Erfindung in ei-
ner physiologisch akzeptablen Form verabreicht wer-
den. Die an Individuen zu verabreichende Zusam-
mensetzung kann eine oder mehrere antigene Kom-
ponenten, physiologisch annehmbare Tragersub-
stanzen oder Pufferlésungen, Immunstimulanzien
und/oder Adjuvanzien umfassen. Adjuvanzien kdén-
nen beispielsweise Freund's Incomplete Adjuvant
oder Freund's Complete Adjuvant oder andere einem
Fachmann bekannte Adjuvanzien umfassen.
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[0176] Die Zusammensetzung kann in jeder ange-
messenen Weise verabreicht werden, z. B. intrave-
nds, subkutan, intramuskular etc. Die Dosis der Zu-
sammensetzung richtet sich nach dem jeweiligen Fall
und dem Zweck der Impfung. Sie muss an Parameter
des behandelten Individuums angepasst werden, wie
beispielsweise Alter, Gewicht, Geschlecht, etc. Dari-
ber hinaus muss die Art der hervorzurufenden Im-
munreaktion in Betracht gezogen werden. Es kdnnte
generell bevorzugt sein, wenn ein Individuum 100
pg-1 g eines Polypeptids gemal vorliegender Erfin-
dung oder 105-10'2 MOI einer rekombinanten Nukle-
insaure erhalt, die eine Nukleinsaure gemaf vorlie-
gender Erfindung in einer Form enthalt, die in situ ex-
primiert werden kann.

[0177] Individuen flr den Zweck einer Impfung kén-
nen alle Organismen sein, welche die erfindungsge-
malen tumorassoziierten Polypeptide und/oder Po-
lynukleotide enthalten und von Zellproliferationssto-
rungen betroffen sein kdnnen.

[0178] Impfung von Individuen kann vorteilhaft sein,
z. B. im Falle veranderter Nicht-Wildtyp-Sequenzen
oder bei einer Struktur von Markermolekiilen, die mit
Zellproliferationsstérungen assoziiert ist. In einer
Ausfuhrungsform der Erfindung kann eine Impfung in
Fallen angewandt werden, bei denen quaternare
Nicht-Wildtypstrukturen von DNasen-X in Karzino-
men und deren Vorstufen auftreten, die in Wildtypge-
webe nicht vorhanden sind.

[0179] Hierin beschriebene Polypeptide kdnnen
auch bei einer adoptiven Immuntherapie fur die Be-
handlung von Krebs angewandt werden. Adoptive
Immuntherapie kann im weitesten Sinn in aktive oder
passive Immuntherapie klassifiziert werden. Bei einer
aktiven Immuntherapie beruht die Behandlung auf
der Stimulation des endogenen Wirtssystems in vivo
zur Reaktion gegen Tumore durch die Verabreichung
von die Immunreaktion modifizierenden Stoffen (bei-
spielsweise Tumorimpfstoffe, bakterielle Adjuvanzien
und/oder Zytokinen).

[0180] Bei einer passiven Immuntherapie beinhaltet
die Behandlung die Verabreichung biologischer Rea-
genzien mit etablierter Tumorimmunreaktivitat (wie
beispielsweise Effektorzellen oder Antikérper), die di-
rekt oder indirekt Antitumoreffekte vermitteln kénnen
und nicht notwendigerweise von einem intakten Wirt-
simmunsystem abhangen. Beispiele von Effektorzel-
len umfassen T-Lymphozyten (beispielsweise
CDB8+-zytotoxische T-Lymphozyten, CD4+-T-Helfer-
zellen, tumorinfiltrierende Lymphozyten), Killerzellen
(wie beispielsweise naturliche Killerzellen, lympho-
kinaktivierte Killerzellen), B-Zellen oder antigenpra-
sentierende Zellen (wie beispielsweise dendritische
Zellen und Makrophagen), welche die beschriebenen
Antigene exprimieren. Die hierin beschriebenen Po-
lypeptide kdnnen auch verwendet werden, um Anti-

kérper oder anti-idiotypische Antikérper (wie in
US-Patent Nr. 4,918,164) fur eine passive Immunthe-
rapie zu erzeugen.

[0181] Das hauptsachliche Verfahren zur Bereitstel-
lung angemessener Zahlen von T-Zellen fir eine ad-
optive Immuntherapie ist die Ziichtung von T-Immun-
zellen in vitro. Kulturbedingungen zur Expansion ein-
zelner antigenspezifischer T-Zellen auf eine Anzahl
von mehreren Milliarden unter Beibehaltung der Anti-
generkennung in vivo sind aus dem Stand der Tech-
nik gut bekannt. Diese In-vitro-Kulturbedingungen
umfassen typischerweise intermittierende Stimulati-
on mit Antigen, haufig in Gegenwart von Zytokinen,
wie beispielsweise IL-2, und nicht-teilenden Nahrzel-
len (Feederzellen). Wie oben erwahnt kénnen die
hierin beschriebenen immunreaktiven Polypeptide
verwendet werden, um antigenspezifische T-Zellkul-
turen schnell zu expandieren, um ausreichende Zah-
len von Zellen fur eine Immuntherapie zu erzeugen.
Insbesondere kénnen antigenprasentierende Zellen,
wie beispielsweise dendritische Zellen, Makropha-
gen oder B-Zellen, durch aus dem Stand der Technik
gut bekannte Standardtechniken mit immunreaktiven
Polypeptiden gepulst werden oder mit einer oder
mehreren Nukleinsduresequenzen transfiziert wer-
den, wobei die Sequenz eine Promotorregion enthalt,
die fur die Steigerung der Expression geeignet und
als Teil eines rekombinanten Virus oder eines ande-
ren Expressionssystems exprimiert werden kann.
Damit kultivierte T-Zellen in einer Therapie effektiv
sein kdnnen, miussen die kultivierten T-Zellen wach-
sen und sich weit verteilen kdnnen und langfristig in
vivo Uberleben. Studien haben gezeigt, dass kulti-
vierte T-Zellen durch wiederholte Stimulation mit An-
tigen, supplementiert mit IL-2, induziert werden kon-
nen, um in vivo zu wachsen und lange Zeit in be-
trachtlicher Anzahl zu tberleben (siehe beispielswei-
se, Cheever, M. et al., ,Therapy With Cultured T
Cells: Principles Revisited", Immunological Reviews.
157: 177, 1997).

[0182] Die hierin verwendeten DNase-X-Peptide
kénnen auch verwendet werden, um tumorreaktive
T-Zellen zu erzeugen und/oder zu isolieren, die dann
dem Patienten verabreicht werden kénnen. In einer
Technik kénnen antigenspezifische T-Zelllinien durch
Immunisierung in vivo mit kurzen Peptiden, die immu-
nogenen Anteilen der beschriebenen Polypeptide
entsprechen, erzeugt werden. Die resultierenden an-
tigenspezifischen CD8+-CTL-Klone kdnnen aus dem
Patienten isoliert, mithilfe von Gewebekulturstan-
dardtechniken expandiert und wieder in den Patien-
ten zuriickgebracht werden.

[0183] Alternativkdnnen Peptide, die immunogenen
Anteilen der erfindungsgemaf verwendeten DNa-
se-X-Polypeptide entsprechen, verwendet werden,
um durch selektive Stimulation und Expansion auto-
loger T-Zellen in vitro tumorreaktive T-Zelluntergrup-
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pen zu erzeugen, um antigenspezifische T-Zellen be-
reitzustellen, die anschlieend in den Patienten Gber-
fuhrt werden kénnen, wie von Chang et al. beschrie-
ben (Crit. Rev. Oncol. Hematol., 22(3), 213, 1996).
Zellen des Immunsystems, beispielsweise T-Zellen,
kdnnen aus dem peripheren Blut eines Patienten iso-
liert werden, indem ein kommerziell verfiigbares Zell-
trennungssystem verwendet wird, beispielsweise das
CEPRATE™-System von CellPro Incorporated (Ro-
thell, Wash., USA) (siehe US-Patent Nr. 5,240,856;
US-Patent Nr. 5,215,926; WO 89/06280; WO
91/16116 und WO 92/07243). Um antigenspezifische
T-Zellen bereit zu stellen, werden separierte Zellen
mit einem oder mehreren der immunreaktiven Poly-
peptide stimuliert, welche in einem Verabreichungsv-
ehikel enthalten sind, beispielsweise einem Mikroku-
gelchen. Die Population von tumorantigenspezifi-
schen T-Zellen wird dann mithilfe von Standardtech-
niken expandiert, und die Zellen werden dem Patien-
ten zurtick verabreicht.

[0184] In einer anderen Ausfihrungsform kénnen
fur die Polypeptide spezifische T-Zell- und/oder Anti-
kérperrezeptoren zur Verwendung bei einer adopti-
ven Immuntherapie kloniert, expandiert und in ande-
re Vektoren oder Effektorzellen Gbertragen werden.

