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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf das Screening auf Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Oste-
osarkom in einem Individuum und/oder zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Anti-Brustkrebs-, Anti-Darm-
krebs- und/oder Anti-Osteosarkom-Therapie unter Verwendung des Polypeptids RAIG1 (Retinsaure-induzier-
bares Gen 1, auch bekannt als hypothetisches Protein FLJ10899 oder Retinsaure-induziert 3) oder einer ent-
sprechenden Nukleinsaure. Auch die Verwendung eines Antikérpers, der spezifisch an ein RAIG1-Polypeptid
bindet, bei Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosar-
kom, wobei der Antikdrper an eine therapeutische oder Arzneistoffgruppierung konjugiert ist, wird bereitge-
stellt.

[0002] Tumorspezifische Proteine sind unter Verwendung von Techniken wie dem Differentialscreening von
cDNAs (Hubert, R. S., et al., 1999, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 96: 14523-14528) und der Reinigung von Zel-
loberflachenproteinen, die durch tumorspezifische Antikdrper erkannt werden (Catimel, B., et al., 1996, J. Biol.
Chem 271: 25664-25670) fur viele Krebsarten identifiziert worden. Vor Kurzem sind DNA-,Chips", enthaltend
bis zu 10.000 exprimierte Sequenzelemente, zur Charakterisierung der Tumorzellengenexpression verwendet
worden (Dhanasekaran, S. M., et al., 2001, Nature 412: 822-826). Es gibt jedoch mehrere Grinde, warum die
bisherigen zahlreichen und ausgedehnten Transkriptionsanalysen von Krebsen nicht alle oder sogar die meis-
ten Tumor-assoziierte Proteine moglicherweise nicht erkennen lassen. Diese umfassen: (i) keine Ubereinstim-
menden Transkript- und Krankheitsassoziierten Proteingehalte, was besonders bei Membranproteinen ublich
ist, die oftmals eine lange Halbwertzeit haben und als solche keinen hohen mRNA-Turnover aufweisen. Daher
ist es aufgrund der Tatsache, daf’ der Unterschied der Proteingehalte zwischen normalen und Krebszellen kon-
sistent ist, oftmals schwer, Veranderungen der mRNA fiir ein vorgegebenes Membranprotein mit dem Krebs-
zustand in Verbindung zu bringen. (ii) Die Translokation eines Proteins im Krankheitszustand zeigt, eher als
einfach nur unterschiedliche Gehalte des Transkripts, zum Beispiel, erbB2/HER2-neu, eine viel grofiere Plas-
ma-Membran-Lokalisierung in Krebszellen als in normalen Brustzellen, und die Transkriptionsfaktoren Oestro-
genrezeptor und STAT3 translozieren unter Austibung ihrer tumorbildenden Wirkungen zum Kern. (iii) Neue,
nicht charakterisierte Gene werden in dem ,geschlossenen System" eines cDNA-Chips, wo die Anzahl expri-
mierter Sequenzelemente pro Chip und die Kenntnis und Verfiigbarkeit von DNA-Klonen begrenzt ist, nicht au-
Rerordentlich dargestellt.

[0003] Daher besteht der Bedarf an der Identifizierung weiterer Marker zur Diagnose von Krebs und weiterer
Targets, die bei einem therapeutischen Ansatz fir Krebs verwendet werden kénnen. Die vorliegende Erfindung
basiert auf der neuartigen Assoziation von RAIG1 mit einem Karzinom, insbesondere Brustkrebs, Pankreas-
krebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom. Die Analyse der
RAIG1mRNA-Expression offenbarte, daR sie bei Darmkrebs, Brustkrebs, Lungenkrebs, Pankreaskrebs, Eier-
stockkrebs und Osteosarkom im Vergleich zu normalem Gewebe oder tbereinstimmendem Kontrollgewebe
hochreguliert wird.

[0004] EP 1074617 bezieht sich auf Primergruppen zur Synthese von Vollangen-cDNAs, die fiir das Studium
der Proteinfunktion nitzlich sind, und offenbart eine RAIG1-Nukleotidsequenz als eine von 16.000 Sequenzen,
die zur Herstellung solcher Primergruppen niitzlich sind. Es wird jedoch keine Krankheitsassoziation erwahnt.

[0005] RAIG1 ist ein Orphan-G-Protein-verknipfter Rezeptor (GPCR) an Chromosom 12 (Cheng & Lotan,
oben; Brauner-Osbourne, H., 2001, Biochim. Biophys. Acta 1518: 237-248). Anders als ein verwandter Re-
zeptor (GPCR5B), der verbreitet in peripheren und zentralen Geweben exprimiert wird, ist von RAIG1 berichtet
worden, dal} er ein begrenzteres Expressionsmuster zeigt (Brauner-Osbourne, H. & Krogsgaard-Larsen, P.
2000, Genomics, 65: 121-128).

[0006] Demgemal liefert die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Screening auf Brustkrebs, Darmkrebs
und/oder Osteosarkom in einem Individuum und/oder zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Anti-Brust-
krebs-, Anti-Darmkrebs- und/oder Anti-Osteosarkom-Therapie, wobei man in dem Verfahren in einer dem In-
dividuum entnommenen biologischen Probe ein RAIG1-Polypeptid, das die in Fig. 1 gezeigte Aminosaurese-
quenz (SEQ ID NO: 1) umfal’t oder daraus besteht, nachweist und/oder quantifiziert, wobei das RAIG1-Poly-
peptid unter Verwendung eines an das RAIG1-Polypeptid spezifisch bindenden Antikérpers nachgewiesen
und/oder quantifiziert wird.

[0007] Im Kontext der vorliegenden Erfindung kdnnen RAIG1-Polypeptide aus einer biologischen Probe aus

irgendeiner Quelle wie beispielsweise und ohne Einschrankung einer Probe von Brust-, Pankreas-, Lungen-,
Leber-, Eierstock-, Darm- und/oder Knochenmarksgewebe erhalten werden. In einer Ausfiihrungsform wird der
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Gehalt an dem RAIG1-Polypeptid mit einem Referenzbereich oder einer Kontrolle verglichen.

[0008] Der Ausdruck ,Karzinom" umfafdt malignes Neoplasma, das aus dem Epithel, das in der Haut oder tb-
licher Auskleidungen von Kérperorganen, zum Beispiel: Brust, Prostata, Lunge, Niere, Pankreas, Bauch oder
Darm, zu finden ist, wachst. Karzinome neigen dazu, in benachbartes Gewebe zu infiltrieren und sich auf ent-
fernten Organen, zum Beispiel: Knochen, Leber, Lunge oder Gehirn, zu verteilen (darauf Metastasen zu bil-
den).

[0009] Die oben beschriebenen Polypeptide werden hierin nachstehend als ,RAIG1-Polypeptide" bezeichnet.
Der Ausdruck ,Polypeptide" umfaldt Peptide, Polypeptide und Proteine. Diese werden, sofern nicht etwas an-
deres angegeben ist, gegenseitig austauschbar verwendet. RAIG1-Polypeptide kénnen in Form eines ,reifen"
Proteins vorliegen oder kénnen ein Teil eines groReren Proteins wie eines Fusionsprotein sein. Es ist oftmals
von Vorteil, eine zusatzliche Aminosauresequenz, die Sekretions- oder Leader-Sequenzen enthalt, eine Pra-,
Pro- oder Prapro-Proteinsequenz, oder eine Sequenz, die bei der Reinigung eines solchen Affinitatsanhangs
behilflich ist, einzubeziehen, zum Beispiel, aber ohne Einschrankung, multiple Histidinreste, einen FLAG-An-
hang, einen HA-Anhang oder einen myc-Anhang. Eine zusatzliche Sequenz, die wahrend der Rekombinan-
tenproduktion fur Stabilitat sorgt, kann auch verwendet werden. Solche Sequenzen kénnen nach Bedarf gege-
benenfalls durch die Einflihrung einer abspaltbaren Sequenz als eine zusatzliche Sequenz oder ein Teil davon
entfernt werden. So kann ein RAIG1-Polypeptid an andere Gruppierungen, die andere Polypeptide umfassen,
fusioniert werden. Solche zusatzliche Sequenzen und Affinitdtsanhange sind in der Technik allgemein bekannt.

[0010] Die Erfindung liefert auch ein Verfahren zum Screening auf Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteo-
sarkom in einem Individuum und/oder zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Anti-Brustkrebs-, Anti-Darm-
krebs- und/oder Anti-Osteosarkom-Therapie, wobei in dem Verfahren in einer dem Individuum entnommenen
biologischen Probe eine Nukleinsaure nachweist, die:

a) die DNA-Sequenz, gezeigt in Fig. 2 (SEQ ID NO: 2), oder deren RNA-Aquivalent umfalit oder daraus

besteht:

b) eine Sequenz aufweist, die zu einer Sequenz aus a) komplementar ist; oder

c) eine Sequenz aufweist, die fir ein oben definiertes Polypeptid codiert.

[0011] Sofern der Kontext nichts anderes angibt, umfassen RAIG1-Nukleinsauren die oben in a) bis c) defi-
nierten Nukleinsauremolekile und kénnen eines oder mehrere der folgenden Merkmale aufweisen:
1) sie kbnnen DNA oder RNA sein;
2) sie kénnen einzel- oder doppelstrangig sein;
3) sie kénnen in im wesentlichen reiner Form vorliegen. Daher kénnen sie in einer Form bereitgestellt wer-
den, die im wesentlichen frei ist von kontaminierenden Proteinen und/oder von anderen Nukleinsauren; und
4) sie kénnen Introns aufweisen oder nicht (z. B. als cDNA).

[0012] Die Verwendung von Nukleinsauren, die zu den in a) bis c) oben beschriebenen RAIG1-Nukleinsauren
komplementér sind und die an diese RAIG1-Nukleinsauren hybridisieren kénnen, ist moglich. Solche Nuklein-
sauremolekiile werden als ,Hybridisierungs"-Nukleinsduremolekiile bezeichnet. Beispielsweise, aber ohne
Einschrankung, kénnen Hybridisierungsnukleinsauremolekiile als Sonden oder Primer nitzlich sein. Hybridi-
sierungsnukleinsduremolekule kdnnen einen hohen Grad an Sequenzidentitat entlang ihrer Lange mit einem
Nukleinsauremolekil innerhalb des Umfangs von a) bis ¢) oben aufweisen (z. B. mindestens 50 %, mindestens
75 %, mindestens 80 %, mindestens 85 %, mindestens 90 %, mindestens 95 % oder mindestens 98 % Se-
quenzidentitat).

[0013] Hybridisierungsassays kénnen zum Nachweis, zur Prognose, zur Diagnose oder zur Uberwachung
der Karzinomtherapie, z. B. von Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darm-
krebs und/oder Osteosarkom, in einem Individuum verwendet werden. Demgemaf umfal3t ein solcher Hybri-
disierungsassay:
i) das Kontaktieren einer biologischen Probe, erhalten aus einem Individuum, enthaltend Nukleinsaure, mit
einer Nukleinsduresonde, die an ein RAIG1-Nukleinsduremolekil hybridisieren kann, unter Bedingungen,
bei denen die Hybridisierung stattfinden kann; und
ii) den Nachweis oder die Messung einer sich daraus ergebenden Hybridisierung.

[0014] Bevorzugt sind solche Hybridisierungsmolekile mindestens 10 Nukleotide lang und sind bevorzugt
mindestens 25 oder mindestens 50 Nukleotide lang. Starker bevorzugt hybridisieren Hybridisierungsnuklein-
sauremolekiile spezifisch an Nukleinsauren innerhalb des Umfangs von a) bis c) oben. Am starksten bevorzugt
findet die Hybridisierung unter stringenden Hybridisierungsbedingungen statt. Ein Beispiel fir stringende Hyb-
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ridisierungsbedingungen ist, wenn die Versuchshybridisierung bei einer Temperatur von etwa 35 bis etwa 65
°C unter Verwendung einer Salzlésung, die etwa 0,9 M ist, durchgefiihrt wird. Ein Fachmann wird jedoch unter
Berucksichtigung von Variablen wie der Sondenlange, der Grundzusammensetzung, der Art der vorhandenen
lonen usw. in der Lage sein, die Bedingungen je nach Bedarf zu variieren.

[0015] Es kann ein diagnostischer Kit, umfassend eine Nukleinsauresonde, die an ein RAIG1-Polypeptid co-
dierende RNA hybridisieren kann, geeignete Reagenzien und Instruktionen zur Verwendung, bereitgestellt
werden.

[0016] Es kann ein diagnostischer Kit bereitgestellt werden, der in einem oder mehreren Behaltern ein Paar
Primer umfal3t, die unter geeigneten Reaktionsbedingungen die Amplifikation von mindestens einem Teil eines
RAIG1-Nukleinsduremolekiils vorbereiten kénnen, wie durch Polymerasekettenreaktion (siehe z. B. Innis et
al., 1990, PCR Protocols, Academic Press, Inc., San Diego, CA), Ligasekettenreaktion (sieche EP 320,308),
Verwendung von Q-Replikase, zyclische Sondenreaktion oder andere Verfahren, die in der Technik bekannt
sind. Typischerweise sind Primer mindestens acht Nukleotide lang und werden bevorzugt mindestens zehn bis
funfundzwanzig Nukleotide und starker bevorzugt flinfzehn bis fiinfundzwanzig Nukleotide lang sein. In einigen
Fallen kénnen Primer verwendet werden, die mindestens dreil3ig oder mindestens funfunddreiflig Nukleotide
lang sind.

[0017] In einem weiteren Aspekt umfalit das Verfahren zum Nachweis der Gegenwart eines RAIG1-Polypep-
tids den Nachweis des gefangenen Polypeptids unter Verwendung eines direkt oder indirekt markierten Nach-
weisreagens.

[0018] Ein RAIG1-Polypeptid kann mittels irgendeines Immunassays, der in der Technik bekannt ist, nachge-
wiesen werden, einschliel3lich, ohne Einschrankung, kompetitiver und nicht kompetitiver Assaysysteme unter
Verwendung von Techniken wie Western-Blots, Radioimmunoassays, ELISA (heterologer Enzym-Immunas-
say), ,Sandwich"-Immunassays, Immunprazipitationsassays, Prazipitinreaktionen, Geldiffusionsprazipitinre-
aktionen, Immundiffusionsassays, Agglutinationsassays, Komplement-Fixationsassays, immunradiometri-
scher Assays, Fluoreszenzimmunassays und Protein A-lmmunassays.

[0019] Es kdnnen diagnostische Kits bereitgestellt werden, die ein Fangerreagens (z. B. einen Antikorper) ge-
gen ein RAIG1-Polypeptid, wie oben definiert, umfassen. Uberdies kann ein solcher Kit gegebenenfalls eines
oder mehreres von folgendem umfassen:

(1) Instruktionen zur Verwendung des Fangerreagens zur Diagnose, Prognose, therapeutischen Uberwa-

chung oder einer Kombination dieser Anwendungen;

(2) einen markierten Bindungspartner fir das Fangerreagens;

(3) eine Festphase (wie einen Reagensstreifen), auf der das Fangerreagens immobilisiert ist;

und

(4) ein Etikett oder eine Beilage, denen die Durchfiihrgenehmigung zur diagnostischen, prognostischen

oder therapeutischen Verwendung oder einer Kombination dieser zu entnehmen sind.

[0020] Wenn kein markierter Bindungspartner fir das Fangerreagens vorliegt, kann das Anti-Polypeptid-Fan-
gerreagens selbst mit einem nachweisbaren Marker markiert sein, z. B. mit einer chemilumineszierenden, en-
zymatischen, fluoreszierenden oder radioaktiven Gruppierung (siehe oben).

