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< (54) Bezeichnung: VERFAHREN UND KIT ZUR DIAGNOSTIK ODER BEHANDLUNGSKONTROLLE VON DARMKREBS

9

) (57) Abstract: The invention relates to a diagnosis kit and to a method for the diagnosis or treatment control of intestinal carcinoma
in a human being. According to the invention, the presence or absence of at least two different messenger- s coding for severa
c' h being. A ding he i i he p b f at | diff ger-RNA ding f 1
of the tumour marker proteins A -R, , 2, - and/or stanniocalcin 1s detected 1n a human blood sample.
f th ker p ins CK20, EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF d/ iocalcin is d d i h blood pl
e presence of intestinal tumour cells 1in the blood sample 1s then deduced therefrom, as 1s possible metastatic spread.
gThp f intestinal 11s in the blood sample is then deduced theref; i ibl ic spread

e (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betriftt ein Diagnose-Kit sowie ein Verfahren zur Diagnostik oder Behand-
lungskontrolle von Darmkrebs bei einem Menschen. Hierzu wird in einer Blutprobe des Menschen das Vorhandensein oder Fehlen
von mindestens zwei verschiedenen mRNS erfaft, die fiir verschiedene der Tumormarkerproteine CK20, EGF-R, CEA, GA733.2,
PDGF-f und/oder Stanniocalcin kodieren. Daraus wird dann auf das Vorhandensein von Darmtumorzellen in der Blutprobe und
damit auf mogliche Metastsierung geschlossen.
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Verfahren und Kit zur Diagnostik oder Behandlungskon-

trolle von Darmkrebs

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Ver-
fahren und ein Kit zur Diagnostik oder Behandlungs-
kontrolle von Darmkrebs bel einem Menschen

Bei der Krebsnachsorge ist es von Relevanz, ein Rezi-
div maligner Tumore anhand des Auftretens metastasie-
render Tumorzellen im Blut frithzeitig nachweisen zu
kdnnen. Beil den derzeit angewandten Untersuchungsme-
thoden werden bei Krebspatienten sogenannte ,Tumor-
marker“ auf Proteinebene (immunologisch bzw. enzyma-
tisch) quantitativ im Blut oder in anderen Korper-

fliissigkeiten ermittelt.

Diese Nachweisverfahren sind fiir die Tumordiagnostik
bzw. Behandlungskontrolle/Nachsorge nur bedingt ge-

eignet, da erhdhte Tumormarkerwerte auch durch nicht-
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Tumorerkrankungen (z.B. Entziindungen des Magen-Darm-
Traktes, Leberzirrhose, Virusinfekte), starkes Rau-
chen oder durch eine Schwangerschaft hervorgerufen

werden kO&nnen.

Die Tumorprogression nach der Resektion eines kolo-
rektalen Primdrtumors ist in erster Linie auf resi-
duale Tumorzellen zuriickzufithren. Diese Zellen werden
pra~ oder intraoperativ aus dem primdren Tumor abge-
16st und erhalten die M&glichkeit zur Verstreuung im

ganzen Organismus.

Neben der Ersterkennung eines kolorektalen Karzinoms
ist daher in§besondere der frithest mégliche Nachweis
metastasierender Zellen fiir eine erfolgreiche Behand-
lung von entscheidender Bedeutung. Ebenso kann im
klinischen Stadium I ein definitiver Negativnachweis
hilfreich sein, wenn zu entscheiden ist, ob der Pati-
ent mit einer Chemotherapie oder einer Operation be-
lastet werden muB.

Die derzeit verwendeten diagnostischen Methoden sind
ungenau, wenn es um die Beurteilung der malignen Po-
tenz von Resttumoren nach durchgefiihrter Chemothera-
pie in den metastasierenden Stadien geht. Einige kli-
nische Studien weisen auf eine prognostische Bedeu-
tung von disseminierten Tumorzellen hin. Dennoch sind
zahlreiche methodische Aspekte kritisch und bisher
nicht hinreichend standardisiert. Somit miissen wei-
terhin Nachweise fiir eine okkulte oder restliche Me-
tastasierung gefunden werden, die eine rechtzeitige
Einordnung in die vielfdltigen prim&r kurativen the-

rapeutischen Optionen zulassen.

Dem Bestreben nach Verbesserung der Heilungschancen

wird heute einerseits tiber Suche und Verwendung neuer
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Tumormarker, andererseilts itiber Sensitivit&dtssteige-
rung bei den verwendeten Methoden nachgekommen.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Ver--
fahren und ein Kit zur Verfiigung zu étellen, mit dem
auf einfache, sichere und wiederholbare Weise eine
Diagnostik oder Behandlungskontrolle von Darmkrebs
moglich ist.

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Patentan-
spruch 1 sowie das Kit nach Patentanspruch 33 und den
Mikroarray nach Patentanspruch 56 geldst. Vorteilhaf-
te Weiterbildung des Verfahrens, des Kits und des Mi-
kroarrays werden in den jeweiligen abhdngigen Ansprii-
chen gegeben.

ErfindungsgemédB wird mittels des erfindungsgemédflen
Kits bzw. des erfindungsgemafien Verfahrens in einer
Blutprobe eines Menschen das Vorhandensein oder Feh-
len von mRNS mindestens zweier der Tumormarkerprotei-
ne CK20, EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF-B und/oder Stan-
niocalcin erfaBt.

Da im Blut Gesunder die RNAs der beschriebenen Marker
normalerweise nicht exprimiert vorliegen, zeigt sich
eine direkte Korrelation zwischen einem positiven RT-
PCR-Nachweis dieser Tumormarker und zirkulierenden
Tumorzellen im Blut, die zu einer Metastasierung fih-
ren konnen,

Da einzelne Marker in therapieabhidngiger Weise unter-
schiedlich exprimiert werden konnen, ist es vorteil-
haft, eine Kombination von zwei, drei, vier oder mehr
Tumormarkern zu untersuchen, um alle im Blut zirku-
lierende Tumorzellen zu erfassen. Hierdurch lassen

sich Tumorzellen auch dann erkennnen, wenn die Ex-—
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pression eines bestimmten Markers bei einem Patienten
bzw. in einem Krankheitsstadium relativ gering ist,

‘was sonst zu einem vermeintlich negativen Ergebnis

fiihren kénnte. Dié Verwendung weiterer Marker stoft
jedoch meist deswegen auf Grenzen, wenn mononukledre
Blutzellen eine Hintergrundexpression (,illegitime
Transkription"“) aufwelisen, die eine exakte Analyse
behindern.

Fiir die Erkennung von Darmtumorzellen wird daher er-
findungsgemidBR eine der folgenden Kombinationen aus

Markern als besonders vorteilhafte Markerkombination
vorgeschlagen, mit denen die genannten Probleme den-

noch vermieden werden konnen, vorgeschlagen:

CK20, EGF-R, CEA und Stanniocalcin,

CK20, EGFR, GA733.2, CEA und Stanniocalcin;
EGFR, CEA und GA733.2;

GA733.2, CEA und EGF-R;

GA733.2, CK20 und EGF-R;

GA733.2, PDGF-B und EGF-R; oder

GA733.2, PDGF-B, CEA und EGF-R;

oder

mindestens zwel der Marker ausgewdahlt aus
CK20, EGF-R und CEA;

oder

mindestens zwel der Marker ausgewahlt aus
EGF-R, CEA und GA733.2.

