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(Phe Ser Leu Pro Ser Val Val Phe Ala Arg Gly Ile Phe

[ 165 170

[

[

%eu Glu Glu Gly Ala Gln Cys Pro Ala Pro Leu Ser Tyr
[ 180 185

[

[

[Leu Leu Leu Gly Phe Ser Asp Ala Met Thr Phe Lys Glu
[ 195 200 205
[

[Asn His Ile Met His Leu Glu Glu His Leu Phe Cys Pro
[ 210 215 220

[

[

&vs Asn Val Leu Glu Ile Ala Ser Glu Ile Leu Gln Thr

(995 230 935
[

[
[Ala Tyr Asp Leu Tyr Ser His Thr Ser Ile Trp Leu Leu

[ 245 250
[

[
(Phe Val Leu Glu Tyr Pro Lys Pro Val Met Pro Asn Met
[ 260 265

L
{
O

(23)

Cys His Tyr
175

Val Pro Arg
1580

Arg Val Trp

Tyr Phe Phe

Pro Val Thr
240

Arg Thr Asp
255

Ile Phe Ile
270
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(24)

Gly Gly Ile Asn Cys His Gln Gly Lys Pro Val Pro Met Glu Phe Glu
[ 275 280 285

[

[
Pﬁla Tyr Ile Asn Ala Ser Gly Glu His Gly Ile Val Val Phe Ser Leu

[ 290 295 300
[
[
[le Ser Met Val Ser Glu Ile Pro Glu Lys Lys Ala Met Ala Ile Ala
[305 310 315 320
[

[

Asp Ala Leu Gly Lys Ile Pro Gln Thr Val Leu Trp Arg Tyr Thr Gly
E 325 330 335

[

[Thr Arg Pro Ser Asn Leu Ala Asn Asn Thr Ile Leu Val Lys Trp Leu

[ 340 345 350
[

[

[Pro Glo Asn Asp Leu Leu Gly His Pro Met Thr Arg Ala Phe [le Thr
L 355 360 365
[

[

(His Ala Gly Ser His Gly Val Tyr Glu Ser Ile Cys Asn Gly Val Pro
[ 370 375 380

[

[

Met Val Met Met Pro Leu Phe Gly Asp Gln Met Asp Asn Ala Lys Arg
O
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(25)

385 390 385 400

L

[
[Met Glu Thr Lys Gly Ala Gly Val Thr Leu Asn Ala Leu Glu Met Thr

405 410 415

[
[
[
[Ser Glu Asp Leu Glu Asn Ala Leu Lys Ala Val Ile Asn Asp Lys Ser
[ 420 425 430

[

[

[Phe Lys Glu Asn Ile Met Arg Leu Ser Ser Leu His Lys Asp Arg Pro
[ 435 440 445

[

[Val Glu Pro Leu Asp Leu Ala Val Phe Trp Val Glu Phe Val Met Arg
L 450 455 460
[

[

lHis Lys Gly Ala Pro His Leu Arg Pro Ala Ala His Asp Leu Thr Trp

(465 470 475 480
[

[

(Tyr Gln Tyr His Ser Leu Asp Val Ile Gly Phe Leu Leu Ala Val Val
[ 485 490 485

[

[

(Leu Thr Val Ala Phe Ile Thr Phe Lys Cys Cys Ala Tyr Gly Tyr Arg
[ 500 505 510

[

JP 2004-533808 A 2004.11.11

10

20



(26)

[

[
Lys Cys Leu Gly Lys Lys Gly Arg Val Lys Lys Ala His Lys Ser Lys

515 520 525

Thr His
530

(210) 15

[
L
C
[
L
C
L
L
[
[(211) 530
C

(212) PRT
[

[(213) Homo sapiens

[¢a00) 15

[

Met Ala Arg Ala Gly Trp Thr Gly Leu Leu Pro Leu Tyr Val Cys Leu
1 5 10 15

[

[

(Leu Leu Thr Cys Gly Phe Ala Lys Ala Gly Lys Leu Leu Val Val Pro
[ 20 25 30

O
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27)

[
Met Asp Gly Ser His Trp Phe Thr Met GIn Ser Val Val Glu Lys Leu

35 40 45

[
[
[
[Ile Leu Arg Gly His Glu Val Val Val Val Met Pro Glu Val Ser Trp
[ 50 55 60

[
[

[Gln Leu Gly Arg Ser Leu Asn Cys Thr Val Lys Thr Tyr Ser Thr Ser
65 70 75 80

[

[

[Tvr Thr Leu Glu Asp Gln Asp Arg Glu Phe Met Val Phe Ala Asp Ala
: 85 90 95

[
[

Eﬁrg Trp Thr Ala Pro Leu Arg Ser Ala Phe Ser Leu Leu Thr Ser Ser

[ 100 105 110
[

[

[Ser Asn Gly Ile Phe Asp Leu Phe Phe Ser Asn Cys Arg Ser Leu Phe

[ 115 120 125
[

[
(Asn Asp Arg Lys Leu Val Glu Tyr Leu Lys Glu Ser Cys Phe Asp Ala
[ 130 135 140

L
{
O
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(28)

(Val Phe Leu Asp Pro Phe Asp Ala Cys Gly Leu Ile Val Ala Lys Tyr
(145 150 155 160

[

[
[Phe Ser Leu Pro Ser Val Val Phe Ala Arg Gly Ile Phe Cys His Tyr

[ 165 170 175

[

[
[Leu Glu Glu Gly Ala Gln Cys Pro Ala Pro Leu Ser Tyr Val Pro Arg

[ 180 185 180

[

[Leu Leu Leu Gly Phe Ser Asp Ala Met Thr Phe Lys Glu Arg Val Arg
E 195 200 205

[
[Asn His Ile Met His Leu Glu Glu His Leu Phe Cys Pro Tyr Phe Phe
L 210 915 290
[

[

[Lys Asn Val Leu Glu Ile Ala Ser lu Ile Leu Gln Thr Pro Val Thr

(295 230 235 240
[

[

(Ala Tyr Asp Leu Tyr Ser His Thr Ser Ile Trp Leu Leu Arg Thr Asp
{ 245 250 265

[

[

[Phe Val Leu Glu Tyr Pro Lys Pro Val Met Pro Asn Met Ile Phe Ile
a
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(29)

[ 260 265 270

L

[
[Gly Gly Ile Asn Cys His Gln Gly Lys Pro Val Pro Met Glu Phe Glu

[ 275 280 285

[

[
[Ala Tyr Ile Asn Ala Ser Gly Glu His Gly Ile Val Val Phe Ser Leu

[ 280 295 300

[
[
[le Ser Met Val Ser Glu Ile Pro Glu Lys Lys Ala Met Ala Ile Ala
[305 310 315 320
[
[Asp Ala Leu Gly Lys Ile Pro Gln Thr Val Leu Trp Arg Tyr Thr Gly
: 325 330 335
[
[
(Thr Arg Pro Ser Asn Leu Ala Asn Asn Thr Ile Leu Val Lys Trp Leu

[ 340 345 350
[

[

[Pro Gln Asn Asp Leu Leu Gly His Pro Met Thr Arg Ala Phe Ile Thr
[ 355 360 365

[

[

Mis Ala Gly Ser His Gly Val Tyr Glu Ser Ile Cys Asn Gly Val Pro
[ 370 375 380

[
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(30)

[

[
Met Val Met Met Pro Leu Phe Gly Asp Gln Met Asp Asnm Ala Lys Arg

(385 390 3956 400
L

[
[Met Glu Thr Lys Gly Ala Gly Val Thr Leu Asn Ala Leu Glu Met Thr

[ 405 410 415

Ser Glu Asp Leu Glu Asn Ala Leu Lys Ala Val Ile Asn Asp Lys Ser
420 425 430

C
L
C

[
[
%he Lys Glu Asn Ile Met Arg Leu Ser Ser Leu His Lys Asp Arg Pro
[ 435 440 445
[
[

[Val Glu Pro Leu Asp Leu Ala Val Phe Trp Val Glu Phe Val Met Arg

[ 450 455 460
[

[

[His Lys Gly Ala Pro His Leu Arg Pro Ala Ala His Asp Leu Thr Trp
(465 470 475 480
[

[

[Tyr Gln Tyr His Ser Leu Asp Val Ile Gly Phe Leu Leu Ala Val Val
[ 485 490 4085

[

O
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G

[
(Leu Thr Val Ala Phe Ile Thr Phe Lys Cys Cys Ala Tyr Gly Tyr Arg

[ 500 505 510

[

[
[Lvs Cys Leu Gly Lys Lys Gly Arg Val Lys Lys Ala His Lys Ser Lys

[ 515 520 525

Thr His
530

[
[
[
[
[
E<210> 16

(211> 530

[212) PRT

((213) Homo sapiens

[¢400) 16

[

Met Ala Arg Ala Gly Trp Thr Gly Leu Leu Pro Leu Tyr Val Cys Leu
a b 10 15

O
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(32)

Leu Leu Thr Cys Gly Phe Ala Lys Ala Gly Lys Leu Leu Val Val Pro
[ 20 25 30

[

[
[Met Asp Gly Ser His Trp Phe Thr Met Gln Ser Val Val Glu Lys Leu

35 40 45

[
[
[
[Ile Leu Arg Gly His Glu Val Val Val Val Met Pro Glu Val Ser Trp
[ 50 55 60

[

[

Gln Leu Gly Arg Ser Leu Asn Cys Thr Val Lys Thr Tyr Ser Thr Ser
65 70 75 80

L
[
C
"Tyr Thr Leu Glu Asp Gln Asp Arg Glu Phe Met Val Phe Ala Asp Ala
[ 85 %0 %

L

[

lArg Trp Thr Ala Pro Leu Arg Ser Ala Phe Ser Leu Leu Thr Ser Ser

[ 100 105 110
[

[

[Ser Asn Gly Ile Phe Asp Leu Phe Phe Ser Asn Cys Arg Ser Leu Phe
{ 115 120 125

[

[

[Lys Asp Lys Lys Leu Val Glu Tyr Leu Lys Glu Ser Cys Phe Asp Ala
O
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o 130

L

[
[Val Phe

(145
C
L

[Phe Ser

[
[
[
[Leu Glu
[
[
L
Leu Leu
[
[
[

(Asn His

[ 210
[

[

[Lys Asn
(225

[

[

[Ala Tyr
[

[

135

140

(33)

Leu Asp Pro Phe Asp Ala Cys Gly Leu Ile Val Ala Lys Tyr

150

155

160

Leu Pro Ser Val Val Phe Ala Arg Gly Ile Phe Cys His Tyr

165

Glu Gly Ala Gln Cys Pro Ala Pro Leu Ser Tyr Val Pro Arg

180

185

170

180

175

Leu Gly Phe Ser Asp Ala Met Thr Phe Lys Glu Arg Val Trp

195

200

205

Ile Met His Leu Glu Glu His Leu Phe Cys Pro Tyr Phe Phe

2156

220

Val Leu Glu Ile Ala Ser Glu Ile Leu Gln Thr Pro Val Thr

230

236

240

Asp Leu Tyr Ser His Thr Ser Ile Trp Leu Leu Arg Thr Asp

245

250

255
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(34)

