
.... :-

..... .... 

u 

EP 0 531 300 B1 

Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft variante CD44-0berflichenproteine, Antik6rper gegen die variante Determinante 
dieser Proteine sowie Verfahren zu lhrer Herstellung, auBerdem die DNA Sequenzen, die rur diese varianten 

s ProteinstQcke kodleren, sowie die Verwendung dleser Proteine oder Telle davon und die gegen sie gerichteten 
Antik6rper zur Diagnostik und Theraple von Tumormetastasen. 

Die Flhigkeit zu metastasleren bildet die elgentliche lebensbedrohliche Eigenschaft maligner Tumorzel­
len. Die ursprQnglichen PrlmArtumorzellen erwerben diese Elgenschaftvermutlich durch eine ganze Serie von 
VerAnderungen im Verlauf der Tumorprogression. Als Ergebnis dieses Prozesses 16sen sich Krebszellvarlan-

10 ten stindig von der primiren Tumormasse ab, durchdringen die extrazellulire Matrix und wandern in das lym­
phatische System oder die Blutzirkulatlon eln. Oft aneinander klebend, warden die metastasierenden Tumor­
zellen im Blut- oder Lymphsystem transportiert, verlassen das Gefi~ystem an anderen Stellen, um dort in 
Sekundirgewebe einzudrlngen und Tochtertumoren zu bilden (Obersichten von Hart et al., 1989; Nicolson, 
1987). Die Bildung von Metastasen erfordert elne ganze Reihe von lnteraktionen der Tumorzellen mit inter-

15 zellulirer Matrix oder anderen Zellen. Fast alle dieser lnteraktlonen ben6tlgen Zelloberflichenkomponenten 
wie z.B. die Rezeptoren fQr Matrix und Lamina, oberflichengebundene proteolytische Enzyme, sowie Zellad­
hisionsmolekQle unter EinschluB solcher, die organspezifische Adhision und damlt OrganprAferenz der 
Metastaslerung bedingen, auBerdem Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorrezeptoren. . 

Es ist bekannt, daB slch die Membranprotelne nichtmetastasierender und metastasierender Tumorzellen 
20 des BSp73 RattenTumors unterscheiden, nachgewiesen durch Antlk6rperreaktion (Matzku et al., 1983 und 

1989). 
Es wurde nunmehr gefunden, daB die metastaslerenden BSp73ASML Tumorzellen ein Oberfllchenpro­

tein enthalten, das zum Tell einem bekannten an der Lymphozytenadhision und Zell-Zell und Zell-Matrix Wech­
selwirkung beteiligten Glykoprotein entspricht (Bezeichnungen des normalen Glykoproteins beim Menschen: 

25 CD44, Hermes-I, bei der Maus: Ppg-1 und bei der Ratte: HEBFln). Von dlesen bekannten Sequenzen unter­
scheidet sich das neue variants CD44-0berflichenprotein jedoch durch einen extrazelluliren Berelch (EZB) 
von 154 Amlnosiuren, der zwlschen der 220. und der 237. Aminoslure der menschllchen CD44-Sequenz ein­
geschoben ist (bzw. 224. und 239. Aminosiure ~e.r Maus-Sequenz). Dieses neue Glykoproteln scheint eine 
wlchtige Rolle fQr die Zell/Matrix bzw. Zell/Zellblndung bel der Metastaslerung zu besitzen. Herstellung und 

so Charakterislerung dieses Proteinbereichs (EZB) bilden daher eine der Aufgaben dervorliegenden Erfindung. 
Durch lmmunisierung von Miusen mit Membranproteinen, die aus BSp73ASML gewonnen wurden, wurden 
Milz-Zellen erzeugt, die Antik6rper gegen den EZB des varianten CD44-0berflichenproteins bilden. Nach der 
Methode von K6hler (1981) wurden diese durch Polyithylenglykol mit Myelomzellen verschmolzen, um be­
stindlge Kulturen zu erzeugen. Durch Klonierung und Auswahl derjenigen Kulturen, die Antikorper produzie-

35 ren, die mit BSp73ASML, nicht jedoch mlt der nichtmetastaslerenden Stammform BSp73AS reagieren und 
auch nicht mit anderen, nichttumorogenen Rattenzellen, lassen sich gegen den neuen Proteinteil EZB spezi­
fische Antik6rpergewinnen. Fur die weitere Untersuchung wurde ein monoklonaler Antikorper ausgewihlt,der 
die BSp73ASML Zellen im lmmunfluoreszenztest besonders lntensiv anfirbt, der die Bezeichnung erhielt 
mAbl.IASML (mAb: monoklonaler Antik6rper). 

4'J Im Westernblot Test lassen sich in einem Proteinhydrolysat aus BSp73ASML Zellen 4 Proteinbanden mit 
Molekulargewichten von 120.000, 150.000, 180.000 und 200.000 mlt mAbl.l.ASML bestlmmen, wihrend Ex­
trakte aus Rattenfibroblastenzellen und nlcht-metastasierenden Rattentumorzellen keine signifikate Reaktion 
ergeben. Es konnte noch nicht bestimmt werden, ob diese GraBenunters~hiede auf einer unterschiedlichen 
ursprunglichen Amlnosiuresequenz oder auf einer verschieden starken nachtrAgllchen Proteinmodifikation 

45 beruhen. In jedem Fall 1st das von dem Antik6rper erkannte Epitop in allen 4 Proteinspezies enthalten, nicht 
jedoch in den zur Kontrolle dienenden Proteinen aus den nichtmetastasierenden BSp73AS-Zellen oder aus 
normalen Rattenzellen. 

lsollerung von cDNA Sequenzen, die fiir den EZB des Oberfllchenproteins kodleren. 
Der monoklonale Antik6rper mAbl.IASML wurde verwendet, um die EZB-kodierenden cDNA-Sequenzen 

so in einer bakteriellen Expressionsbibliothek zu entdecken. Die Blbliothek wurde mit Hilfe von PolyA+ RNA aus 
BSp73ASML Zellen und dem pEX Vektor System konstruiert (Stanley & Luzio, 1984). Die von den cDNA­
Sequenzen kodierten Produkte werden als Ji-Galaktosidase-Fusionsproteine mit Hilfe der AntikOrper aufge­
funden. Ein so isolierter, fur den monoklonalen Antik6rper l.IASML positivercDNA Klon mit dem Namen pEX34 
trAgt ein cDNA SequenzstQck von 167 Nukleotiden. Dleses cDNA-StQck wurde nun benutzt um eine gr6Bere 

55 cDNA Bibliothek im Vektor pSP65, wiederum aus BSp73ASML RNA, durchzumustern. Einer dieser damit iso­
lierten Klone, pM66, diente dann dazu, mit Hllfe von sogenannter •pfimer"-Verlingerung (Starter-Oligonukleo­
tide) und der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) den Gesamtlingen cDNA-Klon pMeta-1 zu isolieren. Beweis 
dervollen Linge wurde erhalten mit Hilfe derPrlmerverlingerung (3207 Nukleotlde). Die Kolinearititmit einer 
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RNA aus dem BSp73ASML-Tumor wurde dokumentlert durch RNase und SI Schutzanalyse. 
Die lsolierung dercDNAs mlt Hilfe derExpression In Bakterien und dem Erkennen durch denAntik6rper 

bewelst, daB der Antik6rper primlre Arnlnosluresequenz Im EZB des Oberfllchenproteins erkennt 
5 EZB·kodlerende Messenger RNA wlrd exprlmlert in BSp73ASML, aber nlcht In BSp73AS.Zellen. 