Im folgenden werden die entsprechenden Marker erldu-
tert. ’
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5
Gen bzw. Genprodukt Gen Alernativ-
bezeichn..

Human carninoma-associated antigen GA733-2 gene GA733-2 GA733.2
Human epidermal growth factor receptor (EGFR) gene | EGFR EGFR
Human carcinoembryonic antigen (CEA) gene CEA CEA
Homo sapiens gene for cytokeratin 20 : CK20 CK20
Homo sapiens stanniocalcin 1 (STC1) gene Stanniocalcin | Stannio-

1 (STC1) calcin
Platelet derived growth factor- PDGF-B PDGF—B

Bei der Anwendung von RT-PCR-Systemen zum Nachweis
von Tumorzellen ist aufgrund der sehr hohen Amplifi-
kationsrate die Spezifitdt ein kritischer Punkt. Ge-
ringste Kontaminationen, etwa durch Fremd-RNA oder
illegitimer Transkription, koénnen hierbei das Ergeb-

nis verfadlschen.

Durch die Verwendung der Immunzytochemie mit monoklo-
nalen Antikérpern gegen Tumorzellantigene kann eine
Steigerung der Spezifitat durch Anreicherung der Tu-
morzellen gegeniiber Blutzellen und gleichzeitig eine
Steigerung der Sensitivitat des Tumorzell-Nachweises
erzielt werden (Nachweisquote von 1 Tumorzelle auf
107 mononukleiren Blutzellen). Die Tumorzellen werden
dabei mittels spezifischer Antik®brper bzw. einer An-
tikdrpermischung von mononukledren Blutzellen ge-
trennt. Die Trennung kann mittels Magnefpartikel
(Dynal), an die die Antikorper gebunden werden, er-
folgen. Dies wird im folgenden detaillierter be-
schrieben.

Eukaryontische Zellen tragen eine Vielzahl unter-
schiedlicher Molekiile an ihrer Zelloberfldche. Ent-
sprechend des Ursprungs und der Funktion der einzel-
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nen Zelle unterscheidet sich die Kombination der ex-
primierten Oberflachenmolekiile, so daB zelltyp-
spezifische Muster entstehen. Zur Erkennung dieser
zelltyp-spezifischen Muster werden Antikdrper ge-
nutzt. Antikoérper binden mit hoher Spezifitat an ihr
Antigen, hier an ausgewdhlte Oberflédchenmolekiile.
Diese Eigenschaft wird genutzt, um Zellen mittels
spezifischer Antikérperbindung anhand ihrer Zelltyp-
spezifischen Muster zu erkennen und voneinander zu

unterscheiden.

Die Expression spezieller Oberflachenproteine unter-
scheidet Tumorzellen von nichttransformierten Zellen
dieses Zelltyps. Da sich dieses spezielle Muster der
Oberfléchen-Antigene bel Tumorzellen auch von den
Blutzell-typischen Mustern unterscheidet, koénnen Tu-
morzellen im Blut unterséhieden werden. Um Tumorzel-
len zu identifizieren, werden Antikorper, die diese
speziellen Oberflédchenproteine spezifisch erkennen,
als Werkzeuge genutzt. Die spezifische Antiko&rperbin-
dung wird flir verschiedene Analyse- und Separations-
Methoden nutzbar gemacht.

Aufgrund der intensiven Bindung von speziell dafir

selektionierten Immunglobulinen ist neben der Erken-

nung von Zellen iiber deren Oberflachenepitope auch
eine Separierung der erkannten Zellen von nicht er-

kannten moglich.

1. Trennprinzip beruhend auf Flissigphase; z. B.
DurchfluBzytometrie:

Fir die durchflufzytometrische Analyse werden An-
tikérper mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt.
Vereinzelte Zellen werden in einem konstanten

Fliissigkeitsstrom einzeln an einer Lichtquelle
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(Lasér) vorbeigeleitet. Bel Beleuchtung der Zellen
werden die an den Antikérpern gebundenen Fluores-
zenzfarbstoffe angeregt und strahlen Licht be-
stimmter Wellenl&dngen ab. Das abgestrahlte Licht
wird detektiert und das gemessene'signal digitali-
siert gespeichert. Das Lichtsignal kann einzelnen
Zellen zugeordnet werden. Die Antikdrper-markierte
Zelle wird so erkannt und kann nun von anderen
Zellen getrennt werden. Zur Trennung werden die
Zellen in kleinsten Tropfen vereinzelt. Nach Er-
kennung der Antikorper-markierten Zelle wird der

. entsprechende Tropfen in ein Auffangbehaltnis ge-

lenkt.

. Trennprinzip beruhend auf Festphase; z. B. magne-

tische Separation:

Fiir die magnetische Separation werden Antikbrper
an pseudomagnetische Partikel gekoppelt. Nach Ein-
bringen der pseudomagnetischen Partikel in ein Ma-
gnetfeld wandern die Partikel im magnetischen
Feld. Bei der Bewegung in diesem magnetischen Feld
werden Zellen, an die diese gekoppelten Antikdrper
gebunden sind, mitgerissen und von anderen Zellen

\

getrennt.

Zur Tumorzellerkennung mittels Magnetpartikel wer-—
den folglich an pseudomagnetische Partikel, die
eine definierte Anzahl an chemisch aktivierten
Stellen auf ihrer Oberfldche besitzen, Antikérper
kovalent gekoppelt. Uber die Spezifitdt der Anti-
kérper wird die Spezifitdt der Trennung bestimmt.
Eine Tumorzellen enthaltende Blutprobe wird mit
Antikorper-gekoppelte Magnetpartikel versetzt;
dann werden Partikel und Blut relativ zueinander
bewegt. Jene (Tumor-)Zellen, die von den Festpha-
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se-gebundenen Antikorpern erkannt und damit fest
gebunden werden, folgen der Bewegung der Partikel.
Hierdurch ist es moglich, bei Anlegen eines magne-
tischen Feldes, die Partikel mit den daran gebun-
denen Zellen aus dem Blut herauszuziehen (z.B. an
die Wand des TrenngefaBes). Das auf diese Weise
Tumorzellen—depletierte Blut kann gegen andere L&-
sungen ausgetauscht werden, wobei die iiber Magnet-
partikel separierten Zellen bis zum Abschal-
ten/Entfernen des Magnetfeldes vor Ort verbleiben
und flir weitere Anwendungen zur Verfiligung stehen.

Vorteilhafterweise k6nnen fiir die Erkennung der
Tumorzellen spezifische Antikorper-Mischungen ver-
wendet werden, die entweder allgemein auf Tumor-
zellen oder auch spezifisch fiir Darmtumorzellen-
Erkennung optimiert sind. Beispielsweise eignet
sich zur Erkennung von Tumorzellen im Blut eine
Kombination der Antikdrper MOC-31 und Ber-EP4.

Derartige Antikorpermischungen zeigen im Vergleich
zu den jewells separat eingesetzten Antikérpern
bei der Zellerkennung und Zelltrennung unabhangig
von der angewandten Methode eine erhohte Sensiti-
vitat.

Im folgenden sollen einige Beispiele erfindungsgema-
Rer Nachweise fiir Darmtumorzellen in Blutproben be-
schrieben werden.