[0185] In einer weiteren Ausfiihrungsform kénnen
syngene oder autologe dendritische Zellen mit Pepti-
den gepulst werden, die wenigstens einem immuno-
genen Anteil eines hierin beschriebenen Polypeptids
entsprechen. Die resultierenden antigenspezifischen
dendritischen Zellen kénnen entweder in einen Pati-
enten Ubertragen oder dazu verwendet werden, um
T-Zellen zu stimulieren, damit antigenspeziische
T-Zellen bereitgestellt werden, die dann wiederum ei-
nem Patienten verabreicht werden kénnen. Die Ver-
wendung peptidgepulster dendritischer Zellen zur Er-
zeugung antigenspezifischer T-Zellen und die an-
schlielfende Verwendung solcher antigenspezifi-
scher T-Zellen zum Ausléschen von Tumoren in ei-
nem Mausmodell wurde von Cheever et al., Immuno-
logical Reviews, 157: 177, 1997, gezeigt.

[0186] Diese Karzinome und ihre Vorstufen geman
vorliegender Erfindung umfassen Zusténde, die von
anomalen Wachstumseigenschaften von Zellen oder
Geweben im Vergleich zu den Wachstumseigen-
schaften normaler Kontrollzellen oder -geweben ge-
kennzeichnet sind. Das Wachstum der Zellen oder
Gewebe kann beispielsweise anomal beschleunigt
sein oder kann anomal reguliert sein. Anomale Regu-
lierung, wie oben verwendet, kann jede Form des
Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins von
Nicht-Wildtyp-Reaktionen der Zellen oder Gewebe
auf natlrlich vorkommende wachstumsregulierende
Einflisse umfassen. Die Anomalien des Wachstums
der Zellen oder Gewebe kann beispielsweise neo-
plastisch oder hyperplastisch sein.

[0187] Krankheiten, die von anomaler Zellproliferati-
on gekennzeichnet sind, wie im Kontext vorliegender
Erfindung verwendet, kdnnen beispielsweise Neopla-
sien wie benigne und maligne Tumore, Karzinome,
Sarkome, Leukamien, Lymphome oder Dysplasien
umfassen. Tumore kdénnen Tumore von Kopf und
Hals, Tumore der Atemwege, Tumore des Magen-
darmtraktes, Tumore der Harnwege, Tumore des
Fortpflanzungssystems, Tumor des endokrinen Sys-
tems, Tumor des zentralen und peripheren Nerven-
systems, Tumore der Haut und ihrer Anhanggebilde,
Tumore der Weichgewebe und Knochen, Tumore
des lymphopoietischen und hdmatopoietischen Sys-
tems, Brustkrebs, Kolorektalkrebs, Magendarm-
krebs, Anogenitalkrebs, etc. umfassen

[0188] In bestimmten Ausfiihrungsformen sind die
Erkrankungen beispielsweise Adenome oder Adeno-
karzinome des Kolons, Erkrankungen der Atemwe-
ge, wie beispielsweise squamdéses Lungenzellkarzi-
nom, kleinzelliges Lungenkarzinom, Adenokarzinom
der Lunge, groRzelliges Lungenkarzinom, adenos-
quamdses Lungenkarzinom, karzinoider Tumor der
Lunge, Bronchialdriisentumpr oder (malignes) Meso-
theliom, Anogenitalkrebs wie beispielsweise Gebar-
mutterhalskrebs, Vulvakrebs, Vaginalkrebs, Krebs
des Rektums, Krebs des Anus und Krebs des Penis.
In einer Ausfihrungsform kann es sich bei den Er-
krankungen um Brustkrebs handeln.

[0189] Darlber hinaus kénnen Vektoren, die DNa-
se-X-Nukleinsduren exprimieren, in Stammzellen
eingeflihrt werden, die dem Patienten entnommen
und als autologes Transplantat zuriick in denselben
Patienten in vitro klonal propagiert wurden.

[0190] Monoklonale Antikérper, die gegen DNa-
se-X-Molekile gerichtet sind, kbnnen als therapeuti-
sche Verbindungen verwendet werden, um Tumore
in einem Verfahren gemaf vorliegender Erfindung zu
verkleinern oder zu beseitigen. Die Antikdrper kon-
nen selbst verwendet werden (beispielsweise zur
Hemmung von Metastasen) oder an ein oder mehre-
re therapeutische Mittel gekoppelt werden. Diesbe-
zuglich geeignete Mittel umfassen radioaktive Nukli-
de, Differenzierungs-induzierende Stoffe, Wirkstoffe,
Toxine und deren Derivate. Bevorzugte radioaktive
Nuklide umfassen °0Y, 23, 125 131| 186Rg, 18Re, 2"At
und 2'?Bi. Bevorzugte Wirkstoffe umfassen Methotre-
xat und Pyrimidin- und Purinanaloga. Bevorzugte Dif-
ferenzierungs-induzierende Stoffe umfassen Phorbo-
lester und Buttersaure. Bevorzugte Toxine umfassen
Ricin, Abrin, Diptherietoxin, Choleratoxin, Gelonin,
Pseudomonas-Exotoxin, Shigellatoxin und antivira-
les Pokeweed-Protein.

[0191] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann
die Therapie von Karzinomen und deren Vorstufen
die Verabreichung von Antisense-Konstrukten oder
Ribozymen umfassen. Die Verfahren zur Verabrei-
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chung von Ribozymen oder Antisense-Konstrukten
sind dem Fachmann bekannt. Die Verabreichung
kann als Verabreichung nackter Nukleinsduren oder
als Verabreichung von Nukleinsauren erfolgen, die
fur die Expression der relevanten aktiven Produkte in
situ geeignet sind.

[0192] In einer anderen Ausflihrungsform der Erfin-
dung kann die Behandlung von Karzinomen und de-
ren Vorstufen die Verabreichung von Bindungsmitteln
umfassen, die gegen die DNase-X-Polypeptide ge-
richtet sind. Diese Bindungsmittel kbnnen beispiels-
weise an andere Verbindungen wie beispielsweise
Toxine, Enzyme, radioaktive Isotope, etc. gekoppelt
sein.

[0193] In einer anderen Ausfiihrungsform der Erfin-
dung kann die Therapie von Karzinomen und deren
Vorstufen die Verabreichung von Antagonisten oder
Agonists von DNase-X-Polypeptiden, von Bindungs-
partnern der DNase-X-Polypeptide, von Inhibitoren
oder Verstarkern (Enhancern) der Expression der
DNase-X-Polypeptide oder von Wirkstoffen umfas-
sen, die durch Assays identifizierbar sind, welche die
Messung der Aktivitdt der DNase-X-Polypeptide be-
inhalten. Die Verfahren zur lIdentifizierung dieser
Substanzen sind einem Fachmann bekannt.

[0194] Ein Beispiel fur ein Verfahren zur Identifizie-
rung eines Bindungspartners eines DNase-X-Poly-
peptids (oder eines verwandten Polypeptids)
und/oder -Polynukleotids kann folgende Schritte um-
fassen:
(a) In-Kontakt-bringen des erfindungsgemalfien
DNase-X-Polypeptids der Erfindung mit einer zu
screenenden Verbindung; und
(b) Feststellen, ob die Verbindung eine Aktivitat
des Polypeptids bewirkt.

[0195] Das DNase-X-Polypeptid kann verwendet
werden, um auf Proteine oder andere Verbindungen
zu screenen, die an die erfindungsgemafen mit einer
Kolorektallasion assoziierten Polypeptide binden,
oder auf Proteine oder andere Verbindungen, an wel-
che das erfindungsgemaRe mit einer Kolorektallasion
assoziierte Polypeptid bindet. Die Bindung des DNa-
se-X-Polypeptids und des Molekiils kann die Aktivitat
des DNase-X-Polypeptids bzw. des gebundenen Mo-
lekils aktivieren (Agonist), steigern, hemmen (Anta-
gonist) oder verringern. Beispiele solcher Molekiile
umfassen Antikérper, Oligonukleotide, Proteine (z. B.
Rezeptoren) oder kleine Molekiile.

[0196] In einer Ausflihrungsform ist das Molekul eng
mit dem natirlichen Liganden des DNase-X-Poly-
peptids verwandt, z. B. ein Fragment des Liganden,
oder ein naturliches Substrat, ein Ligand, ein struktu-
relles oder funktionelles Mimetikum; siehe z. B., Coli-
gan, Current Protocols in Immunology 1(2) (1991);
Kapitel 5. Das Molekil kann auch mit einem naturli-

chen Rezeptor, an den die DNase gegebenenfalls
bindet, oder zumindest mit einem Fragment des Re-
zeptors, das von dem DNase-X-Polypeptid (z. B. ak-
tives Zentrum) gebunden werden kann, eng ver-
wandt sein. In jedem Fall kann das Molekdl rational
mithilfe bekannter Techniken ausgearbeitet werden.