[

[
@he Val Leu Glu Tyr Pro Lys Pro Val Met Pro Asn Met Ile Phe Ile

[ 260 265 270

L

[
[Gly Gly Ile Asn Cys His Gln Gly Lys Pro Val Pro Met Glu Phe Glu

[ 275 280 285

[

[

ﬁﬁla Tyr Ile Asn Ala Ser Gly Glu His Gly Ile Val Val Phe Ser Leu
. 280 295 300

[

[le Ser Met Val Ser Glu Ile Pro Glu Lys Lys Ala Met Ala Ile Ala
305 310 315 320
[

[

[Asp Ala Leu Gly Lys Ile Pro Gln Thr Val Leu Trp Arg Tyr Thr Gly

[ 325 330 335
[

[

(Thr Arg Pro Ser Asm Leu Ala Asm Asm Thr Ile Leu Val Lys Trp Leu
[ 340 345 350

[

[

(Pro Gln Asn Asp Leu Leu Gly His Pro Met Thr Arg Ala Phe Ile Thr
[ 355 360 365

[

O
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(35)

[
His Ala Gly Ser His Gly Val Tyr Glu Ser Ile Cys Asn Gly Val Pro

[ 370 375 380

[

[

[Met Val Met Met Pro Leu Phe Gly Asp Gln Met Asp Asnm Ala Lys Arg
[385 390 395 400
[

[

[Met Glu Thr Lys Gly Ala Gly Val Thr Leu Asn Ala Leu Glu Met Thr

405 410 415

[

[

[Ser Glu Asp Leu Glu Asn Ala Leu Lys Ala Val Ile Asn Asp Lys Ser
[ 420 425 430

[
[

%he Lys Glu Asn Ile Met Arg Leu Ser Ser Leu His Lys Asp Arg Pro

[ 435 440 445
[

[

[¥al Glu Pro Leu Asp Leu Ala Val Phe Trp Val Glu Phe Val Met Arg
[ 450 455 460
[

[
(His Lys Gly Ala Pro His Leu Arg Pro Ala Ala His Asp Leu Thr Trp
(465 470 475 480
[
[
O
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(36)

Tyr Gln Tyr His Ser Leu Asp Val Ile Gly Phe Leu Leu Ala Val Val
[ 485 490 495
[

[
[Leu Thr Val Ala Phe Ile Thr Phe Lys Cys Cys Ala Tyr Gly Tyr Arg

[ 500 505 510

[

[
%vs Cys Leu Gly Lys Lys Gly Arg Val Lys Lys Ala His Lys Ser Lys
515 520 525

Thr His
530
o1y 17
[a11y 530
[¢212) PRT

[(213) Homo sapiens

(400, 17

[

Met Ala Arg Ala Gly Trp Thr Gly Leu Leu Pro Leu Tyr Val Cys Leu
O
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37

i 5 10 15

L

[
[Leu Leu Thr Cys Gly Phe Ala Lys Ala Gly Lys Leu Leu Val Val Pro

[ 20 25 30

[

[
[Met Asp Gly Ser His Trp Phe Thr Met Gln Ser Val Val Glu Lys Leu

[ 35 40 45

[
[
[Ile Leu Arg Gly His Glu Val Val Val Val Met Pro Glu Val Ser Trp
: 50 55 60
[
L

Gln Leu Gly Arg Ser Leu Asn Cys Thr Val Lys Thr Tyr Ser Thr Ser
65 70 75 80
[
[
[Tvr Thr Leu Glu Asp Gln Asp Arg Glu Phe Met Val Phe Ala Asp Ala

[ 85 90 95
[

[

[Arg Trp Thr Ala Pro Leu Arg Ser Ala Phe Ser Leu Leu Thr Ser Ser
[ 100 105 110

[

[

(Ser Asn Gly Ile Phe Asp Leu Phe Phe Ser Asn Cys Arg Ser Leu Phe
[ 115 120 125

O
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(38)

[

[
Lys Asp Lys Lys Leu Val Glu Tyr Leu Lys Glu Ser Cys Phe Asp Ala

[ 130 135 140
[
[
[Val Phe Leu Asp Pro Phe Asp Ala Cys Gly Leu Ile Val Ala Lys Tyr
[145 150 1565 160
[

[

ghe Ser Leu Pro Ser Val Val Phe Ala Arg Gly Ile Phe Cys His Tyr

165 170 175

[

[

&eu Glu Glu Gly Ala Gln Cys Pro Ala Pro Leu Ser Tyr Val Pro Arg
[ 180 185 190

[
[

[Leu Leu Leu Gly Phe Ser Asp Ala Met Thr Phe Lys Glu Arg Val Arg

[ 195 200 205
[

[

(Asn His Ile Met His Leu Glu Glu His Leu Phe Cys Pro Tyr Phe Phe
[ 210 215 220

[

[

[Lys Asn Val Leu Glu Ile Ala Ser Glu Ile Leu Gln Thr Pro Val Thr
(225 230 235 240
[

O
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[
Ala Tyr Asp Leu Tyr Ser His Thr Ser Ile

[ 245 250
[

[

ghe Val Leu Glu Tyr Pro Lys Pro Val Met
[ 260 265

[

[

[Gly Gly Ile Asn Cys His Gln Gly Lys Pro
[ 275 280

[

Eﬂla Tyr Ile Asn Ala Ser Gly Glu His Gly
[ 290 295

[

[

[le Ser Met Val Ser Glu Ile Pro Glu Lys

(305 310
[

[
lAsp Ala Leu €ly Lys Ile Pro Glon Thr Val

[ 325 330
[

[
(Thr Arg Pro Ser Asnm Leu Ala Asn Asn Thr
[ 340 345

L
{
O

(39)

Trp Leu Leu Arg Thr Asp
255

Pro Asn Met Ile Phe Ile
270

Val Pro Met Glu Phe Glu
285

Ile Val Val Phe Ser Leu
300

Lys Ala Met Ala Ile Ala
315 320

Leu Trp Arg Tyr Thr Gly
335

Ile Leu Val Lys Trp Leu
350
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(40)

(Pro G1n Asn Asp Leu Leu Gly His Pro Met Thr Arg Ala Phe [le Thr
[ 355 360 365

[

[
[His Ala Gly Ser His Gly Val Tyr Glu Ser Ile Cys Asn Gly Val Pro

[ 370 375 380

[

[
Hdet Val Met Met Pro Leu Phe Gly Asp Gln Met Asp Asnm Ala Lys Arg
[385 390 365 400

[

EMet Glu Thr Lys Gly Ala Gly Val Thr Leu Asn Ala Leu Glu Met Thr

: 405 410 415

[

[Ser Glu Asp Leu Glu Asn Ala Leu Lys Ala Val Ile Asn Asp Lys Ser

[ 420 425 430
[

[

[Phe Lys Glu Asn Ile Met Arg Leu Ser Ser Leu His Lys Asp Arg Pro
L 435 440 445
[

[

(Val Glu Pro Leu Asp Leu Ala Val Phe Trp Val Glu Phe Val Met Arg
[ 450 455 460

[

[

His Lys Gly Ala Pro His Leu Arg Pro Ala Ala His Asp Leu Thr Trp
a
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(41)

465 470 475 480

L

[
[Tyr Gln Tyr His Ser Leu Asp Val Ile Gly Phe Leu Leu Ala Val Val

[ 485 490 4985

[

[
[Leu Thr Val Ala Phe Ile Thr Phe Lys Cys Cys Ala Tyr Gly Tyr Arg

[ 500 505 510

[

[

Lys Cys Leu Gly Lys Lys Gly Arg Val Lys Lys Ala His Lys Ser Lys
515 520 525

Thr His
530

[
[
[
[
[
[
[
[210) 18

[(211) 1593

[(212) DNA

[{213) Homo sapiens
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(400> 18
atggetegtg

[
Bectttgeca

[
[atgcagtcgg

[

cagggtegac tgegccteett

aggcageggaa getgciggta

tggiggagaa actcatccic

[gaggtgagtt ggcaactggg aagatcactg

tacactctgg

tettttgatg

L I e B e W e T e T e T e B e |

[ttctccctcc
[

lgcacagtece
C

latgactttea
[

lecctattttt
[
[gcatatgatc
[
[tatcccaaac
[

O

aggatcagga ccgggagtic

ccatigcgaa gigecatttte tctattaaca

ttttcaaatt gcaggagttt gtttaatgac

cagigtttcet cgatectitt

cctetgtgegt cticgecage

ctgctectet ttectatgic

aggagagagt atggaaccac

fcaaaaatgt cttagaaata

fctacagcca cacatcaatt

cegigatgee caatatgate

(42)

ceectatatg tgtgtetact getgacetgt

gtgcccatgg atgggageea ctggticace

agggegcatlg agetgetcegt agicatgcca

aattgcacag tgaagactta ctcaacctca

atggtiittg ccgatgeteg ctggacggea

agttcatcca atggtatttt tgacttatit

cgaaaattag tagaatactt aaaggagagt

gatgcctgig gettaatigt tgecaaatat

ggaatatttt gecactatct tgaagaaggt

cccagactic tcttageggtt ctcagacgce

atcatgcact tggaggaaca tttattitge

gectetZaaa ttetccaaac cectgteacg

tggtigtige gaacigactt (gititggag

ftcattggtg gtatcaactg tcatcaggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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aagccagtge ctatggaatt tgaagectac

[
Etttictctt tgegatcaat ggtctcagaa

[
[gatgctttgg gcaaaatcee tcagacagtce

aatctigega acaacacgat actigttaag
ccgatgacce gtgcctttat cacccatget
aatggegitc ccatggtgat gatgeccitg

l
(
(
C
[
L
[
[atggagacta agggagetee agigacceetg
L

gaaaatgctic taaaagcagt catcaatgac

(
[tccagccttc acaaggaccg cccggigegag
C

[tttgtgatga ggcacaageg cgegeeacac
[

ltaccagtacc attccttgga cgtgattggt
[

(ttcatcacct ttaaatgttg tecttatgec
[

l[gttaagaaag cccacaaatc caagacccat
[

[

({210 19

[

0

(43)

attaatgctt ctggagaaca tggaattigte
attccagaga agaaagctat ggcaattgct
ctgtggeggt acactggaac ccgaccateg
tggctaccee aaaacgatet gettggicac
ggttcccateg gtgtttatga aagcatatgc
tttggtgatc agatgegacaa tgcaaagege
aatgetctgg aaatgacttc tgaagattta
aaaagtttca aggagaacal catgcgcctc
ccgetggace tggecgigtt ctgggigeag
ctgegecceg cageccacga cefcacetgg
tteetettgg cegtegtget gacagtggee
taccggaaat getiggeegaa aaaageecga

tga

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1593

JP 2004-533808 A 2004.11.11

10

20



[(211) 1593

[
(212) DNA

[
[(213) Home sapiens

[
[
[
[(400> 19

[atggctcgtg cagggtggac tggectectt
[

[ggctttgcca agegcagegaa gcigecigeta
Eatgcagtcgg tggiggagaa actcatccic

[gaggtgagtt ggcaactgege aagatcactg
[

[tacactctgg aggatcagga ccgeggagtic
[

[ccattgcgaa gtecattttc tctattaaca
[

(ttttcaaatt gcaggagttt gtttaatgac
[
(tgttttgatg cagtgtttct cgatectttt
[
[ttcteectee ceteteteet cttegccage
[
[Bcacagtgee cigetectet ttecctatgte
[
[