[0021] Diagnoseverfahren konnen unter Verwendung zahlreicher Verfahren, die einem Fachmann bekannt
sind, durchgefihrt werden, einschlielich, ohne Einschrankung, Immunprazipitation, gefolgt von
Natriumdodecylsulfatpolyacrylamidgelelektrophorese, zweidimensionaler Gelelektrophorese, kompetitiver
und nicht-kompetitiver Assaysysteme unter Verwendung von Techniken wie Western-Blots, Immunzytochemie,
Immunhistochemie, Immunassays, z.B. Radioimmunassays, ELISA (heterologer Enzym-Immunassay), ,Sand-
wich"-Immunassays, Immunpréazipitationsassays, Prazipitinreaktionen, Geldiffusionsprazipitinreaktionen, Im-
mundiffusionsassays, Agglutinationsassays, Komplement-Fixationsassays, immunradiometrischen Assays,
Fluoreszenzimmunassays und Protein A-Immunassays.

[0022] Die RAIG1-Polypeptide stellen ein geeignetes Target zur Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brust-
krebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, dar. Da-
her sind Verfahren zur Identifizierung von Mitteln, die mit der Expression oder Aktivitat eines RAIG1-Polypep-
tids oder der Expression eines RAIG1-Nukleinsduremolekils interagieren oder sie modulieren, méglich. Durch
diese Screeningverfahren identifizierte Mittel sind potentielle Therapeutika zur Verwendung bei der Behand-
lung von Karzinom, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs
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und/oder Osteosarkom.

[0023] Die Mittel kdbnnen aus einem breiten Bereich an in Frage kommenden Mitteln ausgewahlt werden. Bei-
spiele fur in Frage kommende Mittel umfassen, sind aber nicht beschrankt auf, Nukleinsauren (z. B. DNA und
RNA), Antikérper, Kohlenhydrate, Lipide, Proteine, Polypeptide, Peptide, Peptidomimetika, kleine Molekile
und andere Arzneistoffe. Die Mittel sind unter Verwendung irgendeines der zahlreichen Anséatze in den Verfah-
ren der kombinatorischen Bibliothek, die in der Technik bekannt sind, erhaltlich, einschlieRlich: biologischer Bi-
bliotheken; raumlich adressierbarer paralleler Festphasen- oder Lésungsphasenbibliotheken; synthetischer Bi-
bliotheksverfahren, die der Dekonvulation bedurfen; der ,Ein Kigelchen-eine Verbindung"-Bibliotheksverfah-
ren; und synthetischer Bibliotheksverfahren unter Verwendung der Affinitdtschromatographie-Selektion. Der
Ansatz der biologischen Bibliothek ist fir Peptidbibliotheken geeignet, wahrend die anderen vier Ansatze auf
Peptid-, Nicht-Peptidoligomer- oder kleine Molekilbibliotheken von Verbindungen anwendbar sind (Lam, 1997,
Anticancer Drug Des. 12: 145; US 5,738, 996; und US 5,807, 683).

[0024] Beispiele fir geeignete Verfahren, die auf der vorliegenden Beschreibung basieren, fir die Synthese
molekularer Bibliotheken sind in der Technik zum Beispiel in: DeWitt et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90: 6909; Erb et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422; Zuckermann et al., 1994, J. Med. Chem. 37:
2678; Cho et al., 1993, Science 261: 1303; Carrell et al., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell
etal., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; und Gallop et al., 1994, J. Med. Chem. 37: 1233 zu finden.

[0025] Bibliotheken von Verbindungen kdnnen beispielsweise in Lésung (z. B. Houghten, 1992, Bio/Techni-
ques 13: 412-421), oder auf Kligelchen (Lam, 1991, Nature 354: 82-84), Chips (Fodor, 1993, Nature 364:
555-556), Bakterien (US 5,223, 409), Sporen (US 5,571, 698; 5,403, 484; und 5,223,409), Plasmiden (Cull et
al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869) oder Phage (Scott und Smith, 1990, Science 249:
386-390; Devlin, 1990, Science 249: 404-406; Cwirla et al. 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6378-6382;
und Felici, 1991, J. Mol. Biol. 222: 301-310) dargestellt werden.

[0026] Mittel, die mit einem RAIG1-Polypeptid interagieren (z. B. daran binden), kénnen in einem Zell-basie-
renden Assay identifiziert werden, wo die Population an Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid exprimieren, mit ei-
nem in Frage kommenden Mittel kontaktiert werden kann und die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels,
mit dem Polypeptid zu interagieren, bestimmt wird. Vorzugsweise kann die Fahigkeit des in Frage kommenden
Mittels, mit einem RAIG1-Polypeptid zu interagieren, mit einem Referenzbereich oder einer Kontrolle vergli-
chen werden. Alternativ kdnnen eine erste und eine zweite Population an Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid ex-
primieren, mit einem in Frage kommenden Mittel oder einem Kontrollmittel kontaktiert werden, und die Fahig-
keit des in Frage kommenden Mittels, mit dem Polypeptid zu interagieren, kann durch den Vergleich des Un-
terschiedes hinsichtlich der Wechselwirkung zwischen dem in Frage kommenden Mittel und dem Kontrollimittel
bestimmt werden. Nach Bedarf kann diese Art von Assay zum Screening einer Vielzahl (z. B. einer Bibliothek)
an in Frage kommenden Mitteln unter Verwendung einer Vielzahl von Zellpopulationen, die ein RAIG1-Poly-
peptid exprimieren, verwendet werden. Nach Bedarf kann diese Art von Assay zum Screening einer Vielzahl
(z. B. einer Bibliothek) an in Frage kommenden Mitteln verwendet werden. Die Zelle kann beispielsweise pro-
karyotischen (z. B. E. coli) oder eukaryotischen Ursprungs (z. B. Hefe oder Sauger) sein. Ferner kdnnen die
Zellen das RAIG1-Polypeptid endogen exprimieren oder genetisch zur Expression des Polypeptids konstruiert
werden. In einigen Ausfuhrungsformen ist das RAIG1-Polypeptid oder das in Frage kommende Mittel bei-
spielsweise mit einer radioaktiven Markierung (wie 3P, **S oder'?’l) oder einer fluoreszierenden Markierung
(wie Fluoresceinisothiocyanat, Rhodamin, Phycoerythrin, Phycocyanin, Allophycocyanin, o-Phthaldehyd oder
Fluorescamin) markiert, um so den Nachweis einer Wechselwirkung zwischen einem Polypeptid und einem in
Frage kommenden Mittel zu ermoglichen.

[0027] Mittel, die mit einem RAIG1-Polypeptid interagieren (z. B. daran binden), kdnnen in einem Zell-freien
Assaysystem identifiziert werden. wo eine Probe, die ein RAIG1-Polypeptid exprimiert, mit einem in Frage
kommenden Mittel kontaktiert wird und die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, mit dem Polypeptid zu
interagieren, bestimmt wird. Bevorzugt kann die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, mit dem Polypep-
tid zu interagieren, mit einem Referenzbereich oder einer Kontrolle verglichen werden. Bevorzugt kénnen eine
erste und eine zweite Probe, die natives oder rekombinantes RAIG1-Polypeptid umfassen, mit einem in Frage
kommenden Mittel oder einem Kontrollmittel verglichen werden, und die Fahigkeit des in Frage kommenden
Mittels, mit dem Polypeptid zu interagieren, kann durch den Vergleich des Unterschiedes hinsichtlich der
Wechselwirkung zwischen dem in Frage kommenden Mittel und dem Kontrollmittel bestimmt werden. Nach Be-
darf kann dieser Assay zum Screening einer Vielzahl (z. B. einer Bibliothek) von in Frage kommenden Mitteln
unter Verwendung einer Vielzahl von RAIG1-Polypeptidproben verwendet werden. Bevorzugt wird das Poly-
peptid zuerst beispielsweise durch die Kontaktierung des Polypeptids mit einem immobilisierten Antikérper, der
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dieses spezifisch erkennt und daran bindet, oder durch die Kontaktierung eines gereinigten Praparats aus Po-
lypeptid mit einer zur Bindung von Proteinen konstruierten Oberflache immobilisiert. Das Polypeptid kann teil-
weise oder vollstandig gereinigt (z. B. teilweise oder vollstandig frei von anderen Polypeptiden) oder Teil eines
Zellysats sein. Ferner kann das Polypeptid ein Fusionsprotein sein, das das RAIG1-Polypeptid oder einen bi-
ologisch aktiven Teil davon und eine Domane wie Glutathionin-S-transferase umfafit. Alternativ kann das Po-
lypeptid unter Verwendung von Techniken, die einem Fachmann bekannt sind (z. B. Biotinylierungskit, Pierce
Chemicals; Rockford, IL) biotyniliert werden. Die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, mit dem Polypep-
tid zu interagieren, kann durch Verfahren, die einem Fachmann bekannt sind, dupliziert werden.

[0028] Ein RAIG1-Polypeptid kann als ein ,Kéderprotein" in einem Zwei-Hybrid-Assay oder Drei-Hybrid-As-
say zur ldentifizierung anderer Proteine, die an das RAIG1-Polypeptid binden oder damit interagieren, verwen-
det werden (siehe z. B. US 5,283, 317; Zervos et al., 1993, Cell 72: 223-232; Madura et al. 1993, J. Biol. Chem.
268: 12046-12054; Bartel et al., 1993, Bio/Techniques 14: 920-924; Iwabuchi et al., 1993, Oncogene 8 :
1693-1696; und WO 94/10300). Wie ein Fachmann erkennen wird, sind solche Bindungsproteine auch in die
Ausbreitung von Signalen eines RAIG1-Polypeptids involviert. Beispielsweise kdnnen sie Upstream- oder
Downstreamelemente eines Signalweges, der ein RAIG1-Polypeptid umfalit, sein. Alternativ kdnnen Polypep-
tide, die mit einem RAIG1-Polypeptid interagieren, durch die Isolierung eines Proteinkomplexes, der ein
RAIG1-Polypeptid umfallt (d. h. ein RAIG1-Polypeptid, das direkt oder indirekt mit einem oder mehreren an-
deren Polypeptiden interagiert) und Identifizierung der damit verbundenen Proteine unter Anwendung von in
der Technik bekannten Verfahren, wie Massenspektrometrie oder Westernblotting, identifiziert werden (siehe
beispielsweise Blackstock, W. & Weir, M. 1999, Trends in Biotechnology, 17: 121-127; Rigaut, G. 1999, Nature
Biotechnology, 17: 1030-1032; Husi, H. 2000, Nature Neurosci. 3: 661-669; Ho, Y. et al., 2002, Nature, 415:
180-183; Gavin, A. et al., 2002, Nature, 415: 141-147).

[0029] In all diesen Fallen kann die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, direkt oder indirekt mit dem
RAIG1-Polypeptid zu interagieren, durch Verfahren, die einem Fachmann bekannt sind, bestimmt werden. Bei-
spielsweise, jedoch ohne Einschrankung, kann die Wechselwirkung zwischen dem in Frage kommenden Mittel
und einem RAIG1-Polypeptid durch DurchfluRzytometrie, einen Szintillationsassay, einen Aktivitatsassay,
Massenspektrometrie, Mikroskopie, Immunprazipitation oder Western-Blot-Analyse bestimmt werden.

[0030] Mittel, die kompetitiv mit einem RAIG1-Polypeptid interagieren (d. h. kompetitiv daran binden), kénnen
in einem kompetitiven Bindungsassay identifiziert, und die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, mit dem
RAIG1-Polypeptid zu interagieren, kann bestimmt werden. Bevorzugt kann die Fahigkeit eines in Frage kom-
menden Mittels, mit einem RAIG1-Polypeptid zu interagieren, mit einem Referenzbereich oder einer Kontrolle
verglichen werden. Vorzugsweise kdnnen eine erste und eine zweite Population an Zellen, die sowohl ein
RAIG1-Polypeptid als auch ein Protein, das bekanntermallen mit dem RAIG1-Polypeptid interagiert, exprimie-
ren, mit einem in Frage kommenden Mittel oder einem Kontrollmittel kontaktiert werden. Die Fahigkeit des in
Frage kommenden Mittels, mit dem RAIG1-Polypeptid kompetitiv zu interagieren, wird dann durch einen Ver-
gleich der Wechselwirkung in der ersten und der zweiten Zellpopulation bestimmt. Alternativ kann eine alter-
native zweite Population oder eine weitere Population an Zellen mit einem Mittel, das bekanntermaf3en kom-
petitiv mit einem RAIG1-Polypeptid interagiert, kontaktiert werden.

[0031] Alternativ kdnnen Mittel, die kompetitiv mit einem RAIG1-Polypeptid interagieren, in einem Zell-freien
Assaysystem durch das Kontaktieren einer ersten und einer zweiten Probe, die ein RAIG1-Polypeptid und ein
Protein, das bekanntermalRen mit dem RAIG1-Polypeptid interagiert, umfaf3t, mit einem in Frage kommenden
Mittel oder einem Kontrollmittel identifiziert werden. Die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, kompetitiv
mit dem RAIG1-Polypeptid zu interagieren, wird dann durch den Vergleich der Wechselwirkung in der ersten
und der zweiten Probe bestimmt. Alternativ kann eine alternative zweite Probe oder eine weitere Probe, die
ein RAIG1-Polypeptid umfal3t, mit einem Mittel, das bekanntermaflen kompetitiv mit einem RAIG1-Polypeptid
interagiert, kontaktiert werden. In jedem Fall kbnnen das RAIG1-Polypeptid und das bekannte interagierende
Protein natirlich oder rekombinant exprimiert werden; das in Frage kommende Mittel kann exogen zugefihrt
werden oder natirlich oder rekombinant exprimiert werden.

[0032] Mittel, die eine Wechselwirkung zwischen einem RAIG1-Polypeptid und einem anderen Mittel, zum
Beispiel, aber ohne Einschrankung, einem Protein, modulieren, kénnen in einem Zell-basierenden Assay
durch Kontaktierung von Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid exprimieren, in Gegenwart eines bekannten Inter-
aktionsmittels mit einem in Frage kommenden Modulationsmittel und Selektion des in Frage kommenden Mit-
tels, das die Wechselwirkung moduliert, identifiziert werden. Alternativ kdnnen die Mittel, die eine Wechselwir-
kung zwischen einem RAIG1-Polypeptid und einem anderen Mittel, zum Beispiel, aber ohne Einschrankung,
einem Protein, modulieren, in einem Zell-freien Assaysystem durch Kontaktierung des Polypeptids mit einem
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Mittel, das bekanntermal3en mit dem Polypeptid interagiert, in Gegenwart eines in Frage kommenden Mittels,
identifiziert werden. Ein Modulationsmittel kann als ein Antikorper, ein Cofaktor, ein Inhibitor, ein Aktivator agie-
ren oder kann eine antagonistische oder agonistische Wirkung auf die Wechselwirkung zwischen einem
RAIG1-Polypeptid und einem bekannten Mittel haben. Wie oben angegeben, kann die Fahigkeit des bekann-
ten Mittels, mit einem RAIG1-Polypeptid zu interagieren, durch Verfahren, die einem Fachmann bekannt sind,
bestimmt werden. Diese Assays, ob nun Zell-basierend oder Zellfrei, kbnnen zum Screening einer Vielzahl (z.
B. einer Bibliothek) in Frage kommender Mittel verwendet werden.

[0033] Ein Zell-basierendes Assaysystem kann zur ldentifizierung von Mitteln, die die Aktivitat eines
RAIG1-Polypeptids modulieren (d. h. stimulieren oder inhibieren) kdnnen, verwendet werden. Demgemaf wird
die Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids in einer Population von Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid naturlich oder
rekombinant exprimieren, in Gegenwart eines in Frage kommenden Mittels gemessen. Bevorzugt wird die Ak-
tivitat eines RAIG1-Polypeptids mit einem Referenzbereich oder einer Kontrolle verglichen. Bevorzugt wird die
Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids in einer ersten und einer zweiten Population von Zellen, die ein RAIG1-Po-
lypeptid natirlich oder rekombinant exprimieren, in Gegenwart eines Mittels oder Abwesenheit eines in Frage
kommenden Mittels (z. B. in Gegenwart eines Kontrollmittels) gemessen, und die Aktivitat des RAIG1-Polypep-
tids wird verglichen. Das in Frage kommende Mittel kann dann, basierend auf diesem Vergleich, als ein Modu-
lator der Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids identifiziert werden. Alternativ kann die Aktivitat eines RAIG1-Po-
lypeptids in einem Zell-freien Assaysystem gemessen werden, wo das RAIG1-Polypeptid entweder naturlich
oder rekombinant ist. Bevorzugt wird die Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids mit einem Referenzbereich oder
einer Kontrolle verglichen. Bevorzugt wird die Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids in einer ersten und einer zwei-
ten Probe in Gegenwart oder Abwesenheit eines in Frage kommenden Mittels gemessen, und die Aktivitat des
RAIG1-Polypeptids wird verglichen. Das in Frage kommende Mittel kann dann, basierend auf diesem Ver-
gleich, als ein Modulator der Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids identifiziert werden.