Es zeigen:

Fig. 1 einen Nachweis von PCR-Produkten mit Elek-
Lrophorese;

Fig. 2 einen weiteren Nachweis von PCR-Produkten
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mit Elektrophorese;

Figuren 3A

bis 3D einem Tumormarkernachweis mittels Light Cy-
cler;

Fig. 4 den Nachweis einer Zelltrennung mittels An-

tikOrper-markierter Magnetpartikel,

Fign. 5
bis 7 den Nachweils von Darmtumorzellen durch ver-
schiedene Markerkombinationen.

In einem ersten Beispiel erfolgte eine RNA-Aufar-
beitung aus 1 ml EDTA-Vollblut mit dem QIAamp RNA
Blood Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden). Kontaminationen
mit genomischer DNA wurden durch einen zusidtzlichen
DNA-Verdau auf der Saule mittels RNase-free DNase

Set, Fa. Qiagen, Hilden) vermieden.

Die RNA-Aufarbeitung aus 1 ml EDTA-Vollblut wurde fo-
tometrisch {iber den Quotienten 260 : 280 nm verifi-
ziert. Zur Qualitdts- und Quantitédtsbestimmung kann
dabel 1 ﬁl des Ansatzes durch elektrophoretische
Trennung auf einem RNA 6000 Chip liber den Agilent
Bioanalyzer 2100 analysiert werden.

Die isolierte RNA wurde in einem entsprechenden Volu-
men zusammen mit Oligo (dT)15-Primern (Fa. Promega,
Mannheim) fiir 5 Minuten bei 65°C denaturiert und an-
schliefRend direkt auf Eis inkubiert. Die cDNA-
Synthese erfolgte mittels des Sensiscript™ Reverse
Transkriptase Kit, (Fa. Qiagen, Hilden) in einem

20 pl Reaktionsansatz gemdB Tabelle 1 bei 37°C fir

1 Stunde mit nachfolgender Inaktivierung der reversen
Transkriptase fiir 5 Minuten bei 95°C und anschlieRen-
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der Abkiithlung auf Eis.
Tabelle 1: Komponenten der cDNA-Synthese
Komponenten Volumen Endkonzentration
RNA X upl 5 ng/ pl
10xRT-Puffer 2 nl 1x
dNTP-Mix (je 5 mM) 2 nl jeweils 0,5 mM
Oligo (dT)-Primer (10 uM) {2 pl 1 M
RNase-Inhibitor 1 nul 0,5 Units/ ul
Reverse. Transkriptase 1 ul 4 U
RNase-freies Wasser ad 20 nl

Mit der so erzeugten cDNA wurde fir jeden der gewdhl-
ten Tumormarker Stanniocalcin, EGF-R, CK 20, CEA so-
wie als interne Kontrolle fiir B-Aktin eine Multiplex-
PCR durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz ist in der folgenden
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: PCR-Ansatz

Komponenten Volumen Endkonzentration
cDNA 8 nl

10x PCR.Puffer* |5 pl 1x

ANTP-Mix 1 pl jeweils 200 pM
Primer (s. Tabelle 3)

DMSO-Zusatz *** |1,0 nl

Tag—DNA 0,5 pl 2,5 T

Poiymerase *x :

H.O ad 50 ul

(*enthalt 15 mM MgCl,; flir Stanniocalcin 20 mM MgCly;
**HotStarTaq'® DNA Polymerase; Fa. Qiagen, Hilden;
***DMSO-Zusatz bel Stanniocalcin).
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Fiir jeden Tumormarker wurde dabei ein Primerpaar ein-
. gesetzt, das aus der nachfolgenden Tabelle 3 hervor-

geht.

Tabelle 3: Liste der PCR-Primer

Primername Sequenz 5— 3’ PCR-
Produkt

Tumormarker

Stanniocalcin AACCCATGAGGCGGAGCAGAATGA |254 bp

sense

Stanniocalcin CGTTGGCGATGCATTTTAAGCTCT

antisense

EGF-R sense AGTCGGGCTCTGGAGGAAAAGAAA |183 bp

EGF-R antisense |GATCATAATTCCTCTGCACATAGG

CK20 sense ATCTCCAAGGCCTGAATAAGGTCT |33p bp

CK20 antisense | CCTCAGTTCCTTTTAATTCTTCAGT

CEA sense AGAAATGACGCAAGAGCCTATGTA |231 bp

CEA antisense AACTTGTGTGTGTTGCTGCGGTAT

GA733.2 sense AATCGTCAATGCCAGTGTACTTCA 395bp

GA733.2 antisense | TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA

PDGF-B sense TCTCTCTGCTGCTACCTGCGTCTG

PDGF-p antisense |GTTGGCGTTGGTGCGGTCTATGAG

interne Kontrolle

B-Aktin sense CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT |116 bp

-Aktin antisense | ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA
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Die fiir die Tumormarkereinzelnachweise eingesetzten
Primerkombinationen und -mengen sind in der folgenden
Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Auflistung der Primermengen und Pri-
merkombinationen
Marker  |Stamnio-|mgp_r  |ck20 CEA
i calcin :
Primer
Stanniocalcin 25 pmol
sense
Stanniocalcin 25 pmol
antisense
EGF-R sense 25 pmol
EGF-R antisense 25 pmol
CK20 sense 25 pmol
CK20 antisense : 25 pmol
CEA sense 25 pmol
CEA antisense 25 pmol
B-Aktin sense 1 pmol 1 pmol 1 pmol 1 pmol
B-Aktin anti- 1 pmol 1 pmol 1 pmol 1 pmol
sense

Die PCR wurde unter den in Tabelle 5 angegebenen PCR-
Bedingungen und mit den in Tabelle 6 angegebenen Mar-
ker-spezifischen Schmelz~Temperaturen und Zyklenzah-
len durchgefiihrt.
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Tabelle 5: PCR-Bedingungen
Vorabdenatu- 95°C 15 min
rierung
Zyklus
1. Denaturierung |g4°C 1 min
2. Annealing x°C 1 min (s. Tabelle 6)
3. Extension 72°C 1 min
Finale o .
Extension 72C 10 min
4°C Pause
Tabelle 6: Marker-spezifische Annealing-
Temperatur und Zyklenzahl
Marker |Stannio- |ggp-gr CK20 CEA
calcin ‘
|Annealing- |58°C 64°C 58°C 60°C
Temperatur
Zyklenzahl |45 40 35 40

1 pl des so erzeugten PCR-Produktes wurde in einem
Agilent Bioanalyzer 2100 auf einem DNA-Chip (500)
aufgetrennt und das Trennergebnis elektronisch doku-
mentiert. Die Ergebnisse zeigen die Figuren 1 und 2.
In diesen Figuren zeigt jeweils Spur 1 eine 100 kb~
Leiter sowie die Spuren 2-9 die Ergebnisse der ent-
sprechenden Proben. Wie zu erkennen ist, zeigt Spur 5
ein PCR-Produkt fiir den Tumormarker CK20 und Spur 9
ein PCR-Produkt fiir den Tumormarker CEA, wahrend
sdmtliche Proben mit biologischem Material (Spuren 4,
5, 8, 9) PCR-Produkte fiir die interne Kontrolle
B-Aktin enthalten.
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In Fig. 2 zeigen die Spuren 5 und 9 PCR-Produkte der
Marker Stanniocalcin bzw. EGF-R, wadhrend wiederum die
biologisches Material enthaltenden Proben gemdf Spu-
ren 4, 5, 8, 9 PCR-Produkte von B-Aktin als internem

Marker enthalten.