[0197] Vorzugsweise umfasst das Screening hin-
sichtlich dieser Molekiile das Herstellen geeigneter
Zellen, welche das DNase-X-Polypeptid exprimieren,
entweder als sezerniertes Protein oder auf der Zell-
membran. Bevorzugte Zellen umfassen Zellen von
Saugern, Hefen, Drosophila oder E. coli. Zellen, die
das erfindungsgemafe mit einer Kolorektallasion as-
soziierte Polypeptid exprimieren (oder Zellmembra-
nen, welche das exprimierte Polypeptid enthalten),
werden dann vorzugsweise mit einer potenziell das
Molekil enthaltenden Testverbindung in Kontakt ge-
bracht, um Bindung, Stimulation oder Inhibition der
Aktivitat des DNase-X-Polypeptids zu beobachten.

[0198] Der Assay kann lediglich die Bindung einer
Kandidatenverbindung an das DNase-X-Polypeptid
testen, wobei die Bindung durch einen Marker festge-
stellt wird oder in einem Assay, der Den Wettbewerb
(Kompetition) mit einem markierten Konkurrenten
(Kompetitor) umfasst. Dariiber hinaus kann der As-
say testen, ob die Kandidatenverbindung dazu fiihrt,
dass durch die Bindung an das DNase-X-Polypeptid
ein Signal erzeugt wird.

[0199] Alternativ kann der Assay mithilfe zellfreier
Zubereitungen, einem an einen festen Trager befes-
tigten Polypeptid/Molekil, chemischen Bibliotheken
oder natirlichen Produktgemischen durchgefiihrt
werden. Der Test kann auch lediglich die Schritte des
Mischens einer Kandidatenverbindung mit einer L6-
sung, welche die DNase-X enthalt, umfassen, wobei
die Aktivitdt oder Bindung des DNase-X-Polypep-
tids/-Molekils gemessen und die Aktivitat bzw. Bin-
dung des DNase-X-Polypeptids/-Molekiils mit einem
Standard verglichen wird.

[0200] Vorzugsweise kann ein ELISA-Assay die
DNase-X-Menge oder -Aktivitat in einer Probe (z. B.
einer biologischen Probe) mithilfe eines monoklona-
len oder polyklonalen Antikorpers messen. Der Anti-
kérper kann die Menge oder Aktivitdt des DNa-
se-X-Polypeptids messen, indem er direkt oder indi-
rekt an das DNase-X-Polypeptid bindet oder mit dem
DNase-X-Polypeptid um ein Substrat konkurriert. Alle
obigen Assays kdnnen verwendet werden, um auf di-
agnostische oder prognostische Marker und auf the-
rapeutische Mittel zu screenen. Die mithilfe dieser
Assays aufgefundenen Molekile kénnen verwendet
werden, um eine Krankheit zu behandeln oder um bei
einem Patienten ein bestimmtes Ergebnis herbeizu-
fuhren (z. B. Beseitigung eines epithelialen Tumors
oder Aufhalten des Fortschreitens des Tumorwachs-
tums), indem die DNase-X-Polypeptidmolekiile akti-
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viert oder gehemmt werden. Darlber hinaus kénnen
die Assays Mittel aufdecken, welche die Produktion
der DNase-X-Polypeptide aus geeignet manipulier-
ten Zellen oder Geweben hemmen oder verstarken.
Die Erfindung beinhaltet daher ein Verfahren zur
Identifizierung von Verbindungen, die an DNa-
se-X-Polypeptide binden, fiir die Verwendung bei der
Behandlung von Karzinomen und deren Vorstufen,
welches folgende Schritte umfasst: (a) Inkubieren ei-
ner Kandidaten bindenden Verbindung mit einem
DNase-X-Polypeptid; und (b) Feststellen, ob eine
Bindung stattgefunden hat.

[0201] Dariber hinaus umfasst die Erfindung ein
Verfahren zum Identifizieren von Aktivatoren/Agonis-
ten oder Inhibitoren/Antagonisten des erfindungsge-
malfen mit einer Kolorektallasion assoziierten Poly-
peptids zur Verwendung bei der Behandlung von Er-
krankungen, die von anomaler Zellproliferation ge-
kennzeichnet sind; welches folgende Schritte um-
fasst: (a) Inkubieren einer Kandidatenverbindung mit
einem DNase-X-Polypeptid; b) Testen einer biologi-
schen Aktivitat der DNase-X (enzymatische Aktivitat
oder andere) und (c) Feststellen, ob eine biologische
Aktivitat des DNase-X-Polypeptids verandert worden
ist.

[0202] In einer weiteren Ausflihrungsform betrifft die
vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifizie-
rung und zur Gewinnung eines Wirkstoffkandidaten
fur die Therapie von Karzinomen und deren Vorstu-
fen, welches die folgenden Schritte umfasst:
a. In-Kontakt-bringen einer DNase oder einer Zel-
le, welche das DNase-X-Polypeptid exprimiert,
mit dem zu testenden Wirkstoffkandidaten in Ge-
genwart von Komponenten, die ein detektierbares
Signal als Antwort
— auf eine veranderte Regulierung der Zellprolife-
ration
— auf eine veranderte Aktivitat eines DNase-X-Po-
lypeptids
— auf eine veranderte Zelldifferenzierung, liefern
kénnen, und unter Bedingungen, die einen Prote-
inabbau erlauben, und
b. Feststellen des Vorhandenseins bzw. Nichtvor-
handenseins eines Signals oder eines Anstiegs
des Signals, das durch die Aktivitdt des DNa-
se-X-Polypeptids, eine Zellproliferation oder eine
Zelldifferenzierung erzeugt wird, wobei das Vor-
handensein bzw. der Anstieg des Signals einen
putativen Wirkstoff anzeigt.

[0203] Experimente unter Einsatz von Tieren oder
isolierten Zellen oder Zelllinien kénnen verwendet
werden, um das proliferative Verhalten von Zellen
oder Geweben in Abhangigkeit von der Wirkung des
DNase-X-Polypeptids zu untersuchen. Dieselben
Verfahren kdnnen fir die Untersuchung der Zelldiffe-
renzierung angewandt werden.

[0204] Bei dem Wirkstoffkandidaten kann es sich
um eine einzelne Verbindung oder mehrere Verbin-
dungen handeln. Der Begriff ,mehrere Verbindun-
gen" in einem erfindungsgemafen Verfahren ist zu
verstehen als mehrere Substanzen, die identisch
oder nicht identisch sein kénnen.

[0205] Die Verbindung oder Mehrzahl von Verbin-
dungen kénnen chemisch synthetisiert oder mikrobi-
ologisch produziert sein und/oder beispielsweise in
Proben, z. B. in Zellextrakten von beispielsweise
Pflanzen, Tieren oder Mikroorganismen enthalten
sein. DarlUber hinaus kann/kénnen die Verbin-
dung/Verbindungen aus dem Stand der Technik be-
kannt sein, bislang jedoch nicht ihre Eignung zur Un-
terdriickung oder Aktivierung eines DNase-X-Poly-
peptids. Das Reaktionsgemisch kann ein zellfreier
Extrakt sein, oder eine Zell- oder Gewebekultur um-
fassen. Geeignete Anordnungen flr die erfindungs-
gemalen Verfahren sind dem Fachmann bekannt
und sind beispielsweise allgemein beschrieben in Al-
berts et al., Molecular Biology of the Cell, Dritte Auf-
lage (1994) und in den angehangten Beispielen. Die
mehreren Verbindungen kénnen z. B. dem Reakti-
onsgemisch, dem Kulturmedium zugegeben, in eine
Zelle injiziert oder auf andere Art an dem transgenen
Tier angewandt werden. Bei der Zelle oder dem Ge-
webe, die bzw. das in dem erfindungsgemalen Ver-
fahren verwendet werden kann, handelt es sich vor-
zugsweise um eine Wirtszelle, eine Sangerzelle oder
ein nicht-menschliches transgenes Tier der Erfin-
dung, das in den obigen Ausfiihrungsformen be-
schrieben ist.

[0206] Wenn eine Probe, die eine Verbindung oder
mehrere Verbindungen enthalt, in dem erfindungsge-
malen Verfahren identifiziert wird, ist es entweder
moglich, die Verbindung aus der urspriinglichen Pro-
be, die dahingehend identifiziert wurde, dass sie als
die zur Unterdrickung oder Aktivierung eines DNa-
se-X-Polypeptids befahigte Verbindung enthalt, zu
isolieren, oder die urspriingliche Probe kann weiter
unterteilt werden, beispielsweise wenn sie aus meh-
reren verschiedenen Verbindungen besteht, um die
Anzahl unterschiedlicher Substanzen je Probe zu
verringern und das Verfahren mit den Unterteilungen
der urspriinglichen Probe zu wiederholen. Je nach
Komplexitat der Proben kénnen die oben beschriebe-
nen Schritt mehrere Male durchgefiihrt werden, vor-
zugsweise solange bis die in Ubereinstimmung mit
dem erfindungsgemaRen Verfahren identifizierte Pro-
be nur eine begrenzte Anzahl von Substanzen oder
nur eine Substanz aufweist. Die Probe umfasst vor-
zugsweise Substanzen mit ahnlichen chemischen
und/oder physikalischen Eigenschaften und am
meisten bevorzugt identische Substanzen.