[0034] Die Aktivitdt eines RAIG1-Polypeptids kann durch den Nachweis seiner Wirkung auf einen
Downstream-Effektor, zum Beispiel, aber ohne Einschrankung, den Gehalt oder die Aktivitat eines zweiten
Messengers (z. B. cAMP, intrazellulares Ca*, Diacylglycerol, IP, usw.), den Nachweis der katalytischen oder
enzymatischen Aktivitat, den Nachweis der Induktion eines Reportergens (z. B. Luciferase) oder den Nachweis
einer zellularen Antwort, zum Beispiel Proliferation, Differenzierung oder Transformation, nach Bedarf und
Kenntnis eines Fachmannes bewertet werden (fur Techniken zur Messung der Aktivitat siehe z. B. US
5,401,639). Das in Frage kommende Mittel kann dann durch den Vergleich der Wirkung des in Frage kommen-
den Mittels auf das Kontrollmittel als ein Modulator der Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids identifiziert werden.
Geeignete Kontrollmittel umfassen PBS oder physiologische Kochsalzldsung.

[0035] Mittel wie ein Enzym oder ein biologisch aktiver Teil davon, die fur die Produktion oder den Abbau ei-
nes RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsaure oder fir die posttranslationale Modifikation eines RAIG1-Po-
lypeptids verantwortlich sind, kdnnen identifiziert werden. In einem primaren Screen werden im wesentlichen
reine, native oder rekombinant exprimierte RAIG1-Polypeptide, -Nukleinsduren oder zellulare Extrakte oder
andere Proben, die native oder rekombinant exprimierte RAIG1-Polypeptide oder -Nukleinsduren umfassen,
mit einer Vielzahl an in Frage kommenden Mitteln kontaktiert (zum Beispiel, aber ohne Einschrankung, einer
Vielzahl von Mitteln, dargestellt als Bibliothek), die fir die posttranslationale Proteinmodifikation eines
RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsdure verantwortlich sind, um solche Mittel identifizieren zu kénnen. Die
Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, die Produktion, den Abbau oder die posttranslationale Modifikation
eines RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsdure zu modulieren, kann durch Verfahren, die dem Fachmann
bekannt sind, umfassend ohne Einschrankung DurchfluRzytometrie, radioaktive Markierung, einen Kinaseas-
say, einen Phosphataseassay, Immunprazipitation und Western-Blot-Analyse oder Northern-Blot-Analyse, be-
stimmt werden.

[0036] Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid exprimieren, kdnnen mit einer Vielzahl in Frage kommender Mittel
kontaktiert werden. Die Fahigkeit eines solchen Mittels, die Produktion, den Abbau oder die posttranslationale
Modifikation eines RAIG1-Polypeptids zu modulieren, kann durch Verfahren, die einem Fachmann bekannt
sind, wie oben beschrieben, bestimmt werden.

[0037] Mittel, die die Expression eines RAIG1-Polypeptids modulieren (d. h. aufregulieren oder herabregulie-
ren), kdnnen in einem Zell-basierenden Assaysystem identifiziert werden. Demgemaf wird eine Population an
Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid oder eine -Nukleinsaure exprimieren, mit einem in Frage kommenden Mittel
kontaktiert, und die Fahigkeit des in Frage kommenden Mittels, die Expression des RAIG1-Polypeptids oder
der -Nukleinsaure zu verandern, wird durch den Vergleich mit einem Referenzbereich oder einer Kontrolle be-
stimmt. Alternativ werden eine erste und eine zweite Population an Zellen, die ein RAIG1-Polypeptid exprimie-
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ren, mit einem in Frage kommenden Mittel oder einem Kontrollmittel kontaktiert, und die Fahigkeit des in Frage
kommenden Mittels, die Expression des RAIG1-Polypeptids oder der -Nukleinsaure zu verandern, wird durch
den Vergleich des Unterschieds hinsichtlich des Expressionsspiegels des RAIG1-Polypeptids oder der -Nuk-
leinsaure zwischen der ersten und der zweiten Zellpopulationen bestimmt. Alternativ kann die Expression des
RAIG1-Polypeptids oder der -Nukleinsaure in der ersten Population ferner mit einem Referenzbereich oder ei-
ner Kontrolle verglichen werden. Nach Bedarf kann dieser Assay zum Screening einer Vielzahl (z. B. einer Bi-
bliothek) in Frage kommender Mittel verwendet werden. Die Zelle kann zum Beispiel prokaryotischen (z. B. E.
coli) oder eukaryotischen Ursprungs (z. B. Hefe oder Sauger) sein. Ferner kénnen die Zellen ein RAIG1-Poly-
peptid oder eine -Nukleinsdure endogen exprimieren oder kénnen genetisch fir die Expression eines
RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsdure konstruiert werden. Die Fahigkeit der in Frage kommenden Mittel,
die Expression eines RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsdure zu verandern, kann durch Verfahren, die
dem Fachmann bekannt sind, bestimmt werden, zum Beispiel und ohne Einschrankung mittels DurchfluBzyto-
metrie, radioaktiver Markierung, eines Szintillationsassays, Immunprazipitation, Western-Blot-Analyse oder
Northern-Blot-Analyse.

[0038] Mittel die die Expression eines RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsdure modulieren, kénnen in ei-
nem Tiermodell identifiziert werden. Beispiele fiir geeignete Tiere umfassen, sind aber nicht beschrankt auf,
Mause, Ratten, Kaninchen, Affen, Meerschweinchen, Hunde und Katzen. Bevorzugt stellt das verwendete Tier
ein Modell eines Karzinoms dar, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs,
Darmkrebs und/oder Osteosarkom. Demgemaf wird einer ersten und einer zweiten Gruppe an Saugetieren
ein in Frage kommendes Mittel oder ein Kontrollmittel verabreicht, und die Fahigkeit des in Frage kommenden
Mittels, die Expression des RAIG1-Polypeptids oder der -Nukleinsdure zu modulieren, wird durch den Ver-
gleich des Unterschieds hinsichtlich des Expressionsspiegels zwischen der ersten und der zweiten Gruppe an
Saugetieren bestimmt. Nach Bedarf kénnen die Expressionsspiegel der RAIG1-Polypeptide oder der -Nukle-
insaure in der ersten und der zweiten Gruppe an Saugetieren mit dem Spiegel eines RAIG1-Polypeptids oder
einer -Nukleinsaure in einer Kontrollgruppe von Saugetieren verglichen werden. Das in Frage kommende Mit-
tel oder ein Kontrollmittel kénnen durch in der Technik bekannte Mittel (z. B. oral, rektal oder parenteral wie
intraperitoneal oder intravenos) verabreicht werden. Veranderungen der Expression eines Polypeptids oder ei-
ner Nukleinsaure kénnen durch die oben erwahnten Verfahren bewertet werden. Genauer gesagt, kann ein
therapeutisch wirksames Mittel durch die Uberwachung einer Besserung oder Verbesserung der Krankheits-
symptome identifiziert werden, um den Ausbruch der Krankheit zu verzégern oder deren Fortschreiten zu ver-
langsamen, zum Beispiel, aber ohne Einschrankung, eine Verringerung der TumorgréRe. Zur Bestimmung, ob
ein in Frage kommendes Mittel eines oder mehrere Symptome in Verbindung mit der Krankheit verandert hat,
kénnen Techniken, die mit Karzinom vertrauten Arzten bekannt sind, verwendet werden.

[0039] Ein Fachmann wird auch erkennen, daf3 ein RAIG1-Polypeptid auch in einem Verfahren fir die Struk-
tur-basierende Gestaltung eines Mittels, insbesondere eines kleinen Molekiils, das die Aktivitat des Polypep-
tids moduliert (z. B. stimuliert oder inhibiert) verwendet werden kann, wobei das Verfahren:

1) die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur des Polypeptids;

2) den Nachweis der dreidimensionalen Struktur in dem Polypeptid der voraussichtlich reaktiven oder Bin-

dungsstelle(n);

3) die Synthese von in Frage kommenden Mitteln, die mit der abgeleiteten reaktiven oder Bindungsstelle

reagieren oder an diese binden sollen; und

4) den Test, ob das in Frage kommende Mittel die Aktivitdt des Polypeptids modulieren kann,

umfaldt.

[0040] Es wird zu erkennen sein, daf} das oben beschriebene Verfahren wahrscheinlich ein iteratives Verfah-
ren ist.

[0041] Es kdnnen Mittel, die mit der Expression oder Aktivitat eines RAIG1-Polypeptids oder einer Nuklein-
saure, RAIG1-Polypeptiden, Antikdrpern und RAIG1-Nukleinsauren interagieren oder diese modulieren, und
Verwendungen dieser fur die oben beschriebenen Behandlungen, bereitgestellt werden. Hierin nachstehend
werden die RAIG1-Polypeptide und die RAIG1-Nukleinsauren zur Verwendung bei der Behandlung als ,Wirk-
stoffe" bezeichnet. Der Ausdruck ,Behandlung" umfalit entweder eine therapeutische oder prophylaktische
Therapie. Wenn sich hierin auf ein Verfahren zur Behandlung oder Vorbeugung einer Krankheit oder eines Zu-
standes unter Verwendung eines bestimmten Wirkstoffes oder einer Kombination aus Mitteln bezogen wird, ist
anzunehmen, dal ein solcher Verweis die Verwendung des Wirkstoffes oder der Kombination aus Mitteln bei
der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung oder Vorbeugung der Krankheit oder des Zustandes um-
fassen soll.
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[0042] Demgemal kann ein Verfahren zur Prophylaxe und/oder Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brust-
krebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, bereit-
gestellt werden, das die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge zumindest eines Wirkstoffes an
das Individuum umfalf3t.

[0043] Um die Wirkstoffe in Therapie (menschlich oder veterinar) verwenden zu kdnnen, werden diese gemaf
der ublichen pharmazeutischen Praxis, z. B. durch das Mischen des Wirkstoffes und eines pharmazeutisch ak-
zeptablen Tragers, fur gewohnlich zu einer pharmazeutischen Zusammensetzung formuliert. Daher wird ge-
malf einem weiteren Aspekt der Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung bereitgestellt, umfassend
mindestens einen Wirkstoff der Erfindung und einen pharmazeutisch akzeptablen Trager. Die pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen sind besonders zur Vorbeugung oder Behandlung eines Karzinoms nitzlich. In
einem Aspekt ist die pharmazeutische Zusammensetzung fiir die Verwendung als ein Impfstoff gedacht, und
somit sind irgendwelche zusétzlichen Komponenten fiir die Impfstoffverwendung akzeptabel. Uberdies wird ein
Fachmann erkennen, dal} eines oder mehrere geeignete Zusatzmittel zu solchen Impfstoffpraparaten zugege-
ben werden koénnen.

[0044] Die Wirkstoffe kdnnen einem Individuum auf irgendeinem Weg, der Ublicherweise zur Arzneistoffver-
abreichung verwendet wird, verabreicht werden, zum Beispiel kdnnen sie parenteral, oral, topisch (einschliel3-
lich bukkal, sublingual oder transdermal) oder durch Inhalation verabreicht werden. Der geeignetste Weg zur
Verabreichung in jedem gegebenen Fall wird von dem speziellen Wirkstoff, dem involvierten Karzinom, dem
Individuum und der Art und Schwere der Krankheit und des physikalischen Zustandes des Individuums abhan-
gen.

[0045] Die Wirkstoffe kdnnen in Kombination, z. B. simultan, nacheinander oder getrennt, mit einem oder
mehreren anderen therapeutisch aktiven Mitteln, z. B. anti-karzinomen Mitteln, verabreicht werden.

[0046] Die von einem Wirkstoff zu verabreichende Dosis wird gemafR dem speziellen Wirkstoff, dem involvier-
ten Karzinom, dem Individuum und der Art und Schwere der Krankheit und dem physikalischen Zustand des
Individuums und dem gewahlten Verabreichungsweg abhangen; die geeignete Dosis kann ohne weiteres von
einem Fachmann bestimmt werden. Zur Behandlung eines Karzinoms bei Menschen oder Tieren kann die Do-
sis im Bereich von 0,01 mg/kg bis 750 mg/kg liegen. Zur prophylaktischen Verwendung bei Menschen und Tie-
ren kann die Dosis im Bereich von 0,01 mg/kg bis 100 mg/kg liegen.

[0047] Die Zusammensetzungen kénnen in Abhangigkeit des Verabreichungsvorganges 0,1 Gew.-%, bevor-
zugt 10 bis 60 Gew.-%, des Wirkstoffes der Erfindung enthalten.

[0048] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kdnnen gunstigerweise in Einheitsdosierungsformen an-
geboten werden, die eine vorbestimmte Menge des Wirkstoffes der Erfindung pro Dosis enthalten. Eine solche
Einheit kann zum Beispiel, aber ohne Einschrankung, 750 mg/kg bis 0,1 mg/kg enthalten, was von dem zu be-
handelnden Zustand, dem Verabreichungsweg und dem Alter, dem Geweicht und dem Zustand des Individu-
ums abhangt. Bevorzugte Einheitsdosierungszusammensetzungen sind die, die eine tagliche Dosis oder Sub-
dosis, wie oben erwahnt, oder einen entsprechenden Bruchteil davon, des Wirkstoffes enthalten.

[0049] Ein Fachmann wird erkennen, daf® die optimale Menge und Einteilung einzelner Dosierungen eines
Wirkstoffes durch die Art und das Ausmal des zu behandelnden Zustandes, die Verabreichungsform, den
-weg und die -stelle und das spezielle zu behandelnde Individuum bestimmt werden und daR solche Optima
durch herkdmmliche Techniken bestimmt werden kénnen. Ein Fachmann wird auch erkennen, daf} der optima-
le Behandlungsablauf, d. h. die Anzahl der Dosen eines Wirkstoffes, die pro Tag fur eine definierte Anzahl von
Tagen verabreicht wird, von einem Fachmann unter Verwendung herkémmlicher Tests zur Bestimmung des
Behandlungsablaufes ermittelt werden kann.

[0050] Die Dosierregime werden so eingestellt, dal} die optimale gewiinschte Reaktion erhalten wird. Bei-
spielsweise kann eine einzelne grof3e Pille verabreicht werden, kdnnen mehrere geteilte Dosen Uber die Zeit
verabreicht werden oder kann die Dosis proportional verringert oder erhéht werden, wie es die therapeutische
Situation erfordert.

[0051] Pharmazeutisch akzeptable Trager zur Verwendung kénnen viele verschiedene Formen annehmen,
die beispielsweise vom Verabreichungsweg abhangen.