Die Spuren 2, 3, 6, 7 enthalten kein biologisches Ma-
terial, so daR dort auch keine entsprechenden PCR-
Produkte auftreten. Die‘sogenannte cDNA-Kontrolle ist
ein Ansatz ganz ohne RNA, die sogenannte PCR-
Kontrolle ist ein Ansatz ohne cDNA und die Negativ-
Kontrolle ist ein Ansatz mit RNA einer gesunden Kon-
troilperson in Fig. 1 und in Fig. 2. CEA steht fir

‘Carcinoembryonic Antigen, CK20 filir Cytokeratin 20,

STC fiir Stanniocalcin und EGF-R flr Epidermal Growth
Factor Receptor in den Figuren 1 und 2.

Fig. 3 zeigt die alternative Analyse mittels Fluores-
zens-basierender Echtzeit-PCR mittels interkallieren-
der Fluoreszenzfarbstoffe.

Dieser Tumormarkernachweis kann.alternativ zur Block-
PCR auch mittels Light Cycler (Fa. Roche, Basel) er-
folgen.

Die reverse Transkription der mRNA erfolgt wie oben
beschrieben. Anschliessend wurde die PCR mit dem
Light Cycler—-DNA Master Sybr Green I Kit (Fa. Roche,
Basel) nach Herstellerangaben unter den flir jeden Tu-
mormarker optimierten Bedingungen durchgefilhrt. Als
Primer wurden dabei die in Tabelle 3 angegebenen Oli-
gonukleotide verwendet. Tabelle 7 und Tabelle 8 zei-
gen den Ansatz fiir die PCR bzw. die PCR-Bedingungen
im Light Cycler.
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Tabelle 7: PCR-Ansatz LightCycler
Tumormarker Stannio- |EGF-R CK20 CEA
calcin
Komponenten :
CDNA 3,0 ul 3,0 ul 3,0 ul 2,0 pl
MgCl, 3,0 mM 3,5 mM 3,5mM 2,5mM
Primer e05uM 1je0,5uM e05uM |je0,5u
Light Cycler- 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
DNA Master
Sybr Green
DMSO 1 Ml - - -
H.0 ad 20 ul ad 20 ul ad 20 ul ad 20
Tabelle 8: PCR-Bedingungen LightCycler
Stanniocalecin |EGFR CK20 CEA
Denaturierung |95°C, 30 Sek 95°c, 9s5°¢c, 95°¢,
20°c/8ek 30 sek 30 sek 30 sek
20°C/sek |20°c/sek |20°C/sek
Amplifikation |95°C, 5 Sek, 95°¢, 95°¢, 95°¢,
20°c/sek 5 sek, 5 sek, 5 3ek,
20°c/sek {20°C/sek |20°C/sek
67°c, 10 sek, |[60°c, 58°C 60°c,
20°C/Ssek 10 Ssek, 10 sek, 10 Sek,
20°c/ 20°C/sek 20°C/sek
73°c, 15 sek, |73°c, 73°¢, 73°cC,
5°¢c/sek 15 sek, 20 Sek, 20 sek,
5°c/sek 5°C/8ek 5°C/Sek
Melting Curve |95°C, 0 Sek, 95°C, 95°¢, 95°c¢,
20°c/Sek 0 Sek, 0 sek, 0 sek,
20°c/sek |20°c/sek 20°c/sek
70°C, 20 sek, |65°c, 65°c, 65°C,
20°C/Sek 20 Sek, 15 sek, 15 sek,
20°c/sek |20°C/sek |20°C/sek
95°c, 0 sek, 95°c, 95°¢, 95°¢,
0,1°C/Sek 0 sek, 0 sek, 0 sek,
‘ 0,1°c/sek |0,1°Cc/Sek |0,1°C/Sek
Cooling 30°C, 30 sek 30°c, 30°c, 30°¢c,
20°c/sek 30 Ssek 30 sSek 30 sek
20°c/8ek |20°c/sek 20°C/Sek

Das Ergebnis dieser PCR und Auswertung durch Light

Cycler-Technologie ist in den Figuren 3A bis 3D dar-

gestellt.
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' In samtlichen Figuren 3A bis 3D ist die Kontrollkurve

mit 2 bezeichnet, wahrend die Kurve, die fiir die Pro-

be aufgenommen wurde, mit 1 bezeichnet ist.

Bei dieser Analyse wird die Schmelzkurve der PCR-
Produkte durch Sybr Green I Detektion analysiert. Die’
jeweilige Graphik der Figuren 3A bis 3D stellt dabei
die gemessene Fluoreszenz in Abhdngigkeit von der
Temperatur dar. Die in den Kontrollansdtzen auftre-
tenden Fluoreszenzpeaks sind auf Primerdimere zurick-
zufithren.

Fig. 3A stellt dabei die Schmelzkurvenanalyse des
Stanniocalcin-PCR-Produktes dar. Der Schmelzpunkt des
Hauptproduktes liegt bei 88,7°C und der Schmelzpunkt
des Nebenproduktes bei 84,6°C. Derartige Fluoreszenz-
peaks sind bei der Kontrollprobe nicht zu erkennen.

Fig. 3B zeigt die Schmelzkurvenanalyse des EGFR-PCR-
Produktes mit einem Schmelzpunkt bei 84,3°C.

Fig. 3C zeigt eine Schmelzkurvenanalyse des CK20-PCR-
Produktes mit einem Schmelzpunkt bei 87,6°C.

Fig. 3D zeigt die Schmelzkurvenanalyse des CEA-PCR-
Produktes mit einem Schmelzpunkt bei 89,7°C.

Alternativ zu den hier dargestellten Methoden kénnen
selbstverstidndlich auch herktmmliche Analysemethoden
wie Agarose-Gelelektrophorese angewandt werden, beil
denen beispielsweise 25 pl des oben dargestellten
PCR-Produktes iiber ein 2,5%iges Agarosegel aufge-
trennt werden und die DNS-Banden anschliefend mit
Ethidiumbromid angefarbt und sichtbar gemacht werden.

Die Dokumentation kann beispielsweise mit Hilfe des
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DUO Store Systems der Fa. Intas durchgefiihrt werden.

Auch eine Fragmentanalyse mittels ABI Prism 310 Gene-
tic Analyser (Fa. PE Applied Biosystems, Weiterstadt)
kann zur Auswertung verwendet werden. Hierzu wird ei-
ne PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern durchgefiihrt
und anschliefend beispielsweise jeweils 1 ul des je-
Weiligen PCR-Produktes in einer Verdiinnung von 1 : 50
e;ngesetzt. o

Als weiterer Nachweils ist ein Nachweis mittels se-
quenzspezifischer fluoreszenzmarkierter Hybridisie-
rungsproben méglich, die nach jedem Zyklus der PCR
die Produktentwicklung verfolgen lassen. Anhand spe-
zieller Standards kann dann auch ein RiickschluB auf
die Menge an Ausgangs-RNS gezogen werden.

