MOYENS POUR LE DI AGNOSTIC I N VI TRO DE CELLULES MALI GNES ORI G NAI RES DU TUDE
DI GESTIF The invention relates to in vitro diagnostic agents for the
presence or absence in man of prolifEP&A206849B1 numlignant cells, nore
particularly of the adenocarci noma type, originating fromtunor cells of
the digestive tract. These agents relate to both in vitro diagnostic
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in a |large nwaksion 84 rrexamen d'un préidvement biologique tmoignant d'une prolifération de cellules tumorales
d'identifier les cellules tumorales primaires, se trouvant 2 ['origine de cette prolifération, ou encore de
_ détecter I'existence de métastases dont I'origine serait un cancer de la région digestive ou encore de
o/ vérifier I'efficacité d'un traitement chimiothérapeutique ou autres contre des métastases cancéreuses. On

30 sait bien que l'efficacité d'un traitement anticancéreux peut &ire liée 2 I'identification précise des cellules
tumorales qui sont la cause premiére de la maladie.

Ces observations s'appliquent avec une force particuliére & la détection, de préférence précoce, de
proliférations de cellules tumorales d'origine digestive (responsables d'une importante proportion des
cancers observés en cliniqus) ou rénales, ou de cellules dérivées des celiules précédentes, plus particulié-

ss rement & l'identification de marqueurs caractéristiques de ces cellules.

L'invention s'intéresse donc plus particulidrement 2 la détection de cellules tumorales qui ont conservé
certains des phénotypes essentiels des cellules épithéliales normalement présentes dans les muqueuses

o de I'appareil digestif, plus particulidrement les muqueuses intestinales, et dont les types différenciés
&-“’ majeurs sont constitués par les cellules absorbantes ou entérocytes.

40 Plus particulidrement encore I'invention se rapporte & des marqueurs spécifiques susceptibles d'étre
détectés, qu'ils soient ou non portes par ces cellules tumorales.

En particulier Iinvention vise & permettre la détection de ces marqueurs, méme lorsqu'ils sont détachés
desdites cellules tumorales, notamment 2 I'occasion de la nécrose de ces cellules, et libérés, par exemple
dans la circulation sanguine.

45 Le marqueur mis en jeu dans le cadre de la présente invention est constitué par tout ou partie de la
villine. Il s'agit d'une protéine ayant un poids moléculaire de I'ordre de 95.000 daltons et qui est
normalement presente dans les villosités des muqueuses digestives, plus particulidrement intestinales. La
villine est capable de se lier a I'actine, en présence d'ions calcium.

Dans un article publié en 1984 (J. Submicrosc. Cytol. 16 (1): 159-160) Coudrier et al ont décrit & partir

50 de I'observation d'une lignée cellulaire de carcinome, la présence de villine dans des cellules différencides
et dans des cellules indifférenciées. La villine a 616 détectée dans cette lignée cellulaire, au moyen
d'anticorps polyclonaux.

D'une espéce a l'autre, la séquence en acides aminés de la villine peut légérement différer, mais les
caractéristiques fonctionnelles sont maintenues. Les techniques de purification connues & ce jour permet-

s6 tent d'obtenir A I'état pratiquement pur la villine de poulet et celle de porc. En revanche ces techniques ne
conduisent pas 2 I'obtention de villine humaine purifiée.

L'une des villines les mieux connues est celle du poulet. Elle est formée d'une séquence de 854 acides
aminés. Elle peut &tre coupée par protéolyse ménagée avec la trypsine et la protéase V-8 en des points
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25 Ti: rupture trypsique
V8 : rupture avec la protéase V8.
La séquence en acides aminés de la partie COOH-terminale (779-854) ou "partie deo téte" (head piece
ou "peptide HP™) pour la villine de poulst est la suivante :

30 1 10 11

Val-Phe-Thr-Ala-Thr-Thr-Thr-Leu—Val-Pro-Thr-Lys-Lqu—Glu-
20

Thr-Phe-Pro-Leu-Asp-Val-Leu-Val-Asn-Thr-Ala-Ala-Glu-Asp-
- 30 31 40 41

35 Leu-Pro-Arg-Gly-val- Asp Pro-Ser-Arg-Lys-Glu-Asn-His-Leu~

50 51

Ser-Asp-Glu-Asp-Phe~Lys-Ala-Val-Phe-Gly-Met-Thr-Arg-Ser-

; 60 61 70 71

LN Ala—Asn-Leu-Pro—Leu-Trp-Lys—Gln-Gln-Asn-Leu—Lys—Lys-Glg-

Giu;Lys-Gly-Leu—Phe

D'une manidre générale, la villine est présente plus particulidrement dans les bordures en brosses qui
sont observées & la surface des entérocytes, notamment lorsque ceux-ci ont atteint leur stade ultime de
45 différentiation, au niveau des parois de la lumiére intestinale. Les microvillosités sont des organelles
assemblées dans le stade final de la différentiation des entérocytes. La villine est plus particulifrement
localisée dans les faisceaux de microfilaments axiaux de ces microvillosités. Elle contribue 2 la constitution
de leur cytosquelette. Par examen de coupes congelées en immunofluorescence, il a pu &tre constaté que
la villine était présente au pdle apical des cellules allongées formant des colonnes affleurant & la paroi
s0 interne de lintestin, et également & proximité des cellules tubulaires proximales du rein. Dans les deux cas
il s'agit de régions co’ncidant avec la bordure en brosse des cellules concernées. Mais la villine n'a pas été
détectée au niveau de divers autres types de villosités de divers autres épithéliums, lorsque celles-ci étaient
dépourvues d'une bordure en brosse trés organisée (A. BRETSCHER et al, Exp. Coell. res., 135, 213 (1981)
ou encore article de H. REGGIO et al, publié dans I'ouvrage intitulé "Membranes in Growth and
55 Development” (Membranes en cours de croissance et de développement) de A. LISS, New York ((1982) pp.
80-105).
Il a en outre été constaté que la villine était présente dans les entérocytes dans un stade précoce de
leur développement, bien avant la mise en place de la bordure en brosse.
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predent fn the villosities of the digestive nucosa, nore especially the

i ntestinal mucosa. In the presence of calciumions villin is capable of
binding to acin. In an article publi EROR08849884 (J. Submicrosc. Cytol. 16
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j ohn GLENNEY etle plocédé He didgnaStic, selbf $ihyenfidntest Siblidabls BByt éelianiiiibn biglogiqiesbsceplibledie

as fol |l ows: conteii destcelfiilep tumoeaids \diriging digagtimerougles cellules tumoraleg éveatisaliomént thamprden denst
actin bi nei ndjautrps gigusk @p I'organisme, THous linfluerge de[pellules pnmanregg:l'ongmq_gige;(t:ypyu [’é@glq,]oul
69 encore 2 tout échantillon biologiqug gusceptible de conteniy les. aqogqltgﬁp@éq;gqﬁmrﬂe ces diverses

regi on . of kn‘éﬂMesaE'f“P’ﬁ'eﬁl $h GPIPRYiS ip raarqueur villine, & Foccasion de la nggrpseodestifes celpgeRete
Ti: t rypSI n t %fdgolqgg;ue @plgaqpaasée tplﬂ%s Wﬁﬁrqﬂ gralg ments : fragments de tissus ou de

. umeurs SOl NU

7 , par exemple s par biopsie, ou encore prélevement de liquides biologiques, plus
N 20 particuliérement de sang total ou de sérum sanguin, susceptible de vehiculer des celluies malignes ou des
fragments originaires de celles-ci.

Selon un mode de réalisation de I'invention, le réactif mis en oceuvre dans le procédé de diagnostic de
l'invention est constitué par un ADN dont la séquence comporte une région codant pour une séquence
d'acides aminés de Ia villine humaine, plus spécialement la partie COOH-terminale.

25 Selon un autre mode de réalisation de I'invention, les techniques mises en oeuvre dans le procédé de
diagnostic font appel & des techniques immunologiques, le réactif présentant une affinité spécifique pour la
villine étant alors constitué par des anticorps susceptibles de reconnaitre la viiline.

Ces anticorps sont eux-m8mes marqués de toute fagon en soi connue, ou sont reconnaissables 2 leur

W tour, lorsqu'ils sont & I'état fixé sur la villine ou les tissus la portant, par des immunoglobulines marquées ou
so0 autres protéines marquées (par exemple la protéine A de Staphylococcus aureus).

Des techniques particuliérement appropriées sont celles qui ont 61 mises en oeuvre dans les essais
qui seront décrits plus loin, et qui ont conduit aux constatations exposées ci-dessus.

Linvention a également pour but de fournir des moyens nouveaux spécifiques, pour la détection de la
villine au niveau des microvillosités des entérocytes ou cellules analogues {étant entendu que l'utilisation de

35 ces moyens nouveaux n'est pas necessairement limitée & la mise en oeuvre du procédé de diagnostic
conforme & l'invention). _

Selon un aspect de Iinvention, ces moyens sont constitués par I'ADN correspondant & I'ARNm complet

L" de la villine humaine ou par un fragment d'ADN dont la sequence nucléotidique comporte une région
codant pour une séquence d'acides aminés de la villine humaine, capable de s'hybrider spécifiquement

40 avec une séquence nucléotidique codant pour la villine.

L'invention vise plus spécialement I'utilisation dans le procédé ci-dessus d'un ADN correspondant 2
'ARNm complet de la villine humaine ou d'un fragment d'ADNc caractérisé par le fait qu'il renferme au
moins une partie de la séquence nucléotidique codant pour les acides aminés de P'extrémité COOH de la
villine humaine. Cetite séquence nucléotidique et la séquence correspondante des acides aminés codés

45 sont indiquées ci-aprés :

50
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Thetam nd aci d sequence of the COOHterm nal fragnent (779-854) or the head
pi ece or "HP peptide" for chicken villinis the following: 1

10 11 Val -Phe-Thr-Al a-Thr-Thr- ThrER@Q08849-B% o0- Thr - Lys- Leu-3 u- 20

Thr - Phe- Pr o- Leu- Asp- Val - Leu- Val - Asn- Thr- Al a- Al a-d u- Asp- 30 31

40 41 Leu -Pro-Arg-dy-Vval - -Pro-Ser-Arg-Lys-d u Hi 51

Ser - Asp- G u- ASS- Pﬂ'g\PL§§RAIA§NV3P&PH€-5GSFRNEthTﬁ¥'DAP§PS&FU 66§ @?K Sa,

70 71 Al a- Aspcl eecPaeTLancTaRcl WaaGrecGraTASAGLBACLETCLRAGEEAG GAG

G u-Lys-d y-Leu-Phe In a general manner, villin occurs nore particularly in
t he brush borders which are observed at the surface of the enterocytes, in
particul &r WSER GI¥ ASN: SERNARG ASKCITRP SER GLN I4E SHRgALAf GLU VAL

di fferenti at ;g g&cng cqu&saﬁh & &%hﬁihbnﬁpd gﬁenhc¥hgcq|@hgybhh95|tles
are organel |l es asse I'n I nal stage of differentiation of the
enterocytes. Villinn is localised nore parti-cularly in the bundles of axi al

m Cr?f It | ?mntrsmofsnhh@%@ ijtsr wﬂt A%y tvia®s PHE AGWNALAD PB?SSER s LEU
constitution ir Q of fr n in

I munof | uor eégénég q%%ééibggﬁ S’gscs%ﬁlaeﬁtq? g@?e %fz"ﬁ Aé'q E%?l: S
present at the apical pole of the elongated cells. forn1ng col ums which are

flush wth t t'é{}sfgac?sﬂy"fpntoh% PR AL Rd ti‘.%u' %&h%sb'nﬂem%n%ﬁl so in

the vicimity 0 roxi mal tub In both
cases regi ondGTuTCIp&&6d CCF m& ATSo TFEr C&C t‘#é" S8G £AG LTy ned.

However, villin is not detect-ed in various other types of villosities of

X?rg;ﬁiigﬁt or A B3 Er Ratpleibanibidd dio Bford hRaly epiflcer

AAC AAG CCT GTA GAG GAG CTC CCC GAG GGT GTG GAC CCC AGC

_ ARG LYS GLU GLU HIS LEU SER ILE GLU ASP PHE THR GLN ALA
25 AGG AAG GAG GAA CAC CTG TGC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC

PHE GLY MET THR PRO ALA ALA PHE SER ALA LEU PRO ARG TRP

-~ a0 TIT GGG ATG ACT CCA GCT GCC TTC TCTF GCT CTG CCT CGA TGG

LYS GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE *
AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG
36 AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTGTAGGGTCTCATTTTCTCA
CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
&_, AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTAATAAATGTACCTATTCCTTCAGAAA
40 GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA

La séquence nucléotidique mise en oeuvre est utilisée comme sonde pour la détection des ARNm ou
des ADN codant pour la villine humaine.

Une sonde appropriée pour ce type de détection est avantageusement marquée par un élément

45 radioactif ou tout autre groupe permettant sa reconnaissance 2 I'état hybridé avec la préparation renfermant
FARNm ou I'ADN 2 étudier. _

Selon les techniques classiques, ces sondes sont mises en contact avec un prélévement biologique
renfermant les cellules & étudier, ou directement avec leurs acides nucléiques, dans des conditions
autorisant I'hybridation éventuslle de la séquence nucléotidique de fa sonde avec une séquence compié-

50 mentaire éventusllement contenue dans I'échantilion testé.

La reproductibilité de la détection a 616 testée en utilisant une sonde contenant un insérat de 200 paires
de bases.

Ces sondes nucléotidiques, qui constituent des produits nouveaux entrant dans ls cadre de l'invention,
sont utilisées également, selon un autre aspect, pour I'étude de I'expression des ARNm de la villine dans

55 chacun des états de différenciation des entérocytes et'ou des cellules exprimant la villine, et dans les
différents stades de maturation des cellules d'origine rénale ou intestinale.