[0052] Zusammensetzungen zur oralen Verabreichung kénnen fllissig oder fest sein. Orale Flissigpraparate
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koénnen beispielsweise in Form wasseriger oder dliger Suspensionen, Lésungen, Emulsionen, Sirups oder Eli-
xier vorliegen oder kénnen als ein trockenes Produkt zum Anriihren mit Wasser oder einem anderen geeigne-
ten Vehikel vor der Verwendung angeboten werden. Orale Flissigpraparate konnen Suspendiermittel, zum
Beispiel Sorbitol, Methylcellulose, Glukosesirup, Gelatine, Hydroxyethylcellulose, Carboxymethylcellulose,
Aluminiumstearatgel oder hydrierte Speisefette, Emulgatoren, zum Beispiel Lecithin, Sorbitanmonooleat oder
Akazie; Wasser; nicht wasserige Vehikel (die Speisedle umfassen kdnnen), zum Beispiel Mandeldl, élige Ester
wie Glycerin, Propylenglykol oder Ethylalkohol; Konservierungsstoffe, zum Beispiel Methyl- oder Propyl-p-hy-
droxybenzoat oder Sorbinsaure; Aromastoffe, Konservierungsstoffe, Farbemittel und dergleichen enthalten.

[0053] Im Fall von oralen festen Praparaten wie Pulvern, Kapseln und Tabletten, kdnnen Trager wie Starken,
Zucker, mikrokristalline Cellulose, Verdinnungsmittel, Granuliermittel, Schmiermittel, Bindemittel, Desintegra-
tionsmittel und dergleichen enthalten sein. Wegen ihrer leichten Verabreichbarkeit bilden Tabletten und Kap-
seln die vorteilhafteste orale Dosiereinheitsférm, wobei in diesem Fall im allgemeinen feste pharmazeutische
Trager eingesetzt werden. Zusatzlich zu den oben erwahnten Ublichen Dosierungsformen kénnen die Wirkstof-
fe auch durch Mittel zur kontrollierten Freisetzung und/oder Abgabevorrichtungen verabreicht werden. Die Ta-
bletten und Kapseln kénnen herkdmmliche Trager oder Tragerstoffe wie Bindemittel, zum Beispiel Sirup, Aka-
zie, Gelatine, Sorbitol, Traganth oder Polyvinylpyrrolidon; Fullstoffe, zum Beispiel Lactose, Zucker, Maisstarke,
Calciumphosphat, Sorbitol oder Glycin; Tablettierschmiermittel, zum Beispiel Magnesiumstearat, Talk, Polye-
thylenglykol oder Siliciumdioxid; Desintegrationsmittel, zum Beispiel Kartoffelstarke; oder akzeptable Benet-
zungsmittel wie Natriumlaurylsulfat umfassen. Die Tabletten kdnnen mittels wasseriger oder nicht-wasseriger
Standardtechniken gemaR Verfahren, die in der normalen pharmazeutischen Praxis allgemein bekannt sind,
beschichtet werden.

[0054] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen, die zur oralen Verabreichung geeignet sind, kdnnen als
einzelne Einheiten wie Kapseln, Cachets oder Tabletten, die jeweils eine vorbestimmte Menge des Wirkstoffes
enthalten, als ein Pulver oder Granulat, oder als eine Ldsung oder eine Suspension in einer wasserigen Flis-
sigkeit, einer nicht-wasserigen Fliissigkeit, einer Ol-in-Wasser-Emulsion oder einer flissigen Was-
ser-in-Ol-Emulsion angeboten werden. Solche Zusammensetzungen kénnen durch irgendein pharmazeuti-
sches Verfahren hergestellt werden, alle diese Verfahren umfassen jedoch den Schritt des Inverbindungbrin-
gens des Wirkstoffes mit dem Trager, der einen oder mehrere notwendige Bestandteile bildet. Im allgemeinen
werden die Zusammensetzungen durch einheitliches und inniges Mischen des Wirkstoffes mit fliissigen Tra-
gern oder feines Zerteilen fester Trager und dann bei Bedarf Formen des Produktes zu dem gewiinschten Pra-
parat hergestellt. Beispielsweise kann eine Tablette durch Komprimieren oder Formen, gegebenenfalls mit ei-
nem oder mehreren zusatzlichen Inhaltsstoffen, hergestellt werden.

[0055] Komprimierte Tabletten kdnnen hergestellt werden, indem der Wirkstoff in frei flieRender Form wie ein
Pulver oder Granulat, gegebenenfalls gemischt mit einem Bindemittel, Schmiermittel, inerten Verdinnungsmit-
tel, oberflachenaktiven Mittel oder Dispergiermittel, in einer geeigneten Maschine komprimiert wird. Geformte
Tabletten kdnnen hergestellt werden, indem ein Gemisch aus dem pulverisierten Mittel, angefeuchtet mit ei-
nem inerten flissigen Verdinnungsmittel, in einer geeigneten Maschine geformt wird. Winschenswerterweise
enthalt jede Tablette etwa 1 mg bis etwa 500 mg Wirkstoff, und jedes Cachet oder jede Kapsel enthalt etwa 1
bis etwa 500 mg Wirkstoff.

[0056] Zusammensetzungen, die einen Wirkstoff umfassen, kénnen auch in Pulver- oder Flissigkonzentrat-
form hergestellt werden. Herkémmliche wasserldsliche Tragerstoffe, wie Lactose oder Saccharose, kdnnen in
die Pulver zur Verbesserung deren physikalischen Eigenschaften eingefiihrt werden. Daher umfassen beson-
ders geeignete Pulver dieser Erfindung 50 bis 100 Gew.-% und bevorzugt 60 bis 80 Gew.-% der Kombination
und 0 bis 50 Gew.-% und bevorzugt 20 bis 40 Gew.-% herkdmmliche Tragerstoffe. Bei der Verwendung im ve-
terindren Rahmen kénnen solche Pulver dem Tierfutter zugegeben werden, zum Beispiel mittels einer inter-
medidren Vormischung, oder verdinnt im Trinkwasser fur Tiere.

[0057] Flussige Konzentrate zur oralen Verabreichung enthalten geeigneterweise eine Kombination aus was-
serloslichen Mitteln und kdnnen gegebenenfalls ein veterinar akzeptables mit Wasser mischbares Losungsmit-
tel umfassen, zum Beispiel Polyethylenglykol, Propylenglykol, Glycerol, Glycerolformal oder ein solches L6-
sungsmittel, gemischt mit bis zu 30 Vol.-% Ethanol.

[0058] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die zur parenteralen Verabreichung geeignet sind, kdnnen
als Lésungen oder Suspensionen aus den Wirkstoffen der Erfindung in Wasser, geeigneterweise gemischt mit
einem oberflachenaktiven Mittel, wie Hydroxypropylcellulose, hergestellt werden. Dispersionen kénnen auch
in Glycerol, fliissigen Polyethylenglykolen und Gemischen daraus in Olen hergestellt werden. Unter gewdhnli-
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chen Lagerbedingungen enthalten diese Praparate ein Konservierungsmittel, um das Wachstum von Mikroor-
ganismen zu verhindern.

[0059] Die pharmazeutischen Formen, die zur injizierbaren Verwendung geeignet sind, umfassen wasserige
oder nicht-wasserige sterile Injektionslésungen, die Antioxidationsmittel, Puffer, Bakteriostatika und Solute ent-
halten kénnen, die die Zusammensetzung mit dem Blut des vorgesehenen Empfangers isotonisch machen,
und wasserige und nicht-wasserige sterile Suspensionen, die Suspendiermittel und Verdickungsmittel enthal-
ten kdnnen. Unvorbereitete Injektionslésungen, Dispersionen und Suspensionen kdénnen auch sterilen Pul-
vern, Granulaten und Tabletten hergestellt werden.

[0060] Die Zusammensetzungen kénnen in Einzeldosis- oder Multidosisbehaltern angeboten werden, zum
Beispiel in geschlossenen Ampullen und Flaschchen und kénnen zur Erhéhung der Stabilitét unter gefrierge-
trockneten (lyophilisierten) Bedingungen, bei denen unmittelbar vor der Verwendung nur der sterile flissige
Trager, zum Beispiel Injektionswasser, zugegeben werden muly, gelagert werden. Der sterile flissige Trager
kann in einem separaten Flaschchen oder einer Ampulle geliefert werden und kann ein Lésungsmittel- oder
Dispersionsmedium sein, das beispielsweise Wasser, Ethanol, Polyol (z. B. Glycerol, Propylenglykol und flis-
siges Polyethylenglykol), geeignete Gemische daraus und pflanzliche Ole enthalt. Vorteilhafterweise kénnen
Mittel wie ein lokales Anasthetikum, ein Konservierungsstoff und Puffer in dem sterilen flissigen Trager ent-
halten sein.

[0061] Die Wirkstoffe kdbnnen so formuliert werden, daf3 eine geeignete Verteilung in vivo, zum Beispiel in Li-
posomen, gewahrleistet ist. Flir Verfahren zur Herstellung von Liposomen siehe z. B. US 4,522,811; 5,374, 548
und 5,399,331. Die Liposome koénnen eine oder mehrere Gruppierungen enthalten, die selektiv in spezifische
Zellen oder Organe transportiert werden, und so die angestrebte Arzneistoffabgabe verbessern (siehe z. B.
Ranade, V. 1989, J. Clin. Pharmacol. 29: 685).

[0062] Exemplarische Zielgruppierungen umfassen Folat oder Biotin (siehe z. B. US 5,416, 016); Mannoside
(Umezawa et al., 1988, Biochem. Biophys. Res. Comm 153: 1038); Antikdrper (Bloeman, P. et al., 1995, FEBS
Lett. 357: 140; Owais, M. et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39: 180); einen oberflachenaktiven Pro-
tein A-Rezeptor (Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233: 134), von denen verschiedene Spezies die Zusam-
mensetzungen sowie Komponenten des Wirkstoffes umfassen kénnen; psi 20 (Schreier et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269: 9090); siehe auch Keinanen, K. & Laukkanen, M., 1994, FEBS Lett. 346: 123; Killion, J. & Fidler,
[., 1994, Immunomethods 4: 273. Die Wirkstoffe kdnnen in Liposome formuliert werden, starker bevorzugt um-
fassen die Liposome eine Zielgruppierung. Am starksten bevorzugt werden die therapeutischen Wirkstoffe in
den Liposomen durch Bolusinjektion in eine Stelle, proximal zum Tumor, abgegeben.

[0063] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die an die topische Verabreichung angepalit sind, kbnnen als
Salben, Cremes, Suspensionen, Lotionen, Pulver, Lésungen, Pasten, Gele, impragnierte Verbande, Sprays,
Aerosole oder Ole, transdermale Hilfsmittel, Staubepulver und dergleichen formuliert werden. Diese Zusam-
mensetzungen kdnnen mittels herkdmmlicher Verfahren, die den Wirkstoff enthalten, hergestellt werden. Da-
her kénnen sie auch kompatible herkémmliche Trager und Additive enthalten, wie Konservierungsmittel, L6-
sungsmittel zur Unterstitzung der Arzneistoffpenetration, Feuchthaltemittel in Cremes oder Salben und Etha-
nol oder Oleylalkohol fiir Lotionen. Solche Trager kénnen etwa 1 bis etwa 98 % der Zusammensetzung aus-
machen. Ublicher machen sie bis zu etwa 80 % der Zusammensetzung aus. Nur zur Veranschaulichung, eine
Creme oder eine Salbe wird durch das Mischen ausreichender Mengen von hydrophilem Material und Wasser,
enthaltend etwa 5 bis 10 Gew.-% des Wirkstoffes, in zur Erzeugung einer Creme oder Salbe mit der gewilinsch-
ten Konsistenz ausreichenden Mengen hergestellt.

[0064] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die an die transdermale Verabreichung angepal3t sind, kon-
nen als einzelne Pflaster, die fur einen langeren Zeitraum in innigem Kontakt mit der Epidermis des Empfan-
gers bleiben sollen, angeboten werden. Beispielsweise kann der Wirkstoff durch lontophorese von dem Pflas-
ter abgegeben werden.

[0065] Fur Anwendungen auf externen Geweben, beispielsweise dem Mund und der Haut, werden die Zu-
sammensetzungen bevorzugt als eine topische Salbe oder Creme aufgetragen. Bei der Formulierung in eine
Salbe kann der Wirkstoff entweder mit einer paraffinischen oder einer mit Wasser mischbaren Salbengrundla-
ge eingesetzt werden. Alternativ kann der Wirkstoff mit einer Ol-in-Wasser-Cremegrundlage oder einer Was-
ser-in-Ol-Grundlage in eine Creme formuliert werden.

[0066] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die an die topische Verabreichung in den Mund angepal3t
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sind, umfassen Tabletten, Pastillen und Mundwasser.

[0067] Pharmazeutisch Zusammensetzungen, die an die topische Verabreichung durch das Auge angepal3t
sind, umfassen Augentropfen, wobei der Wirkstoff in einem geeigneten Trager, insbesondere einem wasseri-
gen Lésungsmittel, geldst oder suspendiert ist. Sie umfassen ebenso topische Salben oder Cremes wie oben.

[0068] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die zur rektalen Verabreichung geeignet sind, in denen der
Trager ein Feststoff ist, werden am starksten bevorzugt als Einzeldosiszapfchen angeboten. Geeignete Trager
umfassen Kakaobutter oder Glycerid oder andere Materialien, die tblicherweise in der Technik verwendet wer-
den, und die Zapfchen kénnen glinstigerweise durch das Mischen der Kombination mit dem/den weichge-
machten oder geschmolzenen Trager(n), gefolgt vom Abkulhlen und Formgeben, gebildet werden. Sie kdbnnen
auch als Kilistiere verabreicht werden.

[0069] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die an die vaginale Verabreichung angepalfit sind, kbnnen als
Pessare, Tampons, Cremes, Gele, Pasten, Schaume oder Sprayzusammensetzungen angeboten werden.
Diese kénnen Feuchthaltemittel oder Grundlagen, wie sie tblicherweise in der Technik verwendet werden, um-
fassen.

[0070] Es kann die Verwendung von mindestens einem RAIG1-Polypeptid bei der Herstellung einer pharma-
zeutischen Zusammensetzung zur Verwendung bei der Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pan-
kreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, bereitgestellt wer-
den. Vorzugsweise konnen rekombinante RAIG1-Polypetide bei der Herstellung einer pharmazeutischen Zu-
sammensetzung zur Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leber-
krebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, verwendet werden. Genauer gesagt, wird ein
RAIG1-Polypeptid mit einem anderen Polypeptid fusioniert, so dal} die Proteintransduktionsdoméne des
HIV/Tat-Proteins, die den Eintritt des Fusionsproteins in eine Zelle erleichtert (Asoh, S. et al., 2002, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 99: 17107-17112) zur Verwendung bei der Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen-
setzung zur Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eier-
stockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, bereitgestellt wird.

[0071] Rekombinante RAIG1-Polypeptide kdnnen durch in der Technik allgemein bekannte Verfahren aus ge-
netisch veranderten Wirtszellen, die Expressionssysteme umfassen, hergestellt werden. Demgemaf bezieht
sich die vorliegende Erfindung auch auf Expressionssysteme, die ein RAIG1-Polypeptid oder eine RAIG1-Nu-
kleinsdure umfassen, auf Wirtszellen, die mit solchen Expressionssystemen genetisch verandert wurden, und
auf die Herstellung von RAIG1-Polypeptiden durch rekombinante Techniken. Zur Produktion rekombinanter
Polypeptide kdnnen auch Zell-freie Translationssysteme eingesetzt werden (z. B. Kaninchen-Retikulozytlysat,
Weizenkeimlysat, SP6/T7 in vitro T & T und RTS 100 E. Coli HY-Transkription und Translationskits von Roche
Diagnostics Ltd., Lewes, UK und das TNT Quick coupled-Transkriptions/Translationssystem von Promega,
UK, Southampton, UK).

[0072] Fur die Produktion von rekombinantem RAIG1-Polypeptid kdnnen Wirtszellen zur Einfihrung von Ex-
pressionssystemen oder Teilen davon flir RAIG1-Nukleinsauren genetisch verandert werden. Eine solche Ein-
fuhrung kann unter Verwendung von Verfahren, die in der Technik allgemein bekannt sind, wie Calciumphos-
phattransfektion, DEAD-Dextranvermittelte Transfektion, Transvektion, Mikroinjektion, kationische Lipid-ver-
mittelte Transfektion, Elektroporation, Transduktion, Scrape Loading, ballistische Einflihrung oder Infektion
durchgefihrt werden (siehe z. B. Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, 1986 und Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Aufl., Cold Spring Harbour laboratory Press, Cold Spring Harbour,
NY, 1989).