[0207] Einem Fachmann sind mehrere Verfahren
zum Herstellen und Durchsuchen grof3er Bibliothe-
ken bekannt, um Verbindungen mit spezifischer Affi-
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nitat fir ein Ziel zu identifizieren. Diese Verfahren um-
fassen die Phagen-Display-Verfahren, bei denen ran-
domisierte Peptide von einem Phagen préasentiert
und durch Affinitdtschromatographie an einen immo-
bilisierten Rezeptor gescreent werden; siehe z. B.
WO 91/17271, WO 92/01047, US-A5,223,409. In ei-
nem anderen Ansatz werden kombinatorische Biblio-
theken von auf einem Chip immobilisierten Polyme-
ren mithilfe von Photolithographie synthetisiert; siehe
z. B. US5,143,854, WO 90/15070 und WO 92/10092.
Die immobilisierten Polymere werden mit einem mar-
kierten Rezeptor in Kontakt gebracht und hinsichtlich
eines Markers gescannt, um an den Rezeptor bin-
dende Polymere zu identifizieren.

[0208] Die Synthese und das Durchsuchen von
Peptidbibliotheken auf durchgehenden zellulose-
membrantragern, die zur Identifizierung von Bin-
dungsliganden des DNase-X-Polypeptids und damit
moglichen Inhibitoren und Aktivatoren verwendet
werden koénnen, sind beispielsweise in Kramer, Me-
thods Mol. Biol. 87 (1998), 25-39, beschrieben. Die-
ses Verfahren kann beispielsweise auch zur Feststel-
lung der Bindungsstellen und der Erkennungsmotive
in dem DNase-X-Polypeptid verwendet werden. In
ahnlicher Weise wurden die Substratspezifitdt des
Chaperons DnaK und die Beruhrungsstellen zwi-
schen humanem Interleukin-6 und seinem Rezeptor
bestimmt; siehe Rudiger, EMBO J. 16 (1997),
1501-1507 bzw. Weiergraber, FERS Lett. 379 (1996),
122-126.

[0209] Dariber hinaus kénnen die oben erwahnten
Verfahren fir die Konstruktion von aus dem erfin-
dungsgemalien Polypeptid abgeleiteten Bindungssu-
pertopen verwendet werden. Ein ahnlicher Ansatz
wurde erfolgreich fiir Peptidantigene des monoklona-
len Anti-p24(HIV-1)-Antikérpers beschrieben; siehe
Kramer, Cell 91 (1997), 799-809. Ein allgemeiner
Weg zu Fingerabdruckanalysen von Peptid-Antikor-
per-Wechselwirkungen anhand der ,clustered" Ami-
nosaurepeptidbibliothek wurde in Kramer, Mol. Im-
munol. 32 (1995), 459-465, beschrieben. Daruber hi-
naus kénnen gemaf den in Doring, Mol. Immunol. 31
(1994), 1059-1067, beschriebenen Verfahren Anta-
gonisten der DNase-X aus monoklonalen Antikor-
pern abgeleitet und identifiziert werden, die spezi-
fisch mit dem erfindungsgemafRen Polypeptid reagie-
ren.

[0210] Vor kuzem beschrieb WO 98/25146 weitere
Verfahren zum Durchsuchen von Bibliotheken von
Komplexen nach Verbindungen mit einer gewtnsch-
ten Eigenschaft, insbesondere der Fahigkeit als Ago-
nist oder Antagonist eines DNase-X-Polypeptids
oder seines zelluldren Rezeptors zu wirken oder an
ein DNase-X-Polypeptid oder seinen zelluldren Re-
zeptor zu binden. Die Komplexe in solchen Bibliothe-
ken umfassen eine zu testende Verbindung, einen
Marker, der mindestens einen Schritt in der Synthese

der Verbindung aufzeichnet, und eine ,Halteleine",
die anfallig fur eine Modifikation durch ein Rezeptor-
molekdl ist. Die Modifizierung der Halteleine wird ver-
wendet um anzuzeigen, dass ein Komplex eine Ver-
bindung mit einer gewlinschten Eigenschaft enthalt.
Der Marker kann dekodiert werden, um wenigstens
einen Schritt in der Synthese einer solchen Verbin-
dung aufzuklaren. Andere Verfahren fir die Identifi-
zierung von Verbindungen, die mit dem DNase-X-Po-
lypeptid oder mit DNase-X-Nukleinsauremolekulen,
die solche Molekile kodieren, Wechselwirken, sind
beispielsweise das In-vitro-Screening mit dem Pha-
gen-Display-System sowie Filterbindungsassays
oder ,Echtzeit"-Messung der Wechselwirkung mithil-
fe beispielsweise der Vorrichtung BlAcore (Pharma-
cia).

[0211] All diese Verfahren kdnnen gemaR vorlie-
gender Erfindung verwendet werden, um Aktivato-
ren/Agonisten und Inhibitoren/Antagonisten des
DNase-X-Polypeptids oder eines verwandten Poly-
peptids fur die Verwendung in einem Verfahren der
vorliegenden Erfindung zu identifizieren.

[0212] Verschiedene Quellen kdénnen fur die Ba-
sisstruktur eines solchen Aktivators oder Inhibitors
verwendet werden und umfassen beispielsweise mi-
metische Analoga des erfindungsgemafien Polypep-
tids. Mimetische Analoga des erfindungsgemaRen
DNase-X-Polypeptids oder biologisch aktive Frag-
mente davon kénnen beispielsweise durch Substitu-
tion der Aminosauren erzeugt werden, die als essen-
ziell fur die biologische Aktivitdt mit beispielsweise
Stereoisomeren angeshen werden, d. h. D-Amino-
sauren; siehe z. B. Tsukida, J. Med. Chem. 40 (1997),
3534-3541. Falls Fragmente fir das Design biolo-
gisch aktiver Analoga verwendet werden, kdnnen
dariber hinaus promimetische Komponenten in ein
Peptid eingebaut werden, um wenigstens einige der
Konformationseigenschaften, die bei Entfernung ei-
nes Teils des urspriinglichen Polypeptids verloren
gegangen sein kénnten, wieder herzustellen; siehe z.
B., Nachman, Regul. Pept. 57 (1995), 359-370.

[0213] Daruber hinaus kann das DNase-X-Polypep-
tid verwendet werden, um synthetische chemische
Peptidomimetika zu identifizieren, die so effektiv wie
das natirliche Polypeptid an einen Liganden, ein
Substrat, einen Bindungspartner oder den Rezeptor
des erfindungsgemafen Polypeptids binden oder als
solche wirken kénnen; siehe z. B., Engleman, J. Clin.
Invest. 99 (1997), 2284-2292. Beispielsweise kénnen
mithilfe geeigneter Rechnerprogramme Faltungssi-
mulationen und ein Rechner-Neudesign von Struk-
turmotiven des erfindungsgemaflen Polypeptids
durchgefiihrt werden (Olszewski, Proteins 25 (1996),
286-299; Hoffman, Comput. Appl. Biosci. 11 (1995),
675-679). Fir die Konformationsanalyse und die en-
ergetische Analyse ausflhrlicher Peptid- und Prote-
inmodelle kann eine Rechnermodellierung der Prote-
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infaltung verwendet werden (Monge, J. Mol. Biol. 247
(1995), 995-1012; Renouf. Adv. Exp. Med. Biol. 376
(1995), 37-45). Insbesondere koénnen die entspre-
chenden Programme fir die |dentifizierung interakti-
ver Stellen der DNase-X-Polypeptide und deren
moglichen Liganden oder anderen interagierenden
Proteinen durch rechnergestiitzte Suche nach kom-
plementaren Peptidsequenzen verwendet werden
(Fassina, Immunomethods 5 (1994), 114-120). Wei-
tere geeignete Rechnersysteme fiir das Design von
Protein und Peptiden sind im Stand der Technik be-
schrieben, beispielsweise in Beny, Biochem. Soc.
Trans. 22 (1994), 1033-1036; Wodak, Ann. N. Y.
Acad. Sci. 501 (1987), 1-13; Paba, Biochemistry 25
(1986), 5987-5991.