(44)

ccactatatg tgtgtetact

gigcccatge atgeggageca

aggeggcatg aggtegtcgt

aattgcacag tgaagactta

atggiittig ccgatgcice

agttcaicca ateggtattit

cZaaaattag tagaatactt

gatgectgig gettaatigt

ggaatattit gccactatcet

cecagactte tettageegtt

getgacetgt

ctggttcace

agtcatgcca

ctcaacctea

ctggacggca

tgacttattt

aaaggagagt

tgccaaatat

tgaagaaggt

ctcagacgee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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atgactttca

[
ccctattitt

[
[gcatatgatc

[
tatcccaaac

C
L
[aagccagtgc

L
H;ttttthtt

[
[gatgctttgg gcaaaatcee

[aatcttgcga
[
[
[
[aatggcgttc

[

[atggagacta
[

lgaaaatecte
[
(tecageette
[

ccgatgacce gtgcctttat

aggagagagt acggaaccac

tcaaaaaigt cttagaaata
tctacageea cacatcaatt
ccgtgatgee caatatgate
ctatgegaatt tgaagcctac
tgggatcaat ggtctcagaa
tcagacagte
acaacacgat actigitaag
cacccatgct
ccatggtgat gatgeectig
agegagetgg agtgaccetg

taaaagcagt catcaatgac

acaaggaccg cccggtegag

[tttetgatga ggcacaagdeg cgegecacac

[
[taccagtacc

O

attccttegea cgtgattgst

atcatgcact

gcctcigaaa

tegttgttge

ttcattggtg

attaatgctt

attccagaga

ctgtggeggt

tggctaccee

ggttcccatg

tttggtgate

aatgcteigg

aaaagtttca

ccgetggace

ctgegeeeeg

ttectectieg

(45)

tggaggaaca tttatttige

ftctecaaac ccctgteacg

gaactgactt tgttttggag

gtatcaactg tcatcaggga

ciggagaaca tggaatigig

agaaagctat ggcaattgct

acactggaac ccgaccateg

aaaacgatct gcttggicac

gigtttatga aagcatatgc

agatggacaa tgcaaagegc

aaatgactic tgaagattta

agegagaacat catgcgectc

tegecgtgtt ctgggtagag

cagecccacga cctcacetgg

ccgtcgtget gacagiggce

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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(46)

[
ttcatcacct ttaaatgtig tgettatgge taccggaaat getigegegaa aaaagegega

[
[gttaagaaag cccacaaate caagacccat tg€a

(210) 20
(211> 15983
(212) DNA

[
[
[
[
[
[
[
[ .
[(213) Homo sapiens
[
[

Lca00y 20
[atggctcgtg cagggigeac tggcctectt ceectatatg tgtgtctact getgaccigt
[

%gctttgcca aggcagegaa getgeteggta gigeccatge atgggageca ctggitcace
[

latgcagtceg tggiggagaa actcatccte agggggcate aggtegiegt agicatgeca
[

[gaggtgagtt ggcaactgeg aagatcactg aattgcacag tgaagactta ctcaacctca
[
[tacactctge ageatcagea ccgggagitc atggttittg ccgatgctcg ctggacggca
[
[ccattgcgaa gtgeattttc tetattaaca agitcatcea atggtatitt tgacttattt
[
a

1560

1593

60

120

180

240

300

360
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(ttttcaaatt

[
tetttteate

[
[ttctccctcc

[
[gcacagtgcc
[
[atgactttca
[
[ccctattttt
[
[gcatatgatc
[

tatcccaaac
[
[aagccagtgc
[

lgttttetett
[

geaggagtitt gittaaggac

cagtgtttct cgatcctttt

cetetgtggt cttegecagg

ctgetectet ttectatgte

aggagagagt atggaaccac

{caaaaatgt cttagaaata

fctacageca cacatcaatt

ccgigatgee caatatgatce

ctatggaatt tgaagcctac

tgggatcaat ggtctcagaa

lgatgcttige geaaaatcee tcagacagtc

L

laatcttgcga
[

acaacacgat acttgttaag

lecgatgacee gtgectttat cacccatget

[
(aatggegtte
[
[atggagacta
O

ccatggtzat gatgcccttg

agggagcteg agtgaccetg

(47)

aaaaaattag tagaatactt aaaggagagt

gatgccigig gettaatigt tgccaaatat

gegaatatttt gecactatet tgaagaaget

ceccagactte tettagggtt ctcagacgec

atcatgcact tggaggaaca tttatttige

gectctgaaa ttctccaaac cccigtcacg

tggttgttge gaactgactt tgttttggag

ttcattggtg gtatcaactg tcatcaggga

attaatgctt ctggagaaca tggaatigig

attccagaga agaaagctat ggcaattget

ctgtggcegt acactggaac ccgaccatcg

tggctaccee aaaacgatct gettggicac

ggttcccatg gigittatga aageatatge

ftiggtgatc agatggacaa tgcaaagege

aatgcictgg aaatgactic tgaagatiia

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1620

1080

1140

1200

1260
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(48)

[
[gaaaatgctc taaaagcagi catcaatgac aaaagtitca aggagaacat catgegccic

[
[tccagccttc acaaggaccg cccggtiggag cegetggace tggecgigtt ctgggtegag

[
[tttgtgatga ggcacaageg cgcgecacac ctgcgecccg cageccacga ccicaccigg

taccagtace attcctigga cgtgattggt ttcetcttgg cegiegiget gacagiggee

[
[
[
[ttcatcacct ttaaatettg tgcttatgge taccggaaat gcttgeeeaa aaaagggega
[

[gttaagaaag cccacaaatc caagacccat tga

L
C

(210 21
[

L211) 1593
[

((212) DNA
[

[(213) Homo sapiens

[

[

[

[¢400) 21

latgectcgte cageggtgeac tggcctectit ccactatatg tgtgtctact getgaccigt
[

[@gctttgeca aggcagggaa geigetggta gtgeccatgg atgggageca ciggticace
[

O

1320

1380

1440

1500

1560

1583

60

120
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ratgcagtcge tggtggagaa

[
[Bagetgagtt gecaacteee

[
[tacactctgg aggatcagga

ccattgcgaa gtgcatttte
ttttcaaatt gcaggagtit
tgtttigate

cagigtitet

fteteectee

[
[
[
[
[
[
[
[ cecfetgtegt
[

gcacagigee cigctectet

atgacttica aggagagagt

ceetattttt

[
[
[
[ tcaaaaatgt
[

lgcatatgatc
[

tctacageca

[tatcccaaac ccgtgatgce

[
laagecagtge
[
[gttttetett
[
[gatgctttge gcaaaatcce
O
[
aatctigega

[
[ccgatgacce gtgeetttat

[
[aatggcgttc

ctatggaatt

tgggatcaat

acaacacgat

ccatggteat

[
[atggagacta

[
[gaaaatgctc

agggageteg
taaaagcagt
tecagectte acaaggaceg
tttgtgatga gecacaageg
attccttgga

taccagtacc

ttcatcacct ttaaatgttig

—

gitaagaaag cccacaaatc

U

actcatectce

aagatcactg

ccgggagtic

tctattaaca

gittaaggac

cgatectttt

cttegecagg

ttectatgte

acggaaccac

cttagaaata

cacatcaatt

caatatgatc

tgaagectac

getetecagaa

fcagacagic

acttgttaag

cacccatgct

gatgeeettig

agtgaccetg

catcaatgac

cceggtggag

cgcgecacac

cgtegattgst

tgcttatggc

caagacccat

(49)

ageggecatg aggtggtegt
aattgcacag tgaagacita
atggtttitg ccgatgeteg
agttcatcca atggtatitt
aaaaaattag tagaatactt
gatgcctgtg gettaatigt
ggaatatttt gecactatcet
cccagacttc tcttagegtt
atcatgcact tggaggaaca
gcctctgaaa ttctccaaac
tggttgttgc gaactgactt
ttcattggtg gtatcaactg
attaatgctt ctggagaaca
attccagaga agaaagctat

ctgtggcegt acactgegaac

tggctaccce aaaacgaict
ggticccatg gtgtitatga
tttggtgate agatggacaa
aatgctctgg aaatgacttc
aaaagtttca aggagaacat
cegetggace tggeegtgtt
ctgegeceeg cageecacga
ttcctcttge cegtegtect
gctiggegeaa

taccggaaat

iga

agtcatgcca

ctcaacctca

ctggacggea

tgacttattt

aaaggagagt

tgccaaatat

tgaagaaggt

ctcagacgce

tttattttec

ceetgteacg

tettttgeag

fcatcaggga

tggaattgig

ggcaattget

ccgaccatcg

gcttggteac

aagcatatge

tgcaaagege

tgaagattta

catgcegecte

ctgggtggag

cectcacctgg

gacagtiggec

aadaagegcga

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1583
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ATOES
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

19) Weltorganisation fiir geistiges Ei
o mre o™ O 0 OO OO OO
(43) Internati Verbfentli - (10) Internationale Verdff

11, Juli 2002 (11.07.2002) PCT WO 02/053770 A2

(51) Internationale Patentklassifikation”: C12Q /68  (72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir L

: MANNS, Michael

{21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE02/00003 D] 23, 30916 (D).
STRASSBURG, Christian [DE/DE]; Drachenleld 79,
(22) Internationales Anmeldedatum: 30627 Ikunnover (DE).

3. Januar 2002 (03.01.2002)
(74) Anwalt: LAUFER, Martina; Gramm, Lins & Pariner

{25) Einreichungssprache: Deutsch GbR, Freundalle 13, 30173 Hannover (DE).
(26) Verbtfentlichungssprache: Deutsch  (81) Bestimmungsstaaten (nationalj: AF. AG, AL, AM, AT,
AU, AZ,BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CII, CN, CO, CR,
{30) Angaben zur Prioritit: CU, CZ, DE, DE (Gebrauchsmuster), DK, DM, DZ, EC,
101 00238.6 5. Januar 2001 (05.01.2001) DE LL, LS, 1L, GB, GD, GL, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN,
18, JP, K14, KG, KP, KR, K%, 1.C, LK, LR, LS, I'T, LU, 1V,
(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaren mit Ausnahme von MA, MD, MG. MK, MN, MW, MX, MZ, NO, N7, OM,
/5): MEDIZINISCHE HOCHSCHULE HANNOVER PIL, P1, PT, RO, RU, SD, S, 8G, SI. SK, ST, TI, TM, TN,
[DE/DE]; Carl-Neuberg-Strasse 1, 30625 Ilannover (DE). TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

[Forsetzung auf der ndchsten Seite]

{54) Title: METIIOD FOR TIIE PREDICTION OF TIIE RISK POTENTIAL FOR CANCEROUS DISEASES AND INFLAM-
MATORY INTESTINAL DISEASES AND CORRESPONDING TESTS

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR VORHERSAGE DES GEFAHRDUNGSPOTENTIALS FUIR KARZINOMERKRAN-
KUNGEN UND ENTZUNDLICIIE DARMERKRANKUNGEN UND ZUGEIIORIGE TESTS

UGT1AT Exon 1

PAmorA  — g, — —
Primer B: — — — —
() Gagargutmer e —— —
o (] wim
(I m)ch—wa:‘w

X - Mutation

{1):- COUNTER PRIMER
{18):- CODON
{Il1)- PCR PRODUCTS

<
S (57) Abstract: The invention relates (o a method for the prediction of the risk polential and/or diagnosis of cancerous diseases or
inflammatory inlestinal discases, whereby a DNA sample is tesied for the prescnce of polymorphic UGTIA7 allcle, A positive

o) Tesult for a muration is a positive indication of a sensitivity to ca discases. A iction of sensitivity 1 an inflammatery

intestinal disease can similarly be made. A PCR amplification of the exon 1, by means of the DNA sample with subsequent sequence

Q analysis is carried out in the method and the determined sequence compared with that of the wild type and the polymorphic allele.