[0073] Reprasentative Beispiele fir Wirtszellen umfassen bakterielle Zellen, z. B. E. Coli-, Streptokokken-,
Staphtylokokken-, Streptomyceten- und Bacillus subtilis-Zellen; Pilzzellen, wie Hefezellen und Aspergillus-Zel-
len; Insektenzellen wie Drosophila S2- und Spodoptera Sf9-Zellen; Tierzellen wie CHO-, COS-, HelLa-, C127-,
3T3-, HEK 293-, BHK- und Bowes-Melanom-Zellen; und Pflanzenzellen.

[0074] Es kdnnen viele Expressionssysteme verwendet werden, wie zum Beispiel und ohne Einschrankung
chromosomale, episomale und Virus-abgeleitete Systeme, z. B. Vektoren, die von bakteriellen Plasmiden, von
Bakteriophage, von Transposonen, von Hefeepisomen, von Insertionssequenzen, von Hefechromosomenele-
menten, von Viren wie Bakuloviren, Papovaviren wie SV40, Vakziniaviren, Adenoviren, Gefligelpockenviren,
Pseudorabies-Viren und Retroviren abgleitet sind, und Vektoren, die von Kombinationen davon abgeleitet sind,
wie die, die von genetischen Plasmid- und Bakteriophage-Elementen, wie Cosmiden und Phagemiden abge-
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leitet sind. Die Expressionssysteme konnen Kontrollregionen enthalten, die die Expression sowohl regulieren
als auch hervorrufen. Im allgemeinen kann jedes System oder jeder Vektor, das/der eine Nukleinsaure zur Er-
zeugung eines Polypeptids in einem Wirt halten, vermehren oder exprimieren kann, verwendet werden. Die
geeignete Nukleinsauresequenz kann in ein Expressionssystem durch viele allgemein bekannte und routine-
maRige Techniken inseriert werden, wie die, die in Sambrook et al. oben angegeben sind. Geeignete Sekreti-
onssignale kdnnen in das RAIG1-Polypeptid eingebracht werden, um die Sekretion des translatierten Proteins
in den Lumen des endoplasmatischen Retikulums, des Periplasmas oder der extrazellulare Umgebung zu er-
mdglichen. Diese Signale kénnen aus dem RAIG1-Polypeptid stammen oder sie kdnnen heterologe Signale
sein.

[0075] RAIG1-Polypeptide kénnen in isolierter Form bereitgestellt werden und RAIG1-Polypeptide umfassen,
die zumindest in einem gewissen Ausmal} gereinigt worden sind. RAIG1-Polypeptide kénnen unter Verwen-
dung rekombinanter Verfahren, synthetisch oder durch eine Kombination aus diesen Verfahren hergestellt wer-
den. Die RAIG1-Polypeptide kdnnen in im wesentlichen reiner Form, das heilt im wesentlichen frei von ande-
ren Proteinen, bereitgestellt werden. Daher kann ein RAIG1-Polypeptid in einer Zusammensetzung, in der es
die hauptsachliche Komponente ist (d. h. es ist mit einem Niveau von mindestens 50 %; bevorzugt mindestens
75 %, mindestens 80 %, mindestens 85 %, mindestens 90 % oder mindestens 95 % vorhanden; bestimmt auf
einer Gewicht/Gewicht-Basis, ausschlieRlich Lésungsmitteln oder Tragern) bereitgestellt werden.

[0076] Soll ein RAIG1-Polypeptid zur Verwendung in Zell-basierenden Screeningassays exprimiert werden,
wird das Polypeptid bevorzugt an der Zelloberflache erzeugt. In diesem Fall kdnnen die Zellen vor der Verwen-
dung in dem Screeningassay geerntet werden. Wird das RAIG1-Polypeptid in das Medium sekretiert, kann das
Medium zur Isolierung des Polypeptids gewonnen werden. Bei einer intrazellularen Erzeugung missen die
Zellen vor der Gewinnung des RAIG1-Polypeptids zuerst lysiert werden.

[0077] RAIG1-Polypeptide kbnnen aus rekombinanten Zellkulturen durch allgemein bekannte Verfahren, ein-
schliefllich Ammoniumsulfat- oder Ethanolprazipitation, Sdureextraktion, Anionen- oder Kationenaustausch-
chromatographie, Phosphocellulosechromatographie, Affinitdtschromatographie, Chromatographie auf Basis
hydrophober Wechselwirkungen, Hydroxylapatitchromatographie, Molekularsiebchromatographie, Zentrifuga-
tionsverfahren, Elektrophoreseverfahren und Lectinchromatographie, gewonnen und gereinigt werden. Es
wird eine Kombination dieser Verfahren verwendet. Alternativ wird Hochdruckflissigchromatographie verwen-
det. Alternativ kann ein Antikorper, der spezifisch an ein RAIG1-Polypeptid bindet, zur Abreicherung einer Pro-
be, die ein RAIG1-Polypeptid des Polypeptids umfallt, oder zur Reinigung des Polypeptids verwendet werden.
Zur Ruckfaltung kénnen allgemein bekannte Techniken verwendet werden, um so native oder aktive Konfor-
mationen der RAIG1-Polypeptide zu regenerieren, wenn die Polypeptide wahrend der Isolierung und/oder Rei-
nigung denaturiert worden sind.

[0078] Es kann die Verwendung mindestens einer RAIG1-Nukleinsaure bei der Herstellung einer pharmazeu-
tischen Zusammensetzung zur Verwendung bei der Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankre-
askrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, bereitgestellt werden.

[0079] Hybridisierende RAIG1-Nukleinsduremolekile kénnen als Antisense-Molekiile zur Veranderung der
Expression von RAIG1-Polypeptiden durch die Bindung an komplementare RAIG1-Nukleinsauren verwendet
werden und kénnen bei der Behandlung oder Vorbeugung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs,
Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, verwendet werden. Eine Anti-
sense-Nukleinsaure umfalt eine RAIG1-Nukleinsaure, die aufgrund dessen, daf} etwas von der Sequenz, die
zu einem Teil einer RNA (bevorzugt mRNA) komplementar ist, ein RAIG1-Polypeptid codiert, hybridisieren
kann. Die Antisense-Nukleinsadure kann zu einem codierenden/oder nicht-codierenden Bereich einer mRNA,
die solch ein Polypeptid codiert, komplementar sein. Am starksten bevorzugt wird die Expression eines
RAIG1-Polypeptids unter Verwendung von Antisense-Nukleinsduren inhibiert. Daher kann die therapeutische
oder prophylaktische Verwendung von Nukleinsauren, die mindestens acht Nukleotide umfassen, die antisen-
se zu einem Gen oder cDNA sind, die ein RAIG1-Polypeptid codieren, bereitgestellt werden.

[0080] Die Symptome eines Karzinoms kénnen durch die Senkung des Spiegels oder der Aktivitat eines
RAIG1-Polypeptids unter Verwendung von Gensequenzen, die ein Polypeptid, wie hierin definiert, codieren, in
Verbindung mit allgemein bekannten Gen-,Ausschalt-", Ribozym- oder Tripelhelix-Verfahren zur Verringerung
der Genexpression des Polypeptids gebessert werden. In diesem Ansatz werden Ribozym- oder Tripelhelix-
molekiile zur Modulierung der Aktivitat, Expression oder Synthese des Gens und somit zur Besserung der
Symptome eines Karzinoms verwendet. Solche Molekiile kdnnen so konstruiert sein, daf} sie die Expression
eines Mutanten- oder Nicht-Mutantenzielgens verringern oder inhibieren. Techniken zur Produktion und Ver-
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wendung solcher Molekule sind einem Fachmann allgemein bekannt.

[0081] Die endogene RAIG1-Polypeptid-Expression kann auch durch die Inaktivierung oder das ,Ausschal-
ten" des Gens, das das Polypeptid codiert, oder des Promoters eines solchen Gens unter Verwendung der ge-
zielten homologen Rekombination verringert werden (siehe beispielsweise Smithies, et al., 1985, Nature 317:
230-234; Thomas & Capecchi, 1987, Cell 51: 503-512; Thompson et al., 1989, Cell 5: 313-321; und Zijlstra
et al., 1989, Nature 342: 435-438). Beispielsweise kann ein Mutantengen, das ein nicht-funktionales Polypep-
tid (oder eine vollig unverwandte DNA-Sequenz), flankiert von DNA, die zu dem endogenen Gen homolog ist
(entweder die codierenden Bereiche oder die Regulationsbereiche des Gens, das das Polypeptid codiert) co-
diert, mit oder ohne selektierbaren Marker und/oder einem negativen selektierbaren Marker zur Transfektion
von Zellen, die das Zielgen in vivo exprimieren, verwendet werden. Die Insertion des DNA-Konstrukts mittels
gezielter homologer Rekombination fiihrt zur Inaktivierung des Zielgens.

[0082] Die Nukleinsaure kann mittels einer Gentherapie verabreicht werden (siehe zum Beispiel Hoshida, T.
etal., 2002, Pancreas, 25: 111-121; lkuno, Y. 2002, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2002, 43: 2406-2411; Bollard,
C., 2002, Blood 99: 3179-3187; Lee E., 2001, Mol. Med. 7: 773-782). Gentherapie bezieht sich auf die Verab-
reichung einer exprimierten oder exprimierbaren Nukleinsaure an ein Individuum. Jedes Verfahren fir eine
Gentherapie, das in der Technik verflgbar ist, kann gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet werden. In
einem Aspekt umfaldt die pharmazeutische Zusammensetzung eine RAIG1-Nukleinsadure, wobei die Nuklein-
saure ein Teil eines Expressionsvektors ist, der ein RAIG1-Polypeptid oder ein chimares Protein davon in ei-
nem geeigneten Wirt exprimiert. Genauer gesagt, verfigt eine solche Nukleinsdure tUber einen Promoter, der
operabel an den Polypeptid-codierenden Bereich gekoppelt ist, wobei der Promoter induzierbar oder konstitu-
tiv (und gegebenenfalls gewebespezifisch) ist. Alternativ wird ein Nukleinsduremolekul verwendet, in dem die
codierenden Sequenzen und alle anderen gewilinschten Sequenzen von Bereichen flankiert werden, die die
homologe Rekombination an einer gewtinschten Stelle in dein Genom férdern, wodurch die Nukleinsaure in-
trachromosomal exprimiert wird (Koller & Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8932-8935; Zijlstra
et al., 1989, Nature 342: 435-438).

[0083] Die Abgabe der RAIG1-Nukleinsaure in einen Patienten kann direkt vorgenommen werden, wobei in
diesem Fall der Patient der Nukleinsaure oder dem Nukleinsaure-tragenden Vektor direkt ausgesetzt ist; dieser
Ansatz ist als in vivo-Gentherapie bekannt. Alternativ kann die Abgabe der Nukleinsaure in den Patienten in-
direkt vorgenommen werden, wobei in diesem Fall zuerst Zellen mit der Nukleinsaure in vitro transformiert und
dann in den Patienten transplantiert werden; dieser Ansatz ist als ex vivo-Gentherapie bekannt.

[0084] RAIG1-Nukleinsduren kdnnen unter Verwendung von Standard-Klon- und Screening-Techniken aus
einer cDNA-Bibliothek, abgeleitet von mRNA in menschlichen Zellen, unter Verwendung der Analyse der Ex-
pressed Sequence Tags (EST) erhalten werden (Adams, M. et al., 1991, Science, 252: 1651-1656; Adams, M.
etal., 1992, Nature 355: 632-634; Adams, M. et al., 1995, Nature, 377: Suppl: 3-174). RAIG1-Nukleinsduren
kénnen auch aus naturlichen Quellen wie genomischen DNA-Bibliotheken erhalten werden oder kénnen unter
Verwendung allgemein bekannter und kommerziell verfiigbarer Techniken synthetisiert werden. Die
RAIG1-Nukleinsauren, die eine codierende Sequenz fir die oben beschriebenen RAIG1-Polypeptide umfas-
sen, kdnnen zur rekombinanten Produktion dieser Polypeptide verwendet werden. Die RAIG1-Nukleinsauren
kénnen die Codierungssequenz fir das reife Polypeptid selbst oder die Codierungssequenz fir das reife Po-
lypeptid in einem Leseraster mit anderen Codierungssequenzen wie denen, die eine Leader- oder Sekretions-
sequenz, eine Pra-, Pro- oder Prapro-Proteinsequenz, eine abspaltbare Sequenz oder andere Fusionspeptid-
teile codieren, wie einen Affinitdtsanhang oder eine zusatzliche Sequenz, die wahrend der Produktion des Po-
lypeptids fir Stabilitat sorgt, umfassen. Bevorzugte Affinitdtsanhanger umfassen multiple Histidinreste (siehe
beispielsweise Gentz et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci USA 86: 821 — 824), einen FLAG-Anhang, HA-Anhang
oder myc-Anhang. Die RAIG1-Nukleinsduren kdnnen auch nicht codierende 5'- und 3'-Sequenzen wie trans-
kribierte, nicht-translatierte Sequenzen, Splicing- und Polyadenylierungssignale, Ribosombindungsstellen und
Sequenzen, die mMRNA stabilisieren, umfassen.

[0085] RAIG1-Polypeptidderivate unter bezug auf Teil b) oben kénnen durch die Einfihrung einer oder meh-
rerer Nukleotidsubstitutionen, -additionen oder -deletionen in die Nukleotidsequenz einer RAIG1-Nukleinsaure
erzeugt werden, so daf} eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen, -additionen oder -deletionen in das co-
dierte Protein eingeflhrt werden. Zur Einfihrung von Mutationen kénnen Standardtechniken, die einem Fach-
mann allgemein bekannt sind, einschliel3lich beispielsweise ortsgerichtete Mutagenese und PCR-vermittelte
Mutagenese, verwendet werden. Bevorzugt werden konservative Aminosauresubstitutionen an einem oder
mehreren zuvor bestimmten nicht-essenziellen Aminosaureresten vorgenommen.
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[0086] Eine RAIG1-Nukleinsaure, die ein RAIG1-Polypeptid codiert, einschliel3lich Homologa und Orthologa
von anderen Spezies als dem Menschen, kann durch ein Verfahren erhalten werden, daf} die Schritte des
Screenings einer geeigneten Bibliothek unter stringenten Hybridisierungsbedingungen mit einer markierten
Sonde mit der Sequenz einer RAIG1-Nukleinsaure, wie in a)-c) oben beschrieben, und des Isolierens von
Vollangen-cDNA und genomischen Klonen, die diese Nukleinsduresequenz enthalten, umfafit. Solche Hybri-
disierungstechniken sind in der Technik allgemein bekannt. Ein Beispiel fur stringente Hybridisierungsbedin-
gungen ist, wo der Hybridisierungsversuch bei einer Temperatur von etwa 35 °C bis etwa 65 °C unter Verwen-
dung einer Salzlésung von etwa 0,9 M durchgefiihrt wird. Ein Fachmann wird jedoch in der Lage sein, solche
Bedingungen nach Bedarf zu variieren, damit auch Variablen wie die Sondenlange, die Grundzusammenset-
zung, die Art der vorhandenen lonen usw. bericksichtigt werden. Fur einen hohen Grad an Selektivitat werden
relativ stringente Bedingungen wie wenig Salz oder eine hohe Temperatur zur Bildung von Doppelstrangen
verwendet. Hochstringente Bedingungen umfassen die Hybridisierung an Filter-gebundener DNA in 0,5 M
NaHPO,, 7 % Natriumdodecylsulfat (SDS), 1 mM EDTA bei 65 °C und Waschen in 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei
68 °C (Ausubel F. M. et al., Hrsg., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Bd. I, Green Publishing Asso-
ciates, Inc., und John Wiley & Sons, Inc., New York, auf S. 2.10.3). Bei einigen Anwendungen sind weniger
stringente Bedingungen fir die Doppelstrangbildung erforderlich. Weniger stringente Bedingungen umfassen
das Waschen in 0,2 x SSC/0,1 % SDS bei 42 °C (Ausubel et al., 1989, supra). Die Hybridisierungsbedingungen
kénnen auch stringenter gemacht werden, indem steigende Mengen an Formamid zugegeben werden, um den
Hybriddoppelstrang zu destabilisieren. So kdnnen besondere Hybridisierungsbedingungen ohne weiteres ma-
nipuliert werden und werden im allgemeinen nach Bedarf ausgewahlt. Im allgemeinen sind glnstige Hybridi-
sierungstemperaturen in Gegenwart von 50 %igem Formamid: 42 °C fiir eine Sonde, die zu 95 bis 100 % mit
dem Fragment eines Gens, das ein Polypeptid, wie hierin beschrieben, codiert, identisch ist, 37 °C fir eine
90-95 %ige Identitat und 32 °C fir eine 70-90 %ige Identitat.