[0214] Die aus der oben beschriebenen Rechnera-
nalyse erhaltenen Ergebnisse kénnen z. B. fur die
Herstellung von Peptidomimetika des DNase-X-Pro-
teins oder Fragmenten davon verwendet werden.
Solche Pseudopeptidanaloga der natiirlichen Amino-
sauresequenz des Proteins kénnen das Ursprungs-
protein sehr effizient nachahmen (Benkirane, J. Biol.
Chem. 271 (1996), 33218-33224). Beispielsweise
fuhrt der Einbau leicht verfugbarer achiraler Amino-
saurereste in ein erfindungsgemafles Protein oder
ein Fragment davon zur Substitution der Amidbin-
dungen durch Polymethyleneinheiten einer aliphati-
schen Kette, was eine praktische Strategie zur Kon-
struktion eines Peptidomimetikums liefert (Banerjee,
Biopolymers 39 (1996), 769-777).

[0215] Im Stand der Technik sind in anderen Syste-
men superaktive peptidomimetische Analoga kleiner
Peptidhormone beschrieben (Zhang, Biochem. Bio-
phys. Res. Commun. 224 (1996), 327-331). Geeig-
nete Peptidomimetika des erfindungsgemalfien Pro-
teins kdnnen auch durch die Synthese von peptido-
mimetischen kombinatorischen Bibliotheken durch
aufeinander folgende Amidalkylierung und Testung
der resultierenden Verbindungen, z. B. hinsichtlich ih-
rer Bindungseigenschaften und immunologischen Ei-
genschaften, identifiziert werden. Verfahren fir die
Erzeugung und Verwendung peptidomimetischer
kombinatorischer Bibliotheken sind im Stand der
Technik beschrieben, beispielsweise in Ostresh, Me-
thods in Enzymology 267 (1996), 220-234, und Do-
mer, Bioorg. Med. Chem. 4 (1996), 709-715.

[0216] Darlber hinaus kann eine dreidimensionale
und/oder kristallographische Struktur des DNa-
se-X-Polypeptids fur das Design von peptidomimeti-
schen Inhibitoren der biologischen Aktivitat des erfin-
dungsgemalien Polypeptids verwendet werden (Ro-
se, Biochemistry 35 (1996), 12933-12944; Rutenber,
Bioorg. Med. Chem. 4 (1996), 1545-1558).

[0217] Das strukturbasierte Design und die Synthe-
se niedermolekularer synthetische Molekle, welche
die Aktivitdt des nativen biologischen Polypeptids

nachahmen, wird weiter beschrieben, z. B. in Dowd,
Nature Biotechnol. 16 (1998), 190-195; Kieber-Em-
mons, Current Opinion Biotechnol. 8 (1997),
435-441; Moore, Proc. West Pharmacol. Soc. 40
(1997), 115-119; Mathews, Proc. West Pharmacol.
Soc. 40 (1997), 121125; Mukhija, European J. Bio-
chem. 254 (1998), 433-438.

[0218] Einem Fachmann ist auRerdem gut bekannt,
dass es mdglich ist, Mimetika kleiner organischer
Verbindungen zu entwickeln, synthetisieren und eva-
luieren, die beispielsweise als Substrat oder Ligand
fur das in der Erfindung verwendete DNase-X-Poly-
peptid oder das verwandte Polypeptid wirken kon-
nen. Beispielsweise wurde beschrieben, dass D-Glu-
kose-Mimetika von Hapalosin als Antagonisten eines
mit der Multidrug-Resistenz-Assistenz assoziierten
Proteins ahnliche Effizienz wie Hapalosin bei Zytoto-
xizitat aufweisen; siehe Dinh, J. Med. Chem. 41
(1998), 981-987.

[0219] Das DNase-X-Nukleinsduremolekil kann
auch als Ziel fir Aktivatoren und Inhibitoren dienen.
Aktivatoren koénnen beispielsweise Proteine umfas-
sen, die an die mRNA eines Gens binden, das ein
DNase-X-Polypeptid kodiert und dadurch die native
Konformation der mRNA stabilisieren und die Trans-
kription und/oder Translation vereinfachen, z. B. in
der Weise, wie das Tat-Protein auf HIV-RNA wirkt.
Darlber hinaus sind in der Literatur Verfahren zur
Identifizierung von Nukleinsduremolekiilen, bei-
spielsweise eines RNA-Fragmentes beschrieben,
welches die Struktur eines definierten oder undefi-
nierten RNA-Zielmolekiils nachahmt, an das im Inne-
ren einer Zelle eine Verbindung bindet, was zur Ver-
zogerung des Zellwachstums oder zu Zelltod fiihrt;
siehe z. B., WO 98/18947 und darin genannte Litera-
turnachweise. Diese Nukleinsauremolekiile kénnen
verwendet werden, um unbekannte Verbindungen
von pharmazeutischer und/oder landwirtschaftlicher
Relevanz zu identifizieren und um unbekannte
RNA-Targets furr die Verwendung beim Behandeln ei-
ner Krankheit zu identifizieren. Diese Verfahren und
Zusammensetzungen kdnnen bei der Suche nach
neuartigen Antibiotika, Bakteriostatika oder Modifika-
tionen davon verwendet werden oder zum Identifizie-
ren von Verbindungen, die geeignet sind, den Ex-
pressionsgrad von Proteinen, welche von einem Nu-
kleinsduremolekil kodiert werden, zu verandern.

[0220] Alternativ kann beispielsweise die Konforma-
tionsstruktur des RNA-Fragmentes, welches die Bin-
dungsstelle nachahmt, beim rationalen Wirkstoffde-
sign verwendet werden, um bekannte Antibiotika zu
modifizieren, damit sie besser an das Ziel binden. Ein
solches Verfahren ist die Kernmagnetresonanz
(NMR), die geeignet ist, um Konformationsstrukturen
von Wirkstoffen und von RNA zu identifizieren. Wei-
tere Verfahren sind beispielsweise die Wirkstoffdesi-
gnverfahren wie in WO 95/35367, US-A-5,322,933
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beschrieben, bei denen die Kristallstruktur des
RNA-Fragmentes abgeleitet und Rechnerprogram-
me verwendet werden, um neuartige Bindungsver-
bindungen zu entwickeln, die als Antibiotika wirken
kénnen.

[0221] Manche genetischen Veranderungen fihren
zu veranderten Proteinkonformationszustanden. Bei-
spielsweise kénnen manche Mutanten der erfin-
dungsgemalen mit Kolorektalldsionen assoziierten
Polypeptide eine Tertiarstruktur besitzen, die deren
Fahigkeit zum Proteinabbau stark verringert. Wieder-
herstellung der normalen oder regulierten Konforma-
tion mutierter Proteine ist das eleganteste und spezi-
fischste Mittel zur Korrektur dieser molekularen De-
fekte, obgleich es schwierig sein kann. Diesbezuglich
von besonderer Relevanz ist die Konsensusdomane
des erfindungsgemafRen mit Kolorektallasionen as-
soziierten Polypeptids.

[0222] Die Verbindungen, die gemafl einem erfin-
dungsgemalen Verfahren getestet und identifiziert
werden kdnnen, kénnen Expressionsbibliotheken, z.
B. cDNA-Expressionsbibliotheken, Peptide, Proteine,
Nukleinsauren, Antikorper, kleine organische Verbin-
dungen, Hormone, Peptidomimetika, PNAs oder der-
gleichen sein (Milner, Nature Medicine 1 (1995),
879-880; Hupp, Cell 83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell
79 (1994), 193-198, und oben genannte Bezugsver-
weise). Daruber hinaus kénnen Gene, die einen pu-
tativen Regulator des DNase-X-Polypeptids kodieren
und/oder die ihre Wirkung stromauf- oder abwarts
des DNase-X-Polypeptids auslben, beispielsweise
durch Anwendung von Insertionsmutagenese unter
Verwendung von beispielsweise aus dem Stand der
Technik bekannten Gen-Targeting-Vektoren identifi-
ziert werden. Solche Verbindungen koénnen auch
funktionelle Derivate oder Analoge bekannter Inhibi-
toren oder Aktivatoren sein. Solche geeigneten Ver-
bindungen koénnen beispielsweise trans-wirkende
Faktoren sein, die an das erfindungsgemafie tumo-
rassoziierte Polypeptid oder an regulatorische Se-
quenzen des Gens, das es kodiert, binden. Die Iden-
tifizierung von Faktoren kann mithilfe von Standard-
verfahren aus dem Stand der Technik erfolgen (siehe
z. B., Sambrook, oben, und Ausubel, oben).

[0223] Um zu bestimmen, ob ein Protein an das
DNase-X-Protein selbst oder an regulatorische Se-
quenzen bindet, kdnnen standardmafige native Gel-
verschiebungs (Gelshift)-Analysen durchgefihrt wer-
den. Zur Identifizierung eines trans-wirkenden Fak-
tors, der an das Protein oder eine regulatorische Se-
quenz bindet, kann das Protein oder die regulatori-
sche Sequenz als Affinitdtsreagens in Standardver-
fahren zur Proteinreinigung oder als Sonde zum
Durchsuchen einer Expressionsbibliothek verwendet
werden.