Zentral fiir die Qualitat der als Nachweisbasis iso-
lierten RNS und der daraus synthesisierten cDNS ist
die Anreicherung der hierfiir verwendeten Zellfraktion
aus der verwendeten Blutprobe. Hierfiir stehen vier
verschiedene Methoden zur Verfiigung:

a) Anreicherung durch wiederholte Zentrifugation nach
Erythrozytenlyse:

1 ml EDTA-Blut werden nach Zugabe von 5 leumina
Erythrozyten-Lysepuffer (,QIAmp Blood Kit"“, Qia-
gen; Hilden) flir 20 Minuten auf Eis lysiert. Nach
Abnehmen des Plasmas/Lysates von den pelletierten
Zellen und Resuspension erfolgt eine erneute Zen-
trifugation bel 3000 x g fur 20 Minuten. Nach Ab-
nehmen des Uberstandes steht die pelletierte Leu-
kozytenfraktion fiir die RNA-Praparation zur Verfii-
gung.
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Anreicherung durch Dichtegradienten-
zentrifugation: ‘

Mittels eines iiber Zentrifugation erzeugten Dich-
tegradienten lassen sich Zellen unterschiedlicher
mittlerer Volumendichte voneinander trennen. Mono-
nukleare Blutzellen werden mittels eines Ficoll-
Hypaque-Gradienten (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
separiert und anschlieBend zweifach mit PBS/1% FCS
gewaschen.

Anreicherung von Tumorzellen durch FACS-
Durchflufzytometrie: '

Die mononukledren Zellen aus der unter b) angerei-
cherten Fraktion werden mit fluoreszenzmarkierten
mononuklearen Antikdrpern gegen tumorspezifische
Oberflichenproteine inkubilert. Die markierten Zel-
len werden zweifach mit PBS gewaschen und im An-
schluB werden 10’ Zellen in 1 ml PBS resuspen-—
diert. Fir die Isolierung der Tumorzellen wird ein
FACS Vantage SE-DurchfluBzytometer (Becton Dickin-
son) verwendet. Uber das CellQuest Programm erfol-
gen Datenaufnahme, Instrumentenkontrolle und Da-
tenauswertung. Die sortierten Zellen werden in ein
1,5 ml-ReaktionsgefaB (gefiillt mit 1 ml PBS) {iiber-
fiihrt. Die RNS kann dann wie oben beschrieben iso-

liert werden.

Alternativ kann auch die isolierte Fraktion der
mononukledren Blutkdrperchen, die nach einem der

obigen Verfahren isoliert wurden, in Trizol-

‘Reagenz (Gibco BRL, NY, USA) lysiert und mittels
- Pipette homogenisiert werden. Nach Chloroformex-

traktion wird die RNA-haltige wadBrige Phase in
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Isopropanol bei -80°C gefdllt. Nach zweimaligem
Waschen in 80%igem Ethanol wird das Pellet an der
Luft getrocknet und anschlieBend in RNase-freiem
Wasser resuspendiert.

An diese Isolation der RNS schlieBt sich dann die
reverse Transkription sowie der mRNA-Nachweis wie
oben beschrieben an.

d) Anreicherung von Tumorzellen durch immunomagne-
tische Separation.

Die Expression spezieller Oberflichenproteine unter-
scheidet Tumorzellen von nichttransformierten Zellen
dieses Zelltyps. Da sich dieses spezielle Muster der
Oberflachen-Antigene bei Tumorzellen auch von den
Blutzell-typischen Mustern unterscheidet, kénnen Tu-
morzellen im Blut unterschieden werden. Um Tumorzel-
len zu identifizieren, werden Antikérper, die diese
speziellen Oberflichenproteine spezifisch erkennen,
als Werkzeuge genutzt. Die spezifische Antikdrperbin-
dung wird fiir das erfindungsgemiBe Verfahren nutzbar
gemacht. An pseudomagnetische Partikel, die eine de-
finierte Anzahl an chemisch aktivierten Stellen auf
ihrer Oberflédche besitzen, werden Antikdrper kovalent
gekoppelt. Uber die Spezifitdt der Antikdrper wird
die Spezifitat der Trennung bestimmt. Eine Tumorzel-
len enthaltende Blutprobe wird mit Antikérper gekop-
pelte Magnetpartikel versetzt; als Antikérper werden
in verschiedenen Beispielen zwei verschiedene Mi-
schungen von Antikérpern verwendet; dann werden Par-—
tikel und Blut relativ zueinander bewegt, beispiels-
weise durch "Uber-Kopf-Rotierer” in einem geschlosse-
nen Behalter befindlicher Proben oder durch Bewegung
der Partikel aufgrund von wechselnden Magnetfeldern.
Jene
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(Tumor-)Zellen, die von den Festphase-gebundenen An-
tikdrpern erkannt und damit fest gebunden werden,
folgen der Bewegung der Partikel. Hierdurch ist es
méglich, bei Anlegen eines magnetischen Feldes, die -
Partikel mit den daran gebundenen Zellen aus dem Blut
herauszuziehen(z.B. an die Wand des Trenngefdfes).
Das auf diese Weise Tumorzellen-depletierte Blut kann
gegen andere Ldsungen ausgetauscht werden, wobei die
iiber Magnetpartikel separierten Zellen bis zum Ab-
schalten/Entfernen des Magnetfeldes vor Ort verblei-

ben und fiir weitere Anwendungen zur Verfligung stehen.

Tabelle 9: Antikdrper-Mischung 1

Antigen Klon Konzentration
Epith.Rel.Antigen MOC-31 (Fa. Novocastra) 1,25 pi/1 0° Zellen
Epitheliales Antigen |Ber-EP 4  (Fa. DAKO) 0,924 pg/10° Zellen

Mittels der Antikdrpermischung in Tabelle 9 werden
ganz allgemein Tumorzellen jedoch mit hoher Spezifi-
tdt erfalt. Dies beruht auf der selektiven Expression
bestimmter Oberfl&dchenproteine, die Krebszellen von

anderen Zellen unterscheidet.

Durch den Einsatz der Antikdérpermischung wird ganz
grundsidtzlich im Vergleich zu separat eingesetzten
Antikoérpern bei der Zelltrennung unabh&ngig von der
angewendeten Methode eine erhthte Sensitivitat nach-
gewiesen. Dies zeilgt sich in Fig. 4, bei der im Teil-
bild A mit dem Antikdrper BER-EP4 belegte magnetische
Partikel, in dem Teilbild B mit dem Antikorper MOC-31
belegte magnetische Partikel und in dem Teilbild C
ein Mix aus Partikeln die jewells separat mit einem

Antikoérper belegt wird, eingesetzt wurden.
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Fir jeden der Antikorper bzw. der Antikorpermischun-
gen wurden insgesamt vier Messungen durchgefiihrt, beil
denen 0, 10, 100 bzw. 1000 Karzinom~Zellen in 10 ml
Blut inokuliert wurden. Die Spuren la bis 4a, 1lb bis
4b bzw. lc bis 4c zeigen dann den Nachweis von RNA
nach RNA-Pridparation und RT-PCR mit Tumormarker-
spezifischen Primern wie oben beschrieben‘fﬁr Proben
von jeweils 1 pl Volumen. Die Fig. 4 wurde dabei mit-
tels elektrophoretischer Trennung in einem Agilent™
Bioanalyser 2100 gemdB Herstellerangaben ermittelt.

Bei Verwendung von lediglich mit einem Antikorper
markierten magnetischen Partikeln wie in den Fign. 4A
und 4B wurde lediglich bei einem Gehalt wvon 1000 Zel-
len ein Nachweils positiv moglich. Bel Verwendung ei-
ner Antikérpermischung wie in Fig. 4C wurde bereits
ein Nachweis bel nur 100 Zellen und damit um den Fak-

tor 10 sensitiver erbracht.