&3 The presence or Tack of mutations is monitored by means of ing the Ting cDNA using automaled [ dye

& sequencing. The lest arrangement for said method requires genetic delection reagents, namely the required primer or ¢DNAs, on a
slalionary supporl in a pre-prepared arrangement or sequence for reading oI the resulis. The recombinant UGTLAT engymes arc
also used for therapeutic purposes.

3 [Fortsetzung auf der nachsten Seite]
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(84) Bestimmungsstaaten (regional): Patent (GII,  Verdtfentlicht:
GM, KL, LS, MW, MZ, SD, SL, § —  ohne internationalen Recherchenberichi und ernent zu
eurasisches Palent (AM, AZ, BY, KG, K7, MD, RU. '1J, verdffentlichen nach krhalt des Berichts
TM), europiiisches Patent (AT, BE. CII, CY, DE, DK,
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR),
OAPL-Patent (BE, BI, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NL, SN, TD, 1G).

Zur Erldarung der Zweibuchsiaben-Codes und der anderen

i wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen,

Erklirungen gemil Regel 4.17:
— fer S , ein Patent zu
beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer 1) fir alle
Bestimmungsstaaten
Erfindererilarung (Regel 4.17 Ziffer iv) mur fiir US

s 4

(57) Zusammenfassung: Bei dem Verlahren zur Vorhersage des Gelihrdungspotentials und/oder Diagnose von Karzinomerkran-
kungen oder entziindlichen Darmerkrankungen wird cine DNA-Probe aul das Vorhandenscin polymorpher UGT1A7-Allele gelesicl.
Ein positives Ergebnis fiir cinc Mutation gilt als positives Anzcichen fiir cine Sensibilitit fiir Karzi Ebenso kann
cinc Vorhersage @iber cine Sensibilitit fiir cine entziindliche Darmerkrankung gemacht werden, Bei dem Verfahren wird durch dic
IDNA-Prohe eine PCR-Amplifikation des lixons 1 mit anschliessender Sequenzanalyse durchgefiihit und die ermittelte Sequenz. mit
der des Wildiyps und der polymorphen Allele verglichen. Das Vorliegen oder Nichivorliegen van Mutationen wird durch Sequen-

zieren der betreffenden ¢DNA miliels larbstollsequenzicrung Giberpriill. Dic Testanordnung [ir dieses
Verfahren erfordert gencrische Nachweisrcagenzien, nimlich dic erforderlichen Primer oder ¢cDNAs, auf cinem stationéren Triiger
in einer fiir das Ablesen des Lirgebnisses vorbereiteten Anordnung oder Reihenf Dic i UGT1A7-Linzyme werden

auch fir therapeutische Zwecke verwendet.
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WO 02/053770 PCT/DE02/00003

Verfahren zur Vorhersage des Gefahrdungspotentials fur Karzinomerkrankungen
und entziindliche Darmerkrankungen und zugehdorige Tests

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vorhersage des Gefahrdungspotentials fir
Karzinomerkrankungen und entziindliche Darmerkrankungen und zur Diagnose
dieser Erkrankungen. In erster Linie betrifft die Erfindung ein Verfahren fur die
Gefshrdungspotential-Abschatzung fur Kolorektalkarzinome. Ferner betrifft die
Erfindung Tests fir die Diagnostik an DNA-Proben eines zu untersuchenden
Individuums sowie die Verwendung neuer polymorpher Formen des UGT1A7-Gens
fir die metabolische Charakterisierung von Medikamenten, insbesondere von
Tumortherapeutika.

Man vermutet heute, dass das Risiko fur Krebs durch eine genetische
Pradisposition und durch Umwelteinflisse einschlieBlich dem Ausgesetztsein

gegenuber krebserregenden Substanzen bestimmt wird.

Es wurde daher schon héaufiger ein Zusammenhang zwischen genetischen
Polymorphismen karzinogenmetabolisierender Enzyme und einer Krebsentstehung
vermutet. Konkrete, statistisch bestétigte Zusammenhénge sind jedoch schwer zu
finden, da die Metabolisierung nicht mit einer Detoxifizierung gleichgesetzt werden
kann. Fir eine Krebsrisiko-Vorhersage gentigt es daher nicht, tiberhaupt genetische
Abwandlungen festzustellen, sondern es muss bekannt sein, dass die Veranderung

zu deutlich negativen Folgen im Metabolismus fiihrt.

Ein weiteres Problem beim Auffinden eines solchen Zusammenhangs besteht darin,
dass der menschliche Stoffwechsel sehr komplex ist und eine Unzahl von
Substanzen, darunter Stoffwechselprodukte, Proteine und gerade auch Enzyme als
Marker fiir ein Krebsrisiko in Frage kommen konnten. Dies gilt auch filr das Kolon-
oder kolorektale Karzinom (CRC), eine der haufigsten Krebsarten der westlichen
Welt. Der menschliche Darm ist ein groBes Organ, das durch vielerlei
Kérperprozesse und auch die Ernahrung beeinflut wird. Es musste daher fraglich
sein, ob tberhaupt eine eindeutige Risikoabschatzung aufgrund einer genetischen
Veranlagung mdglich ist.
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-2~
Am Stoffwechsel im Darm sind eine Vielzahl von Enzymklassen beteiligt, darunter

solche, die fur die Verstoffwechselung von Fremdsubstanzen zusténdig sind.

Die humane Uridindiphosphat(UDP)-5"-Glucuronosyitransferase (UGT) ist eine
grofte Enzymklasse, die die Glukuronidierung zahlreicher Substrate bewirkt.
Innerhalb dieser Superfamilie sind drei Familien mit besonderen Aufgaben
identifiziert worden, UGT1, UGT2 und UGT8. Allein unter den Enzymen der Familie
UGT1 unterscheidet man zahlreiche Isoformen. In der Leber wurden in den letzten
10 Jahren 5 Familie 1A UGT-lsoformen (UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6 und 1A9)
entdeckt und Kkloniert, darunter die Bilirubin-UGT-Isoform UGT1A1. Drei
extrahepatische UGT1A- Genprodukte konnten aus Gallenwegen (UGT1A10),
Magen (UGT1A7) und Kolon (UGT1A8) isoliert werden.

Die am menschiichen UGT1A7-Genort kodierten Proteine dienen durch die
Glukuronidierung der Entgiftung einer Vielzahl endogener und exogener
(xenobiotischer, d.h. schwer abbaubarer Verbindungen technischen Ursprungs)
Verbindungen des menschlichen Korpers. Es sind Proteine des sogenannten Phase
2-Stoffwechsels des Menschen, der zum Beispiel die Acetylierung, Sulfatierung und
Glukuronidierung umfasst. Fir das 1996 erstmalig als Transkript beschriebene
UGT1A7 konnte eine Detoxifikation von polycylischen Kohlenwasserstoffen und
heterozyklischen Aminen demonstriert werden. Diese Substanzen gelten auch als

karzinogen.

In der WO 00/06776, ist die Identifizierung genetischer Polymorphismen in
menschlichen UGT2B4-, UGT2B7- und UGT2B15-Genen offenbart, die die UGT2B-
Aktivitat andern. UGT2-Enzyme sind u.a. bei der Steroid-Metabolisierung beteiligt.
Nukleins&uren, die die polymorphe UGT2-Sequenzen enthalten, wurden verwendet,
um Patienten auf einen gednderten Metabolismus fur UGT2B-Substrate, mdgliche
Wirkstoff-Wirkstoff-Wechselwirkungen und nachteilige Wirkungen/Nebenwirkungen,
sowie auf Krankheiten, die von der Exposition gegenlber Umwelt- oder
berufsbedingten Giften herrtihren, durchzutesten. Mit Hilfe der Nukleinsauren wurde
Tier-, Zell- und in vitro Modelle filr Wirkstoffmetabolismen etabliert.

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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In der WO 99/57322 wurden genetische Polymorphismen im menschlichen UGT?
Gen identifiziert, welche den UGT1-abhéngigen Wirkstoffmetabolismus veréndern.
Auch hier wurden die polymorphen Sequenzen verwendet, um Patienten auf einen
gednderten Metabolismus fiir UGT1-Substrate, mogliche Wirkstoff-Wirkstoff-
Wechselwirkungen und nachteilige Wirkungen/Nebenwirkungen, sowie auf
Krankheiten, die von der Exposition gegenlber Umwelt- oder berufsbedingten
Giften Herrilhren, durchzutesten. Mit Hilfe der Nukleinsauren wurden wiederum
Tier-, Zell und in vitro-Modelle fiir Wirkstoffmetabolismen etabliert.

Es wurden des weiteren bereits funktionale Konsequenzen einer genetischen
Veréanderung des menschlichen UGT1A7-Gens beschrieben in "C. Guillemette, J. K.
Ritter, D. J. Auyeung, F. K. Kessler, D. E. Housman; ,Struktural hetreogeneity at the
UDP-glucuronosylfransferase 1 locus: functional consequences of three novel
missense mutations in the human UGT1A7 gene“, Pharmacogenetics, 2000,
10:629-644". Dabei wird auch die mogliche Rolle von UGT1A7 bei der Entgiftung
und Eliminierung von karzinogenen Produkten in der Lunge diskutiert. UGT1A7 wird
in der Lunge exprimiert, nicht jedoch im menschlichen Dickdarm.

Die Aufgabe der Erfindung bestand darin, einen konkreten Zusammenhang
zwischen einem Krebsrisiko, insbesondere fiir Kolonkarzinom (Kolorektalkarzinom,
CRC) und genetischen Dispositionen zu finden und einen Test flir den Nachweis
dieser Disposition zur Verfligung zu stellen.

Dies gelang durch das Auffinden neuer polymorpher UGT1A7-Allele, die mit
UGT1A7*2, UGT1A7*3 und UGT1A7*4 bezeichnet wurden und die mit statistisch
erstaunlicher Relevanz mit dem Auftreten eines Kolorektalkarzinoms (CRC) und
dartiberhinaus mit bestimmien entztindlichen Darmerkrankungen (IBD, inflammatory
bowl disease; Morbus Crohn) sowie den Krebsarten Bauchspeicheldriisen-, Leber-,
Magen- und Speiserdhrenkrebs in Verbindung gebracht werden kénnen. Dieses
Ergebnis ist insofern tiberraschend, als UGT1AY nicht im Dickdarm, d.h. nicht in der
erkrankten Region exprimiert wird. Es ist erstaunlich und bei bisherigen
Untersuchungen noch nicht so gefunden worden, dass eine genetische
Pradisposition nicht von einer Expression im betroffenen Organ abhéngt, sondern
auch raumlich getrennt moglich ist. Hieraus ergibt sich, dass die genetische
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Modifikation einen globalen und nicht nur einen organspezifischen Effekt besitzen

muss. Ein solcher Zusammenhang konnte hier erstmals aufgezeigt werden.