Orel verschiedene Sequenzproben wurden aus den cDNA Klonen erzeugt, um spezlfische Messenger­
RNAs durch Hybridislerung nachzuweiaen. Die Probe Auberdeckt den cDNA-Bereich, derfur das EZB kodiert 
(Positionen: 941-1108). Die Probe B reprisentiertSequenzenzwlachen den Positlonen 1403-1572 und Probe 
C trlgt Sequenzen vom Anfang bis zur Position 794 aus pMeta-1 (Abb.I). Poly A+ RNA der BSp73 Tumorzel-

10 linlen wurde elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe der RNA Transferhybrldisierung analysiert. Vier der 
Zellinien, die nlcht metaatasieren, enthalten kelne RNA, die zur Probe A homolog 1st, wlhrend RNAs aus den 
metastasierenden Tumorzellen BSp73ASML stark reagieren. Die Probe Aerkennt in dieser RNA-Prlparation 
elne heterogene Mlachung verschledener RNA-Gr6Ben zwiachen 2,2 und 3,3 kb, und eine gr6Bere RNA-Spe­
zlea von 4,9 kb. Die ausschlieBliche Expression dervom monoklonalen Antik6rper l.IASML erkannten spezi-

15 fischen Membranproteine in der metastasierenden Tumorzellvariante ist offensichtllch begrundet durch die 
ausschlleBliche Expression der entsprechenden EZB-kodierenden Messenger-RNAs. Offensichtlich kann der 
vollslindige cDNA-Klon pMeta-1 mit 3,2 kb nlcht alle Sequenzen dieser RNA-Spezies reprisentieren. Er kann 
nur eine Spezies aus dem heterogenen Gemisch an RNA-Gr6Be darstellen. Die Proben B und C ergeben das­
aelbe Hybrldlsierungsmusterwie Probe A in der Auftrennung der BSp73ASML RNA, jedenfalls soweit man bei 

20 der Heterogenitltfeststellen kann, d.h. dlese RNA-Spezles tragen Sequenzen, die komplementirzu alien drel 
Proben sind, A, B und C~ Im Gegensatz zu Probe A erkennen Probe B und C auch Messenger-RNA-Spezies 
in den nlcht-metastasierenden Zelllnlen. Die RNA Gr6Ben unterschelden sich aber deutlich von denen in BSp-
73ASML, es werden nlmllch vier klar unterscheidbare Messenger-RNA-Spezles nachgewiesen, mit den GrO­
Ben 1,5, 2,0, 2,9 und 4,3 kb. Obwohl dlese RNA-Spezlea im heterogenen Gemlsch der RNAs aus BSp73ASML 

26 versteckt sein k6nnten, ist es doch sicher, daB sle nicht In der selben Menge in der BSp73ASML existleren. 
Entscheidend iat, daB RNASequenzen mit Komplementarilitzu Probe Aoffensichtllch vollkommen abwesend 
sind in den nicht-metastasierenden Zellen. Wlr k6nnen deshalb vorsichtig schlleBen, daB die Sequenzen der 
Proben A, B und C in denselben RNAs Im metastasierenden Tumor enthalten slnd, und zwar In einer Weise, 
ala ob Probe-A-Sequenzen in die B-C-positlven RNAs hineingespleiBt wlren und ala ob dieser alternative 

so SpleiB-Vorgang nur in der metastaslerenden Zelllnie vorldime. 
Um die Kolinearitltzwischen RNA und cDNAzu beweisen und um die Verschiedenheit der RNAs zwischen 

den BSp73AS und den BSp73ASMLZellen zu analysieren, wurden s1.:Nuklease und RNase Schutzanalysen 
durchgefuhrt. Die geschutzten DNA- oder RNA-Fragmente k6nnen nur klelner sein als die Gesamtllnge, weil 
die 5 Enden Vektor-Sequenzen enthalten, die nicht mit den RNAs aus den Tumorzellen hybrldisieren k6nnen. 

35 Wir betrachten zuerst den Obergang auf der 3' Seite: den Obergang von Sequenzen mit Homologie zur Probe 
A nach solchen zur Probe B. Beide Techniken zeigen elne einzige RNA-Spezies in BSp73AS Zellen an, die 
mit den Proben Ober einen weiten Bereich kolinear 1st. Welter 5' davon unterscheiden sich cDNA- bzw. RNA­
Probe, die ja RNA-Sequenzen aus BSp73ASML entsprechen, von der RNA aus den BSp73AS-Zellen. Die 
RNAs von BSp73ASML enthalten vor allem Sequenzen, die gr6Bere Fragmente der Proben schutzen. Die 

40 gri>Bten Fragmente entsprechen der vollen Llnge der DNA- bzw. RNA-Stucke, die fur die Protektionsanalyse 
angeboten wurden. Auch kleinere Fragmente sind nachweisbar. Da die RNA-Transfer-Hybridisierungen ja ein 
heterogenes Gemisch verschiedenerGr6Ben von RNAs aufgedeckt haben, Isles m6glich, daB diese kleineren 
geschutzten Fragmente RNA-Spezies anzelgen, die von der cDNA anderswo divergieren, d. h. an Stellen zwi­
schen dem vorhin nachgewiesenen Divergenzpunkt und dem 5' Ende der angebotenen Proben. Diese RNA-

45 Spezies slnd ebenso nicht nachweisbar In den BSp73AS-Zellen. 
Betrachten wir nun den Punkt der Divergenz auf der 5'Seite, also den Obergang von Sequenzen, die mit 

der Probe C hybridisieren, zu denen, die mit der Probe A, also der EBZ-kodierenden Sequenz hybridisieren. 
Die Analyse ergibt entsprechende Resultate fur den 5' Bruchpunkt. RNAs aus BSp73AS Zellen konnen die 
angebotenen Proben nur Ober einen kleineren Bereich schutzen. Messenger RNAs aus BSp73ASML Zellen 

so schutzen llngere Fragmente. Sle sind nlmlich kolinear Ober die gesamte Llnge der angebotenen Probe. Man 
kann also schlieBen, daB der cDNA Klon pMeta-1 Sequenzen repn'isentiert, die in den metastasierenden Tu­
morzellen BSp73ASML ausgeprlgt werden. Die 3' und 5' Bereiche "Werden auch in RNAs aus BSp73AS Zellen 
gefunden. Die EZB-kodierenden Sequenzen mit den definierten Oberglngen, die mit Hilfe dieser oben geschil­
derten Techniken kartiert werden k6nnen, zeigen an, daB hier ein alternativer SpleiBmechanismus fur die 

55 RNA-Bildung vorllegen muB. Die 5' und 3' Bruchpunkte der Oberglnge zu den EZB-Sequenzen sind in Abb.I 
durch Pfeile marklert 

Der monoklonale Antlkorper l.IASML ldentlflzlert elne varlante Form des Glykoprotelns CD44. 
Um strukturelle lnformationen Ober das Oberflichenprotein zu erhalten, sind alle geklonten cDNA Mole­

kule sequenziert warden. Die Nukleodid-Sequenz des Gesamtllngen-Klons pMeta-1 und die davon abgeleite-
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ten Aminosiuresequenzen sind in Abbildung 2 gezeigt. Der Gesamtlingen-cDNA-Klon Oberspannt 3207 Nu­
kleotide. Der 3' Terminus trigt ein PolyA Ende, zwei zusitzliche Polyadenyllerungssignale liegen bel den Po­
sitionen 2288 und 1743. Das erste ATG Kodon folgt einer Konsens-lnitiationssequenz und er6ffnet einen Le-

5 serahmen von 1509 Nukleotiden, entsprechend 503Aminosiuren. Wieman fOr ein membranstindiges Protein 
vermuten sollte, sind die ersten 21 Aminosiuren hydrophob und stellen ein Signalpeptid dar. Kein Teil dieser 
Sequenzen ist bisher in den Datenbasen zu finden. Wir fanden jedoch Sequenzhomologie zu kOrzlich publi­
zierten Oaten Ober den LymphozytenHoming-Rezeptor CD44 (bzw. Pgp-1) (ldzerda et al., 1989; Goldstein et 
al., 1989; Stamenkovic et al., 1989; Nottenburg et al., 1989; Zhou et al., 1989). Die Homologien sind strikt be-