Bei diesem Beispiel wurden experimentelle Ergebnisse
gezeigt, die nicht die maximal mégliche Sensitivitat
darstellen, sondern beispielhaft die mit dem erfin-

dungsgeméBen Verfahren erreichbare Sensitivitatserho-

hung demonstrieren sollen.

Die Fign. 5 bis 7 zeigen den Nachweis von Markerkom-
binationen, wobei in den folgenden Tabellen filir die
Fign. 5 bis 7 die jeweiligen Bedingungen fiir die drei
Multiplexreaktionen angegeben sind.
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Multiplex 1 (Fig. 5)
Marker EGFR CEA GA733.2 Aktin
Konz. Primer |750 nM 750 nM 500 nM 200 nM
Temperatur: 58 °C
40 zZyklen
Multiplex 2 (Fig. 6)
Marker EGFR CK20 GA733.2  |Aktin
Konz. Primer |1 uM 500 nM 250 nM 200 nM
Temperatur: 58 °C
35 Zyklen
Multiplex 3 (Fig. 7)
Marker EGFR CEA PDGF-p |GA733.2 |Aktin

Konz. Primer 1 1M 1 uM 500 nM 250 nM 200 nM

Temperatur: 58 °C
35 Zyklen

Fig. 5 zeigt den Nachweis von Darmkrebszellen, die in
Blut inokuliert wurden. Dabei erfolgte die Selektion
der Zellen mit den zwei Antikorpern BER-EP4 und MOC-
31. Der molekularbiologische Nachweisschritt erfolgte
mit den mRNS-Markern GA733.2 (Human carcinoma-
associated antigen GA733-2 gen), CEA (Human
carcinoembrionic antigen CEA gen) und EGF-R (Human
epidermal growth factor receptor gen). Wie zu erken-
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nen ist, waren bis herab zu zweli Zellen in 5 ml Blut

zu detektieren.

Fig. 6 zeigt eine &dhnliche Bestimmung mit den Tumor-
markern GA733.2, CK20 (Homo sapiens gen for cytocera-
tin 20) sowie EGF-R. Wie zu erkennen ist, wurden auch
hier bis herab zu zweil inokulierten Darmtumorzellen
in 5 ml Blut sicher detektiert.

Fig. 7 zeigt den Nachweis mittels der parallelen Be-
stimmung der mRNA der Marker GA733.2, PDGF-B (Plate-
let derived growth faktor), CEA und EGEF-R. Auch hier
wurden wiederum bis herab zu 2 inokulierten Zellen
pro 5 ml Blut sicher erfaBt.

Das erfindungsgemdfe Diagnose-Kit und das erfindungs-
gemale Verfahren ermdglicht es weiterhin, die sor-
tierten und separierten Zellen anschliefiend beliebig
weiter zu verwenden. Beispielsweise konnen diese in
ein geeignetes Zellkulturmedium eingesetzt und in
situ kultiviert werden.

Da die Zellen nach der Trennung intakt sind, bleiben
auch die Eigenschaften der Zellmembran und des Zell-
kerns erhalten. Dies erdffnet die Moglichkeit, mikro-
skopisch die Expression weiterer Oberflachenmarker
untersuchen oder auch Chromosomen-Analysen durchzu-
fithren. Die sortierten Zellen werden dazu auf Objekt-
trédger aufgebracht. Der Nachweis weiterer Oberfla-
chenmarker kann cytochemisch oder iiber Fluoreszenzmi-
kroskopie erfolgen. Ebenso kdnnen genetische Analysen
durchgefiihrt werden, wie beispielsweise Chromosomen-
analysen mittels FISH (Flurorescence in situ hybridi-
sation) oder Karyogramm-Erstellung.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Diagnostik oder Behandlungskon-
trolle von Darmkrebs bel einem Menschen, dadurch
gekennzeichnet, daR in einer Blutprobe des Men-
schen das Vorhandensein oder Fehlen von minde-
stens zwel verschiedener mRNS erfalt wird, die
flir verschiedene der Tumormarkerproteine CK20,
EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF-B und/oder Stannio-
calcin kodieren und daraus auf das Vorhandensein
von Darmtumorzellen in der Blutprobe und damit
auf mogliche Metastasierung geschlossen wird.

Verfahren nachlAnspfuch 1, dadurch gekennzeich-
net, daR die mRNS von mindestens zwei mRNS er-
faBRt wird, die flir verschiedene der Tumormarker-—
proteine aus der Gruppe bestehend aus CK20, EGF-
R, CEA und Stanniocalcin oder der Gruppe beste-
hend aus EGFR, CEA und GA733.2 kodieren.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daR das Vorhandensein oder Fehlen von min-
destens drei mRNS erfaBt wird, die fiir verschie-
dene der Tumormarkerproteine CK20, EGF-R CEA,
GA733.2, PDGF-B und/oder Stanniocalcin kodieren.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, dal das Vorhandensein oder
Fehlen von mRNS erfaBt wird, die fiir GA733.2,
CEA und EGF-R kodieren. :

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, daB das Vorhandensein oder Fehlen von mRNS
erfaBt wird, die fur GA733.2, CK20, EGF-R kodie-
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ren.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, daB das Vorhandensein oder Fehlen von mRNS
erfaBt wird, die fiir GA733.2, PDGF-f, EGF-R ko-
dieren.

Verfahren nach Anspruch 3,'dadurch gekennzeich~
net, daR das Vorhandensein oder Fehlen von mRNS
erfaBt wird, die fliir GA733.2, PDGF-B, EGF-R, CEA
kodieren.

7

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daB aus der Blut-
probe Tumorzellen abgetrennt bzw. angereichert
werden und der Nachweis an diesen Tumorzellen
erfolgt.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daR die Darmtumorzellen
mittels flir Tumorzellen allgemein spezifischer
Antikérper und/oder mittels fir Darmtumorzellen
spezifischer Antikérper oder Mischungen derarti-
ger AntikSrper abgetrennt bzw. angereichert wer-

den.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daR die zur Abtren-
nung der Colontumorzellen verwendeten Antikérper
oder Antikodrperderivate Bindungsstellen aufwei-
sen, die an Epitope eines epithelialen Antigens
und/oder eines epithelialen Membranantigens bin-
den.



10

15

20

25

30

WO 03/023059

11.

12.

13.

14.

15.

le6.

PCT/EP02/09983

26

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daf als Antikdrper MOC-31
und/oder Ber-EP4 verwendet werden.

Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die
Darmtumorzellen mittels an Magnetpartikel gebun-
dener Antikorper abgetrennt bzw. angereichert

werden.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich-
net, daB die Darmtumorzellen mittels fluoreszen-
zassoziierter DurchfluBzytometrie, Dichtegra-
dientenzentrifugation und/oder Zentrifugation
nach Erythrozytenlyse abgetrennt bzw. angerei-
chert werden.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich-
net, daB eine Zentrifugation der Blutprobe zur
Pelletierung der in ihr enthaltenen Leukozyten
durchgefiithrt wird.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich-
net, daB die RNS-haltigen Bestandteile der Probe
mittels Lyse der darin enthaltener Erythrozyten
und anschlieRender Pelletierung der nichtlysier-

ten Leukozyten aufkonzentriert werden.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich-
net, daB die RNS-haltigen Bestandteile durch
mindestens eine Dichtegradienten-Zentrifugation
der Blutprobe zur Abseparierung und Gewinnung
der in ihr enthaltenen mononukledren Blutzellen
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aufkonzentriert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16,
dadurch gekennzeichnet, daR die gewonnenen mono-
nukledren Blutzellen mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern markiert und mittels fluoreszenzak-
tivierter Zellsortierung (FACS) von der Probe
abgetrennt und gewonnen werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, dal die mononukledren

Zellen der gewonnenen Fraktion lysiert und die

mRNS abgetrennt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daR die RNS (Gesamt-RNS oder mRNS) in her-
kémmlicher Weise unmittelbar aus der Vollblut-
probe isoliert wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daf anschlieRend an die
Isolation der mRNS ein DNS-Verdau durchgefiihrt
wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daf die ge-
wonnene mRNS in cDNS revers transkribiert wird
und anschliefiend das Vorhandensein oder Fehlen
der cDNS erfaBlt wird, die dem Tumormarkerprotein

zugeordnet ist.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB zumindest ein vorbe-
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stimmter Abschnitte der c¢DNS durch Polymerase-
Kettenreaktion ("PCR") vervielfaltigt wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daf zur Vervielfaltigung
der cDNS eines oder mehrere Oligonukleotid-Paare
verwendet werden, die die folgenden Sequenzen
aufweisen:

AACCCATGAGGCGGAGCAGAATGA und CGTTGGCGATGCATTT-
TAAGCTCT

und/oder

AGTCGGGCTCTGGAGGARAAGAAA und GATCATAATTCCTCTGCA-
CATAGG

und/oder

ATCTCCAAGGCCTGAATAAGGTCT und
CCTCAGTTCCTTTTAATTCTTCAGT

und/oder

AGAAATGACGCAAGAGCCTATGTA und
AACTTGTGTGTGTTGCTGCGGTAT

und/oder AATCGTCAATGCCAGTGTACTTCA und
TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA

und/oder

TCTCTCTGCTGOTACCTGCGTCTG und
GTTGGCGTTGGTGCGGTCTATGAG.

Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als interne
Kontrolle die mRNS des Proteins R-Aktin bestimmt
wird.

Verfahren nach dem vorhergehendén Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daBl die mRNS fir R-Aktin
in cDNS revers transkribiert und ein Abschnitt
der cDNS mittels Polymerasekettenreaktion ver-
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vielfaltigt wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daB zur Vervielfaltigung
der cDNS des B-Aktin ein Oligonukleotid-Paar
verwendet wird, wobeil die Oligonukleotide des
Paares die folgenden Sequenzen aufweisen:
CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT und
ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26,
dadurch gekennzeichnet, daf der vervielfaltigte
cDNS-Abschnitt durch geeignete Restriktionsenzy-
me verdaut und anhand der erzeugten cDNS-Bruch-
stlicke das Vorhandensein oder Fehlen der mRNS

eines Tumormarkerproteins bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26,
dadurch gekennzeichnet, daf zum Nachweis der am-
plifizierten cDNS-Abschnitte eine Gelelektro-
phorese der PCR-Produkte durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26,
dadurch gekennzeichnet, daf zum Nachweis der
amplifizierten cDNS-Abschnitte eine Fragment-
analyse durchgefithrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26,
dadurch gekennzeichnet, dal wédhrend des Verlaufs
der Polymerasekettenreaktion die von den Produk-
ten erzeugte Fluoreszenz erfalt und die Pro-
duktentwicklung erfaft wird (fluoreszenzbasierte
Echtzeit—-PCR) .
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Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26,
dadurch gekennzeichnet, dal zum Nachweis der
mRNS oder cDNS ein Nﬁkleotid—Mikroarray nach
einem der Anspriiche 56 oder 57 verwendet wird.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, daB zum Nachweis der am—
plifizierten cDNS das PCR-Produkt auf ein Nu-
kleotid-Mikroarray nach einem der Anspriiche 56
oder 57 aufgetragen wird.

iagnose-Kit zur Diagnostik oder Behandlungs-
kontrolle von Darmkrebs mit mindestens zwei Paa-
ren Oligonukleotide (Reverseprimer, Forwardpri-
mer), wobel die beiden Oligonukleotide jedes
Paares als Primer zur Amplifikation mittels Po-
lymerasekettenreaktion jeweils eines der beiden
komplementdren Stridnge eines gesuchten DNS-Ab-
schnittes geeignet sind, und wobei der gesuchte
DNS-Abschnitt flir jedes der Primerpaare Teil der
cDNS zu je einem der Tumormarkerproteine CK20,
EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF-B und/oder Stannio-
calcin ist. |

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daf es mindestens drei
Paare Oligonukleotide (Reverseprimer, Forward-
primer) enthdalt, wobei die beiden Oligonukleoti-
de der jeweiligen Paare als Primer zur Amplifi-
kation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils
eines der beiden komplementdren Stringe ver-
schiedener gesuchter DNS-Abschnitte geeignet
sind, und

wobel die gesuchten DNS-Abschnitt jeweils Teil
der c-DNS zu verschiedenen Tumormarkerproteinen
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ausgewahlt aus den Tumormarkerproteinen CK20,
EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF-B und Stanniocalcin
sind.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens vier
Paare Oligonukleotide (Reverseprimer, Forward-
primer) enthidlt, wobei die beiden Oligonukleoti-
de der jewelligen Paare als Primer zur Amplifi-
kation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils
eines der beiden komplementdren Strange ver-
schiedener gesuchter DNS-Abschnitte geeignet
sind, und wobei die gesuchten DNS-Abschnitt je-
wells Tell der c-DNS zu verschiedenen Tumor-
markerproteinen ausgewdhlt aus den Tumormarker-
proteinen CK20, EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF-B und
Stanniocalcin sind.

Diagnose-Kit nach Anspruch 34, dadurch ge-

kennzeichnet, daB die gesuchten DNS-Abschnitte
jeweils Teil der c-DNS zu den verschiedenen Tu-
mormarkerproteinen GA733.2, CEA und EGF-R sind.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daf es mindestens vier
Paare Oligonukleotide (Reverseprimer, Forward-
primer) enthdlt, wobel die beiden Oligonukleoti-
de der jeweiligen Paare als Primer zur Amplifi-
kation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils

eines der beiden komplementdaren Strdnge ver-
schiedener gesuchter DNS-Abschnitte geeignet
sind, und wobei die gesuchten DNS-Abschnitt
Jjeweils Teil der c~DNS zu verschiedenen Tumor-
markerproteinen ausgewahlt aus den Tumormarker-
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proteinen CK20, GA733.2, CK20, EGF-R und

Stanniocalcin sind.

Diagnose-Kit néch Anspruch 34, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gesuchten DNS-Abschnitte

Jeweils Teil der c-DNS zu den verschiedenen Tu-
mormarkerproteinen PDGF-f, EGF-R ,GA733.2 sind.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, -
dadurch gekennzeichnet; daB es mindestens vier
Paare Oligonukleotide (Reverseprimer, Forward-
primer) enthilt, wobel die beiden Oligonukleoti-
de der jewelligen Paare als Primer zur Amplifi-
kation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils
eines der beiden komplementédren Strénge ver-
schiedener gesuchter DNS-Abschnitte geeignet
sind, und

wobei die.gesuchten DNS-Abschnitt Jeweils Teil
der c¢c-DNS zu verschiedenen Tumormarkerproteinen
ausgewahlt aus den Tumormarkerproteinen GA733.2,
PDGF-B, CEA, EGF-R und Stanniocalcin sind.