[0087] Einem Fachmann wird verstandlich sein, daf in vielen Fallen eine isolierte cDNA-Sequenz dahinge-
hend unvollstandig sein wird, daf} der Bereich, der fiir das Polypeptid codiert, kurz vor dein 5'-Ende der cDNA
geschnitten ist. Dies ist die Folge einer Umkehrtranskriptase, einem Enzym mit einer inharent niedrigen Verar-
beitbarkeit (ein MaR fir die Fahigkeit des Enzyms, wahrend der Polymerisationsreaktion an der Matrix haften
zu bleiben), die eine DNA-Kopie der mRNA-Matrix wahrend der Synthese des ersten cDNA-Stranges nicht ver-
vollstandigen kann. Verfahren zum Erhalt von Vollangen-cDNAs oder zur Erweiterung kurzer cDNAs sind in
der Technik allgemein bekannt, zum Beispiel RACE (rasche cDNA-Enden-Amplifikation; z. B. Frohman et al.,
1988, Proc. Nail. Acad. Sci USA 85: 8998-9002). Neue Modifikationen der durch die Marathon-Technologie
(Ciontech Laboratories Inc.) exemplarisch dargestellten Technik haben die Suche nach langeren cDNAs sig-
nifikant vereinfacht. Diese Technologie nutzt cDNAs, hergestellt aus mMRNA, extrahiert aus einem ausgewahl-
ten Gewebe, gefolgt von der Ligatur einer Adaptorsequenz an jedem Ende. Dann wird zur Amplifikation des
fehlenden 5'-Endes der cDNA die PCR unter Verwendung einer Kombination aus genspezifischen und adap-
torspezifischen Oligonukleotidprimern durchgefiihrt. Die PCR-Reaktion wird dann unter Verwendung von Nes-
ted-Primern (interne Primer), die so konstruiert sind, daf} sie mit dem amplifizierten Produkt hybridisieren, ty-
pischerweise mit einem adaptorspezifischen Primer, der ferner 3' in der Adaptorsequenz hybridisiert, und ei-
nem genspezifischen Primer, der ferner 5' in der bekannten Gensequenz hybridisiert, wiederholt. Die Produkte
dieser Reaktion kénnen dann durch DNA-Sequenzierung und eine Vollangen-cDNA, die entweder durch die
Verbindung des Produktes direkt mit der existierenden cDNA zum Erhalt einer vollstandigen Sequenz, oder
Durchfuhrung einer separaten Vollangen-PCR unter Verwendung der neuen Sequenzinformation zur Gestal-
tung des 5'-Primers konstruiert wurde, analysiert werden.

[0088] Es kann eine Impfstoffzusammensetzung, die zur Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pan-
kreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, nitzlich ist, bereit-
gestellt werden. Ein RAIG1-Polypeptid oder eine -Nukleinsaure, wie oben beschrieben, kann bei der Herstel-
lung von Impfstoffen zur Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leber-
krebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, verwendet werden. Ein solches Material kann anti-
gen und/oder immunogen sein. Antigene Materialien umfassen ein Protein oder eine Nukleinsaure, die zur
Steigerung von Anikdrpern verwendet werden kann oder tatsachlich in der Lage ist, eine Antikdrperreaktion in
einem Individuum zu induzieren. Immunogenes Material umfalit ein Protein oder eine Nukleinsaure, das/die
eine Immunantwort in einem Individuum hervorrufen kann. Daher kann im letzteren Fall das Protein oder die
Nukleinsaure nicht nur eine Antikdrperreaktion sondern tberdies eine nicht auf Antikérpern basierende Immu-
nantwort erzeugen, das heil3t, eine zellulare oder humorale Antwort. In der Technik ist allgemein bekannt, daR®
die Bereiche eines antigenen oder immunogenen Polypeptids, die fiir die Antigenitat oder die Immunogenitat
des Polypeptids verantwortlich sind, das heif’t, Epitop oder Epitope, identifiziert werden kénnen. Zur Vorher-
sage des Antigenindexes (ein Maf fur die Wahrscheinlichkeit, das ein Bereich antigen ist) eines RAIG1-Poly-
peptids kdnnen die einem Fachmann allgemein bekannten Aminosaure- und Peptidmerkmale verwendet wer-
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den. Beispielsweise, aber ohne Einschrankung, kénnen das ,Peptidstruktur'-Programm (Jameson und Wolf,
1988, CABIOS, 4(1): 181) und eine als ,Threading" bekannte Technik (Altuvia Y. et al., 1995, J. Mol. Biol. 249:
244) verwendet werden. Daher kénnen die RAIG1-Polypeptide eines oder mehrere dieser Epitope umfassen
oder solchen Bereichen ausreichend dhneln, damit ihre antigenen/immunogenen Eigenschaften aufrechterhal-
ten bleiben.

[0089] Da ein Polypeptid oder eine Nukleinsaure im Magen zerbrochen werden kénnen, kann die Impfstoff-
zusammensetzung bevorzugt parenteral (z. B. subkutan, intramuskular, intravends oder durch intradermale In-
jektion) verabreicht werden.

[0090] Demgemaf kénnen:

a) die Verwendung eines solchen Impfstoffes bei der Induzierung einer Immunantwort in einem Individuum;
und

b) ein Verfahren zur Behandlung eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leber-
krebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, in einem Individuum oder zur Impfung eines In-
dividuums gegen ein Karzinom, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstock-
krebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, umfassend den Schritt der Verabreichung einer wirksamen Men-
ge eines RAIG1-Polypeptids oder einer -Nukleinsaure, bevorzugt als ein Impfstoff,

bereitgestellt werden.

[0091] Es kann ein Verfahren zur Behandlung von Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom in einem
Individuum, umfassend die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge von mindestens einem Anti-
koérper, der spezifisch an ein RAIG1-Polypeptid bindet, wobei der Antikérper an eine therapeutische oder Arz-
neistoffgruppierung konjugiert ist, bereitgestellt werden. Antikdrper, de spezifisch an RAIG1-Polypeptide bin-
den, kénnen zur Inhibierung der Aktivitat der Polypeptide verwendet werden.

[0092] Demgemal wird die Verwendung eines Antikorpers, der spezifisch ein RAIG1-Polypeptid erkennt, zur
Verwendung bei der Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Verwendung bei der Behand-
lung von Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, wobei der Antikdrper an eine therapeutische oder
Arzneistoffgruppierung konjugiert ist, bereitgestellt.

[0093] Ein Antikérper, der an eine therapeutische Gruppierung konjugiert ist, kann als eine therapeutische Zu-
sammensetzung verwendet werden, die allein oder in Kombination mit einem oder mehreren zytotoxischen
Faktoren) und/oder Zytokin(en) verabreicht wird. Genauer gesagt, kdnnen die Antikdrper der Erfindung an ein
therapeutisches Mittel oder eine Arzneistoffgruppierung konjugiert werden, um eine gegebene biologische Ant-
wort zu modifizieren. Das therapeutische Mittel oder die Arzneistoffgruppierung ist nicht auf die klassischen
chemischen therapeutischen Mittel beschrankt. Beispielsweise kann die Arzneistoffgruppierung ein Protein
oder Polypeptid mit der gewiinschten biologischen Aktivitat sein. Solche Gruppierungen kénnen beispielswei-
se und ohne Einschrankung ein Toxin wie Abrin, Rizin A, Pseudomonasexotoxin oder Diphtherietoxin; ein Pro-
tein wie Tumor-Nekrose-Faktor, a-Interferon, B-Interferon, Nervenwachstumsfaktor, aus Blutplattchen gewon-
nener Wachstumsfaktor, Gewebe-Plasminogenaktivator, ein Thrombosemittel oder ein antiangiogenes Mittel,
z. B. Angiostatin oder Endostatin; oder einen Modifikator fur die biologische Antwort wie ein Lymphokin, Inter-
leukin-1 (IL-1), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-6 (IL-6), einen Granulozytmakrophagenkolonie-stimulierenden
Faktor (GM-CSF), einen Granulozytenkoloniestimulierenden Faktor (G-CSF), einen Nervenwachstumsfaktor
(NGF) oder einen anderen Wachstumsfaktor umfassen. Andere therapeutische Gruppierungen kénnen Radi-
onuklide wie ""In und *°Y; Antibiotika, z. B. Calicheamicin; oder Arzneistoffe wie zum Beispiel, aber ohne Ein-
schrankung, Alkylphosphocholine, Topoisomerase I-Inhibitoren, Taxoide und Suramin umfassen.

[0094] Techniken zur Konjugierung solcher therapeutischer Gruppierungen an Antikdrper sind in der Technik
allgemein bekannt (siehe z. B. Arnon et al., ,Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer
Therapy", in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. Hrsg., 1985, S. 243-56, Hrsg. Alan R.
Liss, Inc; Hellstrom et al., ,Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery, 2. Auf., Robinson et al.
Hrsg., 1987, S. 623-53, Marcel Dekker, Inc.; Thorpe, ,Antibodies Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer The-
rapy: A Review", in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications; Pinchera et al., 1985, Hrsg,
S. 475-506; ,Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabelled Antibodies
In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (Hrsg.), 1985,
S. 303-16, Academic Press; Thorpe et al., 1982 ,The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibodies-To-
xin Conjugates", Immunol. Rev., 62: 119-58, und Dubowchik et al., 1999, Pharmacology and Therapeutics, 83,
67-123).
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[0095] Ein Antikdrper kann an einen zweiten Antikdrper unter Bildung eines Antikdrperheterokonjugats kon-
jugiert werden (siehe US 4,676,980).

[0096] Es kénnen Fusionsproteine der Antikdrper (oder funktional aktive Fragmente davon), zum Beispiel,
aber ohne Einschrankung, wenn der Antikdrper oder dessen Fragment mittels einer kovalenten Bindung (z. B.
einer Peptidbindung), gegebenenfalls am N-Terminus oder C-Terminus an eine Aminosauresequenz eines an-
deren Proteins (oder eines Teils davon; bevorzugt mindestens einem 10-, 20- oder 50-Aminosaureteil des Pro-
teins) konjugiert wird, bereitgestellt werden. Bevorzugt wird der Antikdrper oder ein Fragment davon mit dem
anderen Protein am N-Terminus der konstanten Domane des Antikérpers verknipft. Wie oben angegeben,
kénnen Fusionsproteine die Abreicherung oder Reinigung eines der hierin beschriebenen Polypeptide erleich-
tern, die Halbwertzeit in vivo verlangern und die Abgabe eines Antigens durch eine Epithelsperre hindurch in
das Immunsystem verbessern.

[0097] RAIG1-Polypeptide oder Zellen, die diese exprimieren, kdbnnen zur Erzeugung von Antikérpern, die
beispielsweise spezifisch diese RAIG1-Polypeptide erkennen, verwendet werden.

[0098] Die spezifische Erkennung oder Bindung bedeutet insbesondere, dal’ die Antikdrper eine groRere Af-
finitdt zu RAIG1-Polypeptiden als zu anderen Polypeptiden haben. Antikérper, die gegen RAIG1-Polypeptid er-
zeugt wurden, kdénnen durch die Verabreichung der Polypeptide an einen Sauger, bevorzugt einen nicht-
menschlichen Sauger, unter Verwendung allgemein bekannter und routinemaRiger Protokolle erhalten wer-
den.

[0099] In einer weiteren Ausfiihrungsform liefert die vorliegende Erfindung die Verwendung eines Antikorpers,
der spezifisch an mindestens ein RAIG1-Polypeptid bindet, zum Screening auf Brustkrebs, Darmkrebs
und/oder Osteosarkom in einem Individuum oder zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Anti-Brustkrebs-,
Anti-Darmkrebs- und/oder Anti-Osteosarkom-Therapie.

[0100] RAIG1-Antikdrper kbnnen unter anderem zur Diagnose eines Karzinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreas-
krebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, durch den Nachweis der
RAIG1-Expression in menschlichem Gewebe und/oder in Unterfraktionen davon, zum Beispiel, aber ohne Ein-
schrankung, Membran-, Zytosol- oder nuklearen Unterfraktionen, verwendet werden.

[0101] RAIG1-Antikdérper umfassen funktional aktive Fragmente, Derivate oder Analoga und kénnen polyklo-
nale, monoklonale, bispezifische, humanisierte oder chimare Antikérper, Einzelketten-Antikorper, Fab-Frag-
mente und F(ab')-Fragmente, Fragmente, erzeugt durch eine Fab-Expressionsbibliothek, anti-idiotypische (an-
ti-ld-) Antikdrper und Epitop-bindende Fragmente von irgendeinem der obigen sein, sind aber nicht darauf be-
schrankt. Humanisierte Antikorper sind Antikdrpermolekile von nicht-menschlichen Spezies mit einem oder
mehreren komplementatsbestimmenden Bereichen (CDRs) von der nicht-menschlichen Spezies und einer
Gerustregion aus einem menschlichen Immunglobulinmolekil (siehe beispielsweise US 5,585,089). Antikdr-
per umfassen Immunglobulinmolekile und immunologisch aktive Teile von Immunglobulinmolekdlen, d. h. Mo-
lekilen, die eine Antigenbindungsstelle aufweisen, die spezifisch ein Antigen bindet. Die Immunglobulinmole-
kile der Erfindung kénnen aus jeder Klasse (z. B. 19G, IgE, IgM, IgD und IgA) oder einer Unterklasse von Im-
munglobulinmolekilen stammen.

[0102] Monoklonale Antikdrper kénnen durch irgendein in der Technik bekanntes Verfahren wie die Hybri-
domtechnik (Kohler & Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497), die Triomtechnik, die humane B-Zellen-Hybri-
dom-Technik (Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4: 72) und die EBV-Hybridom-Technik (Cole et al., Mo-
noclonal Antibodies and Cancer Therapy, S. 77-96, Alan R Liss, Inc., 1985) hergestellt werden.

[0103] Chimare Antikdrper sind die Antikérper, die durch Immunglobulingene codiert sind, die genetisch so
verandert wurden, dal die leicht- und schwerkettigen Gene aus Immunglobulingensegmenten bestehen, die
unterschiedlichen Spezies angehdren. Diese chimaren Antikérper sind wahrscheinlich weniger antigen. Bispe-
zifische Antikérper kdnnen durch in der Technik bekannte Verfahren hergestellt werden (Milstein et al., 1983,
Nature 305: 537 — 539; WO 93/08829, Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10: 3655-3659).