10 schrinkt auf die 5' und 3' Telle der cDNA mit EinschluB nlcht-translatierter Regionen und sie enden an den 
schon oben erwihnten Punkten der Oivergenz zwischen den BSp73AS- und den BSp73ASML RNA-Sequen­
ze·n. Die gesamte Stecke zwischen den Oiverenzpunkten {in der Abbildung 2 durch Farbmarklerung gekenn­
zeichnet), also die ganze Stracke der metastasen-speziflschen EZB-kodierenden Sequenz, ist nicht reprisen­
tiert in den Pgpl- oder CD44- Sequenzen. Das metastasen-spezifische Glykoprotein reprisentiert offensicht-

15 lich eine Variante der CD44 Glykoproteine. Es trigt nimlich eine zusitzliche extrazellulire Domine von 156 
Aminosiuren und somit einen expandierten extrazelluliren Bereich von 410 Aminosiuren (abzuglich 21 Ami­
nosiuren Signalpeptld), gegenuber 270 Aminosiuren {ebenfalls abzOglich Signalpeptid) des unverinderten 
CD44 Glykoproteins. In den nicht-metastaslerenden BSp73AS-Zellen jedoch warden die unverinderten For­
men dieser CD44-Famille nachgewiesen. cDNA-Sequenzen dleser BSp73AS-RNAs sind ebenfalls kloniert 

20 worden und die ldentitit mit den metastasen-spezifiachen Klonen auBerhalb der Extradomine iat nachgewie­
sen. 

Die Expression der varlanten CD44 1st korrellert mit dam metastatlschen Potential 
Um zu iiberpriifen, ob die Expression dervarlanten CD44 Glykoproteine ausnahmslos in den BSp73ASML 

Zellen erfolgt und ob sie in Zusammenhang mit dem metastatischen Potential dieser Zellen oder dem meta-
25 statischen Potential im allgemeinen steht, studierten wir eine andere Serie isogener Rattentumorzellinien, 

nimlich die Tumorzellinien des Mammakarzjnom-Systems .137'.6~ NFJNeri et al., 1982). Hier verglichen wir 
Zellinien, dievom parentalen Tumorhergeleitetwurden, nimlich die MTPa, MTC, MTF7 und MTA-Zellen (Grup­
pe 1), mit Zellinien, die aus Lymphknoten oder Lungenmetastasen etabliert wurden, nimlich MTLy, MTLn2, 
MTLn3 (Gruppe 2). Die Gruppe 1-Zellen exprimieren im wesentlichen das normale CD44 Muster, ihnlich dem 

30 der RNAs aus den BSp73AS Zellen, wenn man mit Probe B hybridiaiert Mit Probe A dagegen wird eine gerin­
gere Menge einer diffusen RNA Bande nachgewiesen, die etwa die Gr0Be 2,5 kb hat Die Gruppe 2-Zellen 
andererseits zeigen ein v611ig verschiedenes RNA Muster. Beide Proben A und· B hybridisieren mit gr0Beren 
RNASpezies. Die GrOBen ihneln denen, die in BSp73ASML nachgewieaen werden. Die Ahnlichkeitwird auch 
dokumentiert durch RNAse und SI Schutzanalysen. Aufgrund dieser Oaten schlieBen wir, daB eine Verinde-

35 rung im SpleiBmuster der RNA und die Expression von variantem CD44 mit der Entstehung von Metastasen 
korreliert ist und daB das erworbene Muster in diesen metastasierenden Mammakarzinomzellen sehr denen 
entspricht, die wir oben schon fiir die metastasierende BSp73ASML Zellinle kennengelernt haben. Die hoch­
molekularen, durch den Antik6rper erkannten Proteine entsprechen den beiden hochmolekularen Spezies an 
Proteinen, die in den BSp73ASML Extrakten nachgewiesen wurden. In dleaer Mammatumorserie entdecken 

40 wlr also ebenso eine metastasenspezifische Expression von RNA-Spezies und von hochmolekularen Protei­
nen. DaB in der Gruppe 1, also den sogenannten parentalen Zellinien Oberhaupt RNAs gefunden werden, die 
mit der Probe A, also der EBZ kodierenden Sequenz hybridisieren und daB wir auch eine schwache Firbung 
eines Proteins von 100.000 Daltons mit dem Antik&'per sehen k6nnen, fOhren wir darauf zuruck, daB die Grup­
pe 1-Zellen auch geringe Metastasierungsfihigkeit besitzen, ganz im Gegensatz zu unserer ursprunglichen 

45 Tumorzellinie BSp73AS, die iiberhaupt kein Metastaslerungsverhalten zeigt. 
Der monoklc>nale Antlkorper l.IASML hemmt Metastasenblldung In der Ratte 
In einer Serie von Versuchen zur Metastasenblldung der Tumorzellinie BSp73ASML in isogenen Ratten 

wurden Zellen subkutan injiziert und zu verschiedenen Zelten der monoklonale Antik6rper l.IASML intraperi­
toneal in Abstinden von zwei bis drei Tagen vor und nach der Tumorgabe geaprltzt Im Rahmen dieses immu-

50 nologischen Protokolls wurde auch bestimmt, wie die lmmunantwort der Ratte gegenOber dem injizierten An­
tik6rper stattgefunden hat. Es entstehen nimlich Antimaus-lmmunglobulinantik6rper, sowie auch Antiidiotyp­
Antlkorper. Das Ergebnis dieser Serie von Versuchen ist, daB das Anwachsen und die Metastasierung des 
Tumors durch lnjektion von l.IASML stark verz6gert wird. Oiese Verz0gerung liBt in ihrer Kinetik den SchluB 
zu, daB der Antik6rper mlt einem primiren ProzeBder Metastasierung lnterferiert DerVersuch zelgt uns, daB 

55 die vom AntikOrper erkannte Proteinstrukturan derOberfliche der metastasierenden Zellen eine Rolle in dem 
MetastasierungsprozeB hat und daB therapeutische und diagnostische Pline realiatisch sind. 

lsollerung der homologen menschllchen Sequenz zum EBZ kodlerenden Sequenztell der Ratten­
cDNA. 

Fiirmenschliche Tumorzellen in Kultur besteht natiirlich nichtohneweiteresdie M6glichkeit, entsprechend 
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den Rattensystemen, nachzuweisen, ob sle auch noch metastasierende Eigenschaften beibehalten. Experi­
mente mit imrnundefizienten Mlusen ermOgllchen nur senr eingeschriinktAussagen uber das Metastasenpo­
tential beim Menschen. Deshalb mussten relatlv viele Tumorzellinien, die zu lange zuruckliegenden Zeitpunk-

5 ten irgendwo auf der Welt in Kultur genommen worden sind, durchgetestet werden, ob sie die Sequenzen 
exprimieren, die wirfur die Rattenmetastasen nachweisen konnten. Es ist gelungen, eine solche Tumorzellinie 
zu finden. Sie entstammt einem groBzelligen Lungenkarzinom des Menschen und triigt die Nummer: LCLC97. 
In dieserTumorzellinle lassen sich drel definlerte RNA-Spezies nachweisen (Gr6Ben: 5,5; 3,4 und 2,8 kb), die 
sfch ganz entsprechend den RNAs verhalten, die in den metastasferenden Tumorzellfnien der Ratte nachwefs-

10 bar sind. Sle hybridisleren nlmlich sowohl mlt der Probe A als auch mit den Proben B und C, d.h. daB aueh 
diese mensehlichen RNA Spezies uber welte Bereiche zur cDNA pMeta-1 identisch sind (85%). 