[0224] Die Identifizierung von Nukleinsduremoleku-

len, die Polypeptide kodieren, welche mit der oben
beschriebenen erfindungsgematen DNase Wech-
selwirken, kann auch durch Verwendung des so ge-
nannten Hefe-,Zwei-Hybrid"-Systems erreicht wer-
den, wie beispielsweise in Scofield (Science 274
(1996), 2063-2065) beschrieben. In diesem System
ist das von einem erfindungsgemafen Nukleinsaure-
molekul kodierte Polypeptid oder ein kleinerer Teil da-
von mit der DNA-bindenden Doméane des
GAL4-Transfusionsfaktors ~ verknipft. Ein  He-
festamm, der dieses Fusionspolypeptid exprimiert
und ein lacZ-Reportergen aufweist, welches von ei-
nem geeignete Promotor angetrieben ist, der von
dem GAL4-Transfusionsfaktor erkannt wird, wird mit
einer Bibliothek von cDNAs transformiert, die Pflan-
zenproteine oder Peptide davon in Fusion mit einer
Aktivierungsdoméane exprimieren. Wenn daher ein
von einer der cDNAs kodiertes Peptid mit dem Fusi-
onspeptid, das ein Peptid eines erfindungsgemalen
DNase-X-Polypeptids umfasst, Wechselwirken kann,
ist der Komplex in der Lage, die Expression des Re-
portergens zu steuern. Auf diese Weise kdnnen die
erfindungsgemafien Nukleinsduremolekile und das
kodierte Peptid verwendet werden, um Peptide und
Proteine zu identifizieren, die mit dem DNase-X-Pro-
tein Wechselwirken. Fir einen Fachmann ist es of-
fensichtlich, dass dieses und ahnliche Systeme dann
weiter fur die Identifizierung von Inhibitoren der Bin-
dung der DNase-X-Proteine eingesetzt werden kon-
nen.

[0225] Wenn der trans-wirkende Faktor identifiziert
ist, kann die Modulierung seiner Bindung an DNa-
se-X-Polypeptide oder die Regulierung der Expressi-
on der DNase-X-Polypeptide verfolgt werden, begin-
nend beispielsweise mit dem Screening auf Inhibito-
ren gegen die Bindung des Transkriptionsfaktors an
das DNase-X-Protein der vorliegenden Erfindung.
Anschliel3end kdnnte dann eine Aktivierung oder Re-
pression der erfindungsgemafien DNase-X-Proteine
in Tieren erfolgen, indem der trans-wirkende Faktor
(oder sein Inhibitor) oder das Gen, das ihn kodiert,
angewandt werden, z. B. in einem Expressionsvek-
tor. Wenn dariber hinaus die aktive Form des
trans-wirkenden Faktors ein Dimer ist, kbnnten domi-
nant-negative Mutanten des trans-wirkenden Faktors
hergestellt werden, um seine Aktivitdt zu hemmen.

[0226] Darlber hinaus kénnten bei der Identifizie-
rung des trans-wirkenden Faktors weitere Kompo-
nenten des Weges identifiziert werden, der zur Akti-
vierung (z. B. Signaltransduktion) oder Repression
eines Gens fuhrt, das an der Steuerung des erfin-
dungsgemalien tumorassoziierten Polypeptides be-
teiligt ist. Anschlieend kann die Modulierung der Ak-
tivitat dieser Verbindungen erfolgen, um weitere
Wirkstoffe und Verfahren zur Modulierung des Meta-
bolismus des Proteinabbaus in Tieren zu entwickeln.
Die vorliegende Erfindung betrifft daher die Verwen-
dung des Zwei-Hybrid-Systems wie oben definiert fur
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die Identifizierung des erfindungsgemafien tumoras-
soziierten Polypeptids oder von Aktivatoren oder In-
hibitoren des erfindungsgemaflien DNase-X-Poly-
peptids.

[0227] Die durch die obigen Verfahren isolierten
Verbindungen dienen auch als Leitverbindungen fur
die Entwicklung analoger Verbindungen. Die Analoga
sollten eine stabilisierte elektronische Konfiguration
und molekulare Konformation aufweisen, die es ge-
statten, dass wichtige funktionelle Gruppen dem
DNase-X-Polypeptid oder seinem mdglichen Rezep-
tor auf im Wesentlichen dieselbe Weise wie die Leit-
verbindung prasentiert werden. Insbesondere haben
die analogen Verbindungen raumliche elektronische
Eigenschaften, die mit der Bindungsregion vergleich-
bar sind, kénnen aber kleinere Molekile als die Leit-
verbindung sein, haufig mit einem Molekulargewicht
unter etwa 2 kD und vorzugsweise unter etwa 1 kD.

[0228] Die Identifizierung analoger Verbindungen
kann durch Verwendung von Techniken wie bei-
spielsweise Self-Consistent-Field-Analyse
(SCF-Analyse), Konfigurationsinteraktionsanalyse
(KI-Analyse) und Analyse der Dynamik im Normalm-
odus (Normal Mode Dynamics-Analyse) erfolgen. Es
stehen Rechnerprogramme fir die Anwendung die-
ser Techniken zur Verfligung, z. B., Rein, Compu-
ter-Assisted Modeling of Receptor-Ligand Interac-
tions (Alan Liss, New York, 1989). Verfahren fur die
Herstellung chemischer Derivate und Analoga sind
dem Fachmann gut bekannt und beispielsweise in
Beilstein, Handbook of Organic Chemistry, Springer
Edition New York Inc., 175 Fifth Avenue, New York,
N.Y. 10010 U.S.A. und in Organic Synthesis, Wiley,
New York, USA, beschrieben. Dartber hinaus kén-
nen die Derivate und Analoga hinsichtlich ihrer Effek-
te gemalf im Stand der Technik bekannter Verfahren
getestet werden, siehe auch oben. Des Weiteren
kdnnen Peptidomimetika und/oder rechnergestitztes
Design geeigneter Derivate und Analoga verwendet
werden, beispielsweise gemal den oben beschrie-
benen Verfahren.

[0229] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
oben beschriebenen Verfahren der Erfindung ist die
Zelle eine Zelle eines oben beschriebenen transge-
nen, nicht-menschlichen Tieres oder ist durch ein er-
findungsgemalies Verfahren erhalten oder in dem
oben beschriebenen transgenen nicht-menschlichen
Tier enthalten.

[0230] Wenn die beschriebene Verbindung identifi-
ziert und erhalten worden ist, wird sie vorzugsweise
in einer therapeutisch akzeptablen Form bereitge-
stellt.

[0231] Es versteht sich von selbst, dass die Verbin-
dungen und Verfahren, wie sie in diesem Text be-
schrieben sind, auf jedes Saugerindividuum anwend-

bar sind. Die Verbindungen und Verfahren kénnen
daher auf Tiere wie auch auf Menschen angewandt
werden und sind als solche zu veterinarmedizini-
schen wie auch zu medizinischen Zwecken geeignet.
Tiere, die in Bezug auf die vorliegende Erfindung von
besonderer Relevanz sind, sind Haustiere wie bei-
spielsweise Katzen, Hunde, etc., Tiere von landwirt-
schaftlicher Relevanz wie beispielsweise Kihe,
Schweine, Pferde, Labortiere wie beispielsweise Rat-
ten, Mause, Hamster, Kaninchen, etc. und alle ande-
ren Tiere, die von einer Krankheit betroffen sein kén-
nen, welche von einem anomalen Zellwachstum ge-
kennzeichnet ist.

[0232] Die vorliegende Erfindung stellt Verbindun-
gen und Verfahren bereit, die fir die Erkennung und
Behandlung von Karzinomen und deren Vorstufen
geeignet sind. Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung
ist die Bereitstellung eines Verfahrens fir die Detek-
tion von Karzinomen und deren Vorstufen basierend
auf der Bestimmung des Vorhandenseins oder Nicht-
vorhandenseins und/oder des Expressionsgrades
von DNase-X-Molekilen in biologischen Proben.
Dieses Erkennungsverfahren kann z. B. bei der Frih-
erkennung von Neoplasien und Vorstufen von Tumo-
ren eingesetzt werden. Ein zweiter Aspekt der vorlie-
genden Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfah-
rens zum Behandeln von Karzinomen und deren Vor-
stufen durch Modulierung von DNase-X-Genproduk-
ten als therapeutisch aktive Mittel. Die Erfindung stellt
auch therapeutische Verfahren basierend auf der
Modulierung der Aktivitat von DNase-X-Polypeptiden
bereit. Es ist ein Aspekt der Erfindung, ein Verfahren
fur rationales Tumormanagement basierend auf dem
Nachweis von DNase-X-Genprodukten in Patienten-
proben und das Abstimmen einer Therapie in Korre-
lation zu der festgestellten Uberexpression der DNa-
se-X-Genprodukte bereitzustellen. Darlber hinaus
stellt die vorliegende Erfindung einen Forschungs-
oder -diagnostischen Testkit bereit zum Durchfiihren
derjenigen Reaktionen, die mit der Detektion des Vor-
handenseins oder Nichtvorhandenseins und/oder
des Grades der Uberexpression von DNase-X-Ge-
nen verbunden sind.