Diagnose~Kit nach Anspruch 33, dadurch gekenn-
zelchnet dal die gesuchten DNS-Abschnitte je-
wells Teil der cDNS zu mindestens zwel der ver-
schiedenen Tumormarkerproteine CK20, EGF-F und
CEA bzw. EGF-R, CEA und GA733,2 sind.

Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 35,
dadurch gekennzeichnet, daB es ein weiteres Paar
Oligonukleotide enthélt, die jeweils als Primer
zur Amplifikation zumindest eines Abschnitts ei-
nes der beiden ‘komplementdren Strédnge der cDNS
zu dem Protein B-Aktin als interne Kontrolle ge-
eignet sind.
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Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daR die beiden Oligonu-
kleotide eines Paares paarweise die folgenden
Sequenzen aufweisen:

AACCCATGAGGCGGAGCAGAATGA und CGTTGGCGATGCATTT-
TAAGCTCT

und/oder

AGTCGGGCTCTGGAGGAAAAGAAA und GATCATAATTCCTCTGCA-
CATAGG

und/oder

ATCTCCAAGGCCTGAATAAGGTCT und
CCTCAGTTCCTTTTAATTCTTCAGT

und/oder

AGAAATGACGCAAGAGCCTATGTA und
AACTTGTGTGTGTTGCTGCGGTAT

und/oder

AATCGTCAATGCCAGTGTACTTCA und
TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA

und/oder

TCTCTCTGCTGOTACCTGCGTCTG und
GTTGGCGTTGGTGCGGTCTATGAG.

Diagnose-Kit nach einem der beiden vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal zu-

mindest jeweils eines der beiden Oligonukleotide
eines Paares von Oligonukieotiden mit Fluoropho-

ren markiert ist.

Diagnose~Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,

dadurch gekennzeichnet, daf die Oligonu-
kleotide

verschiedener Paare mit verschiedenen Fluo-
rophd—

ren markiert sind.
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Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 32 bis 42,
dadurch gekennzeichnet, dal es zur Amplifikation
der cDNS zu B-Aktin ein Paar Oligonukleotide mit
den folgenden Sequenzen enthalt:
CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT und
ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA..

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,.
dadurch gekennzeichnet, dal zumindestujeweils
eines der beiden Oligonukleotide des Paares zur
Anmplifikation der cDNS zu R-Aktin mit Fluoro-

phoren markiert ist.

Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 46,
dadurch gekennzeichnet, daR es die zur Durchfiih-
rung eilner Polymerasekettenreaktion erforder-

lichen Substanzen enthslt.

Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 47,
dadurch gekennzeichnet, daB es als zur Durchfiih-
rung einer Polymerasekettenreaktion erforder-
liche Substanzen eine Pufferldsung, Magnesium-
chlorid, Desoxynukleotid-Triphosphate sowie eine
hitzestabile Polymerase enthalt.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daBl es als hitzestabile
Polymerase eine Polymerase aus Thermus aquaticus
(Tag-Polymerase) enthalt.
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Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 49,
dadurch gekennzeichnet, daB es als Positivkon
trolle eine DNS-Probe mit dem jeweils gesuchten
DNS—-Abschnitt enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 50,
dadurch gekennzeichnet, daB es

eine Anleitung zur Durchfiihrung der Polymerase-
kettenreaktion und/oder

eine Anleitung zur Durchfiihrung einer Frag-
mentanalyse enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 51,
dadurch gekennzeichnet, daB es ein Schema zur
Auswertung der erhaltenen MeBergebnisse enthalt.

Diagnose-Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 52,
dadurch gekennzeichnet, dal es einen Mikroarray
(DNS—-Chip) enthalt, wobei der Array eine Anzahl
voneinander getrennter Zellen (Felder) aufweist
und in mindestens einer Zelle des Mikroarrays

ein Oligonukleotid angeordnet ist, das mit dem

gesuchten DNS-Abschnitt hybridisiert.

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, daB in mindestens einer
welteren Zelle des Mikroarrays ein weiteres
Oligonukleotid angeordnet ist und die Sequenz
des Oligonukleotides, das in der mindestens
einen Zelle angeordnet ist, sich von der Sequenz
des weiteren Oligonukleotides unterscheidet.
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Diagnose-Kit nach einem der beiden vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf in
mindestens zwel Zellen jeweils ein Oligonukleo-
tid angeordnet ist, wobei die in verschiedenen
Zellen angeordneten Oligonukleotide jeweils mit
verschiedenen gesuchten DNS-Abschnitten hybridi-
sieren.

Mikroarray zur Diagnostik oder Behandlungskon-
trolle von Darmkrebs, beispielsweise DNS-Chip,
mit einer Anordnung von mehreren, voneilnander
getrennten Zellen, dadurch gekennzeichnet, dal
in mindestens zwei Zellen jeweils verschiedene
Oligonukleotide angeordnet sind, die mit jeweils
zwel verschiedenen DNS-Abschnitten hybridisie-
ren, die Teil der cDNS zu éinem der Tumormarker-—
proteine CK20, EGF-R, CEA, GA733.2, PDGF-f oder
Stanniocalcin sind.

Mikroarray nach Anspruch 54, dadurch gekenn-
zeichnet, daB in drei oder vier Zellen jeweils
verschiedene Oligonukleotide angeordnet sind,
die mit jeweils drei oder vier verschiedenen
DNS-Abschnitten, die Teil der cDNS von jeweils
verschiedenen Tumormarkerproteinen ausgewahlt
aus den Tumormarkerproteinen CK20, EGF-R, CEA,
GA733.2, PDGF-B oder Stanniocalcin sind, hybri-
disieren.

Mikroarray nach Anspruch 57, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die verschiedenen DNS-Abschnitte
Teil der cDNS der Tumormarkerproteine GA733.2,
CEA, EGF-R sind.



10

15

20

25

WO 03/023059

59.

60.

61.

62.

63.

PCT/EP02/09983

37

Mikroarray nach Anspruch 57, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die verschiedenen DNS-Abschnitte
Teil der cDNS der Tumormarkerproteine GA733.2,
CK20, EGF-R sind.

Mikroarray nach Anspruch 57, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die verschiedenen DNS-Abschnitte
Teil der cDNS der Tumormarkerproteine GA733.2,
PDGF-B, EGF-R sind.

Mikroarray nach Anspruch 57, dadurch gekenn-
zeichnet, daR die verschiedenen DNS-Abschnitte
Teil der cDNS der Tumormarkerproteine GA733.2,
PDGF-B, CEA, EGF-R sind.

Mikroarray nach Anspruch 56, dadurch gekenn-
zeichnet, dal zwei der verschiedenen DNS-Ab-
schnitte ausgewdhlt sind aus CK20, EGF-R und CEA
bzw. EGF-R, CEA und GA733.2.

Verwendung eines Diagnose-Kits, eines Mikro-
arrays und/oder eines Verfahrens nach einem der
vorhergehenden Anspriiche zur Diagnose von Er-
krankungen oder Metastasierung oder zur Behand-
lungskontrolle bei Darmkrebs.
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