Der monoklonale AntlKorper l.IASML reagierte allerdlngs nicht mit dleser Tumorzelle, d.h. das von dem 
Antikorper erkannte Stuck Protein muB slch im Bereich der Antigendetermlnante von den Proteinen unter­
scheiden, die auf der Oberfllche der menschllchen Tumorzelle existieren. Fur die Nichtreaktivitit relchen 

15 schon geringste Abwelchungen aufgrund der hohen Spezifitlt der Antikorper. Die menschllche Tumorzelle 
LCLC97 diente nun dazu, elne cDNA-Blbliothek zu konstruieren. Aufgrund der hohen Obereinstimmung zwi­
schen den Ratten- und Menschsequenzen konnte eln cDNA Klon lsoliert warden, der Homologie zur Probe A 
zeigte. Die menschlicne cDNA wurde sequenziert In der Abbildung 3 (a,b) lstdie Primlrsequenz und die davon 
abgeleitete Aminosluresequenz gezeigt. Man kann erkennen, daB uber groBe Berelche weitgehende ldentltlt 

20 zwischen der Rattan- und der menschlichen Sequenz existiert. Diese menschliche Sequenz, sowle auch die 
davon abgeleltete Aminosluresequenz ist ebenfalls Gegenstand dleser Patentschrift. 

Ausfiihrungsbelsplele: 

25 Zellen und Antlk6rper: 

Folgende klonlerte Bsp Zellinien wurden fur die Untersuchung eingesetzt: 8Sp73 14ASML-1 und 10AS-
7 und in Kulturgehalten wie beschrleben bei Matzku et al., (1983); auBerdem die bel Neri et al., (1982) be­
schriebenen Mammakarzlnomzellinien Monoklonale Antlkorper gegen BSp73ASML Membranproteinewurden 

30 durch lmmunislerung von Balbc Mlusen hergestellt Nach lsolierung der Milzzellen einer immunislerten Maus 
wurden diese fusioniert mlt Ag8 Myelomzellen zur lrnmortallsierung nach der Methode zur Herstellung mono­
klonaler Antikorpervon KOhler(1981). Die dann erhaltenen Hybridomzellen wurden einem Screeningverfahren 
unterzogen, um solche herauszufinden, die speziflsch Antikorper gegen 8Sp73ASML produzieren, nicht aber 
gegen BSp73AS und normale Rattenfibroblasten-Zellen. Die genaue Vorgehensweise 1st beschrieben, ebenso 

35 wie bei Matzku et al., (1989). 
Monoklonale Antikorper (rnAk) produzlerende Hybridomzellen mit der entsprechenden Spezifitlt wurden 

expandiert in der Gewebekultur und die in das Medium abgegebenen mAk durch Ammoniumsulfatfiillung und 
Siulenchromatographie (Protein A-Sepharose und MonoQ) stark angerelchert und in dieser Form fur die Un­
tersuchungen eingesetzt. Einer davon ist mAkl.IASML. 

lmmunfluoreszenz: 

Zur Darstellung das varianten CD44 Molekills auf versehiedenen Tumorzellen wurden ~liese in Kultur ge­
nommen, dann mit phosphatgepufferter Kochsalzloaung (PBS) gewaschen und mit l.IASML fur 30 Minuten bei 

45 4o C inkubiert Als sekundlrer Antikorper zum Nachwels der Bindung wurde ein Rhodamin-gekoppeltes Ka­
ninchen Anti-Maus lgG eingesetzt und im Fluoreszenzmikroskop dargestellt. 

Konstruktlon der cDNA Expresslonsblbllotheken und lmmunoscreenlng 

so PolyA+ RNAaus.BSp73ASMLZellen wurde mit Ollgo (dT) und Hexanukleotlden unterschledlicher Zusam-
mensetzung •geprimt" und mit reverser Transkrlptase aus AMV der erste Strang der cDNA synthetislert. Der 
zweite Strang dercDNAwurde mit E.coli DNAPolymerasel, RNaseH und E.coli Ligase hergestelltund anschlie­
Bend die doppelstrlngige cDNA mit T4DNA Polymerase an den Enden begradingt Die Vektoren pEX1 ,2 und 
3 (Stanley und Luzio, 1984), die die Fuslonlerung der cDNA in 3 verschiedenen Leserastem ermoglicht, wur-

55 den mit Smal Restriktionsendonuklease aufgeschnitten und mit der cDNA llgiert (T4 DNA Ligase). Kompente­
nte E.coli DH5 (pCl857) Bakterien, die einen temperaturempfindlichen Repressor produzleren, warden mit den 
pEX-cDNA K.onstrukten transfiziert und auf Nylonfiltern kultlviert. Das Gen fur den temperaturempflndlichen 
Repressor RCl857 liegt auf dem Plasmid pCl857, das kompatibel 1st mlt den pEX Plasmiden. Bel 28°C 1st der 
IP R Promoter, der die Synthase der Fusionsprotelne steuert, abschaltet. Durch Temperaturerhahung auf 42°C 
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wlrd der Cl Repressor inaktiviert und die Synthase von p..Galaktosldase/ASML Fuslonsprotelnen massiv in 
Gang gesetzt. Die hitze-induzierten Bakterienkolonien warden anschlieBend mit Chloroformdampf denaturiert 
auf den Filtern und diese dann in PBS inkubiert, das 3% Trockenmilchpulver, Lysozym und DNase enthilt. 

5 Die an das Nylonfllter flxlerten bakteriellen Fusionsproteine warden jetzt mit mAkl.IASML inkubiert und nach 
Auswaschen von unspezifisch gebundenem mAk, zum Nachwais der Bindung als sekundirer Antik6rper 125J 
markierter Kanlnchen Anti-Maus lgG eingesetzt Nach Autoradiographie wurden positive Klone aus dem ori­
ginalen Bakterienfilter isoliert u nd weitergehend analysiert. Ein Klon, der ein Fusionsprotein synthetisierte, das 
mit l.IASML spezifisch reaglerte, war pEX34. Das In dem Bakterienklon enthaltene pEX Plasmid trigt 167 Nu-

10 kleotide cDNA. die u.a. furdas Epitop (bzw. die Antlgendetermlnante) kodieren, dessen SpezifititmAKl.IASML 
trigt 

15 

Die lsolierung der Gesamtlingen cDNA mMeta-1 erfolgte dann nach Standardmethoden. 

lmmunlslerung der Rattan mlt mAkl.IASML 

BDXRatten, die syngen sind zu den BSp73 Tumorzellen, wurde subkutan bzw. intraperitoneal mAkl.IASML 
(gekoppelt an Keyhole Limpet Haemocyanlne) injlziert, zusammen mit komplettem Freunds Adjuvant. Die er­
ste lnjektion erfolgte 10, 7 und 3 Tage vor der lnjektion der BSpASML Zellen (in das FuBfettpolster), die fol­
genden dann 3, 7, 11, 14 und 21 Tage danach. Nach 28 Tagen warden die Rattan getatet, die verschiedenen 

20 Lymphknoten prlpariert und gewogen und makroskopisch sichtbare Lungenmetastasen gezihlt. 

Zusammenhang zwlschen der Expression von varlanten CD44 Oberflichenprotelnen und metastatl­
schem Potential 

25 Um festzustellen, ob die Expression von varianten CD44 Glucoproteinen lediglich eine Eigenschaft der 
untersucnten BSp73ASMLZellinie ist, oder ob die Expression mltdem metastatlschen Potential in Zusammen­
hang gebracht warden kann, wurde eine andere Serie von Ratteiltumorzellinien, die sich von dem 13762NF­
Mammacarzinom ableitet (Neri et al, 1982) untersucht. Fernerwurden Zellinien, die sich vom Primir-Tumoren 
ableiten (MTPa, MTC, MTF7 und MTA (Gruppe 1)) mit Zellinien verglichen, die sich von Lymphknoten- und 