Bei den genetischen Polymorphismen handelt es sich um solche der Keimbahn und
nicht um somatische Mutationen des Tumors. Die zugrundeliegenden Analysen
erfolgten an genomischer DNA aus Lymphozyten von Patienten mit Tumoren
(CRC), entztindlicher Darmerkrankung (IBD) und Referenzpersonen, die diese
Erkrankungen nicht aufwiesen. Die Analyse von insgesamt 111 Individuen kommt
zu dem Ergebnis, dass die Polymorphismen an den einzelnen Kodons nicht

unabhéngig voneinander auftreten sondern nur kombiniert vererbt werden kénnen.

UGT1AT7*2 ist durch eine stille Mutation an Kodon 11 mit einem Austausch von C zu
A an Position 3 (CCC zu CCA) gekennzeichnet. Diese Mutation féllt in die Signal-
Peptid-Doméne des endoplasmatischen Retikulums. Hiermit verbunden ist eine
zweite Mutation an Kodon 208, und zwar W208R, ein Austausch T zu C, der zu
einer nicht-konservativen Substitution eines aromatischen Tryptophans zu einem
positiv geladenen Arginin-Rest fihrt. Der Polymorphismus an Kodon 208 falit in
einen Sequenzbereich, der nicht nur in den ersten Exons von UGT1A7-10, sondern
in allen Mitgliedern der UGT1A7-Familie konserviert ist. Die Anwesenheit eines RV-
N-Sequenzmotivs zwischen Aminosduren 206 und 209 ist allen UGT1A-Proteinen
gemeinsam. Der W208R-Austausch in UGT1A7 reprasentiert die Wildtyp-Sequenz
von UGT1A8 und UGT1AQ. Die Untersuchungen der Anmelder zeigen, dass die
Polymorphismen an Kodon 11 und an Kodon 208 nicht einzeln auftreten (bei einer
Studie an 111 Personen). Die Charakterisierung an beiden Positionen heterozygoter
Individuen und die Tatsache, dass keine individuell homozygoten Muster an Kodon
11 oder an Kodon 208 gefunden werden konnten, legen nahe, dass sich beide
Austausche auf dem UGT1A7*2-Allel befinden.

UGT1AT7*3 umfasst zwei Mutationen. Die erste ist ein T zu G-Tausch an Kodon 129,
was einen konservativen Kodon-Austausch von Asparagin zu Lysin ergibt (N129K).
Die zweite zeigt sich an Kodon 131 in einem doppelten Austausch von C zu A an
Position 1 und G zu A an Position 2 des Kodons, was zu einem Arginin-zu-Lysin-
Austausch fuhrt (R131K). Dieser Polymorphismus beeinflusst ebenfalls stark
konservierte Sequenzen des UGT-Proteins. Auf Leucin-127 folgend, das in allen
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UGT1A7-Proteinen anwesend ist, ist ein LHN-L-Motiv (Aminos&uren 128-133) in
UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4 und UGT1A5 konserviert. An Aminos&ureposition 128-
134 ist in UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 und UGT1A10 ein F-D-KLV-
Aminoséauremotiv konserviert. Die Analyse der N129K- und R131K-Polymorphismen
zeigte, dass diese Austausche nicht unabhéngig voneinander auftreten. Es konnten
homozygote UGT1A7*3-Allele identifiziet werden, was zeigt, dass die
N129K/R131K-Mutationen auf einem einzelnen Allel identifiziert werden k&nnen,
das unabhéngig von UGT1A7*2 auftritt. Der N129/R131K-Polymorphismus von
UGT1A7 entspricht der Wildtyp-Sequenz von UGT1A9 an diesen Kodons, was
weiterhin nahelegt, dass die 3-Basenpaar-Mutationen als ein Haplotyp vererbt
werden.

Das dritte Allel, UGT1A7*4, verbindet alle Veranderungen, die in UGT1A7*2 und
UGT1A7*3 beobachtet werden. Es wurden Individuen mit homozygoten Mutationen
an den Kodons 11, 129, 131 und 208 festgestellt, was anzeigt, das alle 4
Polymorphismen auf einem einzelnen Allel vorkommen kénnen. Es ist
bemerkenswert, dass die Polymorphismen an den Kodons 11, 129, 131 oder 208
einzeln heterozygot oder homozygot auftraten.. Diese Beobachtung stiitzt auch wie
oben ausgefiihrt die Annahme, dass die Polymorphismen an Kodons 11 und 208

und ebenfalls an Kodon 129 mit Kodon 131 als Haplotypen vererbt werden.

Auf Basis dieser Ergebnisse wird die Aufgabe erfindungsgemaR durch ein
Verfahren zur Vorhersage des Gefahrdungspotentials flir Karzinomerkrankungen
oder entzlindlichen Darmerkrankungen und/oder fiir die Diagnose von
Karzinomerkrankungen oder entziindlichen Darmerkrankungen geldst, bei welchem
eine  DNA-Probe einer zu untersuchenden Person auf das Vorhandensein
polymorpher UGT1A/-Allele, die Mutationen an den Kodons 11, 129, 131 und/oder
208 umfassen, getestet wird.

Dabel wird insbesondere ein positives Ergebnis fir eine Mutation an Kodon 11 und
Kodon 208 als positives Anzeichen fiir eine Sensibilitédt fiir Karzinomerkrankungen,
speziell fur das Kolorektalkarzinom oder Kolonkarzinom (CRC) gewertet.
Testmdglichkeiten hierflir sind nachfolgend angegeben. In Weiterbildung der

Erfindung ist vorgesehen, dass zusatzlich Uberprift wird, dass die als positiv
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gewerteten Mutationen ein W208R-Austausch und eine stille Mutation CCC zu CCA

des Kodons 11 sind.

Ferner wird gemaf dieser Erfindung ein positives Ergebnis fiir eine Mutation an
allen vier Kodons 11, 129/131 und 208 als Anzeichen fir eine Sensibilitat fur eine
entzUndliche Darmerkrankung, namlich insbesondere die unter dem Begriff
"inflammatory bowl disease” (IBD) und Colitis ulzerosa gefassten Erkrankungen,
und eine Karzinomerkrankung, speziell CRC, gewertet. In zugehorigen Tests kann
vorgesehen sein, dass Uberpriift wird, dass die positiv gewerteten Mutationen
N129K, R131K und W208R sowie die stille Mutation CCC zu CCA an Kodon 11

sind.

Der identifizierte Zusammenhang von UGT1A7-Polymorphismen und dem
kolorektalen Karzinom sowie den entziindlichen Darmerkrankungen, die ihrerseits
einen Risikofaktor der Kolonkarzinogenese bilden, ermoglichen den Einsatz der hier
beschriebenen  Marker  zur  Identifizierung von  Risikopatienten  flr
Tumorerkrankungen. Da die Detoxifikationsenzyme, an denen hier Polymorphismen
nachgewiesen wurden, eine globale Funktion im menschlichen Organismus
ausiben, ist eine Relevanz Uber das hier dargestellte kolorektale Karzinom
hinausgehend auch fiir andere Krebserkrankungen des Gastrointestinaltraktes, des
Atemwegsystems, der Blutbildung und der Geschlechtsorgane und -drlisen
wahrscheinlich.

Ein Vorteil der Erfindung besteht darin, dass Patienten frihzeitig in entsprechende
Risikogruppen eingeteilt und einer praventiven Behandlung zugefiihrt werden

kénnen, was zu einer Verbesserung der Friherkennung fiihrt.

Ein weiterer Vortell der Erfindung ist, dass das Verfahren auch flir die Diagnose
angewandt werden kann. Eine Verbesserung der Diagnose ist eine Méglichkeit noch
schneller einen klaren Befund Uber den Zustand der Patienten zu erhalten und
dementsprechend frithzeitiger und zielgerichteter zu therapieren. Ein frithzeitiges
erkennen und sofortige Therapie sind gerade bei Karzinomerkrankungen von
entscheidender Bedeutung. Das CRC ist bei frliher Erkennung in den meisten
Fallen vermeidbar oder heilbar.
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Fir eine Untersuchung wird vorzugsweise genomische DNA aus Lymphozyten
verwendet. Die genomische DNA kann aus einer Blutprobe des Probanden mittels
saulenchromatographischer Verfahren und chemischer Aufbereitung isoliert werden.
Diese genomische DNA, die das Erbgut der zu untersuchenden Person
reprasentiert, bildet die Grundlage aller weiteren genetischen Teststrategien.

Zunéachst ist allgemein vorgesehen, dass die gewonnene Patienten-DNA mit der
Polymerasekettenreaktion amplifiziert wird.

Hierfr kann in einer ersten Ausfithrungsform der Erfindung eine PCR-Amplifikation
des gesamten Exons 1 des UGT1A7-Gens (ca. 855 Basenpaare) erfolgen, woran
sich eihe Sequenzanalyse anschlielft. Die ermittelte Seqenz kann in geeigneter
Weise ausgewertet, d.h. mit der Sequenz des Wildtyps und der fiir dieses Verfahren
relevanten UGT1A7-Allele UGT1A7*2, UGT1A7*3 und UGT1A7*4 verglichen
werden.

GemalR einer anderen Ausflihrungsform werden nur gerade solche cDNA-
Fragmente amplifiziert, die Aufschluss Uber die gesuchten Mutationen geben sollen.
Vorzugsweise wird daher die DNA-Probe mit Hilfe spezifischer Primerpaare
behandelt, von denen jeweils eines stromaufwérts und eines stromabwérts der
relevanten mutierten DNA-Bereiche um die Kodons 11, 129/131 oder 208 binden,
und in einer Polymerasekettenreaktion werden cDNA-Fragmente erzeugt, die
entsprechenden Fragmenten des Wildtyp-Allels oder der polymorphen Allele
gleichen, wobei das Vorliegen von Mutationen an den Kodons 11, 129, 131
und/oder 208 nachfolgend mit Hilfe von Sequenzierungs- und/oder
Hybridisierungstechniken detektiert wird.

Vorzugsweise werden solche Primerpaare verwendet, die jeweils ca. 50
Basenpaare stromaufwérts und stromabwarts des Kodos 11, des Kodons 129/131
sowie des Kodons 208 binden, wodurch etwa 100 bis 150 Basenpaare groRte cDNA-
Fragmente erhalten werden.

Die Detektion der Polymorphismen kann mit Sequenzierungs- und/oder
Hybridisierungsverfahren auf verschiedene Weise erfolgen. Der Fachmann ist hier
grundsétzlich frei, aus den ihm bekannten Verfahren geeignete auszuwahlen.
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Unter anderem koénnen die gesuchten Polymorphismen durch Einzelstrang-
Konformationspolymorphismus-Analyse (SSCP) untersucht werden, indem die
vollstandige Rekombination eines mit der vorausgegangenen PCR erhaltenen
Patienten-cDNA-Fragments mit einem jeweils entsprechenden ¢DNA-Fragment des
Wildtyp-Allels zu Doppelstrangen detektiert wird. Das zugrundeliegende Prinzip
beruht auf der Tatsache, dass eine variierte DNA-Sequenz nicht in der Lage ist
komplett kongruente Doppelstrange mit der Wildtyp-Sequenz zu bilden. Dies kann
fir die Screening-Untersuchung gelelektrophoretisch dargestellt werden und zeigt
die Existenz einer Mutation an. In einer Abwandlung dieser Methodik kann die
Detektion der polymorphen ¢DNA-Fragmente durch Temperaturgradienten-
Gelelektrophorese (TGGE) erfolgen.