[0104] Die Antikérper zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung kdnnen ebenfalls unter Verwendung ver-
schiedener Phagedisplay-Verfahren hergestellt werden, die in der Technik bekannt sind, und umfassen dieje-
nigen, die von Brinkman et al. (in J. Immunol. Methods, 1995, 182: 41-50), Ames et al. (in J. Immunol. Methods,
1995, 184: 177-186), Kettleborough et al. (in Eur. J. Immunol. 1994, 24: 952-958), Persic et al. (Gene, 1997,
187:9-18), Burton et al., (in Advances in Immunology, 1994, 57: 191-280) und in WO 90/02809; WO 91/10737;
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WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; und US 5,698,426; 5,223,409;
5,403,484; 5,580,717; 5,427,908; 5,750,753; 5,821,047; 5,571,698; 5,427,908; 5,516,637; 5,780,225;
5,658,727; 5,733,743 und 5,969,108 offenbart werden. Techniken zur Herstellung von Einzelketten-Antikor-
pern wie denen, die in US 4,946,778 beschrieben sind, kdnnen auch an die Produktion von Einzelketten-Anti-
korpern gegen NKCC1-Polypeptide angepal’t werden. Auch transgene Mause oder andere Organismen, ein-
schliellich anderer Sauger, kdnnen zur Expression humanisierter Antikérper verwendet werden.

[0105] Der Nachweis der Wechselwirkung eines Antikorpers mit einem Antigen kann durch die Kopplung des
Antikérpers an eine nachweisbare Substanz, zum Beispiel, aber ohne Einschrankung, ein Enzym (wie Meer-
rettichperoxidase, Alkaliphosphatase, beta-Galactosidase, Acetylcholinesterase), eine prosthetische Gruppe
(wie Streptavidin, Avidin, Biotin), ein fluoreszierendes Material (wie Umbelliferone, Fluorescein, Fluoresceini-
sothiocyanat, Rhodamin, Dichlortriazinylaminfluorescein, Dansylchlorid, Phycoerythrin), ein lumineszierendes
Material (wie Luminol), ein biolumineszierendes Material (wie Luciferase, Luciferin, Aequorin), ein radioaktives
Nuklid (wie'?1, ', "In, ®Tc), ein Positronen emittierendes Metall oder ein nicht-radioaktives paramagneti-
sches Metallion (siehe US 4,741,900), erleichtert werden.

[0106] Die Antikorper der Erfindung umfassen Analoga und Derivate, die beispielsweise, aber ohne Ein-
schrankung, durch kovalente Anlagerung irgendeiner Molekulart modifiziert sind. Bevorzugt beeintrachtigt die-
se Anlagerung die immunospezifische Bindung nicht.

[0107] Zusammengefalt liefert die Erfindung ferner:
(iv) die Verwendung eines an ein RAIG1-Polypeptid spezifisch bindenden Antikérpers bei der Herstellung
eines Medikaments zur Behandlung von Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom, wobei der Antikor-
per an eine therapeutische oder Arzneistoffgruppierung konjugiert ist.

[0108] Die Erfindung wird nunmehr anhand der folgenden Beispiele, die nur zur Veranschaulichung sind und
den Umfang der vorliegenden Erfindung in keinster Weise einschranken sollen, beschrieben. Die Beispiele be-
ziehen sich auf die Figuren, worin:

[0109] Fig. 1 die Proteinsequenz von RAIG1 (RAIG1; AAC98506/095357), SEQ ID NO: 1 zeigt. Die Tandem-
massenspektrum-Peptide sind fett und unterstrichen, die Peptide der MALDI-Massenspektren sind fett;

[0110] FEig. 2 die Nukleinsauresequenz von RAIG1 (RAIG1; AF095448), SEQ ID NO: 2 zeigt;

[0111] Eia. 3 die Verteilung der RAIG1-mRNA in Patienten-abgeglichenem benachbartem normalem (eine
Zahl, gefolgt von dem Buchstaben N) und Tumor-Brustgewebe (eine Zahl, gefolgt von dem Buchstaben T)
zeigt; die mMRNA-Spiegel wurden durch Echtzeit-RT-PCR quantifiziert und als Anzahl an Kopien, ng™' cDNA,
ausgedrickt;

[0112] FEiqg. 4 die Verteilung der RAIG1-mRNA in abgeglichenem normalem (eine Zahl, gefolgt von dem Buch-
staben N) und Tumor-Darmgewebe (eine Zahl, gefolgt von dem Buchstaben T) zeigt; die mRNA-Spiegel wur-
den durch Echtzeit-RT-PCR quantifiziert und als Anzahl an Kopien, ng™ cDNA, ausgedriickt;

[0113] Eig. 5 die Verteilung der RAIG1-mRNA in 3 abgeglichenen normalen (norm) und 8 Pankreastumorge-
webeproben zeigt; die mMRNA-Spiegel wurden durch Echtzeit-RT-PCR quantifiziert und als Anzahl an Kopien,
ng~' cDNA, ausgedriickt;

[0114] Fig. 6 die Verteilung von RAIG1-mRNA in Brusttumorgeweben zeigt. Es wurden 40 Tumorproben von
Patienten mit (schwarze Balken) oder ohne (weil3e Balken) Lymphknotenmetastasen erhalten, ebenso werden
2 normale Brustgewebeproben gezeigt (graue Balken). Die mRNA-Spiegel wurden durch Echtzeit-RT-PCR
quantifiziert und als Anzahl an Kopien, ng™' cDNA, ausgedriickt;

[0115] Fig. 7 die Verteilung von RAIG1-mRNA in normalem Lungengewebe und 6 Lungenkrebsproben zeigt;
die mRNA-Spiegel wurden durch Echtzeit-RT-PCR quantifiziert und als Anzahl an Kopien, ng™' cDNA, ausge-
drickt;

[0116] Eiq. 8 die Verteilung von RAIG1-mRNA in normalem Eierstock- und Knochenmarksgewebe, Eierstock-
und Osteosarkom-Zellinien, 5 Eierstock-serésen Zystadenokarzinom-Proben, 6 Eierstock-Adenokarzi-
nom-Proben und 3 Osteosarkomproben zeigt; mRNA-Spiegel wurden durch Echtzeit-RT-PCR quantifiziert und
als Anzahl an Kopien, ng™' cDNA, ausgedriickt.
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Beispiel 1 — Isolierung des RAIG1-Proteins aus Brust-, Nieren-, Pankreas- und Leber-Zellinien:

[0117] Proteine in Brust-, Nieren-, Pankreas- und Leberkrebs-Zellinienmembranen wurden durch SDS-PAGE
abgetrennt und analysiert.

Rohfraktionierung von Zellinien
1a - Zellkultur

[0118] Die Pankreastumorzellinie HPAFII wurde in EMEM + 2 mM Glut + 1 mM NaPyr + 1 % NEAA + 10 %
FBS + 1,5 g/l NaBicarb kultiviert. Die Pankreastumorzellinie Capan2 wurde in McCoy's + 2 mM Glutamin + 10
% FBS + 1,5 g/l NaBicarb kultiviert (Capan2).

[0119] Die Brustkrebszellinien T47D und MCF7pool wurden in DMF12-Medien, die 10 % fetales Kalberserum,
2 mM Glutamin und 1 % Penizillin/Streptomycin enthielten, kultiviert.

[0120] Die Leberkrebszellinien SK 3B2.1-7 und SKHeplpool) wurden in EMEM + 2 mM Glut + 1 mM NaPyr +
1 % NEAA + 10 % FBS kultiviert.

[0121] Verwendete Nierenkrebszellinien waren CAK12 + A498 + SW839 + CAKI2pool. CAKI2 wurde in Mc-
Coy's + 2 mM Glut + 10 % FBS kultiviert, A498- und SW839-Zellen wurden in DMEM + 2 mM Glut + 10 % FBS
kultiviert. Alle Zellen konnten bei 37 °C in feuchter Atmosphare aus 95 % Luft und 5 % Kohlendioxid wachsen.

1b — Zellfraktionierung und Plasmamembranerzeugung

[0122] Gereinigte Membranpraparate wurden aus den Zellinien isoliert. Adharente Zellen (2 x 108) wurden
dreimal mit PBS gewaschen und unter Verwendung eines Kunststoff-Zellmitnehmers abgekratzt. Die Zellen
wurden bei 1000 x g 5 min bei 4 °C zentrifugiert, und das Zellpellet wurde in Homogenisierungspuffer (250 mM
Saccharose, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM Vanadat und 0,02 % Azid, Proteaseinhibitoren) wieder sus-
pendiert. Die Zellen wurden unter Verwendung eines Kugellagerhomogenisators (8,002 mm Kugel, HGM La-
borausristung) fraktioniert, bis ungefahr 95 % der Zellen aufgeschlossen waren. Die Membranen wurden unter
Verwendung der von Pasquali, C. et al. (1999, J. Chromatography 722: S. 89-102) beschriebenen Verfahren
fraktioniert. Die fraktionierten Zellen wurden bei 3000 x g 10 min bei 4 °C zentrifugiert, und der postnukleare
Uberstand wurde auf ein 60 %iges Saccharosekissen geschichtet und bei 100 000 x g 45 min zentrifugiert. Die
Membranen wurden unter Verwendung einer Pasteurpipette gesammelt und auf einen zuvor gebildeten 15 bis
60 %igen Saccharosegradienten geschichtet und bei 100 000 x g 17 Stunden geschleudert. Die Proteine aus
dem fraktionierten Saccharosegradienten wurden auf einem 4-20 %igen 1D-Gel (Novex) laufengelassen und
dem Western-Blotting unterzogen; die Fraktionen, die Alkaliphosphatase- und Transferrinimmunreaktivitat,
aber keine Oxidoreduktase II- oder Calnexinimmunreaktivitat enthielten, wurden gesammelt und stellten die
Plasmamembranfraktion dar.

1.c — Herstellung von Plasmamembranfraktionen fur die 1D-Gelanalyse

[0123] Plasmamembranfraktionen, die Transferrinimmunreaktivitat, aber keine Oxidoreduktase II- oder Cal-
nexinimmunreaktivitat aufwiesen, wurden identifiziert. Diese Saccharosefraktionen wurden gesammelt und
mindestens viermal mit 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM Vanadat, 0,02 % Azid verdunnt. Die verdiinnte Sac-
charosefraktion wurde in eine SW40- oder SW60-Réhre gegeben und bei 100 000 x g 45 min unter langsamer
Beschleunigung und Abbremsung zentrifugiert. Der Uberstand wurde von dem Membranpellet entfernt, und
das Pellet wurde dreimal mit PBS-CM gewaschen. Das Membranpellet wurde in 2 % SDS in 63 mM TrisHCI,
pH 7,4, solubilisiert. Es wurde ein Proteinassay durchgefihrt, gefolgt von der Zugabe von Mercaptoethanol (2
% Endkonzentration), Glycerol (10 %) und Bromphenol Blau (0,0025 % Endkonzentration). Die endgultige Pro-
teinkonzentration von | 1 pg/pl wurde zur 1D-Gelbeladung verwendet.

1d — 1D-Geltechnologie

[0124] Die Protein- oder Membranpellets wurden in 1D-Probenpuffer (ungefahr 1 mg/ml) solubilisiert, und das
Gemisch wurde fir 5 min auf 95 °C erwarmt.

[0125] Die Proben wurden unter Verwendung der 1D-Gelelektrophorese auf vorgegossenen 8 bis 16 %igen
Gradientengelen, gekauft von Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, UK) getrennt. Eine Probe,
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enthaltend 30-50 Mikrogramm der Proteingemische, erhalten aus einem Reinigungsmittelextrakt, wurde unter
Verwendung einer Mikropipette auf die gestapelten Gellécher aufgetragen. Fir die Kalibrierung wurde ein
Loch, das Molekulargewichtsmarker enthielt (10, 1.5, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa) durch Interpolation
des abgetrennten Gels nach der Bildgebung einbezogen. Die Trennung der Proteine wurde durch das Anlegen
eines Stroms von 30 mA an das Gel fur ungefahr 5 Stunden oder so lange, bis der Bromphenol Blau-Marker-
farbstoff den Boden des Gels erreicht hat, durchgefiihrt.

[0126] Nach der Elektrophorese wurden die Gelplatten aufgebrochen, das Gel in einer Schale mit Fixiermittel
(10 % Essigsaure, 40 % Ethanol, 50 % Wasser) plaziert und tiber Nacht geschittelt. Das Gel wurde dann 30
Minuten durch Schiitteln in einer Primerldsung (7,5 % Essigsaure, 0,05 % SDS in Milli-Q-Wasser) immunolo-
gisch aktiviert, gefolgt von der Inkubation mit einem fluoreszierenden Farbstoff (0,06 % OGS-Farbstoff in 7,5
% Essigsaure) unter Schtteln fir 3 h. Ein bevorzugter fluoreszierender Farbstoff wird in US 6,335,446 offen-
bart. Sypro Red (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon) ist ein geeigneter alternativer Farbstoff fir diesen
Zweck.

[0127] Ein digitales Bild des gefarbten Gels wurde durch das Scannen auf einem Storm-Scanner (Molecular
Dynamics Inc, USA) im Blaufluoreszensmodus erhalten. Das eingefangene Bild wurde zur Bestimmung der
Flache des Gels verwendet, die fiir die In-Gel-Proteolyse ausgeschnitten werden soll.

1e — Gewinnung und Analyse selektierter Proteine

[0128] Es wurde eine vertikale Spur des Gels, die 77 kDa entsprach, entweder unter Verwendung einer Edel-
stahl-Skalpellklinge oder eines PEEK-Gel-Schneiders (OGS), der sequentiell an der Gelspur herunter schnei-
det, ohne den Versuch, spezifische Proteinbanden zu sammeln, ausgeschnitten.

[0129] Unter Verwendung der In-Gel-Digestion mit Trypsin (modifiziertes Trypsin, Promega, Wisconsin, USA)
wurden zur Erzeugung von tryptischen Digestionspeptiden Proteine verarbeitet. Die gewonnen Proben wurden
zweigeteilt. Vor der MALDI-Analyse wurden die Proben entsalzt und unter Verwendung von C18-Zip-Tips™
(Millipore, Bedford, MA) konzentriert. Die Proben flir die Tandemmassenspektrometrie wurden unter Verwen-
dung eines Nano-LC-Systems (LC Packings, Amsterdam, Niederlande), das C18 SPE-Material einsetzt, ge-
reinigt. Die gewonnen Peptidpools wurden durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Voyager STR, Applied
Biosystems, Framingham, MA) unter Verwendung eines Lasers mit einer Wellenlange von 337 nm zur Desorp-
tion und des Reflektronanalysemodus analysiert. Die Pools wurden ebenso unter Verwendung der Na-
no-LC-Tandemmassenspektrometrie (LC/MS/MS) unter Verwendung eines Micromass Quadrupole Ti-
me-of-Flight (Q-TOF)-Massenspektrometers (Micromass, Altrincham, UK) analysiert. Fir eine teilweise Ami-
nosauresequenzierung und lIdentifizierung von Leber- und Lungenkrebszellmembranproteinen wurden
nicht-interpretierte Tandemmassenspektren tryptischer Peptide mit einer Datenbank fiir Public-Domain-Prote-
ine, konstruiert aus Proteinzugangen in der nicht-redundanten Datenbank, verwaltet vom National Centre for
Biotechnology Information (NCBI), das unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/zuganglich ist, unter Verwendung
des SEQUEST-Suchprogramms (Eng et al., 1994, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 5: 976-989), Version v.C.1,
abgeglichen. Kriterien fur die Datenbankidentifizierung umfalten: die Spaltungsspezifitat von Trypsin und den
Nachweis einer Gruppe von a-, b- und y-lonen in Peptiden, die aus der Datenbank zurtickerhalten wurden.
Nach der Identifizierung der Proteine durch Spektral-Spektral-Korrelation unter Verwendung des SE-
QUEST-Programms wurden die Massen, die in den MALDI-TOF-Massenspektren nachgewiesen wurden, tryp-
tischen Digestionspeptiden innerhalb der identifizierten Proteine zugewiesen. In Fallen, wo keine Aminosaure-
sequenzen durch den Abgleich mit nicht interpretierten MS/MS-Spektren von tryptischen Digestionspeptiden
unter Verwendung des SEQUEST-Programms identifiziert werden konnten, wurden die Tandemmassenspek-
tren der Peptide manuell unter Verwendung von Verfahren, die in der Technik bekannt sind, interpretiert. (Im
Falle der Interpretation von energiearmen Fragmentierungs-Massenspektren von Peptidionen siehe Gaskell et
al., 1992, Rapid Commun. Mass Spectrom. 6: 658-662). Die in WO 02/21139 beschriebenen Verfahren kénnen
zur Interpretation der Massenspektren auch verwendet werden.