30 Lungenmetastasen ablelten (MTLy, MTLn2, MTLn3 (Gruppe 2)). Das Muster der von CD44 abgleiteten RNA 
ist In Figur 4 wledergegeben, wobel Probe A. B und D den auf Seite 4 der Anmeldung sowie der Abbildung 1 
beschriebenen Proben entsprechen. Zellen der Gruppe 1 zeigen alle ein normales CD44-Muster mit Probe B. 
Zellen der Gruppe 2 dagegen zeigen ein davon unterscniedliches Muster. Die RNA ist griiBer als die RNA der 
Gruppe 1 und entspricnt der RNA von BSp73ASML. Kleinere RNAs gehen verloren bel der Hybridisierung mlt 

35 Probe D. Das ubrige Muster zeigt die .Atmlichkeit zwischen den beiden Rattentumorsystemen. 
Auch mit der Probe A entsprlcht das RNA-Muster der Gruppe 2 dem von BSp73ASML. Wihrend Probe A 

mit RNA aus BSp73AS nicht hybridisiert, zeigt sich eine kleine diffuse RNA-Bande von ungefihr 2,5 kb bei 
Zellen der Gruppe 1. RNase und SI Nuklease Schutzanalyse zeigen ebenfalls die strukturelle Ahnlichkeit. Aus 
diesen Ergebnissen scheint ein Wechsel in dem Spaltungsmuster und der Expression von varianten CD44 

40 RNAs mit der Bildung von Metastasen aufzutreten. 

Obertragung des metastatischen Potentials aUf nicht metastasierende BSp73AS-Zellen durch Oberexpres­
sion von p Meta-I. 

45 DerZusammenhang derExpression von varianten CD44 Spezies mit dem metastatischen Potential in zwei 
Serien von Rattentumoren weist auf eine kausale Rolle dieser Glycoproteine im metastatischen ProzeB hin. 
Um dlese zu untersuchen, wurde p-Meta-1 In BSp73AS-Zellen ubertragen und untersucht, ob sich dadurch das 
Verhalten der Zellen Anderl Die komplette kodierende Region des pMeta-1 (Fig. 2) wurde unterhalb des SV40-
Promotors eingefugt und dieses Gebilde (Diagramm in Figur 5) zusammen mit PSV2neo in BSp73AS-Zellen 

so eingefuhrt Einzelne G418-resistente und pMeta-1-expri mierende Kolonien wurden erhalten. Das RNA-Muster 
von 2 dieser Kolonien ist In Figur 5 wledergegeben. Die Hyrldlslerung der varlanten CD44 spezifischen Probe 
A zeigt ein dominantes Transkript von ungefihr 2.2 kb, welches in der GriiBe der kleinsten hiufigen RNA, wel­
che in BSp73ASML-Zellen transkribiert wird, entspricht (Figur 5). Die transfizierten Zellen enthalten jedoch 
ungefihr 10 mal soviet dieser RNA wie BSp73ASML. 

55 Andere GriiBenordnungen werden in einer der transfizierten Zellen (BSp73AS-pSVMetal-14) beobachtet, 
was von dem Ort der Plasmid-Integration abhinglg seln k6nnte. Ein pSV2neo Simulationsubertragungsklon 
(nicht wiedergegeben) und die BSp73AS-Empfingerzellen enthalten keine RNA, die komplementir zu Probe 
A ist. Um die endogenen normalen CD44-Transkriptionen (ohne die Extradomine des pSVMeta-1) In den 
Transfekten zu entdecken, wurde das Fiiter gestript und mit Probe D rehybridisierl Dieser Teil der nicht uber-
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setzten 3' Sequenz ist in dem Expressionsklon nicht enthalten (vgl. Figur 5). Probe D weist zwei 
Haupttranskripte von 2,9 und 4,9 kb in der RNA der beiden Transfekte nach (Figur 5, rechte Spalte) sowohl in 
der Kontrolle BSp73AS als auch in der nicht abgebildeten BSp73ASpSVneo. 

5 Ungefihre Quantifizierungen der verschiedenen ubereinstimmenden Hybridisierungen zeigen, daB die 
Transfekte ungefihr 5 x soviel von den varlanten CD44 RNAs exprimieren, welche durch das 
Expresslonsplasmid transkribiert slnd, wie die endogenen Gentranskripte. 

Die uberexprimierte cDNA wlrd In eln Protein ubersetzt Die belden Transfekte, die in Figur 5 dargestellt 
slnd, synthetlsieren mAbl.IASML-lmmunfirbbare Proteine der gleichen scheinDaren Gr6Be, nimlich ein 

10 Hauptprodukt von 150 kDa und eine schwichere Bande bei 100 kDa. Da die cDNA-Sequenz eln primires Pro­
teinprodukt von nur 503 Aminosiuren kodlert (entsprlcht ca. 60.000 Dalton), mussen alle sichtbaren Banden 
modifizierte Forman darstellen. Die 150 kDa-Bande li.uft zusammen mit einer der modifizierten Formen von 
varianter CD44, welche In der metastaslerenden Zelle BSp73ASML exprimiert wird. BSp73AS oder simulati­
onsubertragene BSp73ASpSVneo Zellen besltzen dieses Protein nicht. Wie in BSp73ASML-Zellen ist das Epi-

15 top der von den Transfekte exprimierten Zellen an der Zelloberfliche freillegend. 
Um zu beweisen, daB die Expression von varianter CD44 ausreicht, um BSp73AS-Zellen ein metastati­

sches Potential zu verleihen, wurden Transfekte In syngene BDX-Ratten (spontanes Metastase-Protokoll) in­
jiziert. In fruheren Experimenten breiteten slch vom Ort der lnjektion metastatische Tumorzellen BSp73ASML 
schnell aus und waren ungefihr 10 Tage nach der lnjektion vollstindig verteilt (Matzku, 1984). Alie lokalen 

20 Tumore wurden daher durch Amputationen am 10. Tag entfernt Alie Triger von BSp73ASML-Zellen und alle 
Tiera, die mit einem der uberexprimierenden Transfekte injizlert waren, entwickelten Lungenmetastasen (Ta­
belle 1). Der Verlauf der Metastasenbildung war verglelchbar schnell, lnnerhalb von 5 - 8 Wochen nach der 
lnjektion. Tiera, die BSp73AS-Zellen oder Simulationstransfekte erhalten hatten, waren nach dieser Zeit voll­
stAndig gesund (auBer durch die Amputation) und auch nach 5 Monaten konnten kelne Metastasen festgestellt 

25 warden. 
Trotz einer uberraschenden A.hnllchkelt In der starken Metastasebildung gibt es einige interessante Un­

terschiede. 
BSp73ASML-Zellen erreichen in alien Tleren die Lymphknoten und fuhren zu einer massiven Vergr6Berung 
verschiedener Knoten im Bereich der Leiste. ingulnaler und neben der Aorta (Tabelle 1). Ein Transfekt 

30 (BSp73AS-pSVMetal-14) verursacht Lymphknotenvergri>Berungen in 3 von 8 Tleren, obwohl alle Tiera mul­
tiple Lungenmetastasen entwickeln (Tabelle 1). Mit dem anderen Transfekt (BSp73AS-pSVMetal-15) ist keine 
Lymphknotenvergr6Berung feststellbar. Die Transfekte scheinen daher in der Lage zu sein, in der Lunge Ko­
lonien zu bilden ohne eine obligatorische Wachstumsphase in den Lymphknoten. 

Das Experiment gemi.B Tabelle 1 deutetferner auf elnen anderen Unterschied zwischen BSp73AS-Trans-
35 fekten und BSp73ASML hin. Die individuellen Lungenmetastasen sind makroskopisch sichtbar, wihrend die 

von von BSp73ASML klein und zahlreich sind, jedoch entwickeln In einer gr6Beren Serie mlt BSp73ASML 
(Reber et al., 1990) 11 von 20 Tleren 5 - 20 gr6Bere Knoten pro Lunge, als die Transfekte. 