Das Vorliegen oder Nichtvorliegen von Mutationen wirde vorzugsweise durch
Sequenzieren der betreffenden cDNA mittels automatisierter

Fluoreszenzfarbstoffsequenzierung liberprift.

Eine weitere Detektionsmoglichkeit besteht darin, dass in einer rein PCR-basierten
Strategie  (amplification  refractory = mutation  system,  System  der
amplifizierungsresistenten Mutation) durch spezifische Primersequenzen, die an
ihrem 3-Terminus an den Basenaustausch des Polymorphismus binden, die
Prasenz eines Polymorphismus dargestellt wird. Zugleich kann diese Methode
modifiziert werden, heterozygote und homozygote Tréger zu diskriminieren. Ein
Ausflihrungsbeispiel dieser Methode als automatisierbares Testkit-System ist
nachfolgend als Beispiel angegeben. Als Primer werden Oligonukleotide verwendet,
die einerseits die Wildtyp-Sequenz und andererseits die polymorphe Sequenz
binden, sowie korrespondierende Gegenprimer (anti sense Primer). Mit diesen
entsteht immer nur dann ein PCR-Produkt, wenn der auf dem Primer kodierte
Wildtyp oder das Primerkodierte polymorphe Allel vorliegt. Als Kontrollen werden
definierte cDNAs eingesetzt, die die definierten Polymorphismen enthalten. Die
Methode ist beispielsweise unter Einsatz der quantitativen Tagman-PCR

automatisierbar.

Die PCR-Konjugate kénnen auf Ubliche Weise mit Fluoreszenzfarbstoffen oder
Enzym-Markern nachgewiesen werden. Dem Fachmann stehen hierfir geniigend
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geeignete Techniken zur Auswahl, die hier nicht gesondert beschrieben werden

miussen.

Die Erfindung umfasst auch Testkits bzw. Testanordnungen zur Durchfiihrung des

erfindungsgemafien Verfahrens.

Die zu dieser Erfindung gehdrige Testanordnung umfasst grundsatzlich zumindest
die fur das Verfahren erforderlichen genetischen Nachweisreagenzien, namlich die
erforderlichen Primer oder cDNAs, auf einem stationaren Trager in einer fir das
Ablesen des Ergebnisses vorbereiteten Anordnung oder Reihenfolge, wobei
vorgesehen ist, dass die vorbereiteten und zusatzlich markierten DNA-Proben des
zu untersuchenden Individuums in Kontakt mit der Testanordnung gebracht werden,
an einem der Nachweisreagenzien binden und mit Hilfe des Markers an diesem Ort
detektiert werden. Dabei kann die Markierung der Probanden-DNA durch

Fluoreszenzfarbstoffe oder radioaktive Isotope erfolgen.

Fur eine Kombinationsanalyse mehrerer UGT1A7-Polymorphismen, die in jedem
Fall zweckmaRig ist, konnen die hierfir erforderlichen verschiedenen
Nachweisreagenzien, d.h. z.B. die Primer fir die verschiedenen Kodons 11,
129/131 und 208 oder die DNA-Fragmente von Wildtyp- und UGT1A7*2/3/4-Allele,
je nach gewahlter Strategie,

gemeinsam auf einer Testanordnung, z.B. auf einem Genchip, immobilisiert sein.

Um das Ablesen des Ergebnisses zu erleichtern, ist es vorteilhaft, wenn auf dem
stationdren Trager eine Beschriftung oder ein Aufdruck in Zuordnung zu den

Nachweisreagenzien angeordnet ist.

Die Kombinationsanalyse aller UGT1A7-Polymorphismen kann Uber eine
Genchiptechnik erfolgen. Dabei kann beispielsweise in der stationdren Phase die
Oligonukleotid-Sequenz der Polymorphismen sowie des Wildtyps immobilisiert sein.
Von der Probanden-DNA werden korrespondierende Oligonukleotide durch PCR
amplifiziert und durch Fluoreszenzfarbstoffe, radioaktive Isotope oder andere
Konjugate markiert. Die nachfolgende Hybridisierungsreaktion identifiziert das
korrespondierende Oligonukleotid auf dem Gen-Array und determiniert die Existenz
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eines Polymorphismus. Verschiedene Ausfiihrungen einer Array-basierten

Teststratgie sind méglich und kdénnen vom Fachmann an dieses Verfahren

angepasst werden.

Gemaf einem weiteren Aspekt der Erfindung kénnen die polymorphen UGT1A7*2-,
UGT1A7*3- und UGT1A7*4-Gene fiir die Herstellung zugehériger UGT-Isotypen
verwendet werden. Die Identifizierten Polymorphismen kdnnen als rekombinante
Proteine exprimiert und beispielsweise fiir die metabolische Charakterisierung von
Tumortherapeutike eingesetzt werden, um eine Vorhersage des Metabolismus
dieser Substanzen zu ermdglichen. Ebenso kénnen alle Polymorphismen von
UGT1A7 dazu dienen, den Mestabolismus von potentiell mutagenen oder
krebserzeugenden Substanzen zu untersuchen, mit dem Ziel, Voraussagen Uber
deren Giftigkeit oder karzinogenetische Potenz zu machen. Hierzu dient die
Expression der polymorphen Allele in heterologen Expressionssystemen, in
Bakterien, Eukaryotenzellkulturen und ihr nachfolgender Einsatz als
Enzympraparation fiir katalytische Analysen. Testkits, die eine Serie verschiedener
Polymorphismen-Proteine beinhalten, ermdglichen hier eine einfache in vitro

Analyse.

Die Identifikation von Suszeptibilitdtsmarkern flir das Kolonkarzinom und
entzlindliche Darmerkrankungen ermdglicht prinzipiell deren Einsatz fir
gentherapeutische Strategien. Grundsétzliche gentherapeutische
Anwendungsmdglichkeiten sind dem Fachmann heute bereits bekannt, so dass
verschiedene Umsetzungsmdglichkeiten offenstehen. Der Einsatz von UGT1A7
alleine oder in Kombination mit anderen homologen Mitgliedern dieser Enzymfamilie

in der Tumortherapie ist eine Anwendung der definierten genetischen Assoziation.

Die Erfindung umfasst daher auch die Verwendung von UGT1A7-Genen oder -
genfragmenten fiir die Herstellung eines gentherapeutischen Arzneimittels zur
Behandlung bei UGT1A7-Polymorphismen des Typs UGT1A7*2, UGT1A7*3 und
UGT1AT*4,

In Weiterbildung der Erfindung ist daher der orale oder parenterale Einsatz des

rekombinanten Proteins von Genen der UGT1A-Familie in der Tumortherapie oder
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in der Tumorprévention bei Risikopatienten vorgesehen. Fur den Transport von
UGT1A7 cDNA oder homologer UGT1A ¢DNAs in humane Zellen und Tumorzellen
kdnnen Vektoren verwendet werden, die dem Fachmann grundsatzlich bekannt sind
und die er mit seinem fachmannischen Wissen auswéhlen kann. Dies fUhrt zur
Expression des Proteins im Zielgewebe einschliefflich von embryonalem oder
fetalem Gewebe, wo das gentherapeutische UGT1A7-Arzneimittel fir die
Modifikation von Vorlduferzellen verwendet werden kann.

Der Transport der UGT1A-cDNA kann beispielsweise durch parenterale Vektoren
mit organspezifischen Promotoren, durch die intramuskulére Injektion von UGT1A
cDNA oder durch liposomverpackte cDNA Uber den Gastrointestinaltrakt erfolgen.
Der Fachmann kann geeignete Delivery-Systeme im Rahmen seines Fachwissens

aussuchen.
Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und Figuren néher erldutert.

BEISPIEL 1_- Testbeispiel

Es werden Oligonukleotide (Primer) verwendet, die einerseits die Wildtyp-Sequenz
und andererseits die polymorphen Sequenzen binden sowie korrespondierende
Gegenprimer (anti sense Primer). Mit diesen entsteht immer nur dann ein PCR-
Produkt, wenn der auf dem Primer kodierte Wildtyp oder das primerkodierte
polymorphe Allel vorliegt. Das Prinzip ist in Figur 1 dargestellt. Als Kontrollen
werden definierte cDNAs eingesetzt, die die definierten Polymorphismen enthalten.
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Die verwendeten Primer sind in Tabelle 1 dargestellt:
Tabelle 1
Polymorphismus | Primer Art Sequenz Produktgrsfie
Kodon 11 A gegtegactgpcctecticea 269 bp
B gegigpactggeetecttcce
reverse teceeg
Kodon 129 A titttttcanattgcaggagtttgtitaag 264 bp
B tittiticanattgcaggaptitotitaat
Kodon 131 A ggagtttgtitasgpacaa 271 bp
B anaattgcaggagtttotttaatgaceg
reverse | ttctaagacatttitpaaaaaataggg
Kodon 208 A gactttcaaggacagagtae 252bp
B acgecatgactttcaaggagagagtat
reverse  |tgpetitccctgatgacagtigatace

Beim Einsatz dieser Primer in der automatisierten, quantitativen PCR werden
Konjugate mit Fluoreszenzfarbstoffen, enzymatischen Markern oder anderen
Markierungssystemen flr DNA hergestellt und fir diese Diagnostik genutzt. Die
Markierungsmittel sind aligemein bekannt und werden hier nicht gesondert

beschrieben.

Mit Hilfe dieses Testsystems wurden Ergebnisse gefunden, die spezifisch das

Vorliegen homo- sowie heterozygoter Mutationen detektieren. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2
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Kodon | Primer Kontrollen Ergebnisse
UGTIA7*1 | UGT1A7* | UGTIA7*2 | UGTIA7*3 | UGTIA7*2/ | UGTIA7*2/ | UGTIA7*3/
UGT1A7*1 | UGT1A7*3 | UGT1A7*4
11 A - + + - + + +
B + - - + + + +
129 | A - + - + - + +
B + - + - + + -
B1 | A N T N ¥ . ¥ T
B + - + - + + -
208 | A - + + - + + +
B + - - + + + +

Die Anwendung dieser Analysen flr alle drei polymorphen Genorte 11, 129/131 und
208 ist deshalb von groBer Bedeutung, da das Vorliegen des UGT1A7*2-Alleis
(Kodon 11 und 208) sowie des UGT1A7*4-Allels (Kodon 11, 129, 131, 208) mit dem
kolorektalen Karzinom, aber nur das Vorliegen des UGT1A7*4 Allels mit
entzundlichen Darmerkrankungen assoziiert sind. Die genetische Analyse besteht
daher zweckmaBigerweise aus der Kombination der Analysen an den identifizierten
Orten im Sinne eines Testkits.

Testreihe an 111 Probanden

Die Proben wurden von 111 Patienten des Instituts fir Gastroenterologie und
Hepatologie der Medizinischen Hochschule Hannover im Jahr 1999 gesammelt.

Die folgenden Gruppen wurden untersucht:

a) Die Kontrollgruppe (n = 54, 44,32 + 15,65 Jahre, 31 ménnlich/23 weiblich) wurde
definiert als Patienten die keinen Befund auf vorhergehende Krebserkrankungen
hatten, ausgeschlossen durch abdominalen Ultraschall und Endoskopie (obere und
untere).

b) Kolorektalkrebs-Patienten (n = 26, 62,15 + 11,25 Jahre, 15 mannlich / 11
weiblich) litten an Kolorektalkarzinom, wie durch Ausschluss nach den Amsterdamm
1I-Kriterien bestatigt.