[0233] SchlieRlich betrifft die vorliegende Erfindung
pharmazeutische Zusammensetzungen, die bei der
Behandlung von Karzinomen und deren Vorstufen
angewendet werden kénnen und DNase-X-Verbin-
dungen, wie hierin beschrieben, aufweisen.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen:

[0234] Fig.1: Immunhistologisches Praparat, das
mit einem gegen DNase-X gerichteten Antikérper ge-
farbt ist; A: Kolonkarzinom; B: entsprechendes Nor-
malgewebe; das Kolonkarzinompraparat sowie das
Normalgewebe wurden einer immunchemischen Far-
bereaktion unterzogen, bei der ein gegen DNase-X
gerichteter primarer Antikdrper verwendet wurde; die
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Figur zeigt positive Kernfarbung flir DNase-X in den
Tumorzellen; im Normalgewebe zeigen intraepitheli-
ale endokrine Zellen Immunreaktivitat hinsichtlich
DNase-X im Zytoplasma; hinsichtlich experimenteller
Einzelheiten siehe Beispiel 1.

[0235] Fig. 2: Immunhistologisches Praparat, das
mit einem gegen DNase-X gerichteten Antikérper ge-
farbt ist; A: Magenkarzinom; B: entsprechendes Nor-
malgewebe; ein Magenkarzinompraparat sowie Nor-
malgewebe wurden einer immunchemischen Farbe-
reaktion unterzogen, bei der ein gegen DNase-X ge-
richteter primarer Antikorper verwendet wurde; die Fi-
gur zeigt positive Kernfarbung fiir DNase-X in den Tu-
morzellen; im Normalgewebe zeigen glandulare en-
dokrine Zellen Immunreaktivitat hinsichtlich DNase-X
im Zytoplasma; hinsichtlich experimenteller Einzel-
heiten siehe Beispiel 1.

[0236] Fig. 3: Immunhistologisches Praparat, das
mit einem gegen DNase-X gerichteten Antikérper ge-
farbt ist; ein Lungenkarzinompraparat wurde einer
immunchemischen Farbereaktion unterzogen, bei
der ein gegen DNase-X gerichteter primarer Antikor-
per verwendet wurde; die Figur zeigt positive Kernfar-
bung fir DNase-X in den Tumorzellen; hinsichtlich
experimenteller Einzelheiten siehe Beispiel 1.

[0237] Fig.4: Immunhistologisches Praparat, das
mit einem gegen DNase-X gerichteten Antikérper ge-
farbt ist; A: Adenokarzinom an der Ubergangsstelle
von Speiserdhre zu Magen; B: entsprechendes Nor-
malgewebe aus der Speiserohre; ein Osophaguskar-
zinompraparat sowie entsprechendes Normalgewe-
be wurden einer immunchemischen Farbereaktion
unterzogen, bei der ein gegen DNase-X gerichteter
primarer Antikorper verwendet wurde; die Figur zeigt
positive Kernfarbung flir DNase-X in den Tumorzel-
len; im Normalgewebe ist keine Farbung sichtbar;
hinsichtlich experimenteller Einzelheiten siehe Bei-
spiel 1.

[0238] Fig.5: Immunhistologisches Praparat, das
mit einem gegen DNase-X gerichteten Antikérper ge-
farbt ist; ein Gebarmutterhalsdysplasiepraparat (Cl-
NIIl) wurde einer immunchemischen Farbereaktion
unterzogen, bei der ein gegen DNase-X gerichteter
primarer Antikorper verwendet wurde; die Figur zeigt
positive Kernfarbung flir DNase-X in den Tumorzel-
len; hinsichtlich experimenteller Einzelheiten siehe
Beispiel 1.

[0239] Fig. 6: Immunhistologisches Praparat, das
mit einem gegen DNase-X gerichteten Antikérper ge-
farbt ist; ein duktales Karzinom in situ wurde einer im-
munchemischen Farbereaktion unterzogen, bei der
ein gegen DNase-X gerichteter primarer Antikorper
verwendet wurde; die Figur zeigt positive Kernfar-
bung fir DNase-X in den Tumorzellen; das benach-
barte Normalgewebe zeigt keine Farbung auf DNa-

se-X; hinsichtlich experimenteller Einzelheiten siehe
Beispiel 1

[0240] Die folgenden Beispiele dienen lediglich der
Veranschaulichung und sollen den Umfang der hierin
beschriebenen Erfindung nicht einschranken.

Beispiel 1: Immunchemischer Nachweis der Uberex-
pression von DNase-X in Gewebeproben von Karzi-
nomen

[0241] Schnitte von formalinfixierten, in Paraffin ein-
gebetteten Gewebeproben des Kolons wurden im-
munzytochemisch mit DNase-X-spezifischen Anti-
kérpern gefarbt.

[0242] Die Schnitte wurden durch Inkubation in Xy-
lol und Ethanolkonzentrationsstufen rehydriert und in
zweimal destilliertes Wasser (Aqua Bidest) Uberfiihrt.
Antigen- Retrieval wurde mit 10 mM Citratpuffer (pH
6,0) durchgefuhrt. Dafur wurden die Objekttrager in
einem Wasserbad bei 95°C fir 40 Min. erhitzt. Die
Objekttrager wurden fiir 20 Minuten abgekihlt und in
Waschpuffer (PBS/0,1% Tween 20) Gberfihrt.

[0243] Zur Inaktivierung von endogener Peroxidase
wurden die Proben fur 20 Min. bei RT mit 3% H,0O, in-
kubiert und anschlieBend fur 5 bis 10 Minuten in
PBS/0,1% Tween 20 gewaschen.

[0244] Die Objekttrager wurden dann mit dem pri-
maren Antikdrper, Ratte-Anti-DNase-X (1:25), fur 1
Stunde bei RT inkubiert, die Objekttrager wurden
dann mit Waschpuffer gespdlt und fir 5 Min. in ein fri-
sches Pufferbad gesetzt. Der verwendete Antikdrper
ist gegen die Peptidsequenz

casltkkridklelrtepgf

der humanen DNase-X gerichtet.

[0245] Danach wurden die Objekttrager mit dem se-
kundaren Antikorper (Ziege-Anti-Ratte (1:500)) inku-
biert. Es wurde 3 Mal fur 5 Minuten gewaschen.
Uberschiissiger Puffer wurde abgeklopft, und das
Praparat wurde fur 30 Minuten bei RT mit 100 pl Vi-
sualisierungsreagens uberdeckt. Die Objekttrager
wurden wie zuvor gewaschen und fir 10 Min. mit 200
pl Substratchromogenlésung (DAB) Uberschichtet.
Dann wurden die Objekttrager wie zuvor gewaschen
und fir 3 Min. in einem Hamatoxylinbad gegenge-
farbt. Hamatoxylinreste wurden mit destilliertem
Wasser abgespililt, und tber die Praparate wurden
ein wassriges Eindeckmedium sowie Deckglaschen
gegeben.

[0246] Die mikroskopische Untersuchung der Ob-
jekttrager ergab, dass mit DNase-X immunreaktive
Zellen in Proben gefunden werden, die mikrosko-
pisch als Proben eines Kolorektalkarzinoms identifi-
ziert werden kénnen. In Karzinomen ist die DNa-
se-X-spezifische Farbung im Zellkern konzentriert. In
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Kontrollproben sind dagegen sehr wenige Einzelzel-
len gefarbt. In allen nicht-karzinogenen Zellen ist die
Farbung zytoplasmatisch, wohingegen die Farbung
in Zellen von Karzinomen und deren Vorstufen im
Kern lokalisiert ist. Vor allem in Magendarmgeweben
zeigen endokrine Zellen zytoplasmatische Farbung
fur DNase-X. Es sind keine anderen Zellen im Ma-
gendarmtrakt gefarbt. In anderen getesteten Gewe-
ben gibt es keine positive Farbung. In diesem Fallen
ist die Farbung im Zytoplasma der Zellen lokalisiert.

[0247] Das oben beschriebene immunhistochemi-
sche Farbeverfahren wurde aul’erdem an Geweben
von Brust-, Lungen-, Gebarmutterhals (CINIII), Ma-
gen-, Speiserdhren-, Endometrial-, Ovarialkarzinome
angewendet. In allen diesen Fallen konnte in den
Krebszellen Kernfarbung flir DNase-X beobachtet
werden. In Normalgewebe wurde geringfiigige bis
keine Farbung identifiziert.