Um festzustellen, daB die gebildeten Metastasen von den injizierten Transfekte hervorgerufen wurden, 
und um die unwahrscheinliche M6glichkeit einer spontanen Mutation, welche ein metastatisches Potential 

40 ubertrigt, auszuschlieBen, wurden die epitop-positiven Proteine in den Gesamtlungenextrakten und in Extrak­
ten von rekultivierten metastaseerzeugenden Zellen bestimmt Im gesamten Lungenextrakt sowie in den Ex­
trakten eines spezifischen Lungenknotens von einem Tier, das BSpAS-pSVMetal-15-Transfekte erhalten hat, 
ist das 150 kDa Glycoprotein nachwelsbar. Der G418-resistente Stamm exprimiert beim in vitro-Wachstum 
ein Protein desselben scheinbaren Molekular gewichtes. 

Dlagnostlk und Theraple 

1. Analyse menschlichen Tumormaterlals durch in situ Hybridisierungen mit den vorhandenen menschli­
chen pMeta-1 Sequenzen. Diese Versuche sind als Vorversuche gedacht, bevor ein Ak zur Verfugung 

50 stent, der den menschlichen EZB erkennt 
2. Herstellung von Antik6rpern gegen den menschllchen EZB. Klonierung der menschlichen pMetal Se­
quenzen In bakterlelle Expressionsvektoren, so daB Fusionen mit p..Galaktosidase oderTryptophan E-Pro­
dukt entstehen. lmmunisierung von Kaninchen mit diesen Fusionsproteinen, bzw. mit synthetisierten Pep­
tiden aus dem EZB (gekoppelt an TrigermolekUle). lsolierung der polyvalenten bzw. monospezifischen 

55 Antik6rper. · 
Einsatzmiigllchkelten: 

- lmmunhistologlsche Untersuchungen von klinischem Tumormaterlal (Dlagnostik). 
- Nachweis von 16slichem EZB im Serum von Patienten mit Hilfe von ELISA-Tests (Dlagnostik). 
- Konstruktlon von Toxin-gekoppelten Antik6rpern, um mit Hllfe des Antiktirpers das Toxin in den Tu-
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mor/Metastasenbereich zu bringen (Theraple). 
- Konstruktion von Antik6rpern mit zwei definierten Antigenbindungsstellen. Durch diese Doppelspe­

zifitit soil versucht warden, cytotoxische Reaktionen im Metastasengebiet auszul6sen (z.B. Anti 
5 CD2- oder CD3-Kopplung) (Theraple), 

3. Produktlon von hMeta-1 Protein durch Transfektion von menschlichen oder Rattenzellen mit einem Ex­
presslonsvektor, der die vollstindlge hMeta-1 cDNA Sequenz trAgt; bzw. Reinigung aus LCLC97-Zellen. 

Elnsatzm6gllchkalten: 
- lnjektion des Proteins oder Telle desselben, um die Gewebe-Bindungsstellen der Tumorzellen zu 

10 blockieren. 
- Nach Charakterisierung der Bindungsstellen wire auch ein Einsatz zur Theraple denkbar, der darin 

beruhen k6nnte, groBe Mangen von Bindungsprotein zu lnjizieren, das dann die wandernden Tumor­
zellen blockleren wurde. 
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Tabelle l 

Metastatische Ausbreitung von BSp73AS-Zellen, welche 

variante CD44 cDNA pMeta-1 exprimieren•w.c 

Verteilung bei 
Tumor Clone Lokales Metastatischer Autopsie 

Auf treten *LN ing *LN par Lunge 

BSp73ASML 

BSp73AS­
pSVMctal-l4 

BSp73AS­
pSVMetal-lS 

BSp73AS 

0/8 

0/8 

0/8 

1/8 

BSp73AS-pSVneo 0/8 .. 

./£* 

818 
fJ 1.s-2.sn 

3/8 
fJ 0.3-1.2 

018 

0/8 

0/8 

mittlerer Durchmesser in mm 

...... 

8/8 
fJ 2.S-5.0 

3/8 
II 1.0-4.5 

0/8 

0/8 

0/8 

8/8 
miliary 

818 
multiple. " 0.3-S.O 

8/8 
5-20, fJ 0.3-10.0 

0/8 

0/8 

Die Tabelle 9ibt das Stadium 60 Ta9e nach Injektion 
der an9e9ebenen Zellen wieder. 

-LN = Lymphknoten 

Patentanspriiche 

1. DNA-Fragment, welches fur einen Tei I elnes Oberflichenproteins metastasierenderTumorzellen kodiert, 
wobei dieses DNA-Fragment ausgewihlt ist aus 

a) den Nukleotid-Sequenzen 
... rMeta-1. .• 
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Tabelle l 

Metastatische Ausbreitung von BSp73AS-Zellen, welche 
var iante CD44 cDNA .. pMeta-1 expr imieren """ 

Verteilung bei 
Tumor Clone Lokales Metastatischer Autopsie 

Auftreten *LN ing *LN par Lunge 

BSp73ASML 0/8 8/8 8/8 8/8 
fJ 1.s-2.su d 2.5-S.O miJiary 

B.Sp73AS- 0/8 318 3/8 8/8 
pSVMctal-14 ' 0.3-1.2 '5 1.0-4.S multiple. 

BSp73AS- 0/8 018 0/8 8/8 
" 0.3-S.O 

pSVMctal-15 S-20. '5 0.3-IO.O 

BSp73AS 1/8 018 0/8 0/8 

BSp73AS-pSVneo .. 0/8 0/8 0/8 0/8 

""* mittlerer Durchmesser in mm 

"""'* Die Tabelle gibt das Stadium 60 Tage nach Injektion der angegebenen Zellen wieder. 
-LN = Lymphknoten 

Patentanspruche 

1. DNA-Fragment, welches fur einen Tail elnes Oberflichenproteins metastasierenderTumorzellen kodiert, 
wobei dieses DNA-Fragment ausgewihlt ist aus 

a) den Nukleotid-Sequenzen 
... rMeta-1 ••• 

9 



.~ 

5 

10 

15 

20 

EP 0 531 300 B1 I 1111111 111111 11111 1111111 1111 
* C l M S * 

ATT GCA ACT ACT CCA TGG GTT TCT GCC CAC ACA AAA CAG AAC 

CAG GAA CGG ACC CAG TGG AAC CCG ATC CAT TCA AAC CCA GAA 

GTA CTA CTT CAG ACA ACC ACC AGG ATG ACT GAT ATA GAC AGA 

AAC AGC ACC AGT GCT CAT GGA GAA AAC TGG ACC CAG GAA CCA 

CAG CCT CCT TTC AAT AAC CAT GAG TAT CAG GAT GAA GAG GAG 

ACC CCA CAT GCT ACA AGC ACA ACC TGG GCA GAT CCT AAT AGC 

ACA ACA GAA GAA GCA GCT ACC CAG AAG GAG AAG TGG TTT GAG 

AAT GAA TGG CAG GGG AAG AAC CCA CCC ACC CCA AGT GAA GAC 

TCC CAT GTG ACA GAA GGG ACA ACT - GCC TCA GCC CAC AAC 

AAC CAT CCA AGT CAA AGA AGT ACA ACA CAG AGT CAA GAG GAT 

GTT TCA TGG ACC GAT TTC TTC GAC CCA ATC TCA CAT CCA ATG 

GGA CAA 

und 
hMeta-1 ... 

25 AAC CCA AGC CAT TCA AAT CCG GAA GTG CTA CTT CAG ACA ACC 

ACA AGG ATG CAT GAT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT 

GAA GGA AAC TGG AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC 

30 

35 

45 

CAT GAG CAT CAT GAG GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC 

ACA ATC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT 

ACC CAG AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA 

TAT CGC CAA ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG 

ACA GCT GCA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CA 

b) Nukleotid-Sequenzen, welche gegenilberden unter a) genannten DNA-Sequenzen degeneriert sind 
und/oder allele Varlationen darstellen. 