¢) Die Beispiele fiir entziindliche Darmerkrankungen (IBD) (n = 31, 36,74 + 11,79
Jahre, 14 mannlich / 16 weiblich) umfassten Patienten mit Colitis ulzetiosa (n = 14,
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35,07 + 13,86 Jahre, 9 mannlich / 5 weiblich) und Morbus Crohn (n = 17, 38,12 &

10,00 Jahre 5 mannlich / 12 weiblich). Die Diagnosen der Colitis ulzeriosa und von

Morbus Crohn basieren auf Befunden oberer und unterer Endoskopie und wurden

histologisch durch intestinale Biopsien bestatigt.

Genomische DNA: Die genomische DNA wurde aus Vollblutproben mit Hilfe des
QuiaAmp © Systems nach den Empfehlungen des Herstellers prapariert (Quiagen,
Hilden, Deutschland). Konzentrationsdaten wurden spektrophotometrisch bei 260
und 280 nm bestimmt, und die Proben wurden in 10 mM Tris/EDTA- Puffer (pH 8,0)
bei 4 °C bis zur weiteren Untersuchung gelagert.

Analyse der UGT1A7 Exon1 Sequenz: Die UGT1A7 Exon 1-Sequenz wurde mit der

Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Der Forward-Primer war von Basenpaar 61
bis 38 stromaufwarts des ATG-Startkodons (GenBank Zugangsnummer U39570)
von UGT1A7 (5-gcggcetcgagcecacttactatattataggaget-3'). Der Gegenprimer [ag
zwischen Basenpaar 855 und 829 (GenBank Zugangsnummer U89507) der
UGT1A7 Exon1-Sequenz (5'-gcggatatccataggeactggctttcectgatgaca-3').Die
Lokalisierung des stromaufwértigen Primers aulerhalb des offenen Leserahmens
war erforderlich um die Spezifitat der Amplifikation zu erreichen, da die Exon1-
Sequenz von UGT1A7-10 Homologien von 93 % besitzt. Ein 916 Basenpaare
groRes Produkt wurde in einem Volumen von 100 pl, enthaltend 10 mM KCI, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM Ammoniumsulfat, 2 mM Magnesiumsulfat, 1 % Triton X-
100, 0,2 mM je dNTP, 20 ng genomische DNA, 2 uM Primer und 5 Einheiten VENT
{exo-)DNA-Polymerase (NEB, Beverly, MA) amplifiziert. Nach einem heilen Start
bei 94 °C fir 3 Minuten wurden 30 Zyklen bei 94 °C lber 3 Sekunden, bei 57 °C flr
30 Sekunden und bei 72 °C fiir 30 Sekunden auf einem Perkin Elmer Gene Amp
PCR 2400 System gefahren. Die Produkte wurden in einer Elektrophorese mit 2%
Agarosegel sichtbar gemacht und mit QuiaQuick ® Saulen gemaR den Angaben
des Herstellers (Quiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt. Die Sequenzen der PCR-
Produkte wurden an beiden Stréngen mit automatisierter
Fluoreszenzfarbstoffsequenzierung bestimmt  (MWG-Biotech, Ebersbach,
Deutschland). Die Sequenzdaten wurden mit dem PC-Gene-software-package
{Oxford Molecular, Campbell, CA, U.S.A.) analysiert. Die statistische Analyse wurde
mit dem Kruskal-Wallis-Test berechnet.

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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GenBank Accession Numbers: UGT1A7*1: U89507; UGT1A7*2: AF2969226;

UGT1A7*3: AF292627, UGT1A7*4 AF292627

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von Figuren néher erldutert, wobei im

Einzelnen zeigen:

Figur 1 die graphische Darstellung der UGT 1A7-Polymorphismus-Diagnostik;
Figur 2 Assoziation von UGT1A7*2 und UGT1A7*4 mit NC, CRC und iBD;
Figur 3 3 polymorphe Orte(Sites) der menschlichen UGT1A7 Exon 1 Sequenz;
Figur 4 Vergleich der Regionen um das Kodon 11, 129, 131 und 208;

Figur 5 Assoziationen zwischen der W208R Mutation und dem Kolorektalem

Karzinom und entziindlichem Darmerkrankungen.

Figur 1 zeigt eine UGT1A7-Polymorphismus-Diagnostik, bei der die Region um die
identifizierten Polymorphismen durch Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert
wird. Dabei werden spezifische Primerpaare verwendet, die zirka 50 Basenpaare
stromaufwarts und stromabwarts des Kodons 11, des Kodons 129/131 sowie des
Kodons 208 binden. Bei dieser PCR werden 100 bis 150 bp grole komplementare
Desoxyribonukleinsdure-Fragmente (cDNAs) erzeugt, die dem Wildtyp-Allel
entsprechen oder die identifizierten Polymorphismen tragen.

Figur 2 zeigt die Analyse der Pravalenz der polymorphen UGT1A7-Allelen wie in
Figur 3 definiert. Dies Analyse, die auf den definierten polymorphen UGT1A7-Allelen
basiert zeigt eine Signifikante Assoziation von UGT1A7*4 und UGT1A7*2 mit
kolorektalem Krebs (CRC) und dem geringen Vorkommen von diesen Allelen in der
normalen  Kontrollgruppe (NC). Im  Gegensatz dazu sind entzindliche
Darmerkrankungen (IBD) nur mit der Anwesenheit von UGT1A7*4 assoziiert.
Weder far CRC noch fiir IBD wurde eine signifikante Assoziation mit dem
UGT1A7*3-Allel gefunden. Die Assoziation von Verbindungen der heterozygoten
UGT1AT*3/UGT1A7T*4-Individuen mit CRC und IBD war jedoch signifikant.
Statistisch signifikante Vergleiche sind durch * angezeigt. UGT1A7*2 ist definiert als
eine Kombination von CCA an Kodon 11 und der W208R-Mutation. Dies beruht auf
der Beobachtung, dass die zwei Mutationen immer kombiniert und nicht individuell
heterozygot oder homozygot entweder an Kodon 11 oder Kodon 208 identifiziert

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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werden. UGT1A7*2 wurde nicht als homogygotes Allel detektiert. UGT1A7*3 ist nur
durch die Kombination von N129K und R131K definiert. Diese Patenten waren
entweder homozygot oder heterozygot sowohl flirN129K als auch R131K. Das
heterozygote UGT1A7*4 kann alternativ  die  Verbindung heterozygot
UGT1A7*2/UGT1A7*3 reprasentieren.

Figur 3 zeigt eine graphische Darstellung der 3 polymorphen Sites, die in der
menschlichen UGT1A7 Exon 1 Sequenz identifiziert wurden. Die Mutation CCC/A
an Kodon 11 ist still. An Kodon 129, 131 und 208 fiihren die Mutationen zu
Aminoséuresubstitutionen. Die Sequenzanalyse hat die Anwesenheit von 3
verschiedenen Polymorphismen aufgezeigt, die UGT1A7*2, UGT1A7*3 und
UGT1A7*4 zugeordnet wurden. Der Austausch an Kodon 11 und 208 (UGT1AT*2)
sowie die Polymorphismen an Kodon 129 und 131 (UGT1A7*3) kamen nicht einzeln
Vor.

Figur 4 zeigt, dass verglichen mit der Region um das Kodon 11 die identifizierten
Polymorphismen an Position 129/131 und Position 208 in hochkonservierte
Sequenzbereiche fallen. Der N129K/R131K Polymorphismus représentiert die
Wildtyp-Sequenz von UGT1A9 in dieser Position. W208R reprasentiert die Wildtyp-
Sequenz von UGT1A8 und UGT1A9 an dieser Position.

Figur 5 =zeigt, dass die Assoziation von W208R-Mutationen  mit
Kolorektalkarzinomerkrankungen und entzlindlichen Darmerkrankungen hochgradig
statistisch signifikant ist. Wahrend Mutationen an Kodon 208 (W208R) nur in 22 %
der Normalkontrollen auftreten, finden diese sich in 73 % der Patienten mit
kolorektalen Karzinomen und in 61 % der Patienten mit entzindlichen
Darmerkrankungen. Fiur das UGT1A7*2-Allel zeigte sich eine signifikante
Assoziation mit dem kolorektalen Karzinom (19 % gegeniiber 7 %) aber nicht mit
entziindlichen Darmerkrankungen. Das UGT1A7*4-Allel war signifikant mit dem
kolorektalen Karzinom sowie auch mit entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert,
wahrend sich fir UGT1A7*3 keine signifikante Assoziation zeigte (niedrige
Signifikanzlevel). Die statistische Signifikanz flir die Anwesenheit von W208R-
Mutationen in CRC-Patienten (73%) gegenlber Normalkontrollen (22%) war sehr
hoch {p < 0,0001) Hierbei wurden heterozygote (50% gegeniber 15%, p < 0,001)
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und homozygote (23 % gegenlber 7 %, p < 0,02) WZ208R-Mutationen
berlicksichtigt. Die Assoziation war niedriger, jedoch ebenfalls signifikant fur IBD-
patienten, die 61 % W208R-Mutationen {p < 0,0001) zeigte, in 35 % heterozygoten
und 26 % homozygoten Individuen. Bei dem Auftreten der W208R-Mutationen zu
22% bei den Normalkontrollen ist zusé&tzlich zu berticksichtigen, dass ein tumorfreier
Zustand zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme die spatere Entwicklung von CRC
nicht ausschlieft.

Der * zeigt signifikante Level gegeniiber den Normalenkontrollen (Kruskal Wallis
Test). Im Folgenden bedeuten: n.s. - nicht signifikant, NC - Normalkontrollen; CRC —
kolorektales Karzinom (colorectal carcinoma) und IBD - entziindliche

Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease).

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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Patentanspriiche:

Verfahren zur Vorhersage des Gefahrdungspotentials fiir und/oder die Diagnose
von Karzinomerkrankungen oder entzlindlichen Darmerkrankungen aufgrund
genetischer Disposition, dadurch gekennzeichnet, dass eine DNA-Probe einer
zu untersuchenden Person auf das Vorhandensein polymorpher UGT1A7-
Allele, die Mutationen an den Kodons 11, 129, 131 und/oder 208 umfassen,
getestet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein positives Ergebnis fiir eine Mutation an
Kodon 11 und 208 als positives Anzeichen fur eine Sensibilitat fur
Karzinomerkrankungen, insbesondere fiir Dickdarm-, Bauchspeicheldriisen-,

Leber-, Magen~- und Speiserdhrenkrebs gewertet wird.

Verfahren nach Anspruch 2, wobei Uberprift wird, dass die als positiv
gewerteten Mutationen ein W208R-Austausch und eine stille Mutation CCC zu
CCA des Kodons 11 sind.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein positives Ergebnis fir eine Mutation an
Kodon 11, 129, 131 und 208 als Anzeichen fiir eine Sensibilitdt fir eine.

entziindliche Darmerkrankung und eine Karzinomerkrankung gewertet wird.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei Uberpriift wird, dass die als positiv
bewerteten Mutationen N129K, R131K und 1208R sowie die stille Mutation CCC
zu CCA an Kodon 11 sind.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass flr
die Probe genomische DNA, vorzugsweise aus Lymphozyten, verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die genomische
Desoxyribonukleinsédure aus einer Blutprobe mittels saulenchromatographischer
Verfahren und chemischer Aufbereitung isoliert wird.