[0248] Darlber hinaus wurden Metastasen eines
Kolorektalkarzinoms, die sich in der Leber befanden,
mit immunchemischen Verfahren wie oben beschrie-
ben analysiert. Das Ergebnis zeigte Kernfarbung in
den Tumorzellen und keine Farbung in dem umlie-
genden Normalgewebe.

[0249] Immunchemische Analyse von peripherem
vendsem Blut, von Knochenmark und von Lymphozy-
ten mit den beschriebenen Verfahren ergab keine Im-
munreaktivitat hinsichtlich DNase-X in Proben, die
aus gesunden Kontrollindividuen erhalten wurden.
Dies deutet darauf hin, dass disseminierte Tumorzel-
len, die mit DNase-X immunreagieren, in diesen Pro-
ben durch spezifische immunchemische Farbung mit
gegen DNase-X gerichteten Antikdrpern identifiziert
werden kénnten.

[0250] Die Ergebnisse zeigen, dass die Farbung mit
fur DNase-X spezifischen Reagenzien die Identifizie-
rung von Karzinomen in biologischen Proben gestat-
tet. In Karzinomen und deren Vorstufen gibt es mit
dem verwendeten Antikorper Kernfarbung fiir DNa-
se-X, wohingegen in Normalgewebe nur wenige Zel-
len im Zytoplasma gefarbt sein kénnen.

Beispiel 2: Erkennung disseminierter Tumorzellen in
Lymphknoten von Individuen

[0251] Es wurden Lymphknotenproben von Patien-
ten verwendet, die bei einer chirurgischen Resektion
von Adenokarzinomen des Kolons erhalten wurden,
um das Vorhandensein von Zellen zu bestimmen, die
Immunreaktivitdit mit DNase-X-spezifischen Bin-
dungsmitteln zeigen. Insgesamt wurden Proben von
7 Patienten mit Kolonkarzinom verwendet.

[0252] Die immunohistochemische Farbung wurde
wie in Beispiel 1 erlautert durchgefihrt.

[0253] Das Experiment zeigt, dass in Proben von
Patienten mit Karzinom Farbung mit dem gegen
DNase-X gerichteten Antikdrper detektiert werden
kann.

[0254] Eine immunhistochemische Farbung fur
DNase-X in den Proben kdnnte die Nachweisbarkeit
der disseminierten Tumorzellen in dem Lymphgewe-
be verbessern.

Beispiel 3: Friihdiagnose eines duktalen Karzinomas
in situ durch Nachweis von DNase-X in Zellen, die in
Duktallavagefliissigkeit vorhanden sind

[0255] Diese Studie wurde mit einem Kollektiv von
14 Individuen durchgefiihrt. Durch mammographi-
sche Untersuchung in situ wurden 7 Patienten mit
Kalzifizierungen in Brustgangen identifiziert, welche
ein duktales Karzinom im Frihstadium anzeigen.
Sieben (7) Individuen zeigten keine Anzeichen flr
eine neoplastische Lasion in der Brust.

[0256] Bei allen 14 Individuen wurde eine Duktalla-
vage durchgefihrt und aus der Lavageflissigkeit
wurden Zellen isoliert.

[0257] Aus den Lavageflissigkeiten wurden mithilfe
der ThinPrep™-Technologie zytologische Praparate
hergestellt. Immunchemische Farbung wurde wie in
Beispiel 1 beschrieben durchgefiihrt.

[0258] Das Experiment zeigt in den zytologischen
Praparaten von 9 Individuen das Vorhandensein von
hinsichtlich DNase-X immunreaktiven Zellen. In den
Proben aller Patienten mit einer mammographischen
Diagnose, die das Vorhandensein eines duktalen
Karzinoms in situ anzeigt, konnten Zellen identifiziert
werden, die hinsichtlich DNase-X immunreaktiv wa-
ren.

[0259] Das Ergebnis zeigt, dass die konventionellen
Verfahren zur Identifizierung von Frihstadien von
Neoplasien der Brust durch hierin vorgestellte Ver-
fahren auf Basis der Detkteion der DNase-X-Immun-
reaktivitat verbessert werden kénnen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Diagnose von Karzinomen und
deren Vorstufen und/oder zur Vorhersage des Krank-
heitsverlaufs, umfassend
a) das Detektieren des Gehalts und/oder der subzel-
luldaren Lokalisation von DNase-X Molekulen in den
Zellen einer Gewebeprobe eines Individuums;

b) das Vergleichen des Gehalts und/oder der subzel-
luldren Lokalisation von DNase-X Molekilen in der
besagten Probe mit den Gehalten in einer entspre-
chenden Kontrollprobe, die nicht von der zu testen-
den Krankheit betroffen ist;

c) wobei die Diagnose oder Prognose des Krank-
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heitsverlaufs dadurch getroffen wird, dass ein im Ver-
gleich zu dem Wildtyp signifikant erhdhter Gehalt an
DNase-X Molekiilen in der besagten Gewebeprobe
und/oder den Zellkernen als Hinweis auf diese Krank-
heit oder auf die Prognose des Krankheitsverlaufs
angesehen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Detek-
tierung der DNase-X Molekule den Nachweis der Zu-
ganglichkeit bestimmter Regionen der DNase-X Mo-
lekile umfasst.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die
Probe ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend:
Blut, Plasma, Serum, Liquor, Lymphe, Knochenmark,
Abstriche, Spulungen, Auswaschungen, Sekreten,
Transsudaten, Exsudaten, Sputum, Stuhl, Urin, Sa-
men, Zell- und Gewebeproben, Punktierungen oder
Biopsien.

4. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, wobei das Karzinom ausgewabhlt ist aus der
Gruppe umfassend: Krebs des Kopfes und des Hal-
ses, Krebs des Respirationstrakts, Krebs des Gastro-
intestinaltrakts, Krebs der Haut und ihrer Anhange,
Krebs des zentralen und peripheren Nervensystems,
Krebs des Urinsystems, Krebs des Reproduktions-
systems, Krebs des endokrinen Systems, Krebs des
Weichgewebes und der Knochen, Krebs des lympho-
poetischen und hematopoetischen Systems, Brust-
krebs, Lungenkrebs, Gebahrmutterhalskrebs, Colo-
rektalkrebs oder Anogenitalkrebs.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, wo-
bei die Detektierung des Gehalts an DNase-X Mole-
kilen unter Einsatz wenigstens einer Sonde, die spe-
zifisch an die zu detektierenden Markermolekdle bin-
det, ausgefuhrt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Sonde
detektierbar markiert ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Marker
ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus einem
Radioisotop, einer biolumineszenten Verbindung, ei-
ner chemilumineszenten Verbindung, einer fluores-
zenten Verbindung, einem Metal-Chelat, einer biolo-
gisch relevanten bindenden Struktur wie Biotin oder
Digoxygenin oder ein Enzym.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5-7, wo-
bei wenigstens eine Sonde ein Antikorper, ein Frag-
ment eines Antikdrpers, ein ein Antigen-bindendes
Epitop umfassendes Peptidomimetikum oder ein Mi-
ni-Antikorper ist.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Detek-
tierung ein immunzytochemisches Detektierungsver-
fahren umfasst.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 5-7,
wobei fir die Detektierung der DNase-X Markermole-
klle wenigstens eine Sonde verwendet wird, die eine
Nukleinsaure ist, die mit einer Marker-Nukleinsaure
hybridisiert.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die De-
tektierungsreaktion eine Nukleinsdure-Amplifikati-
onsreaktion umfasst.

12. Verwendung der DNase-X fur den Nachweis
und die Identifizierung von Tumorzellen, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine detektierbare Menge an
DNase-X Molekdlen in einer Gewebeprobe oder Zell-
kernen als Anzeiger fir Tumorzellen angesehen wird.

13. Verfahren zur Identifizierung und Gewinnung
eines Arzneimittel-Kandidaten fir die Therapie von
Karzinomen und deren Vorstufen, das die folgenden
Schritte umfasst:

a) das in-Kontakt-bringen eines DNase-X Polypep-
tids oder einer dieses Polypeptid exprimierenden Zel-
le mit dem zu testenden Arzneimittel-Kandidat unter
Bedingungen, die DNase-X-Aktivitat, Zellproliferation
oder Anderungen in der Zelldifferenzierung erlauben,
und in Gegenwart von Komponenten, die fahig sind,
ein detektierbares Signal als Antwort auf DNa-
se-X-Aktivitat, Zellproliferation oder Zelldifferenzie-
rung abzugeben, und

b) die Detektierung der Anwesenheit oder Abwesen-
heit eines Signals oder der Zunahme eines Signals,
das durch DNase-X-Aktivitat, Zellproliferation oder
Zelldifferenzierung hervorgerufen worden ist, wobei
die Anwesenheit oder Zunahme des Signals ein pu-
tatives Arzneimittel anzeigt.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1:
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Figur 2:
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Figur 3:
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Figur 4:
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