2. DNA-Fragmente gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB sle Nukleotid-Sequenzen enthalten, 
die mit einer der in Anspruch 1 a) genannten Nukleotid-8equenz hybridisieren und fur ein vollstiindiges 
Oberflichenglykoproteln metastasierender Tumorzellen kodieren. 

3. DNA-Fragment nach Anspruch 2, dadurch gekennzelchnet, daB es mit einer der in Anspruch 1 genannten 
Nukleotidsequenz hybridisiert, welche mindestens 85 % Homologie zum Reaktionspartner aufweist. 

4. Rekomblniertes DNA-MolekUI, bestehend aus einervektorlellen Nukleotidsequenz und einem DNA-Frag­
ment nach Anspruchen 1, 2, oder 3. 

50 5. Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal!. es ein Expressionsvektor 

55 

ist. 

6. Transformierte Wirtszelle, welche ein DNA-Fragment nach Anspruchen 1, 2 oder 3, oderein rekombinier­
tes DNA-Molekiil nach AnsprOchen 4 oder 5 enthilt. 

7. Polypeptid. welches durch ein DNA-Fragment nach Anspruch 1 kodiert wird. 

8. Polypeptid, herstellbar durch eln rekombinantss DNA-MolekOI nach Anspruchen 4 oder 5, welches ein 
DNA-Fragment gemil!. Anspruch 1 umfaBt. 

10 
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9. Polypeptid nach AnsprQchen 7 und 8, umfassend die Amlnosiuresequenzen 
••. r-Proteln •.. 

I lllllll llllll lllll lllll ll llll 
* C L M S * 

I A T T P W V S A H T K Q N Q E R T Q W N P I H S N P E V L 

L Q T T T R M T D I D R N S T S A H G E N W T Q E P Q P P F 

N N H E Y Q D E E E T P H A T S T T W A D P N S T T E E A A 

T Q K E K W F E N E W Q G K N P P T P S E D S H V T E G T T 

A S A H N N H P S Q R M T T Q S Q E D V S W T D F F D P I S 

H P M G Q G H Q T E S K 

15 und h-Protein 

20 

25 

30 

35 

I S S T I S T T P R A F D H T K Q N Q D W T Q W N P S H S N 

P E V L L Q T T T R M T D V D R N G T T A Y E G N W N P E A 

H P P L I H H E H H E E E E T P H S T S T I Q A T P S S T T 

E E T A T Q K E Q W F G N R W H E G Y R Q T P R E D S H S T 

T G T A A A S A H T S H P M Q G R T T P S P E D S S W T D F 
F N P I S H P M G R G H Q A G R R 

und deren allele Variationen ·und Glykosylierungsprodukte. 

10. Poly- und monovalente Antikorper, die mit einem Epitop eines Polypeptids nach Anspruchen 7 bis 9 rea­
gieren. 

11. Verwendung eines DNA-Fragments nach Anspruch 1, deren komplementire Strange, Derivate und Telle 
davon zur ldentifizierung, Herstellung oder tsollerung einer Nukleotidsequenz oder Teilen davon, die fQr 
einen Teil eines Oberflichenglykoprotelns metastaslerender Tumorzellen kodieren. 

12. Verwendung eines Antlk&pers nach Anspruch 10 zur ldentiflzierung, Herstellung oder lsolierung elnes 
Polypeptids nach AnsprQchen 7 bis 9. 

13. Mittel zur Diagnose von metastasierenden Tumoren und/oder Metastasen, welches mindestens einen An­
tikorper nach Anspruch 1 O enthilt. 

14. Mittel nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB der Antlkorper mit einem Enzym gekoppelt, mit 
einem Farbstoff und/oder mit einem Radioisotop markiert 1st. 

15. AntiklSrper gegen Proteine gemiB Anspruch 7, hergestellt unter Verwendung von DNA gemiB Anspruch 
45 1 oder Proteinen gemiB Anspruch 7. 

50 

55 

16. Verwendung von Antikorpern und Proteinen oderTeilen davon gemiB Anspruchen 15 und 7 zur Herstel­
lung von Arzneimitteln, welche in der Tumor-Theraple verwendet warden. 

17. Verwendung von AntikOrpern gemiBAnspruch 15, welche mit cytotoxischen Agenzien gekoppelt sind zur 
Herstellung von Arzneimitteln fur die Tumor-Therapie. 

Cl alms 

1. DNA-fragment which codes fora part of a surface protein of metastasing tumour cells, whereby this DNA­
fragment is selected from 

a) the nucleotide sequences 
... rMeta-1 ... 

11 
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ATT GCA ACT ACT CCA TGG GTT TCT GCC CAC ACA AAA CAG AAC 
CAG GAA CGG ACC CAG TGG AAC CCG ATC CAT TCA AAC CCA GAA 
GTA CTA CTT CAG ACA ACC ACC AGG ATG ACT GAT ATA GAC AGA 
AAC AGC ACC AGT GCT CAT GGA GAA AAC TGG ACC CAG GAA CCA 
CAG CCT CCT TTC AAT AAC CAT GAG TAT GAG GAT GAA GAG GAG 
ACC CCA CAT GCT ACA AGC ACA ACC TGG GCA GAT CCT AAT AGC 
ACA ACA GAA GAA GCA GCT ACC CAG AAG GAG AAG TGG TTT GAG 
AAT GAA TGG CAG GGG AAG AAC CCA CCC ACC CCA AGT GAA GAC 
rec CAT GTG ACA GAA GGG ACA ACT - GCC TCA GCC CAC AAC 
AAC CAT CCA AGT CAA AGA AGT ACA ACA CAG AGT CAA GAG GAT 
GTT TCA TGG ACC GAT TTC TTC GAC CCA ATC TCA CAT CCA ATG 
GGA CAA 

and 
hMeta-1 ... 

AAC CCA AGC CAT TCA AAT CCG GAA GTG CTA CTT CAG ACA ACC 
ACA AGG ATG CAT GAT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT 
GAA GGA AAC TGG AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC 
CAT GAG CAT CAT GAG GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC . . 

ACA ATC CAG GC~ ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT 
ACC CAG AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA 
TAT CGC CAA ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG 
ACA GCT GCA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CA 

b) nucleotide sequences which are degenerated with regard to the DNA sequences mentioned under 
a) and/or represent allele variations. 

2. DNA fragments according to claim 1, characterised in that they contain nucleotide sequences which hy­
bridise with one of the nucleotide sequences mentioned in claim 1 a) and code for a complete surface 
glycoprotein of metastasiilg tumour cells. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

DNA fragment according to claim 2, characterised in that it hybridises with one of the nucleotide sequenc­
es mentioned in claim 1 which has at least 85% homology with the reaction partner. 

Recombined DNA molecule consisting of a vectorial nucleotide sequence and a DNA fragment according 
to claims 1, 2 or 3. 

Recombinant DNA molecule according to claim 4, characterised in that it is an expression vector. 

Transformed host cell which contains a DNA fragment according to claims 1, 2 or 3 or a recombined DNA 
molecule according to claims 4 or 5. 

Polypeptide which is coded by a DNA fragment according to claim 1. 

Polypeptide producable by a recombinant DNA molecule according to claims 4 or 5 which includes a DNA 
fragment according to claim 1. 

Polypeptide according to claims 7 and 8, including the amino acid sequences 
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.•• r-protein ••• 

IATTPWVSAHTKQNQERTQWNPIHSNPEVL 
LQTTTRMTDIDRNSTSAHGENWTQEPQPPF 
NNHEYQDEEETPHATSTTWADPNSTTEEAA 
TQKEKWFENEWQGKNPPTPSEDSHVTEGTT 
ASAHNNHPSQRMTTQSQEDVSWTDFFDPIS 
HPMGQGHQTESK 

and h-protein 

ISSTISTTPRAFDHTKQNQDWTQWNPSHSN 
PEVLLQTTTRMTDVDRNGTTAYEGNWNPEA 
HPPLIHHEHHEEEETPHSTSTIQATPSSTT 

EETATQKEQWFGNRWHEGYRQTPREDSHST 
TGTAAASAHTSHPMQGRTTPSPEDSSWTDF 
FNPISHPMGRGHQAGRR 

and their allele variations and glycosylatlon products. 