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass

mit der DNA-Probe eine PCR-Amplifikation des Exons 1 von UGT1A7 (ca. 855
Basenpaare) mit anschliefender Sequenzanalyse durchgefithrt wird und die
ermittelte Sequenz mit der des Wildtyps und der polymorphen Allele von
UGT1A7 verglichen wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass zu
der DNA-Probe mit Hilfe spezifischer Primerpaare, von denen jeweils eines
stromaufwarts und eines stromabwarts der relevanten mutierten DNA-Bereiche
um die Kodons 11, 129/131 oder 208 binden, in einer Polymerasekettenreaktion
cDNA-Fragmente erzeugt werden, die entsprechenden Fragmente des Wildtyp-
Allels oder der polymorphen Allele gleichen, und dass das Vorliegen von
Mutationen an den Kodons 11, 129, 131 und/oder 208 mit Hilfe von
Sequenzierungs- und/oder Hybridisierungstechniken detektiert wird.

. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Primerpaare

jeweils ca. 50 Basenpaare stromaufwérts und stromabwarts des Kodons 11,
des Kodons 129/131 sowie des Kodons 208 binden, wodurch etwa 100 bis 150
Basenpaare grolie cDNA-Fragmente gebildet werden.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass

das Vorliegen von Mutationen an den relevanten Kodons durch Einzelstrang-
Konformationspolymorphismus-Analyse  (SSCP) mit  einem  jeweils
entsprechenden cDNA-Fragment des Wildtyp-Allels detektiert wird, wobei
Wildtyp- und polymorphe Allele vorzugsweise gelelektrophoretisch, weiter
vorzugsweise mit Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE),
unterschieden werden.

. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Vorliegen oder

Nichtvorliegen von Mutationen durch Sequenzieren der betreffenden cDNA
mittels automatisierter Fluoreszenzfarbstoffsequenzierung Uberpriift wird.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass

mit einer Polymerasekettenreaktion mit Hilfe von Primer-Sequenzen, die an

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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ihrem 3'-Terminus an den Basentausch des Polymorphismus binden, das

Vorhandensein eines Polymorphismus nachgewiesen wird.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Vorliegen von
Mutationen mit Hilfe homologer Olignucleotide mit der Wildtyp- oder der
Polymorphismus-Sequenz und korrespondierenden Gegenprimern (anti sense

primern) mit einer PCR-Technik nachgewiesen wird.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass eine quantitative

Tagman-PCR verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass die PCR-
Konjugate mit Fluoreszenzfarbstoffen oder Enzym-Markern nachgewiesen

werden.

Testanordnung, umfassend die gemal einem Verfahren nach einem der
Anspriiche 1 bis 15 erforderlichen genetischen Nachweisreagenzien, namlich
die erforderlichen Primer oder cDNAs, auf einem stationéren Trager in einer fir
das Ablesen des Ergebnisses vorbereiteten Anordnung oder Reihenfolge,

wobei die gemaR in einem der Anspriiche 8 bis 10 vorbereitete(n) und zusétzlich
markierten(n) DNA-Probe(n) eines zu untersuchenden Individuums bei
Inkontaktbringen mit der Testanordnung an einem der Nachweisreagenzien
bindet/binden und mit Hilfe des Markers an diesem Ort detektiert wird/werden.

Testanordnung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die
Markierung durch Fluoreszenzfarbstoffe oder radioaktive Isotope erfolgt.

Testanordnung nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass die
Nachweisreagenzien fir eine Kombinationsanalyse mehrerer UGT1A7-

Polymorphismen gemeinsam auf einer Testanordnung immobilisiert sind.

. Testanordnung nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet,

dass auf dem stationéren Trager fir das Ablesen des Ergebnisses eine

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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Beschriftung oder ein Aufdruck in Zuordnung zu den Nachweisreagenzien

angeordnet ist.

. Verwendung von polymorphen UGT1A7*2-, UGT1A7*3- und UGT1A7*4-Gene

fur die Herstellung der von ihnen kodierten polymorphen UGT-Isoformen.

Verwendung der UGT-Isoformen nach Anspruch 21 fir die metabolische
Charakterisierung von Tumortherapeutika sowie zur Untersuchung der Toxizitat
und/oder Karzinogenitat potentieller UGT1A7-Substrate.

Verwendung von UGT1A-Wildtyp-Genen oder -genfragmenten fur die
Herstellung eines gentherapeutischen Arzneimittels zur Behandlung bei
UGT1A-Polymorphismen, insbesondere solchen des Typs UGT1A7*2 oder
UGT1A7*4.

Verwendung von rekombinanten UGT1A7-Enzymen flr therapeutische Zwecke.

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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UGT1A7 Exon 1
Primer A:  w—— ) —
Primer B w—m— —— —— —

T r— e e
odon:
PORPIOQUKE: o 2o 2520, ...

264bp
................ 6.
X - Mutation
Figur 1
Allele NC CRC 1IBD
UGT1A7*1 wildtype 48% 4% 6%
UGTIAT*2 +H+ 0% 0% 0%
UGT1A7*2 +- 5%  19%* 3%
UGTIAT*3 ++ 16% 0% 10%
UGTIAT*3 +/- 18% 23% 10%
UGT1A7*4 +H+ T%  23%* 26%*
UGT1A7*4 +/- 3% 19%* 16%*
UGTI1A7#3/ UGT1A7*4  compound 3% 12% 16%*
heterozygous

UGTIAT7*4 (+/+) and 10%  35%* 50%*
UGTIAT*3/UGTIAT*4

Figur 2
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T T1 w2 128 129 130 131 132 207 208 209 sescrgton
O [errece ota [T AT BAC CBA MRl GTA TGGAAC | r

L P L F N DR K V W N
veTIAT2 [crrccacma I——{EAATGAGGGAW}——{EACGGAACI .

L P L F NDRK VR N
UoTiAmg O OSECTA | [T ARG GAGAAA A ———{OTATSE MRS |y ppprank

L P L FKDKK vV WN
UGT1AT4 CITCCACTA TIT AAG GAC AAA AAA GTA CGG AAC N1ZOKRIFKW206R

L P L F KD K K V R N

Figur 3

aminoacid no. aa127-134 aa 205-213
UGT1ALl GGRP-LVLG-——-—LLHNKELM—-~-QRVKNMLTIA-
UGT1A3 vP ATG--—--LLHNEALI~~-QRVKNMLYP-
UGT1A4 VP ATG~-—-LLHNEALI ———QRVKNMLYP-
UGT1AS5 VPLPRIATG~~--LLHNEALT ~-—-QRVKNMLYP~-
UGT1AG RSFORISAG————-LLODRDT[L———-QRVANFLVN-
UGT1A7 TGLLP VC———JLFNDRKLV———ERVWNHIMH—
UGT1A8 TSPIPLCVS-——-LFNDRKLY—-—-—ERVRNHIMH-
UGT1A9 TSPLPLCVC-—-—-LFKDKKLV-—--ERVRNHIMH-

UGT1A10 DOPRSFMCV--~~LENDRKLV---ERVWNHIVH-

UGT1A7 polymorphisms: N128K/R131K W208R J

Figur 4

JP 2004-533808 A 2004.11.11
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Internationales Biiro
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{51) Internati P i ion”: C12Q 1/68  (72) Erfinder; und
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(54) Bezeichnung: VIRFAHRE]
KUNGEN UND ENTZUNDLICITE DARMERKRANKUNGEN UND ZUGEIIORIGE

inllammatory intestinal di

‘I'he presence or lack of ations is

ZUR VORHI

Gl DLS GUIEAHRDUNGSPOY

{54) Title: METHOD FOR THE PREDICTION OF THE RISK POTENTTAL FOR CANCEROUS DISEASES AND INFLLAM-
MATORY INTESTINAL DISEASES AND CORRESPONDING TESTS

TALS 1FUR KARZINOMIRKRAN-
iSTS

UGT1A7 Exon 1

Primer A:  se—) — — —
Primer B: — — — —
Gaganprimer: — A — —
owon. 1] @) f
X - Mutation

{57) Abstract: The invention relales 1o a method (or the prediction of the ¥isk potential and/or diagnosis of cancerous diseases or
whereby a DNA sample is lested [or the presence of polymorphic UGT1A7 allele. A positive
result for 4 mutation is a posilive indication of 4 sensitivily to cancerous discases. A prediction of sensitivity 10 an in/lammatory
intestinal discase can similarly be made. A PCR amplification of the exon 1, by means of the DNA sample with subscquent sequence
analysis is carried out in the method and the determined sequence compared with that of the wild type and the polymorphic allele.

1 by means of

the ing cDNA using Nuorescent dye

& sequencing. The test amrangement for said method requires genetic delection reagents, namely the required primer or cDNAs, on &
stalionary support in & pre-prepared armangement er sequence for reading off the results. The recombinant UGT LA cnzymes arc

W

also used for therapeutic purposcs.

[Forisetzung auf der ndchsten Seite]
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GM, KL, LS, MW, MZ, SD, SL, $Z, TZ, UG, ZM, ZW),
eurasisches Palenl (AM, A%, BY, KG, KZ MD, RU, 1),  Verétfentlicht:
TM). europiisches Patent (AT, BE, CII, CY. DE, DK, mit internationalem Recherchenbericht
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR),
OAPL-Patent (BE, B, CF, CG, CL CM, GA, GN, GQ, GW.  (88) Verbtfentli des i i
ML, MR, NL, SN, 'TD, TG). Recherchenberichts: 24. Juli 2003

Erklirungen gemiil Regel 4.1 Zur ErMldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen

der B igung des A , ein Poteni zu - Abktirzungen wird avf die Erkliarungen ("Guidance Notes on
beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer i) fiir alle  Codes and Abbreviaiions") am Anfang jeder reguléren Ausgabe
Bestimmungssiaaten der PCT-Gazette verwiesen.

(57) Zusammenfassung: Bei dem Verlahren zur Vorhersage des Gefahrdungspotentials und/oder Diagnose von Karzinomerkran-
kungen oder eniziindlichen Darmerkrankungen wird cine DNA-Probe auf das Vorhandensein polymorpher UGT1A7-Allele getestel.
Ein positives Ergebnis fiir cine Mutation gilt als positives Anzeichen fir cine Sensibilitat fur Karzi Ebenso kann
eine Vorhersage tiber eine Scnsibilitit fiir eine entziindliche Darmerk ung gemacht werden. Bei dem Verfahren wird durch dic
DDNA-Probe eine PCR-Amplifikation des lixons | mit anschliessender Sequenzanalyse durchgefiihrt und die ermittelte Sequenz. mit
der des Wildlyps und der polymorphen Allele verglichen. Das Vorliegen oder Nichtvorliegen von Muationen wird durch Sequen-

zicren der betrellenden ¢DNA mitlels Fluor nzlar ung iiberpriift. Die Testanordnung [r dicses
Verfahren erfordert isct i icn, némlich dic erforderlichen Primer oder ¢cDNAs, auf cinem stationidren Triger
in ciner flir das Ablesen des Lirgebnisses vorbereiteten rd oder Reihenfolge. Die i UGT1A7-Linzyme werden

auch fiir therapeutische “wecke verwendet.
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