[0130] Es wurde herausgefunden, daflt zwei Tandemspektren (in Fig. 1 fett und unterstrichen) und 1 Massen-
Ubereinstimmung (in Fig. 1 fett) mit den GenBank-Zugriffszahlen (AF095448 und AAC98506 und SwissProt
095357) Uibereinstimmen.

Beispiel 2: Normale Gewebeverteilung, und Heraufreulierung von RAIG1 in krankem Gewebe unter Verwen-
dung-quantitativer RT-PCR (Tagman)-Analyse

[0131] Zur quantitativen Messung der RAIG1-Expression im Bereich von Tumorgeweben und abgeglichenen
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Kontrollen wurde die Echtzeit-RT-PCR verwendet. Die ethische Zulassung flr normale und Brusttumorgewe-
beproben wurde in der Chirurgie erhalten (University of Oxford, UK). Das Darm-, Lungen-, Eierstock-sertse
Zystadenokarzinom, Eierstock-Adenokarzinom-Proben, das metastatische Osteosarkom und Pankreastumor-
proben waren von Ardais Corp., Peterborough Tissue Bank, Human Research Tissue Bank, Peterborough Dis-
trict Hospital, UK, und Clinomics Biosciences Inc., MD, erhéltlich. Die Primer, die fur die PCR verwendet wur-
den, waren die folgenden:

Sense, 5'-ctcgtgaagaagagctatggtc-3', (SEQ ID NO: 3)

Antisense, 5'-cactcttcaggacagagttage-3' (SEQ ID NO: 4)

[0132] Reaktionen, die 5 ng cDNA, SYBR-Griin-Sequenznachweisreagenzien (PE Biosystems) und Sense-
und Antisenseprimer enthielten, wurden auf einem AB17700-Sequenznachweissystem (PE Biosystems) be-
wertet. Die PCR-Bedingungen waren 1 Zyklus bei 50 °C flr 2 min, 1 Zyklus bei 95 °C fir 10 min und 40 Zyklen
bei 95 °C fir 15 s, 65 °C fur 1 min. Die Akkumulation des PCR-Produkts wurde in Echtzeit als das Ansteigen
der SYBR-Grunfluoreszenz gemessen, und die Daten wurden unter Verwendung des Sequenznachweis-Pro-
gramms v1.6.3 (PE Biosystems) analysiert. Standardkurven, die sich auf die anfangliche Anzahl der Matrizen-
kopien im Fluoreszenz- und Amplifikationszyklus beziehen, wurden unter Verwendung des amplifizierten
PCR-Produktes als eine Matrix erzeugt und zur Berechnung der Anzahl an RAIG1-Kopien in jeder Probe ver-
wendet.

[0133] In normalen Geweben waren relativ niedrige Expressionsspiegel von RAIG1 zu sehen (Fig. 3-Fig. 8;
wobei anzumerken ist, da® die Maf3stébe der Figuren unterschiedlich sind).

[0134] Im Gegensatz dazu waren die Spiegel der RAIG1-Expression in Brusttumorproben, bezogen auf ihre
entsprechenden Kontrollen, hdher, wobei 5/7 Tumorproben einen enormen Anstieg der Expressionsspiegel
pro ng cDNA zeigten (Eig. 3).

[0135] Die Expression der RAIG1-Expression wurde in dreizehn Darmtumorproben Uberprift, und es war
eine erhdhte Expression in zehn Proben, bezogen auf eine Kontrollprobe aus normalem Darm, zu erkennen,
wobei zwei eine leichte Veranderung und eine Tumorprobe einen kleinen Ruckgang zeigten (Eig. 4). In Pank-
reas tumorproben war eine Erhéhung der RAIG1-mRNA-Expression in sechs von acht Tumorproben, bezogen
auf gPankreaskontrollgewebe, zu erkennen (Eig. 5). In Lungentumorproben zeigten 4/6 Proben eine erhdhte
RAIG1-Expression, bezogen auf eine Lungengewebskontrollprobe (Fig. 7).

[0136] Uberdies wurde die Expression von RAIG1 in Brustgewebeproben von 20 Patienten mit Lymphknoten-
metastasen und 20 Patienten ohne Lymphknotenmetastasen untersucht. Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen zu beobachten, obgleich ein Vergleich mit normalen Brustgewebsproben zeig-
te, dalk RAIG1 bei einigen Patienten mit und ohne Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu Kontrollen herauf-
reguliert war (Eig. 6).

[0137] Die Expression von RAIG1-mRNA wurde in 5 Proben von Eierstock-serésem Zystadenokarzinom, 6
Eierstock-Adenokarzinom-Proben, 3 metastatischen Osteosarkom-Proben und in Kontrollgewebe und -zellini-
en Uberprift. Bei 2/6 der Eierstock-Adenokarzinom-Proben und 2/3 der metastatischen Osteosarkom-Proben
war eine Erhéhung 2/3 der metastatischen Osteosarkom-Proben war eine Erhdhung der RAIG1-mRNA-Ex-
pressionsspiegel zu erkennen, bei den Proben von Eierstock-ser6sem Zystadenokarzinom war jedoch keine
Erhéhung zu erkennen (Fig. 8).

[0138] Diese Daten demonstrieren, dafd RAIG1 in vielen tumorbildenden Zellinien, einschlieBlich Brust-, Le-
ber- und Pankreaszellinien, exprimiert wird und daf es sich bei einer bestimmten Auswahl an Karzinomen, ein-
schlieRlich Brustkrebs, Darmkrebs, Eierstock-Adenokarzinom, Osteosarkom, Lungenkrebs und Pankreas-
krebs, erhoht, was ein Anzeichen dafir ist, dall RAIG1 wahrscheinlich als ein Karzinomtarget von Nutzen ist.
Diese Erkenntnis war aus friiher berichteten Erkenntnissen Uiber die Expression von RAIG1-mRNA-Spiegeln
nicht vorherzusagen, RAIG1 wurde anfanglich unter Verwendung von Differential Display als die cDNA eines
neuen Gens mit hohen mMRNA-Expressionsspiegeln in fetalen und adulten Lungengeweben identifiziert
(Cheng, Y. & Lotan, R., 1998, J. Biol. Chem. 273: 35008-35015). Es ist berichtet worden, dal® seine Expression
von all-trans-Retinsdure (ATRA) induziert wird. Drei von finf Kopf- und Hals- und vier Lungenkrebszellinien mit
niedrigen RAIG1-mRNA-Spiegeln zeigten erhohte mRNA bei der Behandlung mit ATRA (Cheng & Lotan,
oben), die Expressionsspiegel von RAIG1, die von diesen Autoren demonstriert wurden, waren jedoch sehr
variabel (von nicht nachweisbaren bis hohen Expressionsspiegeln). Eine andere Gruppe hat bereichtet, da®
RAIG1 eingeschranktes Expressionsmuster mit der héchsten Haufigkeit in Lungengewebe zeigt (Brauner-Os-
bourne, H. & Krogsgaard-Larsen, P. 2000, Genomics, 65: 121-128), wobei wir im Gegensatz dazu, obgleich
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wir in Kontrollgewebeproben niedrige Expressionsspiegel fanden, keine héhere Expression von RAIG1-mRNA
in normalem Lungengewebe fanden, insbesondere im Vergleich zu den Spiegeln, die Tumorproben zeigten.
So zeigen diese Ergebnisse deutlich eine erhdhte Expression von RAIG1-mRNA bei zahlreichen Karzinomar-
ten, was ein Anzeichen fir deren Nutzlichkeit bei der Diagnose, Behandlung und/oder Prophylaxe eines Kar-
zinoms, z. B. Brustkrebs, Pankreaskrebs, Lungenkrebs, Leberkrebs, Eierstockkrebs, Darmkrebs und/oder Os-
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teosarkom, ist, die aus der Literatur bisher nicht ersichtlich gewesen ist.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Screening auf Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom in einem Individuum

und/oder zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Anti-Brustkrebs-, Anti-Darmkrebs- und/oder Anti-Osteosar-
kom-Therapie, wobei man in dem Verfahren in einer dem Individuum entnommenen biologischen Probe ein
RAIG1-Polypeptid, das die Aminosauresequenz der SEQ ID NO:1 umfaldt oder daraus besteht, nachweist
und/oder quantifiziert, wobei das RAIG1-Polypeptid unter Verwendung eines an das RAIG1-Polypeptid spezi-
fisch bindenden Antikérpers nachgewiesen und/oder quantifiziert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Spiegel des Polypeptids mit einem zuvor bestimmten Referenz-
bereich bzw. einer zuvor bestimmten Referenzkontrolle verglichen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Antikérper auf einer Festphase immobilisiert ist.

4. Verwendung eines an ein RAIG1-Polypeptid spezifisch bindenden Antikdrpers mit der in Anspruch 1 an-
gegebenen Bedeutung bei der Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Brustkrebs, Darmkrebs
und/oder Osteosarkom, wobei der Antikdrper an eine therapeutische oder Arzneistoffgruppierung konjugiert
ist.

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei es sich bei dem Antikbrper um einen polyklonalen, monoklonalen,

chimarischen, humanisierten oder bispezifischen Antikorper oder ein epitopbindendes Fragment eines dieser
Antikérper handelt.
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6. Verwendung nach Anspruch 4 oder 5, wobei es sich bei der therapeutischen oder Arzneistoffgruppie-
rung um ein Radionuklid oder ein Toxin handelt.

7. Verfahren zum Screening auf Brustkrebs, Darmkrebs und/oder Osteosarkom in einem Individuum
und/oder zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Anti-Brustkrebs-, Anti-Darmkrebs- und/oder Anti-Osteosar-
kom-Therapie, wobei man in dem Verfahren in einer dem Individuum entnommenen biologischen Probe eine
Nukleinsaure nachweist, die:

a) die DNA-Sequenz der SEQ ID NO:2 oder deren RNA-Aquivalent umfat oder daraus besteht;
b) eine Sequenz aufweist, die zu einer Sequenz aus a) komplementar ist; oder
c) eine Sequenz aufweist, die fir ein Polypeptid mit der in Anspruch 1 angegebenen Bedeutung codiert.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der Spiegel der Nukleinsdure mit einem zuvor bestimmten Referenz-
bereich bzw. einer zuvor bestimmten Referenzkontrolle verglichen wird.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1

MATTVPDGCR NGLKSKYYRL CDKAEAWGIV LETVATAGVV TSVAFMLTLP ILVCKVQDSN
RRKMLPTQFL FLLGVLGIFG LTFAFIIGLD GSTGPTRFFL FGILFSICFS CLLAHAVSLT

KLVRGRKPLS LLVILGLAVG FSLVQDVIAI EYIVLTMNRT NVNVFSELSA PRRNEDFVLL

LTYVLFLMAL TFLMSSFTFC GSFTGWKRHG AHIYLTMLLS IAIWVAWITL LMLPDFDRRW
DDTILSSALA ANGWVFLLAY VSPEFWLLTK QRNPMDYPVE DAFCKPQLVK KSYGVENRAY

SQEEITQGFE ETGDTLYAPY STHFQLQONQP PQKEFSIPRA HAWPSPYKDY EVKKEGS
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ccaaggtctce
accaagttca
ggttgccegea
ggcatcgtce
actctcccega
cagtttctct
ggactggacg
tgcttctect
ccecttteee
atcgctattg
ctttecegete
atggcgctga
agacatgggg
atcacccetge
gcettggetg
ctcacaaagc
ctcgtgaaga
ggttttgaag
aaccagcctc
aaagactatg
agccgggcegg
agaaaactgt
cttccatget
tttttttttt
agtttagacc
gcttgagtge
tcctcecate
taggccctta
ctggctcaca
gtggcccaga
ggcctgaatc
tgggtaggag
tgggcctcag
ccaaacttgc
agacctcact
ttcaaattcc
accgcattta
gtataataag
gtggcagcaa
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cccecageact
cggccaacge
atggcctgaa
tagaaacggt
tectegtetg
tcectecetggg
ggagcacagg
gectgetgge
tgttggtgat
aatatattgt
ctcgtcgcaa
ccttecctecat
cccacatcta
tcatgcttce
ccaatggctg
aacgaaaccc
agagctatgg
agacagggga
cccaaaagga
aagtaaagaa
cagatctagc
acaagacact
ggggctgatg
ttgtctcatc
cttactcttt
agtggtgcga
tccatctecce
atcttgctgt
cagctctagg
gcagacctgce
tacactggaa
aggctaaaga
cagctcccca
tgtcaattcc
agcacaagcc
tggggctgat
cggctgcatt
ttattcacct

aaaaaaaaaa

Figur 2
gaggagctcg
cttggcacta
atccaagtac
ggccacagcec
caaggtgcag
tgtgttgagce
gcccacacge
tcatgetgtce
tctgggtctg
cctgaccatg
tgaagacttt
gtcctectte
cctcacgatg
tgactttgac
ggtgttecctg
catggattat
tgtggagaac
cacgctctat
attctccatc
agagggcagc
gggagctcaa
acgggaacag
tgggctagta
ctttggatac
ttgtttgttt
tcacagccca
aaagtgctgg
tattttccat
ggcctgctece
atatctgagc
gccaacttgce
tcaccctaaa
gcaccaattc
gagatctaat
cggttgctec
acttctctca
ctgtaagtgg
gagtatgcaa

aa

cctgctgcecce
gggtccagaa
tacagacttt
ggggttgtga
gactccaaca
atctttggcce
ttcttcectet
agtctgacca
gccgtgggcet
aataggacca
gtcctecectge
accttctgtg
ctcctctcca
cgcaggtggg
ttggcttatg
cctgttgagg
agagcctact
gcccecctatt
ccacgggccc
taactctgtce
agggatgtgg
tttgcctecce
agactccagt
ttcttttaag
tttgaaacag
gtgcagcectce
gatgacaggc
ggactaaagg
tctaactcac
aaaaatagca
tggcacccce
tttactcatc
acaggtcacc
ctcececctac
ttgtcaggag
tcttgcacce
gcatggtcte
taaagatgtg
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tcttgecgege
tggctacaac
gtgataaggce
ccteggtygge
ggcgaaaaat
tcaccttege
ttgggatcct
agctcgtccg
tcagcctagt
acgtcaatgt
tcacctacgt
gttccttcac
ttgccatcetg
atgacaccat
ttagtcccga
atgctttctg
ctcaagagga
ccacacattt
acgcttggee
ctgaagagtg
gcgaaatctt
tcccagectce
tcttagaggc
tgggagtctce
gatcttgcte
gaccacctgt
gtgagccaca
tctggtcatce
agtgggtttt
aaagcctcte
gctccccaac
tctctagtge
cctetecttet
gctctgccag
aatttgtaga
caacctcetgt
ctaatggagg
gtggccactc

gggaagcagc
agtccctgat
tgaagcttgg
cttcatgctce
gctgectact
cttcatcatc
cttttccatce
ggggaggaag
ccaggatgtt
cttttctgag
cctettettg
gggctggaag
ggtggcctgg
cctcagetcee
gttttggctg
taaacctcaa
aatcactcaa
tcagctgcag
gagcccttac
ggacaaatgc
gagtcttctg
aaccacaatt
gctgtagtat
aggcaactca
tgtcacccag
gctcaagcaa
gctcccagece
tgagctcacg
gtgaggctct
tcagcccact
ccttcttgec
tgcctcacat
tgcactgtcc
gaattctttce
tcattctcac
aaatagattt
agtgttcatt
tttcatggtg



DE 603 10 059 T2 2007.05.10

Figur 3
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Figur 4
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Figur §
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Figur 6
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Figur 7
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Figur 8
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