1 O. Poly- and monovalent antibodies which react with an epitope of a polypeptide according to claims 7 to 9. 

11. Use of a DNA fragment according to claim 1, its complementary strands,derivatives and parts thereof 
for the Identification, production 9r Isolation of a nucleotide sequence or parts thereof which code for a 
part of a surface glycoprotein of metastasing tumour cells. 

12. 

13. 

14. 

15. 

16. 

17. 

Use of an antibody according to claim 10 for the identification, production or isolation of a polypeptide 
according to claims 7 to 9. 

Agent for the diagnosis of metastasing tumours and/or metastases which contain at least one antibody 
according to claim 10. 

Agent according to claim 12, characterised in that the antibody is coupled with an enzyme, labelled with 
a coloured material and/or with a radioisotope. 

Antibody against proteins according to claim 7 produced with the use of DNA according to claim 1 or pro­
teins according to claim 7. 

Use of antibodies and proteins or parts thereof according to claims 15 and 7 for the production of med­
icaments which are used in tumour therapy. 

Use of antibodies according to claim 15 which are coupled with cytotoxic agents forthe production of med­
icaments for tumour therapy. 

Revendicatlons 

1. Fragment d'ADN, qui code pourune partie d'une proteine superficielle de cellules tumorales gllnllratrices 
de metastases, ce fragment d'ADN lltant choisi parmi 

a) les s6quences nuclllotidiques 
••• rMeta-1 ... 
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ATT GCA ACT AC~ CCA TGG GT~ TC~ GCC CAC ACA ~ CAG AAC 
CAG GN\ CGG ACC CAG TGG AAC CCG ATC CAT TCA AAC CCA GAA 
GTA CTA CTT. CAG ACA ACC ACC AGG ATG ACT GAT ATA GAC AGA 
AAC AGC ACC AGT GCT CAT GGA GAA AAC TGG ACC CAG GAA CCA 
CAG CCT CCT TTC AAT AAC CAT GAG TAT CAG GAT GAA GAG GAG 
ACC CCA CAT GCT ACA AGC ACA ACC TGG GCA GAT CCT AAT AGC 
ACA ACA GAA GAA GCA GCT ACC CAG AAG GAG AAG TGG TTT GAG 
AAT GAA TGG CAG GGG AAG AAC CCA CCC ACC CCA AGT GAA GAC 
TCC CAT GTG-~CA GAA GGG ACA ACT - GCC TCA GCC CAC AAC 
AAC CAT CCA AGT CAA AGA AGT ACA ACA CAG AGT CAA GAG GAT 
GTT TCA TGG ACC GAT TTC TTC GAC CCA ATC TCA CAT CCA ATG 
GGA CAA 

et 
hMeta-1 ... 

AAC CCA AGC CAT TCA AAT c"cG GAA GTG CTA CTT CAG ACA ACC 
ACA AGG ATG CAT GAT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT 
GAA GGA AAC TGG AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC 
CAT GAG CAT CAT GAG GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC 

30 ACA ATC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT 

35 

40 

ACC CAG AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA 
TAT CGC CAA ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG 
ACA GCT GCA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CA 

b) des sequences nucleotidiques, qui sont degenerlles par rapport aux sequences d'ADN citees sous 
a) et/ou reprllsentent des variantes allllles. 

2. Fragments d'ADN suivant la revendication 1, caracterises en ce qu'ils comportentdes sequences nucl6o­
tidiques qui s'hybrident avec une des sequences nucl6otidiques clt6es dans la revendication 1 a) et qui 
cadent pour une glycoprot6ine superficielle complllte de cellules tumorales g6n6ratrlces de m6tastases. 

3. Fragment d'ADN suivant la revendlcation 2, caract6ris6 en ce qu'il s'hybride avec une des sequences nu­
cl6otidiques cit6es dans la revendicatlon 1 qui prllsente au mains 85 % d'homologie pour le partenaire 
reactionnel. 

4. Molecule d'ADN recombine, constituee d'une sequence nucl6otidlque vectorielle et d'un fragment d'ADN 
suivant rune des revendications 1, 2 et 3. 

50 5. Molecule d'ADN recombinant suivant la revendication 4, caracterisee en ce qu'elle est un vecteur d'ex-

55 

press ion. 

&. Cellule h6te transform6e, qui cont lent un fragment cl' AON suivant rune des revendications 1, 2 et 3, ou 
une molecule d'ADN recombine salon rune des revendications 4 et 5. 

7. Polypeptide qui est code par un fragment d'ADN sulvant la revendication 1. 

a. Polypeptide, pr6parable par une molecule d'ADN recombinant suivant l'une des revendications 4 et 5, 
qui comporte un fragment d'ADN suivant la revendication 1. 
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9. Polypeptide suivant l'une des revendlcations 7 et 8, comportant les sequences d'aminoacides 
••• r-proteine .•• 

I A T T P W V S A H T K Q ~ Q E R T Q W N P I H S ~ P E V L 
L 0 T T T R M T ~ I 0 R ~ S T S A H G E N W T Q E P Q P P F 
N ~ H E Y Q D E E E T P H A T S T T W A D P N S T T E E A A 
T Q K E K W F E ~ E W Q G K ~ P P T ? S E D S H V T E G T T 
A S A H N ~ H ? S Q R ~ T T Q S Q E D V S ~ T D F F 0 P I S 

H P ~ G Q G H Q T E S K 

et h-proteine 

I S S T 

? E V !. 

: S "' T P R A 

:.Q ... TTR:-1 

F O H T K 0 ~ Q 0 W T Q ~ N ? S H S N 

T O V D R N G T T A Y E G N W N P E A 

E e E E T P H S T S T ! 0 A T P S S T T 
F G N R W ff E G Y R 0 T P R E 0 S H S T 
S H P M 0 G R T T P S P E O S 5 W T 0 F 

Ii p p 

E E.T 

T G T 

!.. I Ii H E H H 
A T Q K E Q W 

AAASAHT 

25 F~PISHPMGRGHQAGRR 

et leurs variantes alleles et produits de glycosylation. 

30 10. Anticorps polyvalents et monovalents qui reaglssent avec un epitope d'un polypeptide suivant l'une des 

35 

45 

revendicatlons 7 a 9. 

11. Utilisation d'un fragment d'ADN suivant la revendicatlon 1, de ses brins complementaires, de derives et 
de parties de cell.ii-cl, pour l'ldentlfication, la preparation ou l'lsolement d'une sequence nucleotidique 
ou de parties de celle-ci qui codent pour une partie d'une glycoproteine superficielle de cellules tumorales 
generatrices de metastases. 

12. Utilisation d'un anticorps suivant la revendication 1 O pour !'Identification, la preparation ou l'isolement 
d'un polypeptide suivant l'une des revendication 7 a 9. 

13. Produit de diagnostic de tumeurs generatrices de metastases et/ou de metastases, qui comporte au 
molns un anticorps suivant la revendlcatlon 10. 

14. Produit suivant la revendication 13, caracterise en ce que l'anticorps coupte a une enzyme est marque 
par un colorant et/ou un radio-isotope. 

15. Anticorps contre des proteines suivant la revendication 7, prepares par l'utilisatlon d'ADN suivant la re­
vendication 1 ou de proteines suivant la revendlcation 7. 

16. Utilisation d'anticorps et de proteines ou de parties de celles-ci suivant les revendications 15 et 7, pour 
50 la preparation de medicaments qui sont utilises dans la theraple des tumeurs. 

55 

17. Utilisation des anticorps suivant la revendicatlon 15, qui sont couples I\ des agents cytotoxiques, pour 
la fabrication de medicaments destines ii la theraple des tumeurs. 
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