Les sondes obtenues permettent ainsi de déterminer le nombre, I'organisation et la structure du ou des
génes de la villine tels qu'isolés & partir d'une banque génomique humaine.
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213 7(198F) and also the article by H REGA O et al., published in the
nonograph entitled "Menbranes in G owth and Devel opnent” by A LISS, New
York ((1982) pp. 89-105). Furt hernor &P Q206848 Blcen observed that villin is
present in the enterocyt es at an earIy stage of their devel oprrent wel |
before the brush border t he resul

di scovery. \/ %@85 E%gdaql 'g{;\a q‘ﬁg‘iee'??flg%'fj'guet Flordgndd)ﬁ% m?gggar ‘é"ltlaf"e
of the tunor

parti cuI arly in iﬁﬂ are selo Q‘ﬁm& "m(')er“f’egs ’9\?3’* s?stséagﬁie?soba?’gg(f%f)?%e I(?Pee

cancer and, al soohgor@ﬂ,t uﬁéHan Y$ 5D f(Alg,@gﬁ,{p,égtg whereas villin has never
been det ect ed J 1y, RisdBTo5 WDNAERS uft Riclodr sb?cﬁbl’bfe'd‘wprn{epﬁ‘p?o@?ne%&ébw*}kém
transformati On Qg Gidhdided) a1 1B GaY Vetelrd rdcbMBRR JbRAR ind QBuché badNErne SUBAGHSStablit
(l'iver, ovari es ged sbn@ffons Bérmpttaniiekdrdd8ibMacia piiéink rddndichiBe s dati6decd I N Vi vo at
all level's of eweheuoimetes@londsecombtifinits @Rlohat b Rlohd 1$pécliique Gé iawline @ Jaiodd"aricdrbs
in the eandy andecafinalstunt ih @list st ages of tunorigenesis, irrespective of the
state of diffensrbé aé cansirefiontdeda banglies d’ADNest sleliséen 2 I'dited'al wgearsdapablepdaxprinetu flae
accor di ng t opiéise conée pdri'dPNc inddréch i s designed for the in vitro detection of
tunor cells forbeedeéteirs idal diopagen parfirgligkimpets vagiegaus gano raisam dolemmers r dey lour fqndﬁment
the latter idexprassion Gepécent conntitice parsdasaniasinidgs deitype) pEX| Rectels plesmides sonbiig

sanpl e i neofieaiet et\M’%'%d#"éég@ﬁt urpghi 1884 éxwwWd‘s@ée@quecp'aawﬁwqwn%le gene de
villin or rets'agrhprfém{l r%ese'e'upﬁ §ousdp conple dyrrspreqteyr PR bagtesigphsas fapbda. Cette
procedur e ac@@Fﬂif"ggwg Rap (g datne B‘H’“’can be a Iled_ to_any biol ogi cal

e | S o S u hase:
S e e e B e R
2t éfl Ve tu1'|| 88? ﬁ) icaci SBIIIS rme e protéine
g ;Irrprr}a;yl |Cke| iy gf"a c‘% 'Peptl orre:% nte C'ege roE'é ‘L tﬁ te é%:éﬁglﬁsn? ul %dunt r.me

I ncl udi ng thge s ki) ?OW sal s un ergo necr osl s
bi ol ogi cal sanpl& r@gﬂ%r ﬁ%ﬁio§ ae e‘ton’a daR TP bdhnd a.eae%n fol BRport i §EHERRL&ZOKfin drobtenir
ti SSues Ofy S fxhrdssioH HaksSla bEMGE da Dollipicd BREsPOHASH, dAYutilte AR SYotocBls d'addition séquentielie
de linkers différents aux deux extrémités de I'ADNc selon la technique de Helfmann et al. dans P.N.A.S.
USA, 1983, 80, 31-35. Les linkers utilisés correspondent aux sites de coupure de BamHI et Sall.
Ces plasmides recombinants sont utilisés pour transformer, selon les techniques classiques, la souche
W bactérienne mise en osuvre pour I'expression de 1a protéine par la séquence recherchée.
30 Les souches bactériennes de E. coli sont particulidrement préférées, plus spécialement Ia souche E.
coli pop 2135 qui contient I'aliéle clts857 du répresseur cro.
On obtient ainsi dans la souche bactérienne une banque d'ADNc correspondant & 'ARNm des celiules
exprimant un haut niveau de villine, contenant environ 30 000 clones recombinants.
L'expression de la protéine hybride est inductible par la température. On opere donc & une température
ss oli lo répresseur du géne cro n'est plus actif. A cet effet, il est satisfaisant d'incuber les souches environ 2
heures & une température supérieure 2 I'ambiants, en particulier de I'ordre de 40-42°C.
Les clones récupérés aprds lyse des bactéries et renaturation des protdines selon les techniques
| classiques sont sélectionnés par criblage immunologiqus.
L D'une maniére préférée, on effectus d'abord un criblage de la banque d'ADNc par au moins un type
40 danficorps polyclonal anti-villine. Les clones réagissant spécifiquement avec e ou les anticorps polycionaux
sont recriblés 4 I'aide d'au moins un type d'antlcorps monoclonal dirigé contre des épitopes COOH-
terminaux.
Un criblage satisfaisant est réalisé 2 l'aide d'un anticorps anti-villine polycional tsl qu'un anticorps
polycional dirigé contre la villine de porc intacte puis un ou plusieurs anticorps monoclonaux reconnaissant
45 des épitopes situés dans la région COOH-terminale de la molécule.
Le criblage & l'aide de l'anticorps polyclonal est avantageusement suivi d'un criblage secondaire 2
I'aide d'un autre anticorps polyclonal, en particulier un anticorps polyclonal dirigé contre le fragment COOH-
terminal de la villine de poulet.
L'invention vise plus particuliérement un clone porteur d'un ADNc correspondant 2 la villine humaine
50 caractérisé en ce qu'il réagit spécifiquement avec I'anticorps polyclonal dirigé contre la villine intacte, avec
I'anticorps polyclonal dirigé contre le peptide COOH-terminal de la villine de poulet et avec les deux
anticorps monoclonaux dirigés contre des épitopes COOH-terminaux.
L'invention vise également un clone porteur d'un ADNc correspondant 2 la villine comprenant un insérat
avec une séquence polyA et un site de poly-adénylation.
&5 Selon un auire aspect de [invention, les moyens mis en osuvre pour la détection de la villine sont
constitués par des anticorps monoclonaux.
Cet aspect de Iinvention s'appuie sur le fait que les villines, originaires de différentes espéces,
possédent des épitopes communs, accessibles 3 des anticorps monoclonaux reconnaissant de fagon
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al s& sanpl es of biological fluids, nore particularly whole bl ood or serum
whi ch are capable of transporting malignant cells or fragnents originating
fromthem According to one enbd® 20684981t he i nvention, the reagent
used in the di agnostic procedure of the invention is constituted by a DNA,
t he sequence, |

of human vPf ?1‘ %F%"'gﬂ% 1"? aff"ﬁ‘ﬁ Odl qu% ung%ﬂ;%mn 5§.£ﬁrﬁtlse oS ©

iIqUoS onnees a elesce esdem shbrlo-
anot her enfid s‘l‘t%?eurﬁ Sl lﬁﬁu S i o | g . ;T iicld A8 g
procedure ke Qf‘esch‘S% eor X ng a
speci T ¢, art il o pQFno?(dco ig i8R rifahiRh 'e&tRBrﬁ:Q:aula&é&@ Lr l&%?(ﬁzrlms @Rbddacdi es
capabl e of I €GO EddhAatt R villire p&cpﬂ?ﬁ@é@e@l@ffn' hes are themsel ves [abelled in
any known nenngbeonsilit idfhede phifist 8&MeAtslotling).t hei r turn when they are in the
state of being Gewmngt ik Givd dbsitréit Baliurhirdedetth s@a@aérwéu @lin BRdcartihonktydd cdlda Ihlmsin :
i mmunogl obul i ner29 (wetehemiotingfoel |.ed proteins (for exanple, the protein A of
St aphyl agoccusl sdénBess Ja vilkey de astl & Inymubbidytoaliiinie Psupex dehgeléesalcirodtiipde mugueatie
have been usedntéstinagesdoagtdixdel iac formaldéhydbe descri bed bel ow, and whi ch have | ed
t o t he obser what anticspsennacionst (réidnd \permi Thex qui mémohdanh@  fa ndééimition oprédédentsl reoornait
provi de spégeirient wo¥Ritopeagunteng dewsr let peptide tHEC tdeda vibine e | doblet, janrednpaissance étant
i crovi | | oppssibledanbi I'égard du mertide U préalaiiement indld quya liggdrd du paptiderfid Kehgontenent prepigdri
t hat t hes ugeptidd HR eetentippivsdte repgenatt 8 lp Ropfide 44Ke pidesroptiqel K'!' F?T'Pt‘"é'ﬂe ?Q)P"E-‘H'e

i npl ement at i d-ri’"WP'PP Wééf‘ﬁ‘r‘ &gdﬁ%‘i’?"ﬁ“ E?F‘HE’E?HGP °W§1 lacRspifing [{&tat dénaturé,

i nventi on) ““i(ﬁ'& t’?'ﬁ?"l??fequ Gaylgpiate n‘?P@nq“et ﬂ"%lé %‘%‘é‘?ﬁ gpithgligles
const t ut e r‘flé Féé'§'f3 H'be ?"8 'féWBp‘% |P8% 8 Pﬁ%’!&\ ??ﬁﬁ"aﬁ'ﬂélﬂah
or by.g, ancon ’?1 “1 e ors Y818 B Bhed e g
codi ng f ?)r ﬁe h%ﬁfae '%8 s@g:aéou ? I'g]ley \)' mes, ntotfarﬁ Sio P&L‘ %éllﬁ

speci fical Eﬁféang} %o cﬁnﬁr :tléé ?co%ﬁglé & p&rﬂé& ﬁigporé)'a uMd Sl "de cellules d'un myélome

approprié, sera décrit plus loin. L'hybridome préféré ainsi obtenu (souche BD-D 2C3) a été déposé 2 la
Collection Nationale des Cultures de Microorganismes (CNCM) de I'Institut Pasteur de Paris, le 29 Awril

25 1985, sous le n° -440. _ )

Selon un aspect avantageux de l'invention, I'agent immunogéne utilisé pour former des anticorps peut
&tre exprimé en grandes quantités dans la bacférie. Cet agent immunogéne correspond au pepfide codé
par la séquence nucléotidique définie ci-dessus correspondant & I'ADN de la villine humaine ou & un

N\ fragment.

30 Selon fes techniques classiques, on injecte le peptide & des animaux, on récupére les antisérums, puis,
le cas échéant, les anticorps & partir des antisérums, par exemple par chromatographie d'affinité. La
production d'anticorps selon cette variante revét un intérét d*autant plus grand que la région HP codée par
le fragment d’ADNc définie plus haut est & la fois Ia région la plus immunogéne et la plus spécifique de la
villine.

35 On remarquera que la protéine codée par la séquence nucléotidique de I'ADN complémentaire de la
villine ou d'un fragment de cet ADN constitue également une source d'antigénes permettant de réaliser des
radioimmunoassays compétitifs (soit par la méthode ELISA directs, soit par la méthode ELISA par

O compétition).

(. Il va cependant de soi que tout autre agent immunogéne contenant la méme séquence immunogéne
40 peut étre utilisée ; par exemple, le peptide HP lui-méme, le cas échéant greffé au préalable sur une
molécule porteuse, telle que la sérumalbumine bovine, en vue d'accroftre ses propriétés immunogénes.

Il apparafira clairoment & I'homme du métier qu'ayant en mains I'anticorps monoclonal préféré selon
l'invention, il est & m&me de définir la région épitopique caractéristique du peptide HP. Pour lidentifier de
fagon plus préciss, il pourrait notamment avoir recours a un procédé comprenant les étapes suivantes :

45 - synthése d'une séquence polynucléotidique codant pour le peptide HP (ou pour la parlie de peptide

HP dont il est raisonnable de présumer qu'elle contient I'épitope recherché),
- linéarisation dudit plasmide défini ci-dessus contenant la séquence nucléotidique codant pour I'exiré-
‘mité COOH-terminale de la villine, et ce au niveau d'un site de restriction extérieur & ladite séquence,
- émondage de fagon contrSlée du plasmide lindarisé avec une enzyme exonucléolytique, telle que
50 I'enzyme Bal 31,
- recircularisation du plasmide au moyen d'une ADN-ligase,
- transformation d'un microorganisme approprié, lui-méme transformable par le plasmide correspondant
ot capable d'exprimer ['insérat contenu dans celui-ci,
- remise en contact des produits d'expression de ce microorganisme avec |'anticorps considéré,
55 le cycle d'opérations qui vient d'étre défini étant répété jusqu'd la disparition de la détection dudit
peptide immunogéne parmi les produits d'expression dudit microorganisme transformé par ie dernier
plasmide recircularisé.



The i nveiti on rel ates nopre specifically to the use in the above procedure
of a DNA corresponding to the conplete nRNA of human villin or a cDNA
fragment characterized by the fact t FR020688®lai ns at | east a part of the
nucl eoti de sequence coding for the am no aC|ds of the COOH term nus of
human villin. This nuqleotlde

eguence and e cors espondi ng ami no acid
sequence are SH midh Iﬂﬁ rNI’ g)f | u- ﬂz
LYS ALA GLU nidecpiant hapRsd i
GLY ASN SER e . . o
TGG AGC G AP 2. r lv rp\éﬁﬁm -

SER ASN L 3sh C‘deGﬂa_ 26 du d@f@iﬁ &%M&tqgmﬁﬁ t%ﬁR
GY PRO LEU & e| LE PHE PRO L U G_U GLN LEU VA A CT GGG CCT CTG CcCcC ATC
TTC CCC CTG irvéNior_doNcdme B gaiahlont Yavititdukdine Glatiubmndit b&U bigi8glqtidmentHe¥gissant abdelP
PRO SER AAC ¥iieofps mohebrdindbpiérérd i3fifi Elddedus ol aohnant dsddntidiiédhentiitund Sbule blindd dahs isU

GLU H S L) &ki did.rEgﬁihdd eASBmFabEréEHau@Ne%waeﬁmimmmm. CTG TCC ATT
GAA GAT TTC ACEn 66T 160G himaltha YeltETe SitiRiteRiRD (fdafd'ditdrodyteE hGiaRis Ahofaninisiot SHROBU ARG
TRP TI T GGG #iGnenClo QEAIeGET BR0Ns BQuibaEqUEeEE OMGa@Gn dSeeT@oprodrs, aBpifics Ni'skBN
LEU LYS LYS G 3sstitySt@Ips rdfokidPel UbAGCHds Ao Qoriicaiat dETE tynd@epgnnieGHantigyos reaBoclaain
TTT TGA GAAGVACHIAGEMET (BTIITAM CTAGPRORPAGOTIEATT clarEAET CRTivspChematogra-
CCGATAT TAGT (ehiend'affinitd ARar Gprteslamtirarps axeageismat peiCixé /Spagréseau d'agarose & réticulation tri-
AAACT TCT GT GEHimposiprlion crereinfisérsous &Wﬁé@ﬁmﬁ@éwsa PHARMAGIA A.G., par
GATGATACCCCAFKAMPIR A fnngthogds au Broppre 4p CYRRO8E’ yence | ) lemented is use

pr obe; f or t he L'invention concerne donc plus particuliérement un pro: séparation de la villine ?lumame
\ caractérisé par les opérations consistant 3 faire passer une solution la contenant au contact d'une colonne
e’ 20 daffinité portant le susdit anticorps monoclonal, pour fixer sélectivement la villine humaine, puis 3 récupérer
celle-ci par dissociation du complexe antigéne-anticorps soit par tampon acide & pH 2-4 & base de glycine,
soit par un tampon basique & base de méthylamine, pH 11, puis & dialyser contre un tampon d'acétate
d'ammonium.
Il va de soi que linvention conceme également des polypeptides de poids moléculaires plus faibles
25 consistant en des fragments de villine humaine. Il apparaftra clairement au spécialists que les fragments
pourront étre obtenus par découpage de la villine humaine par des enzymes de coupure de polypeptides
en des sites spécifiques. A titre d'exemple de telles protéines, on mentionnera en premier lieu la trypsine
ou la protéase de Staphylococcus aureus V8, I'alphachymotrypsine, la "protéase de glande sous-maxillaires
Y de souris™ (mouse submaxillary gland protease) commercialisée par la Société BOEHRINGER, la collagéna-
30 se de Vibrio alginolyticus chemovar iophagus, qui reconnait spécifiquement lesdits peptides Gly-Pro et Gly-
Ala, etc
Il va sans dire que font alors également partie de I'invention les hybridomes et anticorps monoclonaux
spécifiques d'espéce ou non qui peuvent étre fabriqués & partir de la villine humaine ou de ses fragments,
D'autres caractéristiques et avantages de I'invention apparaftront encore dans la description qui suit des
35 conditions particulidres, indiquées 2 titre d'exemple, de détection de villine humaine, de production et de
mise en oeuvre dans des essais d'hybridomes et d'anticorps monoclonaux.
On rapporte également un procédé d'obtention d'un clone porteur d'une portion d'ADNc de la villine

: humaine.
o/

40 EXEMPLE 1 : DETECTION DE VILLINE HUMAINE.

L'expression de la villine peut &re étudiée A différents stades de la prolifération de cellules tumorales
ou non originaires des régions digestives ou rénales d'une part, et a auires régions de l'organisme d autre
part. Partant des tissus concernes, ceux-ci ont été congelés, fixés et préparés dans des conditions &

45 permetire la réalisation de coupes (cryocoupes) selon la technique décrite par BROWN et FARQUHAR,
Cell. 36, 205 (1984).

Des coupes ayant des épaisseurs de 5 LLm ont été obtenues 2 -25°C et déposées sur des lames de
verre recouvertes de polylysine. Aprés trempage dans une solution d'un tampon constitué d'une solution
saline de phosphate et contenant 0,2 % de gélatine (PBS-gélatine), les coupes ont été traitées pour

50 détecter la villine & l'aide d'une solution contenant 50 ul d'antisérum de lapin antivilline dilué au 1/800°
dans la PBS-gélatine, puis incubées pendant 25 minutes & la température ambiante dans une chambre
humide. '

Les coupes ont ensuite é1é lavées trois fois pendant 10 minutes dans la PBS-gélatine.

Des anti-igG de lapin marqués par la rhodamine (produit par la Société néerlandaise Nordic Immunolo-

55 gical Laboratories) ont ensuiio ét¢ ajoutés et les coupes incubées en présence de ces anti-igG 2 la
température ambiante pendant 25 minutes. Les coupes ont ensuite été lavées de fagon compléte dans la
PBS-gélatine, puis montées pour examen sous microscope & fluorescence (Photomicroscope ZEISS)
équipé de lontille & immersion dans une huile Plan Néofluar et d'un jeu de filires appropriés.



det éctiof of the mRNAs or DNAs coding for human villin. A suitable probe
for this type of detection is advantageously |abelled by neans of a

radi oactive el ement or any other grERP286R4hB1 possible its recognition in

t he hybri di zed state with the preparation containing the mRNA or the DNA to

di ed. h dard b
P aced | o conlteﬁtt,‘ sg aacc u:;ﬂ?%f% i tq'a@t&‘a”f 3 ol S SR 1 e ey '9%"%“%2 are
st udi ed or 1% o) ihd é& e Abhg5, unster sb%wi.su oS 198
%s.. '? el
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mat uration of il edhé readrguer qie daawlas tissus d'evigipg itastirlaleoia iviine1 2 tolijoers $téaibemsvéelxiueli qued
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structure of tes@ssgismui prdcddant ony B réafiséy gvacsies aﬁleqmnowpr&um@ﬁarés-g eis dpgueoup plus

| i brary. 15| el @eHVeRt fire gotenbs svee Fantiqorps enepaconal PR gyt faik tnbietidunsddpdicia ENEMdi ng
for the extrekfSeon dB'P"sI”H?ﬁ‘hHSQV?'P? |9, "Ybéid‘?%lsa‘i Rrpee ces @pticprRy meRgeionane oft S1E|ITIGE ng

steps: -t ﬁgrogtcﬂé(q,tes,mgs s. [hRpLa 9 ntjp ér"@tﬁ"oﬂ% 8 Mise 19g of rek‘ﬁ%
pr O(F:)e@ur es e gepditions saps Ipsq %:ﬂ E%sf"nﬁ" 3jprgspnge ou non darilline pey é%@ﬁ'gé?ﬂ?
i brary ;j s EBRIPRLOCYGUes du iAs are inserted in a vector capable of

* 2
expr essi g EXEFIPLE 2 : PREPARATION D'ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES GONTRE LA VILLINE.

A) PROGRAMME D'IMMUNISATION

25 - Souris Balb/C 0 6 & 8 semaines.
- Antigéne : villine de porc purifiés (10 mg/ml) (bande homogéne aprés électrophorése de la protéine
sur gel de polyacrylamide (10 %) en présence de SDS de poids moléculaire 95Kd) :
.10 mM Imidazole
o . 75 mM HCI
30 . 1 mM EGTA
. 0IMDTT
. 50 % Glycérol.
- Programme :
. Jour 0 : Injection en IP de 50 ng de villine pure dans une émulsion 50/50 (PBS-Adjuvant de Freund
35 Compilet).
. Jour 14 : Rappel en IP 50 1g de villine Emuision PBS-Adjuvant de Freund Incomplet).
. Jour 21 : Rappel en IP 50 g de villine (Emulsion PBS-Adjuvant de Freund Incomplef).
b . Jour 28 : Injection en IM de 20 L.g de villine pure en solution dans du PBS.
’ . Jour 29 : Injection 1V de 10 g de villine pure en solution dans du PBS.
40 . Jour 32 : Fusion.

B) FUSION

I) Cellules parentales
45 a) Cellules de myélome :
. lignée Sp2/0-Ag14 (8 Azaguanine résistant).
. Culture stérile en milieu DMEM 10 % FCS.
b) Callules spléniques :
Origine : rate de souris o Balb/C hypsrimmunisée contre la villine de porc.
50 ll) Procédé de fusion cellulaire selon Kithler G. et Milstein C. (Continuous culture of fused-cells secreting
antibody of predefined specificity, Nature 1975, 256, 485).

- Fusion en milieu DMEM sans sérum dans des conditions stériles, en présence d'une solution de
polyéthyléneglycol (PEG 1000-Merck 9729) & 50 % dans un miliou DMEM sans sérum. Aprés
dénombrement des deux types de cellules parentales, la suspension de cellules de myélome en

56 culture est melangée a la suspension de cellules spleniques dans la proportion de 1 pour 5.

- Contact 230",

- Arrdt de I'action du PEG par dilution en milieu DMEM complet.

- Dilution finale de la suspension cellulaire (2x10° cellules/ml) dans du milieu sélectif DMEM-HAT.
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prot'ei n éncoded by the insert; - a bacterial strain is transformed with the
aid of the reconbi nant vectors obtained, then conditions are defined which
make possi bl e the expression of the E@LN208B4BItein in the bacterium - the
recombi nant cl ones containing the specif i c villin clone is selected with

the aid of ant|b0|eswhchre n. Thes t
construction of "t l"f Ozgg‘g a% 34%%{? (hgﬁﬁg ﬁsﬁeg%@grgcs"é@fﬂ Cat.
capabl e of explé)es%ectﬁ WX PR YSPDNA i nserted. O oni ng
vectors which r I

yield are {)ons& | z;r&t ed agf)r%sgg ?” ?%&'@E%Mr dgégﬁgh%s angbsg& ?ﬁr"@ﬁéwﬁée
descri bed by Stanl ey and Lu2| o in EMBO Journal 1984, 3, 1429-1434. They
are derived bf QETHOOESE Siieefdnai ning the cro- | acZ fusi on gene, the
expression of whrttrTs umder—the control of the pronoter PR of the

bact eri ophage i) a8fiCFLISATICS &K PEASS iaOflisé Bn 6AAINCS AlahticOrps MdHEIORALR . anti-villife Aans les
pol ynucl eqé i desuffiafEams Bé Eliure @pi®s Rsiorlini que restriction sites is inserted in
each of the readi Figatibi aiseantgsneasie submrispgqneal BLISA) rCondeatrdtien 115N ag/mbdarsf un tampon
transcri pti on andphasghatldapoiassiumEioenM PRBS! nutddrCed at t he unique restriction
sites are expressSaumlionavasiPGR-Tebdn20iBSACY in the form of the corresponding
cr o- bet a- gal - pept ingebatippti eyed syrnageant dihybiidams riey Bilug.B hemee 8#1Ci s only slightly
solubl e arél this Nenbationdipuen fop wt'rl@@&@yﬂqmqqep%kb béﬂ:f-fwﬁs@eqey%heyreﬁﬁ% fe
bact eri um and faC| I |Tt°&~°t'E%‘aY39%s qnmfnawe&gw dgsrmaﬂs?%1 %pecific
anti bodi es. | n or Sehetrat hfie-Drgalactp W?é?seqedﬁg'm” ) P Rbosphste B4 M
orientation with ;ng?e&? t'\6 ﬁ@‘ GUT Y InYungaPr 'Br"éfg?ésl"ﬁ' Bttpler feshprate (Merck

expressi on, of the di ng pol ypeptide in the bacteriuma procedure of

sequent | al addi t Les clones lectl nngsngonk Icgul>(cepro§r Fesqugls ?es sum%agegag d% brltdorge c«.;kmnent une DO

supérieure & 10 fois la DO du bruit de fond.
il) Western Biotting selon Burnette. Anal. Biochem. 1981, 112, 195-203.
Ce test permet de sélectionner los clones sécrétant des anticorps monoclonaux anti-villine de porc,
25 reconnaissant également la villine humaine et la villine de poulet, parmi les clones positifs pour le test
ELISA.

Difiérentes étapes du test :

30 a) Electrophorése sur gel de polyacrylamide d'un extrait cellulaire de la muqueuse intestinale de poulet
et d'un extrait cellulaire de la lignée HT29 (adénocarcinome de colon humain) exprimant la villing.
b) Electrotransfert des protéines séparées sur gel de polyacrylamide sur papier de nitrocellulose.
c) Incubation du papier de nitrocellulose sur lequel les protéines cellulaires ont été transférées avec les
surnageants d'hybridomes préalablement sélectionnés en ELISA 1 nuit & 4°C.
85 d) Incubation 1 heure & température ambiante avec des anti-IgG de souris marquées & la peroxydasse.
e) substrat :
- 10 mg tétrahydrochiorure de diaminobenzidine.
\/ - 20 ml 0,1 M Tris HCI pH 7,6.
- 02mlH02 4 1%.
40 Tous les lavages entre chaque étape sont effectués avec du sérum de veau nouveau-né-PBS-Triton
X100.
f) réaction positive : apparition rapide d'une bande marron (poids moléculaire 95Kd) si la réaction
antigéne-anticorps monoclonal a eu lieu.

45 D) CLONAGE DES HYBRIDES SELECTIONNES

- Méthode des dilutions limitées :
Dilution en milieu sélectif des clones positifs de fagon 2 ne distribuer qu'une cellule par puits
(plaques 96 trous) sur des macrophages (origine souris Balb/C, 4 semaines) attachées au fond des
50 puits.
Addition de milieu sélectif conditionné.
- Sélection des clones positifs selon les méthodes précédemment énoncées.
- Reclonage si nécessaire.

65 E) PREPARATION D'ASCITES

- Les clones sélectionnés sont injectés & des souris (qui ont subi une injection de "PRISTANE"
(Aldrich, 2,8,10,14-tétraméthylpentadécane) 4 & 5 jours avant).
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used accérding to the techni que described by Helfmann et al. in P.N A S
USA, 1983, 80, 31-35. The linkers used correspond to the BanH and Sal

cl eavage sites. These reconbi nant pERGR08I84%BEt used to transform according
to standard procedures.the bacterial strain enployed for the expression of
the protein so that the desi yed sequence may be expressed. Bacteri al
strains of Elc ” 't’? ?’FT‘ grefe red, . more particul arly. |

S none ui on
strain pop 213¢ HHYE é%gdgdoz Flotio Ml Sl o gt o

cDNA library i% ; rhﬁ;ﬁf%{ corresponds to
the nRNA_of the fich s ﬁ%eg've 0 wﬁﬁ]{'n and whi ch contains
-|nant cIones. e expression of the hybrid protein can

gg"gm

about 305000 reco

be i nduced gppcEBERASADIKERT PHERDOSERAIGLLQE Occurs at a tenperature at which
t he repressor—of—the —ccrogene s o tomnger. active. For this purpose, it is

sati sfactory = Aushipfidallé QG guRricss & phriSdel 15citd BOWLcs 4n BENdbriiratith cansiafB136H b Plagues

hi gher tfan rogmBA enperature, in particular at about 40-42 C. The cl ones
recovered after Uanticomps afétd paifid part chfomatograghier €éuhangs aitions DEAE-Tris @crpl) f #x pSlonne
according to st arngyangamatiecedur es are sel ected by i mruno- | ogical screening.
An initial scredmwnsegtratibn 3 BtablicDNA | i brary is preferably carried out by at

| east one type dfcubsatibn/heyrea R 3ZHE ipuig it Inbit ;4 Hht | body. The cl ones whi ch react
speci fic#dl |y w tlavapedang BB§EVeenaP 04/%-i body or anti bodies are rescreened with
the aid of at‘m&w of nonocl onal _anti boc%/lel rected agai nst

COOH-terninal e E(FE%?E%"."‘PR" ie8 praganes 4p RESTween 2P 1%BAR4%ed out with the
ai d Of a pol Y&%Hglﬂ%nklatgog dtzg’cro”ssgr(t)tgI ¥ie Slg vinme purlﬂe&) C;'Lg%t]la'é 1ant 61 nng\l en
di rect\ud agal nStprZSGnceqcia[e BSA 0,4 %.

Incubation 3 heures & 4°C.
Lavages dans PBS/Tween 20 0,1 %.
= Addition des IgG purifiées & partir d'un sérum polyclonal de lapin dirigé contre a villine et couplées &
la béta-galactosidase.
25 . Incubation 2 heures & 4°C.
Lavages dans PBS/Tween 20 0,1 %.
= Détection de la béta-galactosidase
. Addition de 20 mg de p-n|trophényI-béta-D-galactopyrannosnde a partir d'une solution & 4 mg/ml,
Y dans 20 ml de tampon phosphate 0,1 M pH 7, MgS0Os 10~% M, MnSO; 2x10™* M, EDTA (Merck
30 8409) 2x10™3 M.
Incubation x heures & 37°C.
Lecture densité optique & 414 nm.

EXEMPLE 3 : OBSERVATIONS EN CLINIQUE HUMAINE.

35

En utilisant un test ELISA décrit ci-aprés dont la sensibilité permet de détecter des taux trés faibles de

villine dans un extrait cellulaire (0,5 ng de villine par mg de protéines totales), on a effectué des mesures

&./ pour déceler des quantités dosables de villine dans le sérum. En effet, la villine &tant une protéine

' intracellulaire, exprimée par les cellules normales et tumorales du tube digestif, les inventsurs ont vérifié

40 que dans certaines conditions physiopathologiques, la nécrose des cellules contenant de la villine peut
conduire & sa libération dans la circulation sanguine.

L'étude dans une population de donneurs de sang (n=190) montre que la villine n'est pas détectable
dans la trés grande majorité des sérums (n=168) ; cependant un petit nombre d'individus (n=15) présente
un taux de villine décelable (5 & 10 ng/ml). Cette valeur est retenue comme le niveau de villine n"ayant pas

45 do signification pathologique. Enfin, quelques individus (n=7) ont un niveau de villine supérieur a la valeur
de base (50 & 100 ng/ml). Ces individus dit "normaux™ (3,6%) n'ont pas ét6 soumis a un examen clinique
complémentaire de leurs voies digestives (fibroscopie, colonoscopie).

Les premiers résultats obtenus dans différentes pathologles gastro-intestinales sont résumes sur le
tableau ci-aprés.

50
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porcéine Vvillin, then by one or nore nonoclonal antibodies which recognize
epitopes situated in the COOHterm nal region of the nolecule. The
screening with the aid of the polycl ERA208849Bddy i s advant ageously

foll owed by a secondary screeni ng using anot her polyclonal antibody, in
particul ar a polyconal antibody directed agai nst the COOHterm nal fragnent
of chicken vill i-r~-Fhe--RveRt-i-0R~Felates-rBFre-partiedtarty-a-elone~beasri ng
a cDNA correspondi n_vi ra d t t -
ooty cal |y hr B R Bal' RE QUhLL R g0 B 26 P11 A8 lablablE! (LRILEES  Son:

wi th the polycl maJs&ent ﬁmm dior et 48. aga. nsvmﬂhedé:@aﬂserﬁémmpéptmde of

chicken villin anded bddatirdsMaemnocl onal antibodies directed against
COOHt er m nal epltOces The i nventi on also relates to a_clone bearing a

cDNA correspondlng polodies  #aligdnes 358 PR pol yA sequence and
a pol yadenyl ati on site. Aecmuwd@gsteoabebheau&eature of the invention, the
agents usegl for the detect] of villin_are constituted by nonocl onal

anti bodi es. This aspect of t @ceﬁseﬁffgﬁlquesased on the fact that the
villins derived f ol Q@S e gyl geatafi topes, accessible
to nonocl onal anti bodi es whqgmehggog@iigu§Q§0|flcalIy not only the

particular villin which was used to inmunize the aninmals, and whose spl een
celI's had™een fused wi t h m@léddeecArsCEGPRabl e for the production of
hybri domas secreting the samﬁcmaneeuqaalhanbmbaduqae but which recogni ze

| i ficall Pl I Qi nat i | g th
human, speci es. A preferred mof36PoRal ﬁéi@%%?&T%%S%ﬁ&

IS thqgﬁcharctemaaa@hprBMB foll owi ng properties: - recogni zes purified
porcine vifflin (_\A&s.LeLD...b.LQU'..I_ﬂQ).....-LL--QQQQDLZQS_QDLQKQH-\./.LLLLQ-(.W}ﬁ.e.V n
bl oti ng)

Il est important de noter que par contre, les polyadénomes ("polypes™) digestifs ne conduisent pas a la
libération de cette protéine dans le sang.
25 Certains points complémentaires ont pu &tre déduits de cette étude :
1/ 1l ne semble pas exister de corrélation entre la quantité villine circulante et la taille ou lo stade évolutif
de la tumeur.

. 2/ Lors du suivi post-opératoire, le dosage de cette protéine montre une chute de son taux sérique aprés
o/ exerdse compléte. Par contrs, en cas de persistance de tissu tumoral (exerése incompléte, récidives,
30 métastases), il est observé soit un niveau de villine maintenu, soit une augmentation de celui-ci.

Colte étude indique que la villine n'est pas habituellement détectable dans les sérums des sujets
normaux, tandis que I'on peut la doser dans les sérums de malades atieints de pathologies malignes
{cancers coliques ou du rectum) ou ayant des ulcérations bénignes (type maladies de Crohn, RCH, ulcére)

du tube digestif faisant intervenir des processus inflammatoires et nécrotiques des muqueuses digestives.
35 Le dosage sanguin de la villine s'avére également d'un grand intérét dans la surveillance des maladies
bénignes (ulcérations st maladies inflammatoires des voies digestives). D'autre part, pour la recherche de
villine circulante, il est possible d'uiiliser, en association avec les anticorps de l'invention, d'autres
L,/ marqueurs tumoraux comme I'ACE (antigéne carcinogénique embryonnaire) qui est actuellement utilisé
pour la surveillance évolutive des cancers mais dont les inconvénients principaux sont : 1/ d'étre peu

40 spécifique de l'organe atteint ; 2/ de s'observer dans des pathologies bénignes variées.

EXEMPLE -4: PREPARATION D'ADNc CORRESPONDANT A LA VILLINE HUMAINE.

Préparation des ARNm.

On prépare les ARNm 2 partir de la lignée cellulaire HT29 dérivée d'un adénocarcinome coligue
humain. Les ARN sont extraits par la méthode au chlorure de guanidium décrite par Ullrich et al. dans
Science, 1977, 196, 1313-1319. La purification des ARNm polyA* est effectuée par chromatographie sur
colonne d'oligo dT-cellulose selon la méthode décrite par Aviv et Leder dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

so 1972, 69, 1408-1412.

Préparation des ADNc.

Le premier et second brin des ADNc sont préparés selon la méthode de Fiddes et Goodman décrite
56 dans Nature, 1979, 281, 351-356. L'addition séquentielle des linkers Sall & I'exirémité 3' et Bam H1 &
I'extrémité 5' est effectuée par la méthode d'Helfmann et al. rapportée dans Proc. Naif. Acad. Sci. USA,
1983, 80, 31-35.
On obtient une banque d’ADNc contenant environ 30 000 clones recombinants.
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- It recognizes villin extracted fromcells of the Iine derived from an
adenocar ci noma of the human col on: HT29 (Wstern blotting). - It recognizes
rat villin in i munocytochem stry (EPR02008428B1i ons (cryostat) of rat

i ntestinal nucosa fixed with formal dehyde). A preferred nonocl onal anti body
anong those which comply with the preceding definition also recognizes an
epi t ope coMed i n the " HP pept I de" of chicken villin, recogni tion of the

HP pepti de be fter |ts |sol%1M8n anq %'PQ 456' 84f)

d BO J 1 14,
part of the fﬁ f de |e|s soo ‘(aF{Ie é%edlﬁ cFo- ourna Q@él g{soh
pepti de ?}émoe &éf, o 3 t.d |eur @ﬁe &< la§ d
ant i body Of r@% ek ISZ&FQ .ﬁ@ drad i a| Lﬂi%g
state, in F,ch&, nt,ee,{mgép@%;ﬂge&ttm W ohikes @bk dodecy sul fate DS) and
on epithelia

Lds Q\bh§ o %ﬁrlhéaﬁs Warlslchdeun J&'pﬁsrﬁﬁﬁl’.‘x &Hé@@ RartidsAdnB ek h@ﬁesﬁ&@n Bam

epi t ope bonfiasaiis bé'foulriRt BB tous! Bank Ta e IRBHAGEIHIpdP Yappdrh WRIgaiy CrbigkAs i n t he
cel l ul arqenvironnent. Naturally, the invention also relates to the

hybr i domas wmasoedationg t hese nonocl onal anti bodi es. A useful procedure for

t he production of these hybridomas , particularly by fusion of spleen cells
of m ce i MuNOs etiseg@mnmes $oughartiatténdnepla rsguche Evedi [ppp 285 dcopshivitenidr @. Rpibdud rramme
cell's wil | ,décriv das\Nucleip Acidi Beseartthdeda menityovsuivehte : pr ef er red hybri doma t hus

obt ai neds( st r @h nloDdaDs XCsie BaresHIgEysaolvlinker leifregmenh BoliCde R&ddidyrphaget larafsiad rortent s
Cul tures déaliéle&%%?r@j&rﬂf@?%%" PCrumprantiselprle sghdmp gidesspyest i t ute in Paris on 29
April 1985 under the No. 1-440. In accordance with a useful feature of the
invengion, the i munogeniB8l3GH@3lsely tRIMEr m anti bodi es may be expressed
in |afge amounts in bacterNa. This i nmugogeni ¢ agent corresponds to the
pepti dé #ncoded in the nucl &Qtide seqyénce defined above which corresponds
to

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGEGATCCTCTAGAGTCOACCTGCAGGCATGCAAGST TATCSAATTC,
2% EcaRl BapH1 ESoRI

, Le fragment EcoRI ainsi obtenu est alors cloné dans le site EcoRl de pOM41 et transféré dans le
N chromosome de la souche C600 (voir Gene, 29, 231-241).
30 Par cotransduction P1' avec un marqueur proximal aroB, on introduit cette structure dans le chromoso—
ne de MM294 (F~ endA thi hsdR). On obtient E. coli pop 2135 : orientation malT, C1857, Pr, malPO.
La transformation de la souche bactérienne E. coli pop 2135 par les plasmides recombinants est
réalisée selon la technique utilisant le rubidium décrite par Hanahan et al., J. Mol. Biol., 1983, 168, 557-580.
Cette souche contient I'alléle clts857 du répresseur de cro.
35 Le nombre de recombinants obtenus est de I'ordre de 10° & 10* ng d’ADNc.

Sélection des clones par détection immunologique.

L Les clones recombinants obtenus sont étalés sur filires de nitrocsllulose. La synthése de la protéine
40 hybride est induite aprés 2 heures d'incubation 3 42 ° C. Aprés lyse des bactéries par le SDS et renaturation
des protéines en I'absence de méthanol, les clones sont analysés par criblage immunologique. La
renaturation des protéines est effectuée selon la technique de Burnett rapportée dans Anal. Biochem. 1981,
112, 195-203.
" Dans un premier temps, la banque est criblée par un anticorps polyclonal dirigé contre la villine de porc
45 Intacte. On effectue ensuite un criblage secondaire en utilisant un anticorps polyclonal dirigé contre un
fragment COOH-terminal de la villine de poulet et deux anticorps monoclonaux (BDD2Cs et IDzHs)
reconnaissant les épitopes situés dans la région COOH-terminale de la molécule.
Le clone pEXZ-V19 contient un insérat de 510 paires de bases. La partie codante représente 330 paires
de bases. Elle est suivie d'une région non codante de 200 paires de bases.
50 L'ADNc cloné code pour les 95 acides aminés COOH-terminaux de la villine humaine et représente
environ le 1/10° de la protéine entiére (poids moléculaire : 95 Kd).

REFERENCES
665 (1) Ulirich, A., Shine, J., Chirgwin, J., Pictet, R., Tischer, E., Rutter, W.J. & Goodman, H.M.

Rat insulin genes : construction of plasmids containing the coding sequences.
Science, 1977, 196, 1313-1319.
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the" DNA bf human villin or to a fragnent thereof. The peptide is injected
into animals in accordance with standard procedures, the antisera are
recovered, then, if necessary, the aBRDI206B&sBare recovered fromthe
antisera, for exanple by neans of affinity chromatography. The production
of anti bodi es accord| ng to this alternative assumes an.inportance all the
greater becau?é ‘('Y] é ron encoded b the cDNA fragne efined aboyv
Grop i 8-

both the nost PMf . EH‘P'E g%%i{ 'EV ?'1'?5“3@6‘? Y’T“F‘f'f" apigl cally

be noted that :’ hucl eot i de sequence of the villin
conpl errent ary Isola clo | n s amglf sist W %heDQBANAak‘o? C{h gmﬁé éuB teé iﬂlm%ﬁ) %gr%mg
anti gens Whi ¢ p, tNa out “conp ve radl ol nmunoassays
(either by nme ge,tdn mégrepy&;,u o8B HSA Net hod by

v ¥iel
competi ti on) . |eRENEY of daneth oni @ o Wopoind) @Jm By vl ﬁ.nnokoaeme.gmgcof %%@Nh
cont ai ni ng t hg,Hagsn KrgRNOgeni ¢ sequence can be ‘used; for exanple, the
pepti de ijpsel i:roclﬁaﬂn@a@%g.aug_t\ qomaf docgh-dpef orehand on to a carrier nolecul e
such as bovi n¢gs) SRRy KN, bumg,m.;m n order to augnent its inmunogenic
properties.  Construstibld bf Haew li@ely of Gigh REicHRY Lacterik blptetsion Veclolse: iagritifidativht of cDNA
havi ng on handioiidaeogmgforciumerdlivaionoc| onal anti body according to the
i nvention, it EMBOpogsal.libe4, 3.0420efBhe t he epitopic region characteristic of
the HP pepti déb) StanleyoKer to identify it nore precisely, it would be
possi bl e i n p&erlubilizationrand dminengeletoction 1of Hetaigajaciosigasscleyiitid rotoinayreindrionigreign eantigenic
fol | owi ng st egaterminagisint hesi s of a pol ynucl eotide sequence coding for the HP
peptide (or f&'ﬁ'c'?"hé‘t' 4 1988 104877499 ept | de whi ch can be reasonably
suppo ed to céi é.‘?a “t deS|rede|t % - linearisation of the said
pl asm d o i n ‘1??6 {80t i de sequence whi ch codes for

the COOH term )ure a? arestrlctlon site

"Western Blottmg : Electrophoretic transfer of proteins from sodium dodecyl sulfate-polyacrylamlde gels
to unmaodified nitrocellulose and radiographic detection with antibody and radiociodinated protein A.
25 Anal. Biochem., 1981, Eg 195-203.

Revendications
i Revendications pour les Etats contractants suivants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE
o/

30 1. Procédé de diagnostic pour la détection in vitro de cellules tumorales initialement formées dans la
région digestive etlou dérivées de celle-ci dans un prélévement biologique suspecté d'avoir un
caractére tumoral, caractérisé par la mise en contact de ce prélévement biologique avec un réactif
spécifique de la villine ou de son géne, constitué par des anticorps antivilline, ces anticorps reconnais-
sant la villine humaine, ou par un fragment d’ADN codant pour [a villine humaine.

35

2. Anticorps monoclonal dirigé contre la villine caractérisé par les propriétés suivantes :
- il reconnait Ia villine de porc intacte purifiée (Western Blotting),
L - il reconnait la villine d'exirait cellulaire de la lignée dérivée d'un adénocarcinome de colon humain
s {Western Blotting),

40 - il reconnait la villine de rat en immunosytochimie (coupes congelées (cryostat) de muqueuse
intestinale de rat fixées 2 la formaldéhyds),
- il est produit par I'hybridome déposé le 29 Avril 1985 2 l1a C.N.C.M. sous lo n* 1-440.

8. Anticorps monoclonal selon la revendication 2, caractérisé en ce qu'il reconnait un site antigénique
45 contenu dans la séquence C-terminale (779-854) ou "partie de t8te™ de la villine de poulet de formule :

50

56
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external to the said sequence, - limted trinmng of the Ilnearl

wi th an exonucl eol ytic enzyne such as the enzyne Bal 31, - |mﬂ|ﬁ"mimmlll""
recircularisation of the plasm d bygpre208sesBf DNA | i gase, - trarfsfdr matin s
of a suitable mcroorganism itself transformable by the corresponding

pl asm d and capabl e of expressing the insert contained in the latter, -

placi ng of t@eAvw Bdkubader, Bxpressed by this nicroorganismin contact with the

ant i body corRusfiqatien oft bi QL&E?I activgf gb%ﬁ MERNACPS chypmatqgranhys op Qligothyyaidydic (asid| gelitdpse.

bei ng repeat%@F Ay |AFadcﬁ@ #7289 1H98d#M2c peptide can no | onger be detected

?gg?grtegﬁerc[ﬁ%%'&%eﬁo gagf}ﬁgrwilllq 3;:%21 g Fme c Aolrftﬂ %%ﬁh%?u nsf OI‘E’E élonomc
e,

cycles of t B%%Q % s’Jd nrhgart g,uiﬁr h1:eh§HsequenC| ng of the
ds of th ' d
ends of t e 4 oﬁesé&a% 0 Lhkieh U EJ i g@gﬁ{w@rsﬁtgg@@? Wbl

to the | oss

be recogpi zeﬁ IAg gg l§§)\e1 |5005)@350n the peptide encoded by the

nucl eotide s gﬂg,eKR 4 [zdea§ed duting this last triming operation. That is
to say that éJﬁ@tchﬁ’&lt oft Adw ?ahﬁy RE higR Rfisikdy | Babterial ekpredsiorP UdctoRASidartifiditish of cDNA
di sposal t hecigienesing i humanivitody 1 ndi cated above is equivalent to placing
at hi s di spoeveo dumhal; hesa) 3; addoy4sief | ned pepti de sequence containing this

epi t ope.as Thee) stadaytikan also relates to al nost biologically pure human

Vil lin whi chSalubgiedtisn \and kmrhime-dptectioe rof Geltatyalanasideseahybed prokeind\cadyifg fresignadntigemic
and whi ch gidessmiggdential |y only a single band when allowed to migrate in
pol yacr yl am Misleigeicide Res{ 198hAbH48EH-492.i n particul ar SDS-PAGE In fact, human
villih can b@ Hapeheadded from a |ysate of human enterocytes, in partlcul ar a

| ysate &bt ai Hedesiap tensiosmation pr B ol wibplasmidet or wi t h
J. Mol. Biol., 1983, 166, 557-580.

(8) Burnett, W.N.
"Western Blotting" : Electrophoretic transfer of proteins from sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels
to unmodified nitrocellulose and radiographic detection with antibody and radioiodinated protein A.

25 Anal. Biochem., 1981, 12 195-203.

i ke trgpom

Oop

Revendications
Revendications pour les Etats contractants suivants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

30 1. Procédé de diagnostic pour la détection in vitro de cellules tumorales initialement formées dans la
région digestive et/ou dérivées de celle-ci dans un prélévement biologique suspecté d'avoir un
caractére tumoral, caractérisé par la mise en contact de ce prélévement biologique avec un réactif
spécifique de la villine ou de son géne, constitué par des anticorps antivilline, ces anticorps reconnais-
sant la villine humaine, ou par un fragment d'ADN codant pour la villine humaine.
35 :
2. Anticorps monoclonal dirigé contre la villine caractérisé par les propriétés suivantes :
- il reconnait la villine de porc intacte purifiée (Western Blotting),
- il reconnait la villine d'extrait cellulaire de la lignée dérivée d'un adénocarcmome de colon humain
(Western Blotting),
40 - il reconnait la villine de rat en immunosytochimie (coupes congelées (cryostat) de muqueuse
intestinale de rat fixées 3 la formaldéhyde),
- il est produit par I'hybridome déposé le 29 Avril 1985 3 la C.N.C.M. sous le n* 1-440.

3. Anticorps monoclonal selon la revendication 2, caractérisé en ce qu'il reconnait un site antigénique
45 contenu dans la séquence C-terminale (779-854) ou "partie de téte" de la villine de poulet de formule :
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12 an aqueous sol ution containing a suitable detergent, and pur
the aid of the above-nentioned nonocl onal antibody. A purifi cat“mm """'0""””"]
procedure of this type nmakes use ofER®206849®1 onal anti body advant ageous

i rmobilised on a solid support, preferably adapted to operatlons of
affinity chronatggraphy For. exanpl e, the nonocl onal 4ygnt4pody is fixed to a
three- dinensionally cross-1liked agarose network marketed under the trade
name SEPHARCSEV&Y-Phe-Shedalk-Thrpding TINaRNeRVal Prof BarekunspleupGlihe
cyanogen brom de nethod. Thus the |Qﬁpnt|on relates nore particularly to a
separati on procedure for human villi®T characterised by the operations which
consi st of passnngvnespbubmen-as@hﬂam4npuiValwks@ﬁmhn‘hlarhlayG&uPaﬂa'
beari ng the above- p ﬁqed nonocl onal antibody in order to nd z,human
villin selectively, recovering the latter by dissociation of the
anti gen- ant|bndu-enaphegqedymMaﬂaAspraxbfEe:gA;q+h¥sbGlﬂeAsarSﬁH-zen-or
by a baspc net hyl am ne buffer, pH 11, then o% by5|ng agai nst an ammoni um
acetate buffer. It will be obvious that the %ve ion also relates to

pol ypepti des OEekewep-mwuamdgﬁ?hﬁﬁKﬁuéarmﬁvaibPhg-GiYFﬂggnﬁhm?Aah-ﬁuman
villin, It wll ?éear to the person skilled in the art th

fragnents can be ob |néﬂ by cl eavage of human villin by enzymes which

cl eave pel ypephildedsarizxwp@sfi-Cai<Bp-Lgseganphas-adkasien-fivst-dyss-Glat i on
shoul d be made, in the first instance, of trypsin and the V8 protease of

St aphyl.ococcus aureus, al pha chynotrypsin, nouse submaxillary gl and

pr ot qase narkeG&d-MyﬂHmiﬂyﬁiﬁQQKEEQconpany the col | agenase of Vibrio
alglngﬂytlcus chenovar |ophagus whi ch specifically recognizes the said

ti des’d t hoyt that th
Rybr i domas. Al SR gentcdh qﬁarpabge §§e;‘?'g 8 bt i, o Stk e e

produced star‘fulan'd" 4 ur ﬁupr%'a% Ptﬁn",o er?iu rren s also formpart of the

I nvention. Q %Fido%t}%%&ﬁfr g Jarﬁiz?or;?sﬂﬂon@a&ﬁ%ﬁg Torofbhaibdibn £, U503 b W cWid ., #hus©

25 le N*° 1-440 le 29 Avril 1985.

5. Villine humaine biologiquément pure ne donnant essentiellement qu'une seule bande de poids molé-
culaire de 95 kD dans les essais de migration en électrophorése sur gel de polyacrylamide.

so 6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le réactif reconnaissant le géne codant pour la
villine humaine est constitué par un ADN dont la séquence comporte une région codant pour une
séquence d'acides aminés de la villine humaine, plus spécialement la partie COOH-terminale.

7. Acide nucléique, caractérisé en ce qu'il correspond & I'ARNm complet de la villine humaine ou & un

a5 fragment d'ADN dont la séquence nucléotidique comporte une région codant pour une séquence

d'acides aminés de la villine humaine, capable de s'hybrider spécifiqguement avec une séquence
nucléotidique codant pour la villine.

o 8. Fragment d'ADNc, caractérisé par le fait qu'il renferme au moins une partie de la séquence nucléotidi-
40 gue codant pour les acides aminés de l'extrémité COOH de la villine humaine, I'enchainement
nucléotidique et celui des acides aminés correspondants présentant respectivement les séquences
suivantes :
45

50
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condi 11 onS, 1 ndi cat ed a5 exanpl es, for the detection of Eﬁ%&k"dﬂﬂﬂllﬂllﬂlllpﬂ i

production of hybridomas and nonocl oFRI0 208®8#®Bdi es and their use if assals.®
A procedure for the production of a clone bearing a portion of human villin
cDNA is al so report ed. 13 EXAMPLE 1: DETECTI ON OF HUMAN VI LLI N The

expressi on of Vt’r&éimaaghemnmmdm G HK AYRIGEY ASE LEU(h¥S ALA GLU
proliferation o

tumor or _other _cell.s orjioi ' | Eevili~J | %RaOk nal
regi ons, on theA®ReTRENASTIARG ACG r’te% 3@*0 éhnseigrggﬁi §f§n& on tﬁgé
other. Starting fromthe tissues concerned, these latter are frozen, fixed
and prepared unggr GLAJASNOSERIARGASP ERP SERyGLECILETHRCASRAIGIY (AL he
procedure descrjbed [
Raving thi cknoclGl GRC; KA e Aqe GG Wi, Hoe che, KER hepClr W e
slides coated with polylysine. After being soaked in a buffer solutiaon
constituted of FHRNGERFRO IAS VAL ASPVALIPBENASNNARY) ASNoSER ASN,(LEY

(PBS-gel atin), [ ju t hga® gctl aacsaad e ore

cont ai ni ng 50 u?‘ng %Wa‘%& e?/']?é ﬁeg%#s'g?smgﬁi luted to 1/800 in PBS-

gelatin, then incubated for 25 mnutes at roomtenperature _j '

chanber in ordeSER0 SER LY \PRO | EU TPRO SEEE| BHE @e@eﬁ%%ﬁ%%g@['

times for 0 m Rurespdy EES-cEF! @ NecBaE! Tee! cCCICTe EAd IGAG \CTA GTG
y the c

rhodam ne (produced h conpany Nordi ¢ | mrunol ogi cal Laboratories)
were then added and the sections were_incuba i I h
anti-| gGs at rod®N éﬁr%ﬁ%rmoﬁLQSGWn#gsﬁﬁhé&#egﬁngmf%%é\ %gghed
conpl gtely in PRAGGIAG  dcT!&EA ERONERE CTC SCOTIGAS IGET GREBIGAC CCC AGC

fl uorescefite

ARG LYS GLU GLU HIS LEU SER ILE GLU ASP PHE THR GLN AILA

AGG AAG GAG GAA CAC CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC
25 '

PHEGLYMETTHRPROAIAALAPHESERALALEUPROARGTRP'
TIT GGG ATG ACT CCA GCT GCC TTC TCT GCT CTG CCT CGA TGG

LYS GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE *
AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG
AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTGTAGGGTCTCATTTTCTCA
35 CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTAATAAATGTACCTATTCCTTCAGAAA
\s GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA

40

8. Sonde pour la détection des ARNm ou dss ADN codant pour la villine humaine, caractérisée en co
qu'slle comprend au moins une partie de la séquence nucléotidique C-terminale selon la revendication
7, celte séquence étant le cas échéant marquée par un élément radioactif ou fout autre groupe

45 permettant sa reconnaissance & I'état hybridé avec la préparation renfermant I'ARNm ou I'ADN 2
étudier.

10. Procédé d'obtention de la séquence nucléotidique codant pour I'extrémité C-terminale de la villine
humaine, caractérisé en ce que : :

50 - on prépare selon les techniques connues les ARNm (ARN messagers) totaux & partir d'une ligneé
cellulaire exprimant la villine ;
- on construit une banque d'ADNc (ADN complémentaires) ;
- on insére les ADNc dans un vecteur susceptible d'exprimer la protéine codée par linsérat ;
- on transforme 3 l'aide des vecteurs recombinants obtenus une souche bactérienne, puis on
65 établit des conditions permettant I'expression de la protéine recherchée dans la bactérie ;

- on sélectionne les clones recombinants contenant le clone spécifique de la villine & Il'aide
d'anticorps reconnaissant la villine.
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di P p GA.G2510 g g gl e aiepet pl¥iop i o
i 'n?rﬂrr}os' S. cal & %%%ﬁg%ﬁm B R o 1 o s ST B e con
PREPARA *RNFBoDI ES

Revendications pour I'Etat contractant suivant : AT

1. Procédé de diagnostic pour la détection in vitro de cellules tumorales initialement formées dans la
25 région digestive et/ou dérivées de celle-ci dans un prélevement biologique suspecté d'avoir un
caractére tumoral, caractérisé par la mise en contact de ce prélévement biologique avec un réactif
spécifique de la villine ou de son géne, constitué par des anticorps antivilline, ces anticorps reconnais-

sant la villine humaine, ou par un fragment d’ADN codant pour fa villine humaine.

30 2. Procédé pour la préparation d'un anticorps monoclonal dirigé contre la villine comprenant
- la fusion de cellules spléniques d'une souris préalablement immunisée avec la villine de porc,
avec des cellules de myéloms,
- la sélection des hybridomes secréteurs d'un anticorps monoclonal ayant les propriétés suivantes :
- il reconnait Ia villine de porc intacte purifiée (Western Blotting),
35 - il reconnait fa villine d'extrait cellulaire de la lignée dérivée d'un adénocarcinome de colon humain
(Western Bloiting),
- il reconnait la villine de rat en immunocytochimie (coupes congelées (ctyostat) de muqueuse
' intestinale de rat fixées 2 la formaldéhydse),
kt/ - il est produit par I'hybridome déposé le 29 Awril 1985 & la C.N.C.M. sous le n° 1-440.

0
3. Procédé pour la préparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 2, caractérisé en ce que
{'anticorps sélectionné reconnait un site antigénique contenu dans la séquence C-terminale (779-854)
ou "partie de t&te" de la villine de poulet de formuile :
45

50

55
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DI RECTED® AGAI NST VILLIN A) | MVUNI ZATI ON PROTOCOL - M ce: Bal b/
weeks old - Antigen : purified porcine villin (10 ng/m) (homgm‘mm‘“\“‘
with nol ecul ar wei ght of 95 kD aft er EBO29684pBdresis of th

pol yacryl am de gel (10% in the presence of SDS): 10 nM i m dazole .75 nM

HCO . 1mVEGTA 0.1 M DIT 50% gl ycerol. - Protocol: . Day 0: i.p. inj ection
of 50 ug of pdre VI I lin in a 50/50 enulsion (PBS-Fragnd'i conplete

adj uvant) . 9\6} i .p. booster dose of 50 ug of villin (PBS-Freund' s

i nconpl ete I3 éﬂ-én‘)"'“""'Ih‘i“ﬂ’f:‘rdﬁu‘géég?EP'&%‘ToYsSée!}gce-ﬂ"
villin (PBS— Freund S i ncorrpl ete adtévant emul sion). . Day 28 i.m injection

of 20 ug ofmpure villin dissolved Tn PBS. . Day 29: i.v. injection of 10 ug

of pure vil h:ﬁ%en?ze&Ja%-VaM@Vﬂswnwmlk-m
cells a) Myel ona §6D|v§ Sp2/ O Agl 4 Iine (8-azaguani ne resi ibant4)1
Sterile culture i M medi um 10% FCS 15 b) Spleen cells:

10 Leu-Pro-aArg-Gly-val-Asp-Pro-Ser-Arg~Lys-Glu~Asn-3is-Leu-
so 51
Sez-Asp-Glu-Asp-Phe~Lys-Ala-Val~-Phe~Gly-Met-Thr-Arg-Sez~
15 60 61 70 71

A o Giu-Lys~Gly-Leu-She

ledit anticorps monoclonal étant capable de reconnaitre ladite "partie de téte", que celle-ci soit isolée
ou & l'intérieur du peptide 51 kd contenu dans la villine du poulet.
25 ..

4. Procédé pour la préparation d'un hybridome producteur de I'anticorps- monoclonal produit selon la
revendication 2, comprenant la fusion de cellules spléniques d'une souris' préalablement immunisée
avec la villine de porc, avec des cellules de myélome et la récupératlon de Ihybridome déposé 2 la

A C.N.C.M,, sous le N* 1-440 le 29 Avril 1985.
30
6. Procédé de préparation de la villine humaine biologiquement pure caractérisé en ce qu'il comprend:
- le traitement d'un lysat d'entérocytes humains avec une solution aqueuse contenant un détergent
approprié et la récupération d'une solution contenant la villine humaine,”
- le passage de la solution contenant la villine humaine au contact d'une colonne d'affinité portant
35 un anticorps monoclonal tel qu'obtenu selon la revendication 2 ou 3, dans des conditions
permettiant la fixation sélective de la villine humaine par V'anticorps,
o - la récupération de la villine humaine par dissociation du complexe antigéne-anticorps, ladite villine
y ne donnant essentiellement qu'une seule bande de poids moléculaire de 95 kD dans les essais
b de migration en électrophorése sur gel de polyacrylamide.

6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le réactif reconnaissant le g&éne codant pour la
villine humaine est constitué par un ADN dont fa séquence comporte une région codant pour une E
séquence d'acides aminés de la villine humaine, plus spécialement ia partie COOH-terminale. v

45 7. Procédé de préparation d'acide nucléique correspondant & I'ARNm complet de la villine humaine ou'a
un fragment d'ADN dont la séquence nucléotidique comporte une région codant pour une séquence
d'acides aminés de fa villine humaine, capable de s'hybrider spécifiguement avec une séquence
nucléotidique codant pour la villine, caractérisé en qu'il comprend:

- lPextraction de I'ARN 2 partir d'une lignée cellulaire exprimant la villine humaine,

50 - la récupération de 'ARNm et le cas échéant,

- ['obtention d’ADN 2 partir de cet ARNm.

8. Procédé de préparation d'un fragment d"ADNc, caractérisé par
- la construction d'une banque d'ADNc,

&5 - la sélection d'un fragment d’ADNc renfermant au moins une partie de la séquence nucléotidique
codant pour les acides aminés de Il'extrémité COOH de la villine humaine, I'enchaihement
nucléotidique et celui des acides aminés correspondants présentant respectivement les séquen-
ces suivantes :
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Oigin: 3pleen of Balb/C m ce byperinnmuni sed agai nst porci nW
Cel | fusion procedure according to Kohler G and MIstein C ( ' “mu““\ :
culture of fused cells secreting arkR B@0684%Bhr edefi ned speci \[mw e N
1975, 256, 495). - Fusion in DVEM medi um wit hout serum under reles
conditions in the presence of a 50 % sol ution of polyethylene glycol (PEG

1000 - Mer gy A% SERAASNERHEEdiVeTSER ITYR GLU ASP ARG LYSUALAGGED the two
types of parental cells, _the suspensj f %c&és ' { g | S

m xed with ABfe TESPRGET Mcoﬁcgplhﬁgni‘gg]l@? Me pr oportll%ﬁ nglatho 5. - 2

30" contact. - The action of PEGis stopped by dilution with conpl ete DVEM
medium ° FEERl cUi! AENOSERf ARG ASH ITRRISER Gl ILEXTHR, ALACSLOSMAD in the

sel ective L,u e Sdald ' ' | AérOoGcr dAg<gral wells
COSTAR pl a@&%&ﬁ%ﬁ?@e“&gﬁb‘%%?%%%m COSTAR 205 G oadway,
Canbridge, Ma., USA). 111) Selection of the clones The clones are

i dentifigd THR SER PROAIYS VAT QSR VAL PHRtASSCAEA ABN:SER) AR LEY

purified pogfgin i 13n. Tlﬂé BT &eTEARBAACTSAAC e assay
makes it po‘éébb?g&t édge]tz\@?% d;%i-wl 'Il"(’ﬁ nonocl onal antibodies in the

culture supernatants after fusion. - Binding of the antigen tq the support
(ELI SA pl at SERCSERe GLYA(ERO LEU [FRO | IHE PHESER\LEU: GLU; &%H@%h

buffer, BH B4, rdﬁ lod&' rSapybattencret BGAGBEAR\RTTA 2r@ BSA. -

I ncubat i on Gv'}vi {rﬁ:\iﬁn | [ﬁ%’%‘ %%r?‘]é%rr% guper natant, 3 hours at [err]. -

| ncubation Il with nouse anti-1gG |abelled w 33l l.das 2 hours

at 4 C. Al | ASN L¥S BRI G HLEERUs PR &&5 E’i&?l"g&' gﬁfﬁ -0. 1%
\¢,, AAC AAG OCT GTA GAG GAG CTC CCC GAG GGT GIG GAC CCC AGC

ARG LYS GLU GILU HIS LEU SER ILE GLU ASP PHE THR GLN AIA
AGG AACG GAG GAA CAC CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC

PHE GLY MET THR PRO AlA ALA PHE SER ALA' LEU PRO ARG TRP
TIT GGG ATGC ACT CCA GCT GCC TTC TCT GCT CTG CCT CGA TGG

30

LYS GIN GLN ASN LEU LYS LYS GLU L¥S GLY LEU PHE *
AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TIT TGA GAAG
AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTGTAGGGTCTCATTTTCTCA
35  CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTAATAAATGTACCTATTCCTTCAGAAA
\_i GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA

9. Procédé pour fa préparation d'une sonde pour la détection des ARNm ou des ADN codant pour la
villine humaine, comprenant au moins une partie de la séguence nucléotidique C-terminale telle
qu'obtenue par un procédé selon la revendication 7, comprenant le marquage de cette séquence par

45 un élédment radioactif ou tout auire groupe permettant sa reconnaissance a I'état hybridé avec la
préparation renfermant 'ARNm ou I'ADN 2 étudier.

10. Procédé d'obtention de la séquence nucléotidique codant pour 'extrémité C-Terminale de la villine
humaine, caractérisé en ce que :

50 - on prépare selon les techniques connues les ARNm (ARN messagers) totaux 3 partir d'une lignée
cellulaire exprimant la villine ;
- on construit une banque d'ADNc (ADN complémentaires) ;
- oninsére les ADNc dans un vecteur susceptible d'exprimer la protéine codée par l'insérat ;
on transforme & l'aide des vecteurs recombinanis obtenus une souche bactérienne, puis on
55 établit des conditions permettant I'expression de la protéine recherchée dans la bactérie ;

on sélectionne les clones recombinants contenant le clone spécifique de la villine & I'aide
d'anticorps reconnaissant la villine.
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magnesi um Tritripl ex anhydrous (MercEP®206)84981D. reading :. W il *
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mucosa and a cgy él.ueﬁ‘aétnhéié“&idi o chdft pobM@ CLTRHRRR R IVl FBmalhe. NUMAN  COl ON)
whi ch express villin. b) Electrotransfer of the proteins separated on

pol yacryl am ¢ raRkad Suidi ftuhd G@Idohdue Rs PevBrRfications 10 ACIED @krbdMiis® 6 cBiq@idh efiéctue un
[err] of the nicibiagecdd W B&Qued APONC 120 raiddi a'lin tahtope lahti-pmingt pdlytond) aviequimesnticorps
transferred w tpblyéidial diigh rcordie netvilingaie (poie irddttepuis lul vl Pluisiduys antidoms metbcloyaureoimaiet
ELI SA. d) | nculsaitides épitopes] silvési tarat la rréglom CQORermibale de Va mhiéenie, dee criblvge -2l Lpige de
| abel | ed with enticopimtyelonabdtaratastagemsaement suitiGl'umygriklagarspevodaire 2 i'gidendiun autre anticorps
t et r ahydr ochl orpobigional, 8@ paricul@r tn mtiGerpsspolygionah Hirige. @nire I9 fragmeint GPOH-Tariniaplrde la villine

15 de poulet.

14. Préparation d'un clone porteur d'un ADNc correspondant & la villine humaine, caractérisé en ce qu'a

. llissue du procédé selon la revendication 10 on sélectionne un clone qui réagit spécifiquement avec

\ . I'anticorps polyclonal dirigé contre la villine intacte, avec I'anticorps polyclonal dirigé contre le peptide

N 20 COOH-terminal de la villine de poulet et avec les deux anticorps monoclonaux dirigés conire des
épitopes COOH-terminaux.

Claims
Claims for the following Contracting States : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE
25
1. Diagnostic procedure for the in vitro detection of tumor cells formed initially in the digestive region
and/or derived from these lafter in a biological sample suspected to have tumoral character, character-
ized by placing this biological sample in contact with a specific reagent for villin or its gene, constituted
o/ by anti-villin antibodies, these antibodies recognizing human villin, or by a DNA fragment coding for
30 human villin. '

2. Monoclonal antibody directed against villin characterized by the following properties :
- it recognizes purified intact porcine villin (Western blotting)
- it recognizes the villin of a cell extract of the line derived from a human colon adenocarcinoma
35 (Western blofting)-
- it recognizes rat villin in immunocytochemistry (frozen sections (cryostat) of rat intestinal mucosa
fixed with formaldehyde),
- it is produced by the hybridoma deposited with the CNCM on 29 April 1985 under the No. 1-440.

40 3. Monoclonal antibody according to Claim 2, characterized in that it recognizes an antigenic site
contained in the C-terminal sequence (779-854) or the "head part” of chicken villin of formula :

50
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Al |l ‘of thAe washi ngs between each step are carried out with new _
serum - PBS - Triton X100. f) Positive reaction : rapid appea%ﬂﬂmmiljm#mmm
band (nol ecul ar wei ght 95 kD) if tHeP 8208 8hBhonocl onal antibody reaction s = =
has taken place. D) CLONING OF THE HYBRI DS SELECTED - Method of limted
dilutions: Dilution of the positive clones in selective nediumso as to
distribute only gne cell per well (plates with 96 vve#hs) go macr ophages

(obt ai ned from 4lweeks ol d Bal b/ C m ce) attached to e % ttomof the well.

Addi tion of cowdil-PhesdRs! K+ Ter+To+Thr-Léat+-Val -BrooThrrdygodieu~Glu-

cl ones agcording to the previously d;&cri bed nmethods. - Recloning if

necessary. E) PREPARATI ON OF ASCI TES - The cl ones selected are injected

into nmice (whi chrv@herdro-fieterAsprVal ebenovadtAspRIBrANLa-AlahGIurASD- 6,

10, 14-tetranethyl p%ad‘ﬁgane) 17 4 to 5 days before). - hoogy X [err]
cells injected/ nousé.” - covery after 10 to 15 days of the ascites fluid

cont ai ni ag t he Lew-RroxfAndreXy-oial vhsphPraveeprargrivaredu—hsn-1his 1lau-

fluid has an anti-villin nonoclonal antibodyggonggntration higher than 1
ng/m. = Cold storage of the clones selected I n-DVEM nedi um 10% FCS - 5%
DVBO. Storage SeT-ARREIntAsprPherlysrila-BpkeBherflyx gryer-

ASSAYI NG VI LLIN = Agsgprgion of the 1gG purified fromthe agg tep BD- D2C3

15 i
on L A At e A A i profeu tEp  LPs-cln-Gln-Asn-Leu-Lys-Lys-Glu-

\ Glu-Lys-Gly-Leu-Phe

\.m‘j 20
the said monoclonal antibody being capable of racognizing the said "head part” irrespective of whether
it exists in isolation or forms an integral part of the 51 kD peptide contained in chicken villin.

4. Hybridoma producing the monocional antibody according to Claim 2 deposited with the C.N.C.M. under
25 the No. 1-440 on 29 April 1985.

5. Biologically pure human villin giving essentially only a single band of 95 kD molecular weight when
- allowed to migrate on polyacrylamide gel electrophoresis.

so 6. Procedure according to Claim 1, characterized in that the reagent recognizing the gene coding for
human villin is constituted by a DNA, the sequence of which comprises a region coding for an amino
acid sequence of human villin, more particularly the COOH-terminal part.

7. Nucleic acid, characterized in that it corresponds to the complete mRNA of human villin or to 'a DNA

85 fragment, the nucleotide sequence of which comprises a region coding for an amino acid sequence of
human villin capable of hybridizing specifically with a nucleotide sequence coding for villin.

&/ 8. cDNA fragment characterized by the fact that it contains at least a part of the nucleotide sequence

coding for the amino acids of the COOH terminus of human villin, the nucleotide sequence and that of
40 the corresponding amino acids possessing respectively the following sequences :

50
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The anti body was purified by ion exchange chromatography (DEAE- Tr| ‘\
acryl) and on a hydroxyapatite colum. . Concentration to be ‘m \‘
| ncubation for 2 hours at [err], theRP@2OF8AYBE at [err].

PBS / 0. 1% Tween 20. = Saturation of the plates Incubation for 30" m nut es
in the presence of PBS/ 0.1 % Tween 20 / 0.4% BSA. = Addition of the

1or 011" nl nthnTRR. SH. AHAE 2hn e EE A Gl ARRTERO! B W
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froma polycl onal rabbi t serumdirected agai nst vi I I in and coupl ed to

bet a- gal act 0s S r hi s S /
0.1 % Tween %ﬂﬁ &Bet ectlon o?ﬁ’f%%sb%t'gﬂg t05| dase ng I on % of
p- ni t r opheny| TEEt GGG AN RCT AGH GACQI TG ol\Gﬁ GAGUATRC A6TuGCEh GEM; 2@’@1 of
0.1 M phosphate buffer, pH 7, 10-3 MMSH, 2 x [err] MJ[err] ,2 x 10-3 M

EDTA (Mer ak SAR) SER PRO!TS WALl s ViRH! PHE! AN ALA ASRCSMRIGSN i#e

optical density_at 414 nm EXAMPLE 3: OBSERVATIONS IN THE CLINI C. Using
the ELI SA assBGRIBEE QGG A (TG (GRE GFG TTGi AYTECEhAME AGHIAAC \@FG | ow
concentrations of villin to be detected in a cell extract (0.5 ng of villin

per nmg of ;otsﬁnpsmeiew PR ARY cPRot ELEAPREDPRO LRUCGLY ¢INCAES NeAL
amounts off Vi L LN Ml U Wb s SEYEadd 356" 8ec' _EPEhe Wik %ra ere

\ _ ASN LYS PRO VAL GLU GLU LEU PRO GLU GLY VAL ASP PRO SER
4 20 AAC AAG OCT GTA GAG GAG CTC CCC GAG GGT GTG GAC CCC AGC

ARG LYS GLU GLU HIS LEU SER ILE GLU ASP PHE THR GLN ALA

AGG AAG GAG GAA CAC CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC
25 :

PHE GLY MET THR PRO ALA ALA PHE SER ALA LEU PRO ARG TRP
TIT GGG ATG ACT CCA GCT GCC TTC TCT GCT CTG CCT CGA TGG

*® LYS GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE *

AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG
AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTGTAGGGTCTCATTTTCTCA
%  CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTAATAAATGTACCTATTCCTTCAGAAA
&/ GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA
40
9. Probe for the detection of the mRNAs or the DNAs coding for human villin, characterized in that it

comprises at least a part of the C-terminal nucleotide sequence according to Claim 7, this sequence
being labelied if necessary by a radioactive element or any other group making possible its recognition

45 in the hybridized state with the preparation containing the mRNA or the DNA 1o be studied.
10. Procedure for obtaining the nucleotide sequence coding for the C-terminus of human villin, character-
ized in that :
- the total mMRNAs (messenger RNAs) are prepared from a cell line expressing villin according to
50 known procadures;

- a cDNA (complementary DNA) library is constructed ;
- the cDNAs are inserted into a vector capable of expressing the protein encoded in the insert;
- a bacterial strain is transformed with the aid of the recombinant vectors obtained, then conditions
are defined which allow the expression of the desired protein in the bacteria;
55 - the recombinant clones containing the clone specific for villin is selocted with the aid of
antibodies recognizing villin.
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Claims for the following Contracting State : AT

1. Diagnostic procedure_ for the in vitro detection of tumor cells formed initially in the digestive region
and/or derived from these latter in a biological sample suspected to have tumoral character, character-
25 ized by placing this biological sample in contact with a specific reagent for villin or its gens, constituted
by anti-villin antibodies, these antibodies recognizing human villin, or by a DNA fragment coding for

human villin.

/ 2. Procedure for the preparation of a monocional antibody directed against villin comprising :
30 - the fusion of spleen cells of a mouse immunized beforehand with porcine villin with myeloma
cells,
- the selection of hybridomas secreting a monoclonal antibody which has the following properties :
- it recognizes purified infact porcine villin (Western blotting)
- it recognizes the villin of a cell exiract of the line derived from a human colon adenocarcinoma
35 (Western blotting)-
- it recognizes rat villin in immunocytochemistry (frozen sections (cryostat) of rat intestinal mucosa
fixed with formaldehyde),
- itis produced by the hybridoma deposited with the CNCM on 29 April 1985 under the No. [-440.

40 3. Procedurs for the preparation of a monoclonal antibody according to Claim 2, characterized in that the
antibody selected recognizes an antigenic site contained in the C-terminal sequence (779-854) or the
"head part" of chicken villin of formula :

§0

55
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19 2/ During the post-operative followup, the determnation o “““\
protein shows a fall of its level in the serumafter conplete B‘g‘%‘“ H“m\

the other hand, in cases in which tukBr206(84881e persists (inc

exci sion, recurrences, netastases) the level of villin is observed to
remein steady or to increase. This study shows that villin can not usually

be detected in the sera of normal subjects, whereas it is possible to
determine it in thd sera of patients sufferi ng from malliGgnd&X di seases
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necrotic processes of the digestive mi®sa. The determ nation of villinin
the bl ood al so prAYePHe-PIOREY-ANSi A1 LLEuL P81 TRBN-ThirlG 18- -
di seases (ul cerations_and inflamuatory di seases g? the di geg ive tract?sp

For the study of circdl thi'g villin, on the other hand, it is f$&sidle to
use in conpinati Mum-mmywl%ﬁipibﬂséwa&b%ﬂ@lﬂ-ﬂéﬁq SPLEGL S
such as the CEA (carcino-enbryonic antigen) hé Lrsi presently used for the
nmoni toring of the progression of cancers but t prPrnci pal di sadvant ages of
which are: 1/ |tSBESAB@\N@.MSp-EPhq-Eys-Am-Vﬂ.emedmygmt-@hr-tné-Ser-
observed in various bggi gne.di seases. EXAMPLE 4 PREPARATI ON GzlﬁNA?
CORRESPONM NG TO HUI\/A Vi L]1 N Preparation of the mRNAs. The nRl .
prepared from t hl ée‘lﬁﬁmﬁm'Il’m-ldm-r'nml-loyaﬁGhnhGimnAsnl—Gnm-Lys-Lys-Glu—
adenocar ci noma. The RNAs are extracted by the guanidi niumchloride nethod
descrij bed by U | gigk -1 ..lﬂéuﬁcpl.?élce 1977, 196, 1313-1319. The
purifiicati on of the NA poI yA Is carried out by chromatography on an oligo

dT-cel Tul 8e cqlum accord Mo TIPSR Sl o e BB Pl
r

Proc. Natl. Ac Ei‘tcgm ﬁ|' iSola peptlde contained in chicken villin.

4. Procedure for the preparation of a hybridoma producing the monocional antibody obtained according to

25 Claim 2, comprising the fusion of spleen cells of a mouse immunized beforehand with porcine villin with
myeloma cells, and the recovery of the hybridoma deposited with the C.N.C.M. under the No. 1-440 on
29 April 1985.
Y, 6. Procedure for the preparation of biologically pure human villin characterized in that it comprises :
30 - the treatment of a lysate of human enierocytes with an agueous solution containing a suitable

detergent and the recovery of a solution containing human villin,

- the passage of the solution containing human villin through an affinity column bearing a
monocional antibody such as that obtained according to Claim 2 or 3 under conditions allowing
the selective binding of the human villin by the antibody,

35 - the recovery of the human villin by dissociation of the antigen-antibody complex, the said villin
giving essentially only a single band of 95 kD molecular weight when allowed to migrate on
polyacrylamide gel elecirophoresis.

L 6. Procedure according to Claim 1, characterized in that the reagent recognizing the gene coding for
40 human villin is constituted by a DNA, the sequence of which comprises a region coding for an amino
acid sequence of human villin, more particularly the COOH-terminal part.

7. Procedure for the preparation of a nucleic acid corresponding to the complete mRNA of human villin or
to a DNA fragment, the nucleotide sequence of which comprises a region coding for an amino acid
45 sequence of human villin capable of hybridizing specifically with a nucleotide sequence coding for villin,
characterized in that it comprises :
- the exiraction of the RNA from a cell line expressing human villin,
- the recovery of the mRNA and, if necessary,
- the production of DNA from this mRNA.

50
8. Procedure for the preparation of a cDNA fragment, characterized by
- the construction of a cDNA library,
- the selection of a cDNA fragment containing at lsast a part of the nucleotide sequence coding for
the amino acids of the COOH terminus of human villin, the nucleotide sequence and that of the
56 corresponding amino acids possessing respectively the following sequences :

25
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Preparatiton of the cDNAs The first and second strand of the cHM’m
prepared according to the nethod of Fiddes and Goodman descri JH ”I
1979, 281, 351- 356. The sequenti alER:0808 843Bbf the |inkers Sall &t then
end and BanH at the 5 end is carried out by the nethod of Hel fmann et al.
reported in Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1983 80, 31-35. A cCcDNA library

cont ai ni ng yItTRP, SER hgﬁomgﬁgs o u2| 3 G@B%B?eiﬁﬂ Y@ﬁ/%tgfanX

1-3 plasm ds are used see S Jour nal
1429- 1430, £9é%)T6G vééFoAsCaMPd&?G%mTr%Gpﬁégm ARG GCE GAGhe
cro-lacZ_fusion gene the expression of which is under the control of the

PR prondf er SER t¢EY bPASNESERP ARES AspTheiep SEROLYRUSLEO EE ATQD ' pAL
sever al um% &g’% ction sites has been inserted at the 3' end 0 he

| acZ gene. Ct TCT: REG SAR (RRG ACET CAGATE AGE GCTRRAG (GBE ati on

are also inserted in the three reading frames. The cDNAs were inserted in
each of fhe THI smnsmdsmsgvmed;sy VA PRE!ASK! APA ABKY S¥R Hosw regd
Sal |. They %é&%é agé nd _in the same orientati-on with respect to the
cro-lacz ge fis néggoﬁwﬁhﬁﬁ_e GT i TSC ART GGT AMGS AGC @xC

bacterial strain and it is constructed as described by O Raibaud in
Nucl ei ¢ Aci SBRsSERCELYNPROC IRU |PRO "CLETPHE' PRONEED. S1iod G3ad | Led reafent of

ho Bamtt < oTCR GaFy B G, fod ek R et B & e Gmngre T °

I ndi cat ed beI ow. [err]
§ ASN LYS PRO VAL GLU GLU LEU PRO GLU GLY VAL ASP PRO SER

20 AAC AAG OCT GTA GAG GAG CTC CCC GAG GGT GTG GAC CCC AGC

ARG LYS GLU GLU HIS LEU SER ILE GLU ASP PHE THR GLN ALA

AGG AAG GAG GAA CAC CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC
25

PHE GLY MET THR PRO ALA ALA PHE SER ALA LEU PRO ARG TRP
O TIT GGG ATG ACT CCA GCT GCC TTC TCT GCT CTG CCT CGA TGG

30
LYS GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE *

AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG
AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTGTAGGETCTCATTTTCTCA
CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTMTAMTGTBCCTATTCCTTCAGAAA
o GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA

40

385

9. Procedure for the preparation of a probe for the detection of the mRNAs or the DNAs coding for human
villin, comprising at least a part of the C-terminal nucleotide sequence such as that obtained by a
procedure according to Claim 7, including the labelling of this sequence by a radioactive element or

45 any other group making possible its recognition in the hybridized state with the preparation contammg
the mRNA or the DNA to be studied.

10. Procedure for obtaining the nucleotide sequence coding for the C-terminus of human villin, character-
ized in that :
50 - the total mRNAs (messenger RNAs) are prepared from a cell line expressing villin according to
known procedures;
- acDNA (complementary DNA) library is constructed ;
- the cDNAs are inserted into a vector capable of expressing the protein encoded in the insert;
- a bacterial sirain is transformed with the aid of the recombinant vectors obtained, then conditions
55 are defined which allow the expression of the desired protein in the bacteria;
- the recombinant clones containing the clone specific for villin is selected with the aid of
antibodies recognizing villin.
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Patentanspriiche

Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : BE, CH, DE, FR, GB, IT, Li, LU, NL, SE

25 1. Diagnoseverfahren zum in vitro-Nachweis von Tumorzellen, die urspriinglich im Verdauungstrakt
gebildet worden sind, und/oder Derivaten davon in einer biologischen Probe, von der angenommen
wird, daB sie Tumorcharakter besitzt, dadurch gekennzeichnet, daB man diese biologische Probe mit
einem fiir Villin oder sein Gen spezifischen Reagens in Kontakt bringt, welches aus Antivillin-

W, AntikSrpern, diese Antikdrper, die Human-Villin erkennen, oder aus einem DNA-Fragment, welches flr
30 Human-Villin codiert, gebildet ist.
2. Gegen Villin gerichister monokionaler Antikbrper, gekennzelchnet durch die folgenden Eigenschaf-
ten: '
- er erkennt gereinigtes intaktes Schweine-Villin (Western Blotting),
35 - or erkennt das Villin des Zellextrakts der Zellinie, die von einem Adenokarzinom des menschli-

chen Colons abgeleitet ist (Western Blotting),
- or erkennt Ratten-Villin in der Immunocytochemie (mit Formaldehyd fixierte Gefrierschnitte
[ {Kryostat) von Ratten-Darmschleimhaut),
s - er wird durch das am 29. April 1985 unter der Hinterlegungsnummer 1-440 beim C.N.C.M.
40 hinterlegte Hybridom produziert.

3. Moncklonaler Antik&rper nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB er eine antigene Stelle in
der C-terminalen Sequenz (779-854) oder dem "Kopfteil" des Huihner-Villins der Formel erkennt:

50

55
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of 200 ‘bdse pairs. The cloned cDNA codes for the 95 COOH-term
acids of human villin and represents about 1/10 of the entire HMﬂmml““|ll|ll|ll
(ol ecul ar wei ght: 95 kD). 22 (15P 0206 B4arB1 A | hi ne. ¢ rgwi

J., Pictet, R, Tischer, E., Rutter, WJ. & Goodman, H M Rat i nsulin
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1977, 196, 1313-41319. (2) Aviv, H & Leder, Rqpyrification

bi ol ogical ly act ive obin nmRNA by chor mat ography on ol ot hg lic

acid cel | ul ose VabrRie- t%aﬂla-'rhc;aﬂwr-snr -Leusyal-Boor Phr dys-LewpGly he-Frpgdes,

J.C. & Gpodman, H M isggfation, cloning and sequence anghysis of the cDNA

for the al pha-subunit _of human chori on| c nadotropl n. Nature 197? 281
351-355. (4) HMEMAASP-Vlhleu-Yal-Annsihs-Aln-Ala-Giu fippsLeur Pro-Arg GlysVal-Asp-
Hughes, S.H Identification of cimnes that encode ch| cken troponyegei 51by

Nat | Acal Sl 'f%/i AGLEES Gl Rop Pl D8 SRR A e e v Hoe-

Construction new famly 60f6lhigh efficiency bacteri al 70

expr essi on VeCtétgr-SMet-QﬁPIArfgL%EAﬁE‘AQ&-L%%&Eeu%ﬂﬁ%-&?&idtﬁ-}t@ﬁ-ﬂ&w!ﬁ;ﬂs-

liver.
71

6 Lys-Glu-Glu-Lys-Gly-Leu-Phe

_. wobei dieser monoklonale Antikbrper in der Lage ist, diesen "Kopfteil” zu erkennen, ob dieser isoliert
N oder im Inneren des im Hihner-Villin vorliegenden Peptids mit 51 kd vorhanden ist.

4. Hybridom zur Bildung des monokionalen Antik6rpers gem#8 Anspruch 2, hinterlegt am 29. April 1985
unter der Hinterlegungsnummer I-440 am C.N.C.M.

5. Biologisch reines Human-Villin, welches bei der Untersuchung der elektrophorstischen Wanderung auf
25 Polyacrylamidgel im wesentlichen nur eine Bande des Molekulargewichts 95 kD ergibt.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelichnet, daB das Reagens, welches das Human-Villin
codierende Gen erkennt, aus siner DNA gebildet ist, deren Sequenz einen Bereich aufweist, der fir
o/ eine Aminosduresequenz des Human-Villins codiert, insbesondere den COOH-terminalen Bereich.

7. Nucleinsiurs, dadurch gekennzeichnet, da8 sie der volistindigen mRNA des Human-Villins oder
einem DNA-Fragment entspricht, dessen Nucleotidsequenz einen Bereich aufweist, der flir eine
Aminosiuresequenz des Human-Villins codiert, der dazu in der Lage ist, sich spezifisch mit einer flir
Villin codierenden Nucleotidsequenz zu hybridisieren.

8. cDNA-Fragment, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens einen Teil der Nucleotidsequenz
enthdlt, die flir Aminos#uren des COOH-Endes des Human-Villins codiert, wobei die Nucleotidkette und
&J die Kette der entsprechenden Aminosduren die folgenden Sequenzen aufweisen:

40
LYS TRP SER ASN THR LYS SER TYR GLU ASP LEU LYS ALA GLU

AAG TGG AGT AAC ACC AAATCC TAT GAG GAC CTG AAG GCG GAG

4 SER GLY ASN SER ARG ASP TRP SER GLN ILE THR ALA GLU VAL
TCT GGC AAC TCT AGG GAC TGG AGC CAG ATC ACT GCT GAG GTC

50 THR SER PRO LYS VAL ASP VAL PHE ASN ALA ASN SER ASN LEU
ACA AGC CCC AAA GTG GAC GTG TTC AAT GCT AAC AGC AAC CTC

56



EMBO Journal, 1984, 3, 1429-1434. (6) Stanley K K Sclubili xatl

| mmune-det ection of beta-gal act osi - dase hybrid protetins lﬂgl”mﬂ"" "Ill l”"
foreign antigenic determ nants. NucEBiO20884881Res., 1983, 11, 4077 4092% s

(7) Hananan, D. Studies on transformation of E. coli with plasmds. J. Ml.

Biol., 1983, 166, 557-580. (8) Burnett, WN. "Western Blotting"

: El ectr ophor §ERCSER &1 EPRALEU p&% nLe! epHL f’R@ntm‘f“ \$NWOGERVLEU VAL
sul f at e- pol yacryl amrde gels to unnodified nitraocell ul ose and radio ra,lp(g
981,

det ecti on wi&HTaRCTH af8Tr &5 Gi CEF e ol ATGARNG %ﬁGc
112, 195-203. 24 CLAIMS 1/ Diagnostic procedure for the in vitro

e B o o oS B VAL, B, B el vl S LS A R

character, cAhACaaA& ICET GYAPIGACG GAC OTE AT GAG aGGTa GG GAC QOC AGC Wi t h
a specific reagent for villin or its gene, constituted by anti-villin

anti bodi esp these anti bodies recogni zing human villin, or by a DNA fragnment
codi ng for h&RENLYB| IGLY .G/LUVtiﬂ@cll@iaSEﬂltlLEod?Ud|A§Et BHEag?éHEQLN/lM-An

characteri zegdgly Al GAG GAA CAC CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC

’* PHE GLY MET THR PRO ALA ALA PHE SER ALA LEU PRO ARG TRP
TIT GGG ATG ACT CCA GCT GCCTTC TCT GCT CTG CCT CGA TGG

4 20 LYS GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE *

AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG
AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTGTAGGGTCTCATTTTCTCA
CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTAATAAATGTACCTATTCCTTCAGAAA
GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA

25

9. Sonde zum Nachweis von mRNA oder DNA, die fir Human-Villin codieren, dadurch gekennzelchnet,
daB sie mindestens einen Teil der C-terminalen Nucleotidsequenz gem&B Anspruch 7 umfaBt, wobei
diese Sequenz gegebsnenfalls durch ein radioaktives Element oder irgendeine andere Gruppe, die ihre
Erkennung in hybridisiertem Zustand mit dem Préparat, das die zu untersuchende mRNA oder DNA

85 enthili, ermdglicht.

10. Verfahren zur Herstellung der flir das C-terminale Ende des Human-Villins codierenden Nucleotidse-
i quenz, dadurch gekennzeichnet, da8 man
A - mit Hilfe an sich bekannter Verfahrensweisen ausgehend von einer Zellime die Villin exprimiert,
40 volistiindige mRNA (Messenger-RNA) herstellt;
- eine cDNA-Bank bildet (komplementire DNA);
- die cDNA in einen Vektor einfligt, der in der Lage ist, das durch die Einfligung codierte Protsin zu
exprimieren;
j - mit Hilfe der erhaltenen rekombinanten Vektoren einen Baktenenstamm transformiert und dann
45 Bedingungen einstellt, die die Expression des gewiinschien Proteins in dem Bakterium ermdgli-
chen;
- mit Hilfe von Villin erkennenden Antikbrpern die rekombinanten Klone selektioniert, welche den
fur Villin spezifischen Klon enthalten.

so 11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dag8 der Aufbau der cDNA-Bank mit Hilfe
eines Klonierungsvektors bewirkt wird, der dazu gesignet ist, das durch die eingefligie cDNA codierte
Protein zu exprimieren, insbesondere mit Hilfe von Plasmiden des Typs pEX.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB man einen Bakterienstamm des
&5 Typs E. coli, insbesondere E. coli pop 2135, mit Hilfe von rekombinanten Vektoren, welche eine flir das
C-terminale Ende des Human-Villins codierende Nucleotidsequenz enthalten, transformiert.
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d u- Lys- d y- LeooRistminale Peptid eies ailibheRVIllIGLC hevibiadtera pdlykioodkyn Areikdiper aagd aiitl denddeiden,
recogni zi ng t heyes die ¢OOHaanlinglarr Epitoper godchpésd tmoueklopdlenvntkiner reagierexi St s i n
i solation or ‘forns an integral part of the 51 kD peptide contained in
chi cken vi Iﬂalemtanﬁﬁﬁlﬂ;ﬁjﬁtﬁqurmsﬂgatth@ nmonocl onal anti body according to

Claim 2 Geposmed with the CN.C M under the No. 1-440 on 29 April 1985.
Diagnoseverfahren zum in vitro-Nachweis von Tumorzellen, die urspriinglich im Verdauungstrakt

gebildet worden sind, und/oder Derivaten davon in einer biologischen Probe, von der angenommen
- wird, daB sie Tumorcharakter besitzt, dadurch gekennzeichnet, daB man diese biologische Probe mit
\ ) einem fir Villin oder ssin Gen spezifischen Reagens in Kontakt bringt, welches aus Antivillin-
N 29 AntikSrpern, diese Antik&rper, die’ Human-Villin erkennen, oder aus einem DNA-Fragment, welches flir
Human-Villin codiert, gebildet ist.

n Screening mit Hilfe eines
‘ém g as COOH-

O

2. Verfahren zur Herstellung eines gegen Villin gerichtsten monoklonalen Antik8rpers, umfassend:
- die Fusion von Milzzellen einer Maus, die zuvor mit Schweine-Villin immunisiert worden ist, mit
25 Myelomzellen,
- die Selektion von Hybridomen, dis einen monokionalen AntikSrper bilden, der dis folgenden
Eigenschaften besitzt: :
. - er erkennt gereinigtes intakies Schweine-Villin (Western Blotting),
N - or erkennt das Villin des Zellextrakts der Zellinie, die von einem Adenokarzinom des menschii-
80 chen Colons abgeleitet ist (Western Blotting),
- er erkennt Ratten-Villin in der Immunocytochemie (mit Formaldehyd fixierte Gefrierschnitte
{Kryostat) von Ratten-Darmschleimhaut),
- eor wird durch das am 29. April 1985 unter der Hinterlegungsnummer [-440 beim C.N.C.M.
hinterlegte Hybridom produziert.
35
3. Verfahren zur Herstellung eines monokionalen Antikérpers nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich-
net, da der ausgewdhite AntikSrper eine antigene Stelle erkennt, die in der C-terminalen Sequenz
{779-854) oder dem "Kopfteil" von Hlhner-Villin der Formel enthalten ist:

40 1 10 11
' Val-Phe-Thr-Ala-Thr-Thr-Thr-Leu-Val-Pro-Thr-Lys-Leu-Glu-Thr-Phe-Pro-
20 30 31
o Leu-Asp-Val-Leu-Val-Asn-Thr-Ala-Ala-Glu-Asp-Leu-Pro-Arg-Gly-Val-Asp-
40 41 50 51

Pro-Ser-Arg-Lys-Glu-Asn-His-Leu-Ser-Asp-Glu-Asp-Phe-Lys-Ala-Val-Phe-
50
60 61 70
Gly-Met-Thr-Arg-Ser-Ala-Asn-Leu-Pro-Leu-Trp-Lys-GIn-GIln-Asn-Leu-Lys-
71

% Lys-Glu-Glu-Lys-Gly-Leu-Phe

wobei dieser monokionale Antikbrper in der Lage ist, diesen "Kopftsil" zu ei'kennen, ob dieser isoliert
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5/ Biol'odically pure human villin giving essentially only a si ng” H"'”"'

95 kD nol ecul ar wei ght when allowed to mgrate on pol yacryl am d "”m""
el ectrophoresis. 6/ Procedure accordiERf 206 83881m 1, characterized irf tHat ™

the reagent recognizing the gene coding for human villin is constituted by

DNA, th f dj d
equence of - hurfa 0iprehdesiB ERRRN uﬁ@%'reaw*’%wﬁds&?ﬁﬂ%gpﬁm%”' et o
Nucl ei ¢ aci d C\E har‘e(I:Wt el Lsgellllmn eti% ;t rldoﬁlo ?‘f %é ﬁﬁﬁ é!}%pf&éﬂeZ %9 ty’? Mnﬁgn

ie n S

human villin OrAn I%rp%r ilde oql \Bhr SIS Sch m Ii I:}nmumsmrten
conprises a requHy szn {]é fJH %eg ifhtbriddungshd merl-440
capabl e of hybrjg éN e,g,eeg tén ,&m\y nucl'eot 1 de sequence co Ing fo
villin. 8/ cDNA tragnment charact'erized by the fact that it contains at

| east a part sofVehmﬁennmlreemmﬁ BISSHLER Géineh Qflinias-viing, dadGroR GeRéhnaaibiibit, Aas teh Qie
COOH term nus qf,| dndéresthitiel driidBt: t he nucl eoti de sequence and that of the
correspongis ng am- NBehafdiuilG elRESISERS vontHumas-BrRérbayisR Imit dindewisagdnQBsURG, diccElnl GobiRMsios
26 LYS TRP SER ASNDelérfbnk ¥fihdiimd BéiintdnldindSdas Hinbbri-Willin dithdltdntidd Lasing, T GG AGT AAC
ACC AAA TCC TAT GAhefiorClE AddCHERE-VIINGeiizRordhry LASHy TB6 ARGCAKGIESTRIP, SEERei@hrN
| LE THR ALA GLU VAinonbiddnae@Bnik8@eiT a0t ARda/gemEBngheach Ader/ S @hakelien(iiter Ba&@nduhC
THR SER PRO LYS VAsienA@ithy dle spipiiveBindung deosABNasSYilns di¢h dB Anixpek@MagiBemAA GTG
GAC GIG TTE AAT GCHevwipangies AnmareYitinssiorzh GiissozipringrirOAMDen-ARikdrparKomppiexeRaobel Eﬁ?
GLU GLN LEU VAL AGYillirdsi derstintersychunpierelekipploretisehorsienderung @uiPdysavierridoesne g
LYS PRO VAL GLU G.U*{qstmwé?ra“wh@a?dw 9alpeiRty SER AAC AAG OCT GTA GAG GAG

CTC @C GAG GI AGC
Y 6. Ve ren nac% Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB8 das Reagens, welches das Gen erkennt,
4 2p das fUr Human-Villin codiert, durch eine DNA gebildet ist, deren Sequenz einen Bereich aufweist, der
flir eine Aminos&uresequenz von Human-Villin codiert, insbesondere den COOH-terminalen Bereich.

7. Verfahren zur Herstellung der Nucleinsiure, die der vollstindigen mRNA des Human-Villins oder einem
DNA-Fragment entspricht, dessen Nucleotidsequenz einen Bereich aufweist, der flir eine Aminosure-
25 sequenz des Human-Villins codiert, welcher dazu geeignet ist, sich spezifisch mit einer flir Villin
codierenden Nucleotidsequenz zu hybridisieren, dadurch gekennzeichnet, daB es dis folgenden
Schritte umfaBt:
- Extraktion von RNA ausgehend von einer Human-Villin exprimierenden Zellinie,
\ - Gewinnung der mRNA und gegebenfalls
30 - Gewinnung der DNA ausgehend von dieser mRNA.

8. Verfahren zur Hersiellung eines cDNA-Fragments, dadurch gekennzelchnet, daB man
- eine cDNA-Bank bildet,
- oin cDNA-Fragment sclektioniert, welches mindestens einen Teil der Nucleotidsequenz enthilt,

35 die flr Aminoséiuren des COOH-Endes des Human-Villins codiert, welche Nucleotidkstte und
entsprechende Aminos&ureketie die folgenden Sequenzen aufweisen:

50

56

31



ARG*LYS GLU GLU HI' S LEU SER I LE GLU ASP PHE THR GLN ALA AGG
CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC PHE GLY MET THR PRO ALA mﬂlm,mlm" ,",
LEU PRO ARG TRP TI T GGG ATG ACT CC/ARICZ06#29 BITC TCT GCT CTG CCT* CCA FTGB'LYS »
GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE * AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA

GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG

CooaTATTAGRET ARG T AR REB ST ORI ARE GRS LS asa LU

AAACTTCT GT BB AGIEABTTAACCALRA A TTST ARXT GACCPAARER AAG GCG GAG
GATGATACCCCAAAAAAAAAAA 27 9/ Probe for the detection of the nmRNAs or the

DNAs codfng for_ human vil characterized in i o] i east a
part of t nOKE G AN S ARG GaSBcaREnSERa ol i, T chER U il
sequence bar¢m GGICEAAEITCT NRGES TAQ TRG AGR L AGATC AETeGETt GAG aGYCot her
group maki ng possible its recognition in the hybridized state with the

preparatj,on containing the nRNA or the DNA to be studied. 10/ Procedure for
obt ai ni ng tTHRNSERERO dBYS e AN ASE WAL g PHE ASNe ACA t ASNI SER ASNhuELh

villin chaldg! ReEaclc! A Hrg - chleaT8! frc R dEFFSRREIRCENAD) He

prepared froma cel ne expressing vrllin accor g to known procedures;
- a cDNA (conplenentary DNA) library is constructed; - the cDNAs are

i nsert edsi @%%asﬁﬁcm& CBRAN 1B OPROXRLES PHE PRO REY ecm:ermde.@u Vaihe

i nsert; - cterial strain 1s transforned wth the aid of the reconbi nant
vectors obtMFReECT HGE Rl ETEn£CEF ATE(TT e dCHG c‘ﬁr(él F‘M tq'f%G«QZ‘fﬁ &IG on of

the desired protein in the bacteria; - the reconbinant clones containin
F g

the clone spaei{¥S $86 Val' 'div SoLU LEU PRO GLU GLY VAL ASP PRO SER
AAC AAG CCT GTA GAG GAG CTC CCC GAG GGT GTG GAC CCC AGC

25 ARG LYS GLU GLU HIS LEU SER ILE GLU ASP PHE THR GLN ALA

AGG AAG GAG GAA CAC CTG TCC ATT GAA GAT TTC ACT CAG GCC

U PHE GLY MET THR PRO ALA ALA PHE SER ALA LEU PRO ARG TRP
% TIT GGG ATG ACT CCA GCT GCCTTC TCT GCT CTG CCT CGA TGG

LYS GLN GLN ASN LEU LYS LYS GLU LYS GLY LEU PHE *
AAG CAA CAA AAC CTC AAG AAA GAA AAA GGA CTA TTT TGA GAAG
_ AGTAGCTGTGGTTGTAAAGCAGTACCCTACCCTGATTG-
\~ TAGGGTCTCATTTTCTCA
% CCGATATTAGTCCTACACCAATTGAAGTGAAATTTTGCAGATGTGCCTATGAGCAC
AAACTTCTGTGGCAAATGCCAGTTTTGTTTAATAAATGTACCTATTCCTTCAGAAA
GATGATACCCCAAAAAAAAAAAA

9. Verfahren zur Hersteliung einer Sonde zum Nachweis von mRNA oder DNA, die flir Human-Villin
codieren, und die mindestens sinen Teil der C-terminalen Nucleotidsequenz enthalten, wie man sie
nach dem Verfahren geméB Anspruch 7 erhdlf, umfassend das Markieren dieser Sequenz mit einem

50 radioaktiven Element oder irgendeiner anderen Grupps, die ihre Erkennung in hybridisiertem Zustand
mit dem Pr3parat, das die zu untersuchenden mRNA oder DNA enthilt, erm&glicht.

10. Verfahren zur Herstellung der Nucleotidsequenz, die flir das C-terminale Ende des Human-Villins
codiert, dadurch gekennzeichnet, dal man
55 - mit Hilfe an sich bekannter Verfahrensweisen ausgehend von einer Zellinie, die Villin exprimiert,
vollsténdige mRNA (Messenger-RNA) herstell;
- eine cDNA-Bank bildet (komplementére DNA);
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sel ected“with the aid of antibodies recognizing villin. 11/

according to Caim 10, characterized in that the constructi onm mm;m“ﬂiﬂ”"l ,.
library is achieved with the aid of &P 206i848Blect or capabl e ®f express

the protein encoded in the inserted cDNA, nore especially by plasm ds of

the pEX type. 121 Pro dur e or di 1. characte

that a bacterial ~ '819'"?'}81\2,%%’ e"@@qq dtefvgl%'q‘a?ﬁ)' daﬁzg}"%h @EE‘&@PW@J‘%@ meb'bﬁ"
23S o e Anef o g?a‘ iy Ao &Este,% Qo A}senr\ﬁeﬁtem' B bR, Bl (3
Procedure accordin JE@ om'a"t OP%H‘I %F %E ‘ gr'acterl edniemedt
that a screening. Oﬁt e GrpWhn lohdBrdhdén 'Aﬁuk%%fn'cﬁéjreﬁ}rﬁbmuﬁémﬁo& é&%hibﬁn%%elcﬁé"&én‘
villin antibody sughviiisspezifkehehidaakhai@nt | body directed against intact
porcine villin, then one or nore nonoclonal antibodies which recognize

epi t opes | OC 8. QbrtirFont g @hdphich @0,ndadaich ! geRérmBeictinet, 1IR3 B8H Afbdl QAer SONA-BGK GRMHIRY
W th the asd ofeired Eiofierlyeterion | bewirid i) dyr dagu Geighet ist, rdad GarctiiGié YindetligheOsDRNA doylierte
secondary Scr eeRnteigzwexpiingeram disbesondpre ImitcHiltervan Plasntiddn@dy/ Typs pEXar ti cul ar a

pol ycl onal anti body directed against the COOHterm nal fragment of chicken
villin. 14/ @-dfdahraaetminserudiDiUederclr dastumhciokennieictingtide mari dinen Bakierienstamm des
characteri zed iTyrs hepli jinsbesendere &. eolicpob £138anit Kilfayon frekpmbinanigh y@«mwelqmeina@myas
direct ed dgai nstteiminalpdinde figs|Hupman-\fling-cogiprends uylecrﬂéwavenammqbwyar\qiomm ed

agai nst the COOH term nal peptide of chlcken villin and with the two

monocl onal  aff |‘{§Bﬂ‘i’%‘s“a6‘1 pinam dey Agspriighe (10 biecip, dadurgh goke ?'F'ng'é a8 man ein Screening

der cDNA-Bank mit Hilfe eines polyklonalen Anti-Villin-Antikbrpers, e eines gegen intaktes Schweine-
\ Villin gerichteten polyklonalen Antikdrpers, und dann mit einem oder mehreren monoklonalen Antik&r-
N 20 pern, die in dem COOH-terminalen Bereich vorliegende Epitope erkennen, bewirkt, wobei das Scree-
ning mit Hilfe der polyklonalen Antik&rper mit Vorteil von einem sekundéren Screening mit Hilfe eines
weiteren polyklonalen Antikdrpers gefolgt wird, insbesondere mit Hilfe eines gegen das COOH-

terminale Fragment des Hihner-Villins gerichteten polyklonalen Antikdrpers.

25 14. Herstellung eines Kions, der eine dem Human-Villin entsprechende cDNA trigt, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man am Ende des Verfahrons gem#B8 Anspruch 10 einen Klon selektioniert, der
spezifisch mit dem gegen das intakte Villin gerichteten polykionalen AntikSrper, mit dem gegen das
COOH-terminale Peptid des Hihner-Villins gerichteten polyklonalen AntikGrper und mit den beiden

Y, gegen die COOH-terminalen Epitope gerichteten monoklonalen Antikbrpern reagiert.
30
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