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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Die maligne Transformation ist durch die Entkopplung der Proliferation und Differenzierung gekenn-
zeichnet, was zu einer andauernden Amplifikation der Zellen einhergehend mit dem Verlust ihrer Fahigkeit
fuhrt, zur Differenzierung tiberzugehen. Mittel, die in der Lage sind die Differenzierungsfahigkeit von Krebszel-
len wiederherzustellen, sind demnach in der Krebstherapie potentiell nitzlich.

[0002] Es wurde von verschiedenen Extrakten, Proteinen und Chemikalien gezeigt, dass sie die Differenzie-
rung von bestimmten Krebszellen in vitro und in vivo induzieren. Zum Beispiel stellt Sachs et al. (1987), Cancer
Research 47: 1981 einen Review Uber die Induktion und Differenzierung von myeloiden hamatopoetischen
Leukamiezellen bereit, einschlief3lich von Beobachtungen, dass myeloide Leukamiezellen durch ein normales
Differenzierungsprotein in vitro und in vivo induziert werden kénnen zu differenzieren. Tallman et al. (1992) J.
Clin. Pharmacol, 32: 868 besprechen die Rolle von Retinoiden bei der Krebsbehandlung. Retinoide wurden als
Differenzierungsmittel zur Pravention und Therapie von Blasen- und Brustkrebs und Leuk&mien untersucht.
Platica et al. (1992) Endocrinology 131: 2573 berichten, dass Extrakte aus einer bovinen Hypophyse und ei-
nem mammosomatotropen Tumor in Ratten die Differenzierung von Rattenbrusttumorzellen induzieren.

[0003] Die Differenzierungsmittel, die durch in vitro-Studien und in vivo-Studien in Nagern identifiziert wurden,
sind auch klinisch beurteilt worden. Zum Beispiel haben Differenzierungsmittel, einschlieRlich von Hexamethy-
lenbisacetamid und Retinolsaure, die klinischen Versuche fiur die Krebsbehandlung und -pravention erreicht
und wurden von Linskey et al. (1995) Neurosurgery 36: 1 besprochen. Von der erfolgreichen Verwendung von
Differenzierungsmitteln zur Behandlung von akuter promyelotischer Leukamie ist durch Warrell et al. (1993)
New Engl. J. Med. 329: 177 berichtet worden. Von Retinoiden wurde durch Lippmann et al. (1993) J. Natl. Can-
cer Inst. 85: 499 gezeigt, dass sie therapeutisch in der Behandlung von Gebarmutterhalskrebs niitzlich sind.

[0004] Die klinische Verwendung von Differenzierungsmitteln um Krebszellen zu induzieren zu differenzieren
und folglich normalere Merkmale anzunehmen, wurde Differenzierungstherapie (Englisch: Differentiation The-
rapy) genannt. Die Differenzierungstherapie stellt einen alternativen Ansatz zur konventionellen Krebstherapie
wie der zytotoxischen Chemotherapie bereit. Dementsprechend gibt es einen Bedarf auf diesem Gebiet zur
Identifikation und Isolation oder Synthese von neuen Mitteln, die in der Lage sind die Differenzierung von
Krebszellen zu férdern.

Zusammenfassung der Erfindung

[0005] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf einen hypophyséaren Differenzierungsfaktor (PDF), einen
Faktor der Hypophyse, der in der Lage ist Zellen zu differenzieren, einschlief3lich von Brustkrebs- und Prosta-
takrebzellen.

[0006] In einer Ausfiihrungsform stellt die vorliegende Erfindung isolierte Nukleinsauren bereit, die fir den
PDF kodieren. Es werden ferner Vektoren und Wirtszellen bereitgestellt, die die isolierten Nukleinsauren, wel-
che den PDF kodieren, enthalten.

[0007] Eine weitere Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt den isolierten und aufgereinigten PDF
und biologisch aktive Analogons und Fragmente davon bereit, und sie stellt ein Verfahren zur Herstellung des
PDF's und der biologisch aktiven Analogons und Fragmente davon bereit.

[0008] Die vorliegende Erfindung stellt ferner eine Verfahren zur Férderung der Differenzierung von Brust-
krebs- und Prostatakrebszellen bereit, umfassend die Kontaktierung der Brust- und Prostatakrebszellen mit ei-
ner Differenzierungs-férdernden Menge eines PDF's.

[0009] Eine weitere Ausfliihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zur Behandlung von
Brust- oder Prostatakrebs bereit, umfassend die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge des
PDF's an einen Patienten, der einer solchen Behandlung bedarf.

[0010] In einer weiteren Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung werden pharmazeutische Zusammen-

setzungen bereitgestellt, die den PDF oder biologisch aktive Analogons oder Fragmente davon umfassen, ver-
mischt mit einem pharmazeutisch akzeptablen Trager.
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0011] Fig. 1 stellt humane MCF-7-Brustkrebszellen in konditioniertem Medium in Abwesenheit des PDF's
dar.

[0012] Fig. 2 stellt humane MCF-7-Brustkrebszellen dar, die mit dem Lysat von Oocyten behandelt wurden,
welchen cDNA injeziert wurde, die fir den PDF kodiert, und illustriert die Aggregation, die durch den PDF in-
duziert wird.

[0013] Fig. 3 stellt DU145 Prostatakrebszellen dar, die in Abwesenheit des PDF's kultiviert wurden.

[0014] Fig. 4 illustriert die morphologischen Veranderungen, einschlief3lich der Aggregation und der Spharo-
idformation, die durch den PDF bei den DU145-Zellen induziert werden.

[0015] Fig. 5 zeigt die Nukleinsauresequenz von SEQ:ID:NO 1.

[0016] Fig. 6 ist ein Graph, der die Wirkung des Oocytenlysats, welches den PDF enthalt, auf die Sphéaroid-
formation von MCF-7-Zellen demonstriert.

[0017] Fig. 7 ist ein Graph, der die Wirkung des PDF's auf die Spharoidformation von Du-145-Zellen demons-
triert.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0018] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf einen hypophyséaren Differenzierungsfaktor (PDF). Der
PDF ist ein Polypeptid, das aus einer Saugetierhypophyse und hypophysaren Tumoren, einschlief3lich
MtTW10, erhalten werden kann. Der PDF férdert die Differenzierung von Zellen, einschlieRlich von Brustkrebs-
und Prostatakrebszellen.

[0019] In einer Ausfihrungsform stellt die vorliegende Erfindung eine isolierte Nukleinsaure bereit, die fur den
PDF kodiert. Es wurde eine Plasmid, bezeichnet mit pBS-PDF1, welches eine 2,2 kb cDNA enthalt, die fir den
PDF kodiert, bei der American Type Culture Collection (ATCC), 21301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland
20852 hinterlegt und ihm die Accession Number ATCC 97648 erteilt.

[0020] In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung kann eine isolierte Nukleins&ure, die fir den PDF
kodiert, aus einer Saugetierhypophyse mittels Expressionsklonierung erhalten werden. Eine Saugetierhypo-
physen-cDNA-Bibliothek kann durch Verfahren hergestellt werden, die Fachleuten mit gewdhnlichen Kenntnis-
sen auf dem Gebiet bekannt sind, wie von Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.
Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY beschrieben. Aulerdem sind Sauge-
tierhypophysen-cDNA-Bibliotheken kommerziell erhéltlich, zum Beispiel von Clontech, Palo Alto, CA. Eine hu-
mane Hypophysenbibliothek wird bevorzugt.

[0021] Eineisolierte Nukleinsaure, die fir den PDF kodiert, wurde aus einer Sdugetier-cDNA-Bibliothek durch
die Expression der cDNA-Klone der Bibliothek und durch die Beurteilung des exprimierten Produkts hinsicht-
lich der PDF-Aktivitat in einem funtionalem Nachweis erhalten. Fachleuten mit gewdhnlichen Kenntnissen auf
dem Gebiet sind verschiedene Expressionssysteme bekannt. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfin-
dung werden Xenopus-Oocyten als Wirt fir die Expression der hypophysaren cDNA verwendet. Die Verwen-
dung von Xenopus-Oocyten fiir die Expression von exogenen Nukleinsauren ist im Stand der Technik bekannt
und beschrieben, zum Beispiel von Gurdon et al. (1983) Methods in Enzymology 101: 370. Expressionsvekto-
ren, die die hypophysare cDNA unter der Kontrolle eines starken Promotors enthalten, kénnen in die Nuclei
der Oocyten injeziert werden und die Oocyten danach fiir ein bis mehrere Tage inkubiert werden, gefolgt von
der Beurteilung des Oocytenlysats oder konditioniertem Mediums (CM) hinsichtlich der PDF-Aktivitat. Alterna-
tiv kann die mRNA in vitro von der hypophysaren cDNA synthetisiert werden und in die Oocyten injeziert wer-
den, gefolgt von der Beureilung des Oocytenlysats oder des CM hinsichtlich einer PDF-Aktivitat wie unten be-
schrieben. Die hypophysare cDNA kann in Pools aufgeteilt werden, von welchen die RNA synthetisiert, in Oo-
cyten injeziert und auf die funktionale Aktivitat getestet wird. Positive Pools werden in Unterpools unterteilt und
das Protokoll wird wiederholt bis eine einzige cDNA identifiziert wird, die fur den PDF kodiert.

[0022] Die Bionachweise, die fur die Identifikation des PDF's nutzlich sind, basieren auf der Fahigkeit des
PDF's die Differenzierung von Brust- und Prostatakrebszellen zu férdern. Alle beliebigen Brust- oder Prostata-
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krebszellen, die auf die Differenzierungs-induzierende Aktivitdt des PDF's wie hierin beschrieben reagieren,
sind fiir die Verwendung in dem Bionachweis der vorliegenden Erfindung geeignet. Es sind verschiedene kul-
tivierte Brust- und Prostatakrebszellen von der ATCC erhaltlich. In einer bevorzugten, nicht einschrankenden
Ausfuhrungsform der Erfindung sind die Brustkrebszellen, die fur den Bionachweis verwendet werden, Brust-
krebszellen aus Ratten der Linie MTW9/P1, erhaltich von D. Sirbascu, University of Texas Medical School,
Houston, TX, oder humane MCF-7-Brustkrebszellen, erhaltlich von der ATCC. In einer weiteren bevorzugten
Ausfuhrungsform stammen die Prostatakrebszellen von der humanen Prostatazelllinie DU145, erhaltlich von
der ATCC.

[0023] Die Behandlung von Brust- oder Prostatakrebszellen mit dem PDF veranlasst die undifferenzierten
Krebszellen sich zu differenzieren. Die Differenzierung kann mittels morphologischen und biochemischen Pa-
rametern gemessen werden, die im Einklang mit der Differenzierung zu der Struktur normaler Brust- oder Pro-
statadriisen stehen. Die Krebszellen, die normalerweise in Kultur als Einzelzellsuspensionen wachsen, aggre-
gieren und bilden innerhalb einer 24-stiindigen Behandlung mit dem PDF Spharoide. Die Aggregation kann
gemessen werden, indem die suspendierten Einzelzellen entfernt und gezahlt werden, dann die verbleibenden
aggregierten und adharenten Zellen abgeldst und gezahlt werden und dann der Prozentsatz der Gesamtzell-
zahl, die aggregiert haben, bestimmt wird. Eine statistisch signifikante Zunahme der Aggregation der behan-
delten Zellen verglichen mit den unbehandelten Zellen ist eine Beweis fir eine PDF-Aktivitat. Die Messung der
Aggregation stellt folglich einen einfachen und zweckmaRigen Bionachweis fur die PDF-Aktivitat bereit.

[0024] Der Aggregationsbionachweis kann wie folgt durchgefiihrt werden. Es werden etwa 1 x 10° Brust-
krebszellen, zum Beispiel MTW9/P1-Zellen in 1 ml serumfreien Dulbecco's modified Eagles's Medium (DMEM)
in An- oder Abwensenheit des Expressionsprodukts der hypophysaren cDNA mit einer Konzentration von etwa
10 ng/ml bis etwa 10 pg/ml gewachsen. Die Kulturen werden bei 37°C in einer 5% CO,-Atmosphare fiir etwa
72 Stunden kultiviert. Die suspendierten Einzelzellen werden entfernt, indem sie mit serumfreiem DMEM ge-
spuhlt und dann gezahlt werden. Die verbleibenden aggregierten und adharenten Zellen werden durch Tryp-
sinisierung mit Trypsin-EDTA fur 5 Minuten abgel6dst und dann gezahit. Die Zellen werden zweckmafig gezahilt,
indem sie unter dem Lichtmikroskop auf mit Gittern versehenen Kulturplatten betrachtet werden. Eine Do-
sis-Response-Zunahme der Aggregation als Antwort auf die Behandlung mit dem Expressionsprodukt der hy-
pophysaren cDNA zeigt an, dass die cDNA fiir einen PDF kodiert.

[0025] Ein Nachweis fiir die Spharoidformation kann wie folgt durchgefihrt werden. Es werden etwa 1 x 10°
Prostatakrebszellen, zum Beispiel DU145-Zellen, in RPMI 1640-Medium (Sigma), versetzt mit 10% fétalem
Rinderserum (FBS) (Bio Whittacker, Walkersville, MD) und 10 IU Penicillin/ml und 50 mg Streptomycin/ml, bei
37°C in einer 5% CO,-Athmosphéare wachsen gelassen. Die Kulturen werden mit verschiedenen Konzentrati-
onen des PDF's, zum Beispiel mit 50-300 pg/ml Kultur behandelt. Nach 72 Stunden werden die Kulturen auf
die Bildung von Sphéaroiden gezahlt. Spharoide sind als multizellulare Aggregate ohne eine individuell unter-
scheidbare Zellmorphologie definiert. Die Kulturen werden zweckmafig gezahlt, indem sie unter dem Lichtmi-
kroskop auf mit Gittern versehenen Kulturplatten betrachtet werden und die Sphéaroide gezahlt werden. Eine
Dosis-Response-Zunahme der Spharoidformation zeigt eine PDF-Bioaktivitat an.

[0026] In einer Modifikation des vorhergegangenen Aggregationsbionachweises kénnen die Aggregation und
die Spharoidformation mittels Licht- oder Elektronenmikroskopie von fixierten Schnitten detektiert werden.
Nach der Kultivierung und Behandlung der Zellen wie oben beschrieben werden die kultivierten Zellen fixiert
und fir die Mikroskopie durch Verfahren geschnitten, die im Stand der Technik bekannt sind. Zum Beispiel wer-
den die kultivierten Zellen in 1,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer fiir eine Stunde fixiert. Die Pellets,
welche durch eine Niedriggeschwindigkeitszentrifugation erhalten wurden, werden in 1,5% Osmiumtetroxid in
Collidinpuffer fur 30 Minuten und gefolgt von 30 Minuten in Uranylacetat in Maleatpuffer nachfixiert und dann
dehydriert und in Epon 812 eingebettet. Fur die Lichtmikroskopie werden 1 ym Schnitte mit Methylenblau, Azu-
re-1l und basischem Fuchsin gefarbt. Fur die Elektronenmikroskopie werden 60 bis 90 nm Schnitte geschnitten
und mit Uranylacetat-Bleicitrat gefarbt. Die Aggregation und Sphéaroidformation kann dann unter dem Licht-
oder Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden. Eine statistisch signifikante Zunahme in der Aggregation
und Spharoidformation der behandelten Zellen verglichen mit unbehandelten Zellen ist ein Beweis fiir eine
PDF-Bioaktivitat.

[0027] Die Behandlung von Brustkrebszellen mit dem PDF bewirkt andere Effekte, die mittels Mikroskopie be-
obachtet werden kdnnen, was folglich weitere PDF-Nachweise bereitstellen. Durch Lichtmikroskopie kann be-
obachtet werden, dass PDF-behandelte Zellen eine kleinere Groflie haben als unbehandelte Zellen und dass
sie Ubereinstimmtend mit der Drisenformation in Organoidstrukturen geklustert sind. Mittels Elektronenmikro-
skopie kann beobachtet werden, dass die behandelten Zellen kleiner sind und kleinere Nuklei haben als die
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unbehandelten Zellen. Ferner ist das Cytoplasma reich an polarisierten Organellen wie Lysosomen und endo-
plasmatisches Retikulum im Gegensatz zu unbehandelten Zellen, die ein vakuolisiertes Cytoplasma mit wenig
Organellen mit Ausnahme der Mitochondrien haben.

[0028] Die Brustkrebszellen, die mit dem PDF behandelt wurden, machen biochemische Veranderungen
durch, die zusatzliche Bionachweise fur den PDF bereitstellen. Speziell wird Lactalbumin, das nur von diffe-
renzierten Brustzellen sekretiert wird, von den PDF-behandelten MTW9/P1-Zellen aber nicht von den unbe-
handelten Zellen produziert. Demnach stellt die Synthese von Lactalbumin, wie sie zum Beispiel durch kon-
ventionelle Northern- oder Westernblots, histochemische Techniken oder Immunassays nachgewiesen wird,
einen weiteren Bionachweis fir den PDF bereit.

[0029] Durch die vorhergegangenen Klonierungsverfahren und Bionachweise wurde eine isolierte cDNA
identifiziert, die fiir den PDF kodiert. Es wurde folglich in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung he-
rausgefunden, dass eine einzige Nukleinsaure, die fir ein einziges Polypeptid kodiert, die hypophysare Diffe-
renzierungaktivitat regelt.

[0030] Die isolierte Nukleinsaure, die fir den PDF kodiert, kann zusatzlich durch ihre Nukleotidsequenz cha-
rakterisiert werden. Die Nukleotidsequenzierung kann von Fachleuten auf dem Gebiet durch bekannte Verfah-
ren durchgefiihrt werden, einschlief3lich von zum Beispiel dem Dideoxy-Kettenterminationverfahren von San-
ger et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 74: 5463. Eine isolierte Nukleinsaure, die in Ubereinstimmung mit der
vorliegenden Erfindung fir den PDF kodiert, enthalt die Sequenz, dargelegt in SEQ ID NO: 1 in Fig. 5.

[0031] Die vorliegende Erfindung umfasst isolierte Nukleinsauren, die aus einer Saugetierhypophse und hy-
pophysaren Tumoren erhalten werden kdnnen und fur den PDF kodieren, ein Polypeptid, dass die Fahigkeit
hat die Differenzierung von Brustkrebszellen zu férdern, wie durch igendeinen der oben beschriebenen Bio-
nachweise festgestellt werden kann. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist die Nukleinsaure
die 2,2 kb Nukleinsaure, die in dem PLasmid pBS-PDF1 enthalten ist. In einer weiteren bevorzugten Ausfuh-
rungsform ist die isolierten Nukleinsaure ein zusammenhangendes Fragment des 2,2 kb-Inserts, worin das
Fragment fur den biologisch aktiven PDF kodiert. Fachleute auf dem Gebiet kénnen Fragmente des 2,2 kb-In-
serts durch konventionelle molekularbiologische Techniken erhalten, Expressionsvektoren herstellen, die die
Fragmente enthalten, die Nukleinsdure exprimieren und das resultierende Produkt fir die PDF-Aktivitat wie
oben beschrieben nachweisen, um die Fragmente, die fir den PDF kodieren, zu identifizieren.

[0032] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, ist die isolierte Nukleinsaure, die
fur den PDF kodiert, in dem 2,2 kb-Fragment des Plasmids pBS-PDF1 enthalten. Die vorliegende Erfindung
umfasst ferner Analogons der Nukleinsaure, die in dem 2,2 kb-Fragment des Plasmids pBS-PDF1 enthalten
ist, worin die besagten Analogons fir den PDF kodieren. Zum Beispiel kann ein Fachmann auf dem Gebiet,
der Uber das Wissen der Degeneration des genetisches Codes verfligt, die Nukleinsauresequenz bestimmen,
die fur die Aminosauresequenz kodiert, die von dem Insert des Plasmids pBS-PDF1 kodiert wird. Ferner kann
die Sequenz ausgewahlt werden, um die Expression in einem bestimmten Wirtsorganismus durch die Verwen-
dung von Codons zu optimieren, von denen bekannt ist, dass sie von dem Wirtsorganismus der Wahl bevor-
zugt verwendet werden. Zusatzlich kénnen Analogons hergestellt werden, indem Reste substituiert oder dele-
tiert werden, die nicht fir die biologische Aktivitat nétig sind. Solche Analogons kénnen mittels den Bionach-
weisen, die oben beschrieben werden, identifiziert werden.

[0033] Die vorliegende Erfindung umfasst ferner Nukleinsauren, die aus einer Sdugetierhypophyse oder hy-
pophysaren Tumoren isolierbar sind und in der Lage sind unter hochstringenten Bedingungen an das 2,2 kb-In-
sert des Plasmids pBS-PDF1 zu hybridisieren und ferner in der Lage sind fur den biologisch aktiven PDF zu
kodieren. Hochstringente Hybridisierungsbedingungen sind Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und werden
zum Beispiel in Sambrook et al. und Beltz et al. (1983) Methods Enzym. 100: 266 beschrieben. Hochstringente
Bedingungen schlieRen zum Beispiel eine Hybridisierung bei 68°C in einer wasserigen gepufferten Lésung
oder bei 42°C in 50% Formamid ein. Die Fahigkeit der isolierten Nukleinsdure der vorliegenden Erfindung fur
den biologisch aktiven PDF zu kodieren, kann durch die funktionalen Nachweise, die oben beschrieben sind,
bestimmt werden.

[0034] Die vorliegende Erfindung bezieht sich ferner auf Vektoren, die die isolierten Nukleinsauren der vorlie-
genden Erfindung umfassen. Die Vektoren sind fir die Amplifikation und/oder Expression der Nukleinsauren,
die fur den PDF kodieren, nitzlich. In einer Ausfiihrungsform umfassen die Vektoren der Erfindung die Nukle-
insaure, die fur den PDF kodiert, wirksam verbunden mit geeigneten transkriptionalen und/oder translationalen
regulatorischen Elementen, um die Expression des PDF's in einer geeigneten Wirtszelle zu bewirken. Die re-
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gulatorischen Elemente kdnnen von Saugetiergenen, mikrobiellen, viralen oder Insektengenen stammen und
zum Beispiel Promotoren, Enhancer, Transkriptions- und Translationsinitiationssequenzen, Terminationsse-
quenzen, Replikationsurspriinge und Sequenzen einschliel3en, die fir Leader- oder Transportsequenzen ko-
dieren. Geeignete regulatorische Elemente werden nach der optimalen Expression in einer gewiinschten
Wirtszelle ausgewahlt. Brauchbare Expressionsvektoren kdnnen durch Verfahren konstruiert werden, die ei-
nem Fachmann auf dem Gebiet bekannt sind, und sind auch kommerziell erhaltlich. Rekombinante virale Vek-
toren, einschliel3lich retroviraler, parvoviraler, densoviraler und baculoviraler Vektoren, werden besonders be-
vorzugt.

[0035] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung umfasst der Expressionsvektor einen starken
konstitutiven oder induzierbaren Promotor, der wirksam mit einer Nukleinsaure, die fur den PDF kodiert, ver-
bunden ist. Geeignete Promotoren sind gut bekannt und fir Fachleute auf dem Gebiet fertig erhaltlich und
schlieRen zum Beispiel baktrielle, Hefe-, virale, Sdugetier- und Insektenpromotoren ein. Expressionsvektoren,
die mit Insekten- und Saugetierzellen kompatibel sind, werden besonders bevorzugt.

[0036] Eine weitere Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt Wirtszellen bereit, die eine Nuklein-
saure umfassen, die fur den PDF kodiert. Die Wirtszellen, die die Nukleinsdure umfassen, sind fiir die Repli-
kation und Expression der Nukleinsaure, die fir den PDF kodiert, brauchbar. Die Wirtszelle kann prokaryotisch
oder eukaryotisch sein, einschlieBlich von bakteriellen, Hefe-, Insekten- oder Saugetierzellen. Insekten- und
Saugetierzellen werden bevorzugt. Besonders bevorzugte Wirtszellen sind Insektenzelllinien, die zum Beispiel
Spodoptera frugiperda- und Trichoplusiani-Zellen einschlief3en.

[0037] Die isolierten Nukleinsduren oder Expressionsvektoren kdnnen in die Wirtszellen durch Verfahren ein-
gefihrt werden, die einem Fachmann auf dem Gebiet bekannt sind, einschlie3lich von Transformation, Trans-
fektion und Infektion. Zum Beispiel kann eine Transfektion durch bekannte Verfahren wie einer Liposomen-ver-
mittelte Transfektion, einer Calciumphosphat-vermittelte Transfektion, einer Transfektion mit nackter DNA, ei-
ner Mikroinjektion und einer Elektroporation durchgefiihrt werden. Transformationsverfahren fiir prokaryoti-
sche Zellen werden zum Beispiel von Cohen et al. (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 2110 beschrieben.
Die Transformation von eukaryotischen Wirtszellen wird zum Beispiel von Sambrook et al. beschrieben.

[0038] Es werden auch Expressionssysteme, die baculovirale Vektoren und Insektenwirtszellen verwenden,
bevorzugt. Die Verwendung von Baculoviren als rekombinante Expressionsvektoren, um Lepidoptera-Insek-
tenzellen zu infizieren sind im Stand der Technik bekannt und werden zum Beispiel von Luckow et al. (1988)
BioTechnology 6: 47 beschrieben.

[0039] Die vorliegende Erfindung bezieht sich ferner auf den isolierten und aufgereinigten PDF und die biolo-
gisch aktiven Analogons und Fragmente davon. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung hat der isolierte und aufgereinigte PDF eine Aminosauresequenz, die von der DNA in dem Plasmid
pBS-PDF1 kodiert wird.

[0040] Der isolierte und aufgereinigte PDF kann durch die Einfihrung einer Nukleinsaure, die fir den PDF
kodiert, zum Beispiel durch Transformation, Transfektion oder Injektion, die Kultivierung der Wirtszelle unter
Bedingungen, die fir die Expression geeignet sind, und die Riuckgewinnung des rekombinanten PDF's herge-
stellt werden. Der rekombinante PDF kann aus den Zellen oder dem Kulturmedium mittels Proteinaufreini-
gungsverfahren, die im Stand der Technik bekannt sind, zurickgewonnen werden. In einer bevorzugten Aus-
fuhrungsform der Erfindung wird ein Expressionsvektor in Insekten- oder Saugetierwirtszellen eingefuhrt, der
eine Nukleinsaure unter der Kontrolle eines geeigneten Promotors umfasst, die fir den PDF kodiert.

[0041] Biologisch aktive Analogons oder Fragmente des PDF's werden auf ahnliche Weise hergestellt, wobei
eine Nukleinsaure, die fir ein biologisch aktives Analogon oder Fragment des PDF's kodiert, verwendet wird.
Das isolierte rekombinante Analogon oder Fragment kann mit dem oben beschriebenen Bionachweis identifi-
ziert werden. Der Begriff "Analogons" schlieRt Substitutionen und Alterationen der Aminosauresequenz des
PDF's ein, wobei die Substitutionen und Alterationen die biologische Aktivitat des PDF's aufrechterhalten. Ami-
nosaureinsertionsderivate schlieen amino- und carboxyterminale Fusionen und einzelne oder vielfache Intra-
sequenzinsertionen ein. Deletionsvarianten haben eine oder mehrere Aminosauren aus der Sequenz entfernt.
Bei Substitutionsaminosaurevarianten wurde wenigstens ein Rest entfernt oder durch einen anderen Rest er-
setzt. Biologisch aktive Fragmente sind Fragmente des PDF's oder der PDF-Analogons, die nicht die volle Lan-
ge des PDF-Polypeptids umfassen, die aber die biologische Aktivitat des PDF's aufrechterhalten. Die biolo-
gisch aktiven Analogons und Fragmente kdnnen durch rekombinante Verfahren, wie zum Beispiel von Sam-
brook et al. beschrieben, hergestellt werden oder durch Peptidsynthesetechniken, die im Stand der Technik gut
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bekannt sind wie der Festphasenpeptidsynthese.

[0042] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Férderung der Differenzierung von Brustkrebs- oder
Prostatakrebszellen bereit, das die Kontaktierung der Brust- oder Prostatakrebszellen mit einer Menge des
PDF's oder eines Analogons oder Fragments davon umfasst, die wirksam die Differenzierung férdert. Eine
Menge des PDF's, die wirksam die Differenzierung férdert, ist die Menge, die die Differenzierung von Krebs-
zellen durch irgendeinen der oben beschriebenen Differenzierungsbionachweise fordert.

[0043] Eine weitere Ausfliihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zur Behandlung von
Brustkrebs bereit, umfassend die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge des PDF's oder eines
Analogons oder Fragments davon an einen Patienten, der einer solchen Behandlung bedarf. Eine therapeu-
tisch wirksame Menge des PDF's fur die Brustkrebsbehandlung ist eine Menge, die zu einer Veranderung im
Verhalten der bewachten (Englisch: sentinel) Tumormassen fiihrt wie der morphologischen oder biochemi-
schen Differenzierung, Reduktion der Tumormarker, Tumorregression, Apoptose oder partiellen Einstellung
des Tumorwachstums oder der Tumorinvasion. Der PDF wird als pharmazeutische Zusammensetzung verab-
reicht, die den PDF oder ein biologisch aktives Analogon oder Fragment davon und einen pharmazeutisch ak-
zeptablen Trager enthalt.

[0044] Eine weitere Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zur Behandlung von
Prostatakrebs bereit, das die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen des PDF's oder eines Analogons
oder Fragments davon an einen Patienten umfasst, der einer solchen Behandlung bedarf. Eine therapeutisch
wirksame Menge des PDF's fur die Prostatakrebsbehandlung ist eine Menge, die zu einer Veranderung im Ver-
halten der bewachten Tumormassen wie oben beschrieben fuhrt. Der PDF wird als pharmazeutische Zusam-
mensetzung verabreicht, die den PDF oder ein biologisch aktives Analogon oder Fragment davon und einen
pharmazeutisch akzeptablen Trager enthalt.

[0045] Die Formulierung der pharmazeutischen Zusammensetzungen ist im Aligemeinen im Stand der Tech-
nik bekannt und es kann zweckmafig auf Remington's Pharmaceutical Sciences, 17. Auflage, Mack Publishing
Co., Easton, Pennsylvania verwiesen werden. Die Formulierung des PDF's oder biologisch aktiver Analogons
und Fragmente davon fir die Verwendung in der vorliegenden Erfindung muf} unter den Herstellungs- und La-
gerbedingungen stabil sein und mufd auch vor der kontaminierenden Wirkung von Mikroorganismen wie Bak-
terien und Pilzen bewahrt werden. Die Bewahrung vor der Kontamination mit Mikroorganismen kann durch die
Zugabe von verschiedenen antibakteriellen und antifungalen Mittel erreicht werden.

[0046] Die pharmazeutischen Formen des PDF's, die zur Verabreichung geeignet sind, schlielen sterile was-
serige Lésungen oder Dispersionen und steriel Pulver fir die extemporane Herstellung von sterilen injezierba-
ren Lésungen oder Dispersionen ein. In allen Fallen muss die Form steril und zu einem Ausmal fllissig sein,
dass eine leichte Spritzbarkeit besteht. Typische Trager schlieRen ein Lésungs- oder Dispersionsmedium ein,
das zum Beispiel Wasser, gepufferte wasserige Losungen (dass heifdt biokompatible Puffer), Ethanol, Polyole
wie Glycerol, Propylenglycol, Polyethylenglycol, geeignete Mischungen davon, oberflachenaktive Stoffe oder
pflanzliche Ole umfasst. Die Sterilisation kann durch eine im Fach anerkannte Technik durchgefiihrt werden,
einschlieBlich, aber nicht darauf beschrankt, der Filtration oder der Zugabe von antibakteriellen oder antifun-
galen Mitteln, zum Beispiel von Paraben, Chlorbutanol, Phenol, Sorbinsaure oder Thimerosal. Ferner kénnen
isotonische Mittel wie Zucker oder Natriumchlorid in die Zusammensetzungen, die Gegenstand der Erfindung
sind, inkorporiert werden.

[0047] Die Herstellung von sterilen injezierbaren Lésungen, die den PDF, der Gegenstand der Erfindung ist,
enthalten, wird durch die Inkorporation dieser Verbindungen in der bendtigten Menge in das geeignete Losun-
gesmittel mit verschiedenen Ingredienzien, die oben aufgelistet sind, bewerkstelligt, gefolgt, wenn erforderlich,
von einer Sterilisation, vorzugsweise einer Filtersterilisation. Um ein steriles Pulver zu erhalten werden die
oben genannten Lésungen gegebenenfalls vakuumgetrocknet oder gefriergetrocknet.

[0048] Der PDF, der Gegenstand der Erfindung ist, oder die Analogons oder Fragmente davon werden folglich
fur eine zweckmafige und wirksame Verabreichung in pharmazeutisch wirksamen Mengen mit einem geeig-
neten pharmazeutisch akzeptablen Trager und/oder pharmazeutisch akzeptablen Verdiinnungsmittel in einer
therapeutisch wirksamen Dosis entrichtet.

[0049] Wie hierin verwendet schliel3t der Begriff ,pharmazeutisch akzeptabler Trager und/oder pharmazeu-

tisch akzeptables Verdinnungsmittel" irgendeines und alle Losungsmittel, Dispersionsmedien, antibakterielle
und antifungale Mittel, Mikrokapseln, Liposomen, kationische Lipidtrager, isotonische und absorptionsverzo-
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gernde Mittel und dergleichen ein, die nicht mit den aktiven Ingredienzien inkompatibel sind. Die Verwendung
solcher Medien und Mittel fur pharmazeutisch aktive Substanzen sind im Stand der Technik gut bekannt. Es
kénnen auch zusatzliche aktive Ingredienzien in die Zusammensetzungen inkorporiert werden und in dem Ver-
fahren der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0050] Die genaue therapeutisch wirksame Menge des PDF's, Analogons oder Fragments davon, welche in
den Verfahren der Erfindung angewendet auf den Menschen verwendet werden soll, kann durch einen Fach-
mann mit gewdhnlichen Kenntnissen auf dem Gebiet unter Berlicksichtigung der indivuellen Unterschiede im
Alter, Gewicht, Erkrankungsausmalf und Verfassung des Patienten bestimmt werden. Allgemein kann festge-
halten werden, dass die pharmazeutische PDF-Praparation der vorliegenden Erfindung vorzugsweise in einer
Menge von wenigstens etwa 1 mg pro Infusionsdosis, vorzugsweise in einer Menge von bis zu 10 mg pro Dosis
oder mit einer Dosis verabreicht werden, die eine lokale Brust- oder Prostatagewebekonzentration von etwa
107° M bis 10° M erreicht.

[0051] Es ist besonders vorteilhaft paranterale Zusammensetzungen in Form von Dosierungseinheiten fir
eine einfache Verabreichung und die Einheitlichkeit der Dosierung zu formulieren. Die Dosierungseinheitform,
wie sie hierin verwendet wird, bezieht sich auf physikalisch diskrete Einheiten, die fir die zu behandelnden
Saugetiere als einheitliche Dosierungen geeignet sind, wobei jede eine vorbestimmte Menge des aktiven Ma-
terials enthalt, welche berechnet ist, um die gewlinschte therapeutische Wirkung in Verbindung mit dem beno-
tigten pharmazeutischen Trager zu verursachen. Die Spezifikation der neuartigen Dosierungseinheitsformen
der Erfindung sind vorgegeben durch und hangen direkt von den einzigartigen Merkmalen des aktiven Materi-
als (das heif3t dem PDF, den Analogons oder den Fragmenten davon) und den Einschrankungen ab, die der
Entrichtungsweise einer solchen aktiven Verbindung zur Behandlung von Brust- oder Prostatakrebs inharent
sind.

[0052] Die aktive Hauptingredienz wird fiir eine zweckmafige und wirksame Verabreichung in wirksamen
Mengen mit einem geeigneten pharmazeutisch akzeptablen Trager in Dosierungseinheitsformen wie oben of-
fenbart entrichtet. Im Fall von Zusammensetzungen, die zusatzliche aktive Ingredienzien enthalten, werden die
Dosierungen in Bezug auf die gewdhnliche Dosis und Verabreichungsweise der Ingredienzien bestimmt.

[0053] In dem Behandlungsverfahren gemaf der vorliegenden Erfindung kénnen der PDF, die Analogons
oder Fragmente davon auf eine Weise, die mit der Dosierungsformulierung kompatibel ist, in solchen Mengen
verabreicht werden, wie sie therapeutisch wirksam sind, und auf irgendeinem Weg, der medizinisch akzeptabel
fur die Behandlung von Brust- und Prostatazellkrebs ist. Mégliche Verabreichungswege schlieRen Injektionen
auf paranteralen Wegen wie intravaskular, intravends, intraarteriell, subkutan, intramuskular, intratumoral, in-
traperitoneal, intraventrikular oder intraepidural ein. Die Zusammensetzungen kénnen auch direkt auf Gewe-
beoberflachen, zum Beispiel wahrend einer Operation angewendet werden. Eine Verabreichung mit einer an-
haltenden Freisetzung (Englisch: sustained release) ist auch spezifisch in der Erfindung durch Vorrichtungen
wie Depotinjektionen oder erodierbaren Implantaten mit eingeschlossen.

[0054] Die Erfindung wird ferner durch die folgenden spezifischen Beispiele illustriert, welche nicht dazu ge-
dacht sind den Bereich der Erfindung auf irgendeine Weise einzuschranken.

Beispiel 1
Hypophyseextrakte induzieren die Differenzierung von Brustkrebszellen und Prostatakrebszellen

[0055] Extrakte, die aus boviner Hypophyse und aus einem mammosomatischen Hypophysetumor herge-
stellt wurden, wurden hinsichtlich der Fahigkeit, die Differenzierung von Brustkrebszellen zu induzieren, bewer-
tet.

[0056] Es wurden alkalische Hypophyseextrakte von dem mammosomatotropen Tumor MtTW10 und dem hy-
pophysaren Tumor MTW9-0M, erhalten von Dr. Untae Kim, Roswell Park Memorial Institute, Bufallo, NY, wie
durch Platica et al. (1992) Endocrinology 131: 2573, hergestellt. Der bovine Hypophyseextrakt wurde kommer-
ziell von Collaborative Research, Bedford, MA, erhalten.

[0057] Die Hypophyseextrakte wurden zu serumfreien Kulturen von MTW9/P1 Rattenbrusttumorzellen,
MCF-7 humanen Brustkrebszellen, normalen ephithelialen Brustzellen und myelocytischen und lymphocyti-
schen Leukamiezellen zugegeben. Nach 24 Stunden aggregierten die Brustkrebszellen, welche normalerwei-
se als Einzelzellsuspensionen wachsen, und formten Sphéroide. Eine Elektronenmikroskopie zeigte Verande-
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rungen, welche die Differenzierung in Richtung der normalen Brustdrisenstruktur anzeigen, einschlielich der
Polarisierung der Organellen, der Bildung einer lumenartigen Struktur, Junctionbildung und dem Auftauchen
von intrazellularen sekretorischen Granulas. Nothern- und Westernblots, die mittels Standardverfahren durch-
geflhrt wurden, zeigten, dass der Hypophyseextrakt die Expression von Laminin, Casein und Lactalbumin und
die Uberexpression von E-Cadherin in Brustkrebszellen induzierte. Normale epitheliale Zelle und myelocyti-
sche und lymphocytische leukamische Zellen wurden von der Behandlung mit dem Hypophyseextrakt nicht be-
einfluft.

[0058] Prostatakrebszellen wurden von der ATCC erhalten. Es wurden serumfreie Kulturen der Postatakrebs-
zellen mit dem Hypophysextrakt, hergestellt von Platica et al. wie oben beschrieben, behandelt und morpho-
logisch und biologisch auf Differenzierungsanzeichen beurteilt. Der Hypophyseextrakt induzierte die Differen-
zierung der Postatakrebszellen, wie es mittels eines Bionachweises gemessen wurde.

[0059] Es wurden gleichermalRen aus Rattenleber uns Rattennieren Extrakte hergestellt und zu den Zellkul-
turen wie oben beschrieben zugegeben. Die Rattenleber- und Rattennierenextrakte hatten keine Wirkung auf
die Differenzierung der Brustkrebs- und Prostatakrebszellen.

[0060] Es wurden verschiedene Hormone und Wachstumsfaktoren, einschlief3lich dem epidermalen Wachs-
tumsfaktor (EGF fir Englisch: epidermal growth factor), transformierenden Wachstumsfaktor (TGF flir Englisch
transforming growth factor), thrombozytare Wachstumsfaktor (PDGF fiir Englisch: platelet-derived growth fac-
tor), fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF fiir Englisch: fibroblast growth factor), insulinahnlichen Wachstums-
faktor (IGF fur Englisch: insulin-like growth factor) -1 und Il, Estradiol, Wachstumshormon und Prolactin, zu den
Brustkrebszellkulturen zugegeben und hinsichtlich der Differenzierungsaktivitat wie oben beschrieben bewer-
tet. Keines der Hormone und keiner der Wachstumsfaktoren wies die Fahigkeit auf eine Differenzierung zu in-
duzieren.

Beispiel 2
Identifikation eines Klonierungssystems fiir eine hypophysare Differenzierungsaktivitat

[0061] Es wurde ein Expressionsklonierungsverfahren entwickelt, um die hypophysare Differenzierungsakti-
vitat weiter zu charakterisieren. Um festzulegen, ob Xenopus-Oocyten ein geeignetes Expressionsystem sind,
wurden die Xenopus-Oocyten auf die Abwesenheit einer hypophysaren Differenzierungs-ahnlichen Aktivitat,
einer Toxizitat flr Brustkrebzellen in dem ausgewahltem funktionalem Nachweis und der Anwesenheit von
Faktoren beurteilt, die eine hypophysare Differenzierungsaktivitat zerstéren oder mit dieser interferieren kon-
nen.

[0062] Der Aggregationsbionachweis fiir eine hypophysare Differenzierungsaktivitat hat die Spharoidbildung
von MCF-7-Brustkrebszellen gemessen. MCF-7-Zellen aggregieren und bilden Spharoide als Antwort auf die
hypophysare Differenzierungsaktivitat eines Hypophysenextrakts. Die Spharoide wurden mittel Lichtmikrosko-
pie sichtbar gemacht.

[0063] Das Oocytenlysat wurde durch die Homogenisierung der Oocyten in 0,15 M NaCl, erhalten, gefolgt
von einer Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 15000 x g und 4°C und der Sammlung des Uberstands. Es wurden
verschiedene Mengen des Oocytenlysats, welches 50-400 ug Protein enthielt, und konditioniertes Medium, in
welchem die Oocyten flr 24 Stunden gehalten wurden, zu 1 ml-Kukturen zugegeben, die 1 x 10° MCF-7-Zellen
enthielten, gefolgt von einer Inkubation bei 37°C fir 72 Std. Es wurden keine keine morphologischen Verande-
rungen oder toxischen Wirkungen auf die MCF-7-Zellen bei jeder Konzentration des Lysats oder Mediums be-
obachtet, was anzeigt, dass die Xenopus-Oocyten keine hypophysare Differenzierungs-ahnliche Aktivitat ent-
halten und dass das Oocytenlysat flr Brustkrebszellen nicht toxisch ist.

[0064] Um zu bestimmen, ob die hypophysare Differenzierungsaktivitat in der Anwesenheit des Xenopus-Oo-
cytenlysats aktiv bleibt, wurden Kulturen, die 1 x 10° MCF-7-Zellen enthielten, mit 150 ug/ml Hypophyseextrakt
bei 37°C fir 72 Std. in der An- oder Abwesenheit von verschiedenen Mengen des Oocytenlysats (50-400
pg/ml) inkubiert. Die Aggregationswirkung, welche durch den Hypophyseextrakt induziert wurde, wurde von
der Anwesenheit des Oocytenlysats nicht beeinflusst. Die Ergebnisse zeigen an, dass die hypophysére Diffe-
renzierungsaktivitat in der Anwesenheit des Xenopus-Oocytenlysat aktiv bleibt.

[0065] Es wurde die Fahigkeit der Xenopus-Oocyten bestimmt eine hypophyséare Differenzierungsaktivitat in
Mengen zu exprimieren, die ausreichend fur die Detektion mit den Aggregationsbionachweis sind. Es wurde
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Poly (A)*-RNA von dem hypophyséaren Rattentumor MtTW10 mittels dem Guanidinium/Céasiumchlorid (Cs-
Cl)-Zentrifugationsverfahren wie von Sambrook et al. in einer RNAse-freien Umgebung hergestellt. Kurz, es
wurde 1 g Gewebe in 5 ml 4M Guanidiniumthiocyanat, 0,1 Tris-HCI (pH 7,5) und 1% 2-ME bei Raumtemperatur
homogenisiert. Dann wurden 9,7 ml Homogenat auf ein 3,3 ml Pad aus 5,7M CsCl und 4 mM EDTA, pH 7,5,
geschichtet und bei 30000 rpm fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die RNA, welche auf dem
Boden des Tubes pelletiert wurden, wurde in 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA und 0,1% SDS geldst und dann
mit Ethanol prazipitiert. Die Poly (A)*-RNA wurde durch das zweimalige Passieren der Gesamt-RNA iber eine
Oligo-dT-Cellulosesaule erhalten. Es wurden 17 ug der Poly (A)*-RNA aus 900 ug Gesamt-RNA erhalten.
Dann wurden 20 ausgewachsene Oocyten (Stadium V und V1), welche in steriler MBS-L&sung bei 19°C gehal-
ten wurden, mit 5 ml injeziert, die 50 ng mMRNA pro Oocyte erhielten, wobei eine automatische Spritze verwen-
det wurde. Die Oocyten wurden dann in eine MBS-Lsung gegeben, die Penicillin und Streptomycin enthielt,
und bei 19°C inkubiert. Nach drei Tagen wurden die Uberstédnde des Oocytenlysats (hergestellt wie oben be-
schrieben) und konditioniertes Medium (CM) der RNA-injezierten Oocyten auf die hypophysare Differenzie-
rungsaktivitat getestet. Die Kulturen, welche 1 x 10° MCF-7-Zellen in 1 ml serumfreinen RPMI enthielten, wur-
den in der Anwesenheit von verschiedenen Proteinkonzentrationen des Oocytenlysats (10-300 ug) oder CM
(50-200 plI/Kultur) bei 37°C in einer 5% CO,-Atmosphére inkubiert. Nach 72 Stunden wurde in den MCF