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Muuntuneet CD44-pintaproteiinit, niitd koodaavat DNA-sekvens-
sit, nditd proteiineja tunnistavat ja niiden kanssa reagoivat
vasta-aineet sekd niiden kdyttd diagnostiikassa

Varianta CD44-ytproteiner, DNA-sekvenser som kodar f&ér dem,
antikroppar, vilka identifierar och reagerar med dessa protei-

ner samt deras anvandning i diagnostik

Keksinndén kohteena ovat muuntuneet CD44-pintaproteiinit, n&i-
den proteiinien muuntuneita determinantteja tunnistavat ja
niiden kanssa reagoivat vasta-aineet sek3d menetelmdt niiden
valmistamiseksi, edelleen nditd& muuntuneita proteiinikappa-
leita koodaavat DNA-sekvenssit seka ndiden proteiinien tai
niiden osien tai niitd vastaan vaikuttavien vasta-aineiden

kayttd kasvaimien etdispesdkkeiden diagnostiikassa.

Pahanlaatuisten kasvainsolujen varsinainen hengenvaarallisuus
johtuu niiden kyvystd muodostaa etdispesdkkeit&d. Alkuperdiset
prim&drikasvainsolut saavat tamdn ominaisuuden luultavasti
lukuisten, kasvaimen kehittymisen aikana tapahtuvien muutosten
seurauksena. Naiden tapahtumien tuloksena alkuperiisestd kas-
vainmassasta irtoaa jatkuvasti sy®&p&solumuunnoksia, Jjotka
tunkeutuvat solun ulkopuolisen matriisin 1l&pi ja kulkeutuvat
imujdrjestelmdsn tai verenkiertoon. N&md etdispesikkeitd muo-
dostavat, usein toisiinsa liimautuneet sydpdsolut siirtyviat
verenkierto- tai imujérjestelmdssd ja poistuvat suonijérjestel-
masta muissa paikoissa, joissa ne tunkeutuvat toisiin kudok-
siin tytdrkasvaimia muodostaen (yleiskatsauksia julkaisuissa
Hart et al., 1989; Nicolson, 1987). Etadispesdkkeiden muodostu-
minen edellytt&& lukuisia vuorovaikutuksia kasvainsolujen ja
solujen vdlisen matriisin tai muiden solujen v&1illa. L&hes
kaikissa ndissd vuorovaikutuksissa tarvitaan solun pintakompo-
nentteja kuten esimerkiksi reseptoreita matriisia ja laminaa
varten, pintaan sitoutuneita proteolyyttisid entsyymeji sek&
solun tarttumismolekyylej&, mukaan lukien ne molekyylit, jotka
aiheuttavat elinspesifistd tarttumista ja jotka johtavat ndin
ollen siihen, ettd et&ispesikkeitid muodostuu herkemmin tiet-
tyihin elimiin, t&man lisdksi kasvutekij®itd sekid kasvuteki-

.joéiden reseptoreita.
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Tunnettua on se, ettd rotassa esiintyvdstd BSp73-kasvaimesta
perdisin olevien, etdispesdkkeitd muodostavien ja niitd muodos-
tamattomien kasvainsolujen kalvoproteiinit erocavat toisistaan,
mikid on osoitettu vasta-ainereaktiolla (Matzku et al., 1983 Jja
1989).

Timan Jjilkeen on todettu, ettd etdispesdkkeitd muodostavat
BSp73ASML-kasvainsolut sis&ltédvdt sellaista pintaproteiinia,
joka vastaa osittain tunnettua, 1lymfosyyttien tarttumiseen
sekid solu-solu- 3ja solu-matriisi-vuorovaikutukseen osallistu-
vaa glykoproteiinia (ihmisen normaaleista glykoproteiineista
kdytetddn merkitd& CD44, Hermes-1, hiiren vastaavista: Ppg-l
ja rotan vastaavista HEBFln). T&mé@ uusi poikkeava eli muuntu-
nut CD44-pintaproteiini eroaa kuitenkin n#8istd@ tunnetuista
sekvensseistd 154 aminohappoa k&dsittdvdn, solun ulkopuolisen
alueen (SUA) suhteen, Jjoka alue on sijoittunut ihmisen CD44-
sekvenssissd 220. ja 237. aminohapon valiin (vastaavasti hii-
ren sekvenssissid 224. ja 239. aminohapon valiin). T&ma& uusi
glykoproteiini ndyttda olevan hyvin merkittavad solu-matriisi-
tai solu-solu-sitoutumisen kannalta etdispesdkkeiden muodos-
tuessa. N&in ollen t#min proteiinialueen (SUA) valmistus Ja
sen tunnusomaisten piirteiden selvittiminen ovat oheisen kek-
sinndn erids tehtivia. Pernasoluja, jotka muodostavat muuntuneen
Ch44-pintaproteiinin SUA: ta vastaan vaikuttavia vasta-aineits,
tuotettiin immunoimalla hiirid BSp73ASML:sta saaduilla kalvop-
roteiineilla. Ne fuusioitiin myeloomasoluihin Kdhler:in mene-
telmalla (1981) polyetyleeniglykolia kdyttéden pysyvien viljel-
mien aikaansaamiseksi. T&t& uutta proteiiniosaa SUA spesifises-
ti vastaan vaikuttavia vasta-aineita saadaan kloonaamalla ja
valikoimalla ne viljelmit, Jjoiden tuottamat vasta-aineet rea-
goivat BSp73ASML: n kanssa, mutta eivat kuitenkaan reagoi etdis-
pesikkeitd muodostamattoman perusmuodon BSp73AS: n kanssa eivat-
ki mydskidn muiden, kasvaimia aiheuttamattomien rottasolujen
kanssa. Muita tutkimuksia varten valittiin monoklonaalinen
vasta-aine, joka viarjaad BSp73ASML-soluja erityisen voimakkaas-
ti immunofluoresenssikokeessa, Jja Jjosta kéytetaan merkintaa
mAbl. 1ASML (mAb = monoklonaalinen vasta-aine).
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Westernblot-kokeessa BSp73ASML-solujen proteiinihydrolysaatis-
ta voidaan ma&ritt&a mAbl. 1ASML:11d8 4 proteiinivydhykett3,
joiden molekyylipainot ovat 120 000, 150 000, 180 000 ja
200 000, kun taas rotan fibroblastisolujen ja rotasta perdisin
olevien, etdispesdkkeitid muodostamattomien kasvainsolujen
uutteet eivét tuottaneet merkittdvdid reaktiota. Vield el olla
kyetty m&Arittdmd&dn sitd, johtuvatko n&m& kokoerot erilaisista
alkuperaisistd aminohapposekvensseistd vai proteiineissa jil-
kikdteen tapahtuneista, voimakkuudeltaan erilaisista muokkautu-
misista. Joka tapauksessa vasta-aineen tunnistama epitooppi on
ldsnd ndissd kaikissa 4 proteiinilajissa, sen puuttuessa ver-
tailuna kaytetyistd proteiineista, Jjotka oli saatu etdispesik-
keitd muodostamattomista BSp73AS-soluista tai normaaleista
rottasoluista.

Pintaproteilinin SUA: ta koodaavien cDNA-sekvenssien eristiminen

Monoklonaalista vasta-ainetta mAbl. 1ASML kdytettiin SUA:ta
koodaavien cDNA-sekvenssien l6ytamiseksi Dbakteeriperdisesti
ilmentdmiskirjastosta. Taméd kirjasto muodostettiin BSp73ASML-
soluista perdisin olevan polyA+ RNA:n ja pEX-vektorijdrjestel-
man avulla (Stanley & Luzio, 1984). Naiden cDNA-sekvenssien
koodaamat tuotteet ilmaistaan B-galaktosidéasi—fuusioproteii—
neina vasta-aineiden avulla. T&ll4 tavalla eristetty, monoklo-
naalisen vasta-aineen 1.1ASML suhteen positiivinen cDNA-kloo-
ni, josta kdytetddn nimitystid pEX34, ki#sittid3 167 nukleotidin
pituisen cDNA-sekvenssikappaleen. Sitten tdtd cDNA-kappaletta
kdytettiin hyvdksi vektorissa pSP65, Jjoka sekin oli saatu
BSp73ASML-RNA: sta, l&sndolevan suuremman cDNA-kirjaston tutki-
miseksi. ©Erdstd ndistd t&l14 tavalla eristetyistd klooneista,
pM66, kAytettiin sitten, niinkutsuttua "aluke"-pidennysta
(lahtdoligonukleotidi) Jja polymeraasi-ketjureaktiota (PCR)
apunakdyttden, tdysipituisen cDNA-kloonin pMeta-1 eristdmi-
seen. Osoitus tédydestd pituudesta saatiin alukepidennyksen
(3207 nukleotidia) avulla. Kolineaarisuus BSp73ASML-kasvai-

mesta perdisin olevan RNA:n kanssa todettiin RNaasi- ja Si-
suoja-analyysilla.
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cDNA-sekvenssien eristdminen bakteereissa toteutetulla ilmen-
timiselld ja vasta-aineen avulla tunnistamalla osoittaa, etta
vasta-aine tunnistaa primdarin aminohapposekvenssin pintapro-

teiinin SUA: han kuuluvan primddrin aminohapposekvenssin.

SUA: ta koodaava l&hetti-RNA ilmentyy BSp73ASML-soluissa, mutta
el BSp73AS-soluissa

cDNA-klooneista muodostettiin kolme erilaista sekvenssikoetin-
ta spesifisten ldhetti-RNA-molekyylien osoittamiseksi hybridi-
saatiolla. Koetin A peitti#d sen cDNA-alueen, Jjohon SUA on
koodautunut (asemat 941-1108). Koetin B edustaa asemien
1403-1572 valisia sekvenssejd Jja koetin C kdsittdd pMeta-1:n
alusta asemaan 794 ulottuvia sekvenssejd (kuvio 1). BSp73-kas-
vainsolulinjojen poly A+ RNA erotettiin elektroforeettisesti
ja analysoitiin RNA-siirtohybridisaation avulla. Nelj& niista
solulinjoista, jotka eivdt muodosta etdispesdkkeitd, ei sisédl-
13 sellaista RNA:ta, joka on homologinen koettimen A suhteen,
kun taas etédispesakkeita muodostavista kasvainsoluista
BSp73ASML perdisin olevat RNA-molekyylit reagoivat voimakkaas-
ti. Koetin A tunnistaa té&stéa RNA-preparaatista alueella
2,2-3,3 kb olevien erikokoisten RNA-molekyylien heterogeenisen
seoksen sekd vyhden suuremmaﬂ, 4,9 kb:n suuruisen RNA-lajin.
Monoklonaalisen vasta-aineen 1. 1ASML tunnistamien spesifisten
kalvoproteiinien ilmentyminen yvksinomaan etdispesékkeita muo-
dostavissa kasvainsolumuunnoksissa Jjohtuu ilmeisesti wvastaa-
vien SUA: ta koodaavien ldhetti-RNA-molekyylien erityisesta il-
mentymisesta. Ilmeisesti tiydellinen cDNA-klooni pMeta-1,
jonka suuruus on 3,2 kb, el kykene edustamaan tdmdn RNA-lajin
kaikkia sekvenssejd. Se voi esittdi vain yhtd lajia eri ko-
koisten RNA-molekyylien heterogeenisesta seoksesta. Koettimil-
la B ja C saadaan sama hybridisaatiokuvio kuin koettimella A
BSp73ASML RNA: n erotuksessa, ainakin gsiinid miAdrin kuin mita
taman heterogeenisyyden puitteissa voidaan todeta, toisin
sanoen nimi RNA-lajit kasittivdt sekvenssejd, jotka taydenté-
vit kaikkia kolmea koetinta A, B ja C. Toisin kuin koetin A
koetin B ja C tunnistavat myds l1ihetti-RNA-lajeja etdispesak-
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keitd muodostamattomissa solulinjoissa. NiZm3 RNA-koot eroavat
kuitenkin selvdsti BSp73ASML-soluissa esiintyvista pituuksis-
ta, silld neljd selvasti erottuvaa ldhetti-RNA-lajia voidaan
osoittaa, joiden 1l&hetti-RNA-molekyylien pituus on 1,5, 2,0,
2,9 ja 4,3 kb. Vaikka nditd RNA-lajeja wvoikin olla piilossa
BSp73ASML-soluista peréisin olevien RNA-molekyylien heterogee-
nisessa seoksessa, niin kuitenkin on varmaa, ettei niiti esiin-
ny samanlaisena mddr&nd BSp73ASML-soluissa. Ratkaisevaa on se,
ettd koetinta A tdydentdvdt RNA-sekvenssit puuttuvat ilmeises-
ti tédydellisesti soluista, jotka eividt muodosta etdispesiakkel-
td. T&madn perusteella voidaan siis vet#i se varovainen johto-
paatds, ettd koettimien A, B ja C sekvenssit ovat lisni samois-
sa RNA-molekyyleissd etdispesdkkeitd muodostavan kasvaimen ta-
pauksessa siten, ettd ik3inkuin koettimen A sekvenssit olisi-
vat Jjatkostuneet B-C-positiivisiin RNA-molekyyleihin ja ik&aan-
kuin tatd vaihtoehtoista jatkostumistapahtumaa esiintyisi wvain
etdispesékkeitd muodostavassa solulinjassa.

Sl-nukleaasi- 3ja RNaasi-suoja-analyyseja tehtiin RNA:n ja
CDNA: n védlisen kolineaarisuuden osoittamiseksi ja BSp73AS- ja
BSp73ASML-soluista perdisin olevien RNA-molekyylien v&lisen
erilaisuuden analysoimiseksi. Suojatut DNA- tai RNA-kappaleet
voivat olla vain kokopituutta lyhyempid, koska 5’ -pddt sisdl-
tavat vektorisekvenssejé, jotka eivdt kykene hybridisoitumaan
kasvainsoluista perdisin olevien RNA-molekyylien kanssa. Ensin
tarkastellaan 3’ -puolen siirtymikohtia: siirtyméd sekvensseis-
td, joilla on homologiaa koettimen A kanssa, sekvensseihin,
joilla on homologiaa koettimen B kanssa. Kummallakin teknii-
kalla BSp73AS-soluista todetaan yksi ainoa RNA-laji, joka on
koettimien kanssa kolineaarinen laajalla alueella. Siita 5’ -
suuntaan cDNA- tai RNA-koetin, joka vastaa BSp73ASML-soluista
saatuja RNA-sekvensseji, erocaa BSp73AS-soluista perdisin ole-
vasta RNA:sta. BSp73ASML-soluista perdisin olevat RNA-molekyy-
lit sis&dltavat ennen kaikkea sekvensseja, jotka suojaavat koet-
timien suurempia kappaleita. Suurimmat kappaleet vastaavat suo-
Ja-analyysiin tarjottujen DNA- tai RNA-kappaleiden tayttid pi-
tuutta. Myds pienempid kappaleita voidaan osoittaa. Koska RNA-
siirtohybridisaatiot ovat paljastaneet erikokoisten RNA-mole-
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kyylien heterogeenisen seoksen, niin mahdollista on se, ettd
nimi pienemmit suojatut kappaleet osoittavat RNA-lajeja, jotka
poikkeavat cDNA:sta Jjostain muusta kohdasta, eli kohdista,
jotka sijaitsevat aikaisemmin osoitetun poikkeamispisteen Jja
tarjottujen koettimien 5’ -pddn valiss8. MyOskddn naitd RNA-
lajeja ei kyetd osoittamaan BSp73AS-soluista.

Seuraavaksi tarkastellaan 5’ -puolella olevaa poikkeamispistet-
tid eli siirtymd#3 koettimen C kanssa hybridisoituvista sekvens-
seistid sekvensseihin, Jjotka hybridisoituvat koettimen A eli
SUA: ta koodaavan sekvenssin kanssa. Analyysi tuottaa vastaavia
tuloksia 5’ -murtopisteelle. BSp73AS-soluista perdisin olevat
RNA: t voivat suojata tarjottuja koettimia vain pienelld alu-
eella. BSp73ASML-soluista perdisin olevat 1lahetti RNA:t suo-
jaavat pitempid kappaleita. Ne ovat nimittdin kolineaarisia
tarjottujen koettimien koko pituuden suhteen. Niinpad voidaan
paatells, ettd cDNA-klooni pMeta-1 -edustaa sekvenssejd, Jjotka
korostuvat etdispesdkkeita muodostavissa kasvainsoluissa
BSp73ASML. 3'- Jja 5" -alueita todetaan myds BSp73AS-soluista
perdisin olevista RNA-molekyyleistd. SUA:ta koodaavat sekvens-
sit, joiden k#sittdmat siirtymékohdat voidaan kartoittaa ndil-
14 edelld kuvatuilla tekniikoilla, osoittavat, ettd vaihtoeh-
toisen jatkostusmekanismin -“on esiinnyttéva RNA-muodostuksessa.
SUA-sekvensseihin johtavien siirtymdkohtien 5' - ja 3’ -murtopis-
teet on esitetty kuviossa 1 nuolilla.

Monoklonaalinen vasta-aine 1.1ASML tunnistaa glykoproteiinin
CD44 er#ddn muuntuneen muodon

Rakennetietojen saamiseksi pintaproteiinista kaikkien kloonat-
tujen cDNA-molekyylien sekvenssi on midritetty. Tdysipituisen
kloonin pMeta-1 nukleotidisekvenssi ja siitd pé&dtellyt amino-
happosekvenssit on esitetty kuviossa 2. Taysipituinen cDNA-
klooni kisitt#i 3207 nukleotidid. 3’ -péitteessd on polyA-paa,
kaksi ylimddrdista polyadenylointisignaalia sijaitsee asemissa
2288 ja 1743. Ensimmdinen ATG-kodoni sijaitsee konsenssi-aloi-
tussekvenssin jilkeen ja avaa 1509 nukleotidi& k&sittdvén, 503
gminohappoa vastaavan lukukehyksen. Kuten kalvoproteiinin
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tapauksessa onkin odotettavaa, ensimmdiset 21 aminohappoa ovat
hydrofobisia ja esittdvat signaalipeptidii. Tahin saakka mi-
td&n osaa ndistd sekvensseistd ei 16ydy tietokannoista. Kek-
sinnén puitteissa todettiin kuitenkin sekvenssihomologiaa
verrattuna vdhdn aikaa sitten julkaistuihin tietoihin lymfo-
syyttien Homing-reseptorista CD44 (tai vastaavasti Pgp-1)
(Idzerda et al., 1989; Goldstein et al., 1989; Stamenkovic et
al., 1989; Nottenburg et al., 1989; Zhou et al., 1989). Niami
homologiat rajoittuvat tiukasti cDNA:n 5/ - ja 3’ -0siin, luke-
matta Jj&&neet alueet mukaan lukien, ja ne paittyvat jo edella
mainittuihin, BSp73AS ja BSp73ASML RNA-sekvenssien v3lisiin
poikkeamispisteisiin. Koko poikkeamispisteiden vilinen patka
(esitetty kuviossa 2 varimerkinndlli), eli etdispesdkkeille
spesifistd SUA:ta koodaavan sekvenssin koko patkad, el ole
léasna Pgpl- eikd CD44-sekvensseissd. Etdispesidkkeille spesifi-
nen glykoproteiini on ilmeisesti CD44-glykoproteiinin muunnos.
Se kdsittdd nimittdin 156 aminohaposta koostuvan, ylimaddrai-
sen, solun ulkopuolisen domeenin ja ndin ollen 410 aminohappoa
késittavén laajentuneen, solun ulkopuolisen alueen (vdhennetty-
nd 21 aminohaposta koostuvalla signaalipeptidilla) verrattuna
270 aminohaposta (myds v&hennettyna signaalipeptidilld) muodos-
tuvaan muuttumattomaan CD44-glykoproteiiniin. Etdispesdkkeitd
muodostamattomista BSp73AS-soluista 18ytyy kuitenkin tamén
CD44-perheen muuntumattomia muotoja. N#iden BSp73AS-RNA-mole-
kyylien cDNA-sekvenssit on my&s kloonattu, ja samanlaisuus
etdispesdkkeille spesifisten kloonien kanssa ylimd&raisen
domeenin ulkopuolella on osoitettu.

CD44-muunnoksen dilmentyminen ja etdispesikkeiden muodostamis-
kyky korreloivat keskenH#in

Keksinnén puitteissa tutkittiin rotan isogeenisten kasvainso-
lulinjojen toista sarjaa, nimittiain maitorauhaskarsinoomajir-
jestelmdn 13762 NF kasvainsolulinjoja (Neri et al., 1982),
milla pyrittiin selvittdméin, ilmentyvdtkd muuntuneet CD44-gly-
koproteiinit poikkeuksetta BSp73ASML-soluissa Jja liittyvatkd
ne ndiden solujen kykyyn muodostaa etdispesdkkeitd vai yleises-
ti etdispesdkkeiden muodostumiseen. Tassi tutkimuksessa emokas-
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vaimesta johdettuja solulinjoja, eli MTPa-, MTC-, MTF7- ja
MTA-soluja (ryhm& 1) verrattiin imusolmukkeista tai keuhkoissa
esiintyvistd etéaispesdkkeista saatuihin solulinjoihin eli
MTLy-, MTLn2-, MTLn3-soluihin (ryhma 2). Ryhman 1 solut ilmen-
tivat olennaisesti normaalia CD44-kuviota, joka on BSp73AS-so-
luista perdisin olevien RNA-molekyylien kaltainen, koettimella
B hybridisoitaessa. Sitd@ vastoin koettimella A saadaan osoite-
tuksi pieni m&&rd sekavaa RNA-massaa, jonka koko on noin 2,5
kb. Toisaalta ryhmdan 2 kuuluvilla soluilla on tdysin erilai-
nen RNA-kuvio. Molemmat koettimet A ja B hybridisoituvat suu-
rempiin RNA-lajeihin. Namd koot ovat samankaltaisia kuin
BSp73ASML-soluista osoitetut koot . Tami samankaltaisuus varmis-
tetaan my®ds RNaasi- ja S1-suoja-analyysein. Naiden tulosten pe-
rusteella paatellddn, etta RNA:n jatkostumiskuvion muuttuminen
ja CD44-muunnoksen ilmentyminen 1liittyvéat jollakin tavalla
etaispesidkkeiden muodostumiseen, ja ettd tam& syntynyt kuvio
niissa etdispesikkeitd muodostavissa maitorauhaskarsinooman
soluissa vastaa laheisesti edella etaispesékkkeitd muodostavan
BSp73ASML-solulinjan yhteydessd kuvattua kuviota. Suurimolekyy-
liset, vasta-aineen avulla tunnistetut proteiinit vastaavat
kumpaakin suurimolekyylista proteiinilajia, jotka on osoitettu
BSp73ASML-uutteista. Tasti maitorauhaskasvainsarjassa todetaan
siis samoin RNA-lajien ja suurimolekyylisten proteiinien etais-
pesidkkeille spesifista ilmentymistd. Sen, etta ryhméstad 1 eli
niinkutsutuista emidsolulinjoista 18ydetddn ylipaataan sellais-
ta RNA:ta, joka hybridisoituu koettimen A eli SUA:ta koodaavan
sekvenssin kanssa, ja ettd eraan proteiinin, jonka molekyyli-
paino on 100 000 Daltonia, heikko varjdytyminen voidaan todeta
vasta-aineen avulla, katsotaan johtuvan siitd, ettd ryhmdédn 1
kuuluvilla soluilla on myds vahaista kykya muodostaa etaispe-
sikkeitd toisin kuin alkuperéisella kasvainsolulinjalla
BSp73AS, jolla ei ollut lainkaan etaispesdkkeiden muodostumi -

seen johtavaa kayttdytymista.

Monoklonaalinen vasta-aine 1.1ASML tunnistaa etdispesikkeiden

muodostumisen rotassa

-Er&4assi koesarjassa etéispesékkeiden.muodostamiseksi kasvainso-
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lulinjan BSp73ASML soluilla isogeenisissa rotissa rottiin
injektoitiin ihon alaisesti nditd soluja ja eri ajanhetkilli
monoklonaalista vasta-ainetta 1.1ASML vatsaontelon sisiisesti
kahden. . .kolmen vuorokauden vidlein ennen kasvainsolujen anta-
mista ja sen jalkeen. Tamé&n immunologisen kokeen puitteissa
maaritettiin myds se, milld tavalla rotan immuunivaste injek-
toidulle vasta-aineelle kehittyi. El&dimissd kehittyi nimitt&in
antihiiri-imunoglobuliinivasta-aineita sekd anti-idiotyyppi-
vasta-aineita. Tastd koesarjasta saatiin tulokseksi se, ettd
1.1ASML-injektiot hidastivat huomattavasti kasvaimen kiinnikas-
vamista ja etdispesdkkeiden muodostumista. Tamin viividstymisen
kinetiikasta voidaan vet&&d se johtopdidtds, ettd vasta-aine
hairitsee jotakin etdispesdkkeiden muodostumiseen 1liittyvaa
primddria prosessia. Tamd@ koe osoittaa, ettd vasta-aineen
tunnistamalla proteiinirakenteella, joka sijaitsee etdispesak-
keita muodostavien solujen pinnalla, on jokin merkitys etdispe-
sdkkeiden muodostumisessa ja diagnoositavoitteet ovat realis-

tisia.

Rotan cDNA:n SUA:ta koodaavan sekvenssiosan suhteen homologi-

sen ihmissekvenssin eristaminen

Viljelmdnd olevien, ihmisestd saatujen kasvainsolujen tapauk-
sessa el luonnollisestikaan ole ilman muuta mahdollista sel-
vittda, rottajadrjestelmissi toteutetulla tavalla, onko soluil-
la vield etaispesdkkeiden muodostumista aiheuttavia ominaisuuk-
sia. Immuunivajailla hiirilla toteutettujen kokeiden perusteel-
la voidaan vet&3d vain hyvin rajoitetusti paatelmia kyvysta
muodostaa etdispesdkkeitd ihmisessd. Tastd syystd suhteellisen
monista kasvainsolulinjoista, joista on tehty viljelmid Jjo
kauan aikaa sitten jossain pdin maailmaan, oli selvitettavai,
ilmentyikd niissi sekvenssejé, joita voitiin osoittaa oheisen
keksinnén puitteissa rotan etdispesidkkeistd. Keksinndn puit-
teissa onnistuttiin ldéytdm&&n yksi tillainen kasvainsolulinja.
Se on perdisin ihmisen suurisoluisesta keuhkosydvasta, Jja
sille on annettu numeroksi LCLC97. Tastid kasvainsolulinjasta

voidaan osoittaa kolme mi&rittyd RNA-lajia (koot: 5,5, 3,4 ja

-2,8 kb), Jotka kayttaytyividt tdysin niiden RNA-molekyylien
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tavoin, joita RNA-molekyylej& on voitu osoittaa rotasta perdi-
sin olevista, et&ispesidkkeitd muodostavista kasvainsolulin-
joista. Ne hybridisocituvat nimittdin sekd koettimeen A etta
mydskin koettimiin B ja C, mikd tarkoittaa sitd, etta myds
nami ihmisesta saadut RNA-lajit ovat laajoilta alueilta saman-
laisia kuin cDNA pMeta-1-klooni (85-prosenttisesti).

Monoklonaalinen vasta-aine 1.1ASML ei reagoinut kuitenkaan
taman kasvainsolun kanssa, toisin sanoen vasta-aineen tunnis-
taman proteiiniosan on erottava antigeenideterminanttien alu-
een suhteen niistd proteiineista, joita esiintyy ihmisesta pe-
raisin olevan kasvainsolun pinnalla. Reagoimattomuuteen riitta-
vat jo pienimmitkin poikkeamat vasta-aineiden suuresta spesifi-
syydestd johtuen. Tatd ihmisen kasvainsolua LCLC97 kéaytettiin
nyt pelk&stdan cDNA-kirjaston muodostamiseen. Rotta- ja ihmis-
sekvenssien vidlisen suuren yhtdpitdvyyden perusteella voitiin
eristdid yksi cDNA-klooni, jolla oli homologiaa koettimeen A.
Ihmisen cDNA:n sekvenssi méiritettiin. Kuviossa 3 (a,b) on
esitetty primidriketju ja siita péatelty aminohapposekvenssi.
Voidaan todeta, ettd rotta- ja ihmissekvenssit ovat keskendan
samanlaisia laajoilla alueilla. Tama ihmissekvenssi sekd siita
paatelty aminohapposekvenssi ovat samoin oheisen patenttijul-

kaisun kohteina.
Suoritusesimerkit

Solut ja vasta-aineet

Tutkimuksissa kaytettiin seuraavia kloonattuja Bsp-solulin-
joja: BSp73 14ASML-1 ja 10AS-7, joita pidettiin viljelmissa
julkaisussa Matzku et al., (1983) kuvatulla tavalla; lisaksi
julkaisussa Neri et al., (1982) kuvatut maitorauhassydévan

solulinjat.

BSp73 ASML-kalvoproteiineja tunnistavia monoklonaalisia vasta-
aineita valmistettiin immunoimalla Balb/c-hiirid. Sen jalkeen,
kun immunoidun hiiren  pernasolut oli eristetty, ne

fuusioitiin Ag8-myeloomasoluihin niiden saamiseksi kuolemat-
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tomaan muotoon, kayttden Kdhler:in (1981) menetelmi3i monoklo-
naalisten vasta-aineiden valmistamiseksi. T&113 tavalla saadut
hybridomasolut seulottiin sellaisten solujen 1ldéytadmiseksi,
joiden solujen tuottama vasta-aine vaikutti spesifisesti
BSp73ASML-soluja vastaan, ei kuitenkaan BSp73AS-soluja eiki
rotan normaaleja fibroblastisoluja vastaan. TiEsmiallinen menet-
telytapa on kuvattu julkaisussa Matzku et al. (1989).

Toivotulla tavalla spesifistd monoklonaalista vasta-ainetta
(mAk) tuottavien hybridomasolujen annettiin lis&&ntyi kudosvil-
jelmassd 3Jja viljelyalustaan erittynyt mAk viakevditiin voimak-
kaasti ammoniumsulfaatilla saostamalla ja pylvdskromatografiaa
apunakdyttden (proteiini A-Sepharose ja MonoQ) ja sitd kéytet-
tiin t8ssd muodossa oheisissa tutkimuksissa. Eris niisti vasta-
aineista on mAkl. 1ASML.

Immuunifluoresenssi

Muuntuneen CD44-molekyylin osoittamiseksi erilaisten kasvain-
solujen pinnalta ndmé& solut siirrettiin viljelm#&n, ne pestiin
fosfaatilla puskuroidulla keittosuolaliuoksella (PBS) ja niita
inkuboitiin 1.1ASML:n kanssa 30 miﬁuuttia 40 'C:n l&mpdtilas-
sa. Sekundadrisend vasta-aineena sitoutumisen osoittamiseksi
kdytettiin rodamiiniin kytkettyd kaniinin anti-hiiri IgG:tid 3Ja
havainnot tehtiin fluoresenssimikroskoopilla.

cDNA-ilmentdmiskirjastojen muodostaminen ja immuuniseulonta

BSp73ASML-soluista perdisin olevan polyA+ RNA:n alukkeena
kaytettiin oligo (dT):t& ja koostumukseltaan erilaisia heksa-
nukleotidejd, Jja cDNA:n ensimmdinen juoste syntetisoitiin
AMV: std saadun kddnteiskopioijaentsyymin avulla. c¢DNA:n toinen
juoste valmistettiin E. coli DNA-polymeraasi I:n RNaasi H:n ja
E. coli-ligaasin avulla, minkd jilkeen kaksijuosteisen cDNA:n
pddt korjattiin T4 DNA-polymeraasin avulla. Vektorit pEX1, 2
ja 3 (Stanley ja Luzio, 1984), jotka tekeviat mahdolliseksi
cDNA: n fuusioimisen kolmeen erilaiseen lukukehykseen, avattiin
Smal-restriktioendonukleaasilla ja 1ligatoitiin cDNA:n kanssa
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(T4 DNA-ligaasi). Kyvykkd@&t E. coli DHS-bakteerit (pCI857),
jotka tuottavat l&mpdtilaherkkdaa repressoria, transfektoidaan
PEX-cDNA-muodosteella ja niitd viljelldan nailonsuodattimilla.
LampStilaherkin repressorin RCI857 geeni sijaitsee plasmidissa
pCI857, joka sopii yhteen pEX-plasmidien kanssa. 1Ps-promootto-
ri, joka ohjaa fuusioproteiinien synteesid, ei toimi 28 "C:n
lampdtilassa. Kun l&mpdtila nostetaan arvoon 42 "C CI-repres-
sori inaktivoituu 3ja B-galaktosidaasi/ASML-fuusioproteiinien
synteesi kdynnistyy erittdin voimakkaana. Sitten suodattimien
p4dlla olevat, l&mmdn avulla indusoidut bakteripesakkeet dena-
turoidaan kloroformihdyrylld, sitten niitd@ inkuboidaan PBS-
liuoksessa, joka sisdltdd 3 % kuivamaitojauhetta, lysotsyymid
ja DNaasia: Naille nailonsuodattimille kiinnitettyj& bakteeri-
perdisia fuusioproteiineja inkuboidaan nyt mAkl. 1ASML: n
kanssa, epispesifisesti sitoutunut mAk ' pestddn pois, minka
jadlkeen sitoutuminen osoitetaan kdyttédméalla sekundddrisend vas-
ta-aineena *23I-merkittyd kaniinin anti-hiiri-IgG:td. Auto-
radiografian jalkeen alkuperdiselta bakteerisuodattimelta
eristettiin positiivisia klooneja, jotka analysoitiin pédpiir-
teissééin. Eris Xxlooni, 3jonka syntetisoima fuusioproteiini
reagoi spesifisesti 1. 1ASML:n kanssa, oli pEX34. Bakteerikloo-
nin sisdltimid pEX-plasmidi k&sittaa 167 nukleotidin pituisen
cDNA: n, johon on koodautunut mm. epitooppi (tai antigeenideter-
minantti), jolla mAkl. 1ASML on spesifinen.

Taysipituisen cDNA mMeta-1:n eristiminen tapahtui sitten stan-

dardimenetelmien mukaisesti.

Rottien immunointi maAkl. 1ASML:11&

BDX-rottiin, jotka ovat syngeenisid BSp73-kasvainsolujen suh-
teen, injektoitiin ihonalaisesti tai vatsaontelon siséisésti
mAk1l. 1ASML: 83 (liitettynid keyhole limpet-nilvidisen hemosya-
niiniin) yhdessd Freund:in téydellisen apuaineen kanssa. En-
simmiainen injektio annettiin (k&pé&lén rasvakerrokseen) 10, 7
ja 3 vuorokautta ennen BSpASML-solujen injektointia, seuraavat
injektiot annettiin sitten 3, 7, 11, 14 Jja 21 vuorokautta
tAmAn jalkeen. Rotat tapetaan 28 vuorokauden kuluttua, eri
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imusolmukkeet erotetaan, punnitaan 3ja keuhkoissa esiintyvit,
makroskooppisesti ndkyvat etaispesdkkeet lasketaan.

Muuntuneiden CD44-pintaproteiinien ilmentymisen ja etdispesik-

keiden muodostamiskyvyn vdlinen riippuvuus

Toista rotan kasvainsolulinjojen Jjoukkoa, joka oli saatu
13762NF-maitorauhaskarsinoomasta (Neri et al., 1982), tutkimal-
la pyrittiin selvittdmddn se, onko muuntuneiden CD44-glukopro-
teiinien ilmentyminen pelk&std@dn tutkitun BSp73ASML-solulinjan
ominaisuus, vai voidaanko tamén ilmentymisen katsoa 1liittyvén
kykyyn muodostaa etdispesdkkeitd. Lisdksi primddrikasvaimista
saatuja solulinjoja [MTPa, MTC, MTF7 ja MTA (ryhm& 1)) verrat-
tiin solulinjoihin, jotka olivat per&isin imusolmukkeissa ja
keuhkoissa esiintyvistd etdispesdkkeistd [MTLy, MTLn2, MTLn3
(ryhm&@ 2)]. CD44:std saadun RNA:n kuvio on esitetty kuviossa
4, koettimien A, B ja D vastatessa tidm3n hakemuksen sivulla ¢
sekd kuviossa 1 kuvattuja koettimia. Raikilla ryhm#&n 1 kuulu-
villa soluilla saadaan koetinta B kidyttden normaali CD44-ku-
vio. Sitévastoin ryhm&dn 2 kuuluvilla soluilla saadaan tasti
poikkeava kuvio. RNA on suurempi kuin ryhmdn 1 RNA, ja se
vastaa BSp73ASML: n RNA: ta. Pienemmdt RNA:t meneteti#in koetti-
meen D hybridisocitaessa. Kuvion loppuosasta nahdiin rotan

kummankin kasvainj&rjestelmin vilinen samankaltaisuus.

MySs koetinta A k#yttd3en saatu ryhmdn 2 RNA-kuvio vastaa
BSp73ASML: n kuviota. Koetin A ei hybridisoidu BSp73ASML:sti
perdisin olevaan RNA: han, kun taas ryhmdin 1 kuuluvilla so-
luilla saadaan pieni sekava, 2,5 kb:n RNA-vyShyke. Myds RNaa-
silla ja Sl-nukleaasilla toteutetut suoja-analyysit osoittavat
rakenteellisen samankaltaisuuden. NAiden tulosten perusteella
pilkkomiskuviossa ja muuntuneiden CD44 RNA-molekyylien ilmenty-
misessd tapahtuu muutos etdispesikkeiden muodostuessa.

Etdispesdkkeiden muodostamiskyvyn siirtiminen etdispesdkkeitd
muodostamattomiin BSp73AS-soluihin pMeta-1:t3 yli-ilmentimilli
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Muuntuneiden CD44-lajien ilmentymisen ja etdispesakkeiden
muodostumiskyvyn valinen riippuvuus kahdessa rotan kasvainsar-
jassa viittaa siihen, ettd ndilla glykoproteiineilla on syy-yh-
teyttd etdispesdkkeiden muodostumisessa. Tamdn tutkimiseksi
pMeta-1 siirrettiin BSp73AS-soluihin, mink& j&dlkeen selvitet-
tiin, muuttaako timd ndiden solujen kdyttadytymistd. pMeta-1l:n
(kuvio 2) taydellinen koodaava alue sijoitettiin SV40-promoot-
torin alapuolelle, ja tdm&8 muodoste (kaavio kuviossa 5) istu-
tettiin yhdess& PSV2neo:n kanssa BSp73AS-soluihin. T&lla ta-
valla saatiin yksittdisid G418:1le vastustuskykyisid ja pMe-
ta-1:ta ilmentdvii pesikkeitd. Kuviossa 5 on esitetty kahdesta
pesikkeestd saatu RNA-kuvio. Muuntuneelle CD44:1lle spesifisen
koettimen A hybridisaatio osoittaa noin 2,2 kb:n suuruisen
hallitsevan kopion, 3joka vastaa kokonsa puolesta pienintd
yleisintd, BSp73ASML-soluissa kopioituvaa RNA:ta (kuvio 5).
Trans formoidut solut sis&ltadvat kuitenkin t&ta RNA:ta noin

10~-kertaa enemmdn kuin BSp73ASML.

Toisenlaisia suuruusluokkia todetaan erddssa transfektoidussa
solussa (BSp73ASML-pSVMetal-14), miki saattaa riippua plasmi-
din yhdentymiskohdasta. pSV2neo—simulointisiirtoklooni (el esi-
tetty) 3ja vastaanottavat BSp73AS-solut eivét sisdlld sellaista
RNA: ta, joka olisi koetinta A taydentdvd vastine. Endogeenis-
ten normaalien CD44-kopioiden (ilman pSVMeta-l:n ylimadrédista
domeenia) havaitsemiseksi transfektanteista suodatin paljastet-
tiin Jja siihen hybridisoitiin koetin D. Lukematta jééaneen
3/ —sekvenssin timd osa ei ole lé@snad ilmentymiskloonissa (vrt.
kuvio 5). Koetin D osoittaa kaksi pédasiallista, 2,9 ja 4,9
kb:n suuruista kopiota kummankin transfektantin RNA:ssa (kuvio
5 oikea sarake), sekd vertailussa BSp73AS ettd mySskin BSp73AS-
pSVneo: ssa, jota ei olla esitetty.

Erilaisten yhtédpitédvien hybridisocintien likim3irdinen kvanti-
tointi osoittaa, ettd nd&mi transfektantit ilmentidvat noin 5
kertaa enemmdn muuntuneen CD44:n RNA:ta, Jjoka on kopioitunut
ilmentymisplasmidin avulla, kuin endogeeniset geenikopiot.
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Yli-ilmentynyt cDNA luetaan proteiiniksi. Rumpikin kuviossa §
esitetty transfektantti syntetisoi mAbl. 1ASMIL:n avulla immuu-
nivarjaytyvid proteiineja, jotka ovat nienniisesti samankokoi-
sia, nimittain 150 kDa:n kokoista pddasiallista tuotetta ja
100 kDa: n kokoista, heikompaa vyShyketta. Koska t&imA cDNA-
sekvenssi koodaa vain 503 aminohappoa k#sittividi primiirii
proteiinituotetta (vastaten noin 60 000 Daltonia), niin kaik-
kien ndkyvien vydhykkeiden on esitettdvid muokkautuneita muoto-
ja. 150 kDa:n vydhyke vhtyy muuntuneen CD44:n er3diseen muok-
kautuneeseen muotoon, Jjota ilmentyy etdispesikkeitid muodosta-
vassa solussa BSp73ASML. BSp73AS tai simulointisiirretyt
BSp73ASpSVneo-solut eivat k&sitd tAtd proteiinia. Samoin kuin
BSp73ASML-soluissakin, transfektanttien ilmentdmien solujen
epitooppil on paljaana solun pinnalla.

Jotta saataisiin osoitetuksi se, ettd muuntuneen CD44:n ilmen-
tyminen riittd3 saamaan aikaan BSp73AS-soluissa et#ispesikkei-
den muodostumiskykyd, transfektantteja injektoitiin syngeeni -
siin BDX-rottiin (spontaanin et#ispesikkeen menetelmi#). Aikai-
semmissa kokeissa etdispesdkkeitd muodostavat kasvainsolut
BSp73ASML levisivdt nopeasti injektiokohdasta, 3ja ne olivat
hajaantuneet tdydellisesti noin 10 vuorokautta injektion jal-
keen (Matzku, 1984). Kaikki paikalliset kasvaimet poistettiin
téstd syystd leikkaamalla ne irti 10. vuorokautena. Kaikkien
BSp73ASML-solujen kantajien ja kaikkien niiden eliinten, joi-
hin oli injektoitu yli-ilment#vi# transfektanteja, keuhkoihin
kehittyi etdispesdkkeitd (taulukko 1). Etdispesdkkeiden muodos-
tuminen tapahtui verrattain nopeasti, 5-8 viikossa injektion
Jdlkeen. Eldimet, jotka olivat saaneet BSp73AS-soluja tai simu-
lointitransfektantteja, olivat t&min ajan jilkeen taysin ter-
veita (leikkauksia lukuunottamatta), eik# etdispesikkeiti
voitu todeta edes vield 5: kdin kuukauden jalkeen.

Voimakkaassa etdispesdkkeiden muodostumisessa todettavasta
yllattdvdstd samankaltaisuudesta huolimatta havaitaan myos
eraita mielenkiintoisia eroja. BSp73ASML-solut saavuttavat
kaikissa el8imissd imusolmukkeet ja aiheuttavat eri solmukkei-
Qen huomattavaa suurenemista nivusalueessa ja aortan vieressd
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(taulukko 1). Transfektantti (BSp73AS-pSVMetal-14) aiheuttaa
imusolmukkeiden suurenemista 3 el8imessd kahdeksasta, vaikka
kaikkien eldinten keuhkoissa kehittyykin lukuisia etdispesak-
keita (taulukko 1). Toisella transfektantilla (BSp73AS-pSV-
metal-15) ei voida todeta imusolmukkeiden suurenemista. N&in
ollen namid transfektantit ndyttdvat kykenevdn muodostamaan
pesdkkeitd keuhkoihin ilman pakollista kasvuvaihetta imusol-

mukkeissa.

Taulukon 1 mukainen koe viittaa lisdksi toiseen, BSp73AS-trans-
fektanttien ja BSp73ASML-solujen valiseen eroomn. Keuhkojen
yksitt8iset etdispesdkkeet ovat makroskooppisesti nakyvid, kun
taas BSp73ASML:n aiheuttamat etiispesdkkeet ovat pienid ja
niitd on paljon, kuitenkin BSp73ASML-soluilla toteutetussa
suuremmassa koesarjassa (Reber et al., 1990) 11 eldimessé
20:sta kehittyy 5-20 suurempaa pesdketta keuhkoa kohden trans-
fektantteihin verrattuna.

Jotta voitaisiin varmistua siitd, etta muodostuneet etdispe-
siakkeet johtuvat injektoiduista transfektanteista, spontaanin
mutaation, joka saa aikaan et&dispesdkkeiden muodostamiskykya,
epatodellinen mahdollisuus téaten poissulkien, epitooppiposi-
tiiviset proteiinit méaritettiin koko keuhkoista tehdyista
uutteista sekd uudestaan viljellyista, etidispesdkkeitd tuotta-
vista soluista saaduista uutteista. 150 kDa:n glykoproteiini
voidaan osoittaa koko keuhkoista saadusta uutteesta sekd eldi-
men, joka oli saanut BSpAS-pSVMetal—15-transfektantteja, spesi-
fisestd keuhkopesikkeestd saaduista uutteista. G418:1lle vas-
tustuskykyinen kanta ilmentaa in vitro-kasvun aikana proteii-

nia, jolla on nienndisesti tama sama molekyylipaino.

Diagnostiikka

1. Ihmisen kasvainmateriaali analysoidaan in situ-hybridisoin-
neilla jo olemassacleviin, ihmisen pMeta-l-sekvensseihin.
Niam& kokeet on tarkoitettu esikokeiksi, ennenkuin saadaan

aikaan vasta-aine, joka tunnistaa ihmisen SUA:n.
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2. TIhmisen SUA:ta tunnistavien ja sen kanssa reagoivien vasta-
aineiden valmistus. Ihmisen pMeta-1l-sekvenssit kloonataan
bakteeriperédisiin ilmentdmisvektoreihin siten, ettd syntyy
fuusioita R-galaktosidaasi- tai tryptofaani E-tuotteeseen.
Kaniinit immunoidaan ndillad fuusioproteiineilla tai SUA:sta
perdisin olevilla syntetisoiduilla peptideilld (kantajamole-

kyyleihin kytkettyind) . Moniarvoiset tai monospesifiset vas-
ta-aineet eristetdén.

Kayttémahdollisuudet:

- kliinisen kasvainmateriaalin immunohistologiset tutkimukset
(diagnostiikka) ;

- liukoisen SUA:n osoittaminen potilaan seerumista ELISA-madri-
tyksilléd (diagnostiikka) ;

3. hMeta-1-proteiinin valmistus transfektoimalla ihmisen tai
rotan soluja sellaisella ilmentamisvektorilla, joka késit-

tda tdaydellisen hMeta-1 cDNA-sekvenssin; tai puhdistus
LCLC97-soluista.

Kayttémahdollisuudet:

- Proteiinin tai sen osan injektointi kasvainsolujen sitou-

tumiskohtien tunnistamiseksi ja karakterisoinniksi
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Taulukko 1
Muuntunutta CD44 cDNA pMeta-1:t&@ ilment&vien BSp73AS-solujen

etiispesidkkeitd aiheuttava levidminen***

Paikallinen Hajaantuminen etsittdessd@ etdis-

Kasvain- esiinty- pesdkkeitd ruumiinavauksella
klooni tyminen LN* ing LN* par Reuhkot
BSp73ASML 0/8 8/8 8/8 8/8

g 1,5-2,5%* @ 2,2-5,0 jyvamainen
BSp73AS- 0/8 3/8 3/8 8/8
pSVMetal-14 g 0,3-1,2 g 1,0-4,5 moninkert.

g 0,3-5,0

BSp73AS- 0/8 0/8 0/8 8/8, 5-20
pSVMetal-15 g 0,3-10,0
BSp73AS 1/8 0/8 0/8 0/8
BSp73AS- 0/8 0/8 0/8 0/8
pSVneo
* LN = imusolmukkeet

* * Keskimiiriinen halkaisija millimetreina
%% Taulukossa on esitetty tila 60 vuorokautta mainittujen

solujen injektion jalkeen.
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Patenttivaatimukset

1. DNA-kappale,

kasvainsolujen

siit

joka koodaa osaa etidispesdkkeitd muodostavien

eraasta

21

pintaproteiinista,

a, ettd tamd DNA-kappale on valittu

a) nukleotidisekvenssien
...rMeta-1..,.

AAC
ACa
GAA
CAT
ACA
ACC
TAT
ACA

b) nukleotidisekvenssien,
a) mainittuihin DNA-sekvensseihin verrattuna ja/tai ovat nii-

GCA
GAA
CTA
AGC
CCT
cca
ACA
GAA
CAT
CAT
TCA
CaAA

ACT
CGG
CcTT
ACC
CCT
CAT
GAA

ACT
ACC
CAG
AGT
TTC
GCT
GAA
CAG
ACA
AGT
ACC

cca
CAG
ACA

TGG
TGG
ACC
CAT
AAC
AGC
GCT

hMeta-1. ..

AGC
ATG
AAC
CAT
CAG
AAG
CAA
GCA

GCC

TCA
GAT
AAC
GAG
ACT
CAG
CCC
TCA

AAT
GTA
CCa
GAA
CCT
TGG
AGA
GCT

GTT TCT
AAC CCG
ACC AGG
GGA GAA
CAT GAG
ACA ACC
ACC CAG
AAC CcA
ACA ACT
AGT ACA
TTC GAC

CCG GAA
GAC AGA
GAA GCA
GAA GAG
AGT AGT
TTT GGC
GAA GAC
CAT ACC

den alleelisia muunnoksia,

joukosta.

GCC
ATC
ATG
AAC
TAT
TGG
AAG
CcccC

CAC
CAT
ACT
TGG
CAG
GCA
GAG
ACC

AC2 AAA
TCA AAC
GAT ATA
ACC CAG
GAT GAA
GAT CCT
AAG TGG
CCA AGT

106128

CAG
cca
GAC
GAA
GAG
AAT
TTT
GAA

tunnettu

AAC
GAA
AGA
CCA
GAG
AGC
GAG
GAC

- GCC TCA GTC CAC AAC
ACA CAG AGT CAA GAG GAT
CCA ATC TCX CAT CCA ATG

GTG
AAT
CAC
ACC
ACA
AAC
TCC
AGC

CTA
GGC
CCT
CCAa
ACG
AGA
CAT
CAT

CTT CAG :

ACC ACT

CCC CTC -

CAT TCT

GAA GAA

TGG CAT
TCG ACA
CCA ATG

jotka ovat degeneroituneet kohdassa
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset DNA-kappaleet, t unn e t -
t u siitd, ettd ne sisdltavat nukleotidisekvensseiji, jotka
hybridisoituvat Jjonkin patenttivaatimuksessa 1la) mainitun
nukleotidisekvenssin kanssa ja koodaavat etdispesdkkeitd muo-

dostavien kasvainsolujen tdydellistd pinnan glykoproteiinia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen DNA-kappale, t unne¢t t u
siitd, ettd se hybridisoituu jonkin sellaisen, patenttivaati-
muksessa 1 mainitun nukleotidisekvenssin kanssa, joka sekvens-
si on vahintddn 85-prosenttisesti homologinen reaktiokumppa-

niin n&hden.

4. Yhdistelmd-DNA-molekyyli, t unnettu siitd, ettda se
koostuu vektoriperdisestd nukleotidisekvenssistd ja patentti-

vaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaisesta DNA-kappaleesta.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmd&-DNA-molekyyli,

tunne=ttu siita, ettad se on ilmentdmisvektori.

6. Transformoitu isdntédsolu, t unnet t u siitd, ettd se
sisdltdi patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaisen DNA-kappaleen
tai patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukaisen yhdistelma-DNA-mole-

kyylin.

7. Diagnostisena aineena kéytettdvé polypeptidi, t unn e t -
t u siitd, ettd sitd koodaa patenttivaatimuksen 1 mukainen

DNA-kappale.

8. Diagnostisena aineena kaytettdvad polypeptidi, t unn e t -
t u siitd, ettd se voidaan valmistaa patenttivaatimuksen 1
mukaisen DNA-kappaleen k&dsittidvin, patenttivaatimuksen 4 tai S

mukaisen yhdistelmd-DNA-molekyylin avulla.

9. Patenttivaatimusten 7 ja 8 mukainen diagnostisena aineena
k&ytettivad polypeptidi, tunnet tu siitd, etta se Kka-

sittaa aminohapposekvenssit
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r-proteiini

IATTPWVSAHTEKQNQERTOQWNTPTIHSNSTP EVL
LQTTTRMTDIDRNSTSAHGENWT QEPQPPTF
NNHEYQDEEETPHATSTTWADPNSTTEEAA
TQREKWFENEWQGE KNPPTPSEDSHUVYVT EGTTT
ASAHNNEPSQRMTTQSQEDVSWTDTET D P I S
H?>MGQGHQTESHK

ja h-proteiini

ISSTISTTPRAFDH TKQNQDWTQWNDPS S N
PEVULQTTTRMTDVDRNGTTAYEGNWNPEA
HPPLIHHEHHEEEETPHSTSTIQATPSSTT
EETATQKEQWFGNRWHEGTYHTR QTPREDSHST
TGTAAASAHTSHPMQGRTTPSPLD SWTDTF
FNPISHPMGRGHOQAGRTR R

sekd niiden alleelit muunnokset ja glykosylaatiotuotteet.

10. Patenttivaatimuksen 7 mukaisia proteiineja vastaan vaikut-
tavat diagnostisina aineina kiytett&vit moni- ja vksiarvoiset
vasta-aineet, t unnet tu siitd, ettd ne on valmistettu
patenttivaatimuksen 1 mukaista DNA:ta tai patenttivaatimuksen
7 mukaisia proteiineja kdyttien.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen DNA-kappaleen, sitd t&yden-
tavien vastinjuosteiden, sen johdannaisten ja sen osien kayttd
etaispesdkkeitd tuottavien kasvainsolujen pintaglykoproteiinin
osaa koodaavien nukleotidisekvenssin, tai sen osien tunnistami-

seksi, valmistamiseksi tai eristamiseksi.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukaisen vasta-aineen kayttd pa-
tenttivaatimusten 7-9 mukaisen polypeptidin tunnistamiseksi,
valmistamiseksi tai erist&miseksi.
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13. Aine etdispesdkkeitd muodostavien kasvaimien ja/tai etdis-
pesdkkeiden diagnosoimiseksi, t unnet t u siitd, ettid se
sis&dltdd vahintddn yhtd patenttivaatimuksen 10 mukaista wvas-

ta-ailnetta.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen aine, tunnettu
siitd, ettd vasta-aine on kytketty entsyymiin tai merkitty

vidriaineella ja/tail radioisotoopilla.
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Patentkrav

1. Ett DNA-stycke, som kodar f&ér en del av ett ytprotein i
metastasbildande tumdrceller, k dnnetecknat dirav,
att detta DNA-stycke ar valt ur gruppen av

a) nukleotidsekvenser
...rMeta-1...

ATT GCA ACT ACT CCA TGG GTT TCT GCC CAC ACA AAA CAG AAC
CAG GAA CGG ACC CAG TGG AAC CCG ATC CAT TCA AAC CCA GAA
GTA CTA CTT CAG ACA ACC ACC AGG ATG ACT GAT ATA GAC AGA
AAC AGC ACC AGT GCT CAT GGA GAA AAC TGG ACC CAG GAA CCA
CAG CCT CCT TTC AAT AAC CAT GAG TAT CAG GAT GAA GAG GAG
ACC CCA CAT GCT ACA AGC ACA ACC TGG GCA GAT CCT AAT AGC
ACA ACA GAA GAA GCA GCT ACC CAG AAG GAG AAG TGG TTT GAG
AAT GAA TGG CAG GGG AAG AAC CCA CCC ACC CCA AGT GAA GAC
. TCC CAT GTG ACA GAA GGG ACA ACT - GCC TCA GCC CAC AAC
F AAC CAT CCA AGT CAA AGA AGT ACA ACA CAG AGT CAA GAG GAT
i GTT TCA TGG ACC GAT TTC TTC GAC CCA ATC TCX CAT CCA ATG
L G3A CRA

R ...hMeta-1.

AAC CCA AGC CAT TCA AAT CCG GAA GTG CTA CTT CAG ACA ACC
ACA AGG ATG CAT GAT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT

Taee GAA GGA AAC TGG AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC
B CAT GAG CAT CAT GAG GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC
N ACA ATC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT
" ACC CAG AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA

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

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

b) nukleotidsekvenser, vilka &r degenererade i j&mfdrelse med

i punkt a) namnda DNA-sekvenser och/eller &r deras allela
variationer.
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2. DNA-stycken enligt patentkrav 1, k dnnetecknade
dirav att de innehdller nukleotidsekvenser, vilka hybridiserar
med en av de i patentkrav la) namnda nukleotidsekvenserna och
kodar f&r ett komplett ytglykoprotein i metastasbildande tumdr-

celler.

3. DNA-stycket enligt patentkrav 2, k&d3nnetecknat
dirav, att det hybridiserar med en sadan i patentkrav 1 namnd
nukleotidsekvens, som sekvensen till minst 85-prosent ar homo-

logisk med reaktionspartnern.

4. En rekombination-DNA-molekyl, kdnnetecknad
darav, att den omfattar en vektorbaserad nukleotidsekvens och

ett DNA-stycke enligt patentkrav 1, 2 eller 3.

5. Rekombination-DNA-molekylen enligt patentkrav 4, k &nn e-

t e cknad darav, att den ar en expressionvektor.

6. En transformerad virdcell, k @nnetec k n a d darav,
att den innehdller ett DNA-stycke enligt patentkrav 1, 2 eller
3 eller en rekombination-DNA-molekyl enligt patentkrav 4 eller

5.

7. En polypeptid anvandbar som diagnostiskt &mne, k @ nn e -
t ec knad darav, att ett DNA-stycke enligt patentkrav 1

kodar fér den.

8. En polypeptid som anvands som ett diagnostiskt &mne, k & n-
netecknaddirav, att den kan framstallas med en rekom-
bination-DNA-molekyl enligt patentkrav 4 eller 5 omfattande
ett DNA-stycke enligt patentkrav 1.

9. Polypeptiden som anvénds som ett diagnostiskt &mne enligt
patentkrav 7 eller 8, kannetecknad darav, att den

innehdller aminosyrasekvenserna
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r-protein
IATTPWVSAHTEKQNQERTQWNPIHSNPEVL
LQTTTRMTDIDRUNSTSAHGENWTQEPQPPTF
NNHEYQDEEETPHATSTTWADPNSTTETEAA
TQKEKWFENEWQGE RKNPPTPSEDSHVTEGTT
ASAHNYNNHEPSQRMTTQSQEDVSWTDFFDPTIS
g2 M QGHQTE S K
och h-protein
I STISTTPRAFDHTEKOQNOQDWTQWNTPSHSN
PEVLLQTTTRMTDVDRNGTTAYEGUNWNPEA
HPPLIHHEHHEEEETPHSTSTIQATPSSTT
EETATQIRKEQWEIFGNRWHEGYRQTPREDS SHS ST
TGTAAASAHTSHPMOQGRTTPSPED SWTDTF
FN?PISH?MGRGHOQAGRTR R

samt deras allela variationer och glykosylationsprodukter.

10. Fler- eller envirdiga mot protein verkande antikroppar
som anvands som diagnostiska &mnen enligt patentkrav 7, k & n -
netecknade dirav att de har framstdllts genom att

anvanda DNA enligt patentkrav 1 eller proteiner enligt patent-
krav 7.

11. Anvandning av ett DNA-stycke enligt patentkrav 1, dess
kompletterande/homologiska komplementstriéngar, dess derivater
och dess delar fér identifiering, framstdllning eller isole-
ring av en nukleotidsekvens, eller dess delar, som kodar fér
en del av ett ytglykoprotein i metastasbildande tumérceller.

12. Anvandning av en antikropp enligt patentkrav 10 f&r iden-

tifiering, framstillning eller isolering av en polypeptid
enligt patentkraven 7-9.
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13. Ett &4mne f&r diagnos av metastasbildande tumdrer och/-
eller tumdrmetastaser, k annetecknat darav att, det

innehadller minst en antikropp enligt patentkrav 10.

14. Amnet enligt patentkrav 13, k 4nnetecknat darav
att, en antikropp &r foérenad till en enzym eller markerad med

ett fargamne och/eller en radioisotop.
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1), ihmisen (hCD44) ja hiiren (MCD44)

pintaproteiinien proteiinisekvenssi seki solun
ulkopuoliset alueet rotan ja ihmisen proteiinissa.

Rotan (rMeta-

Kuvio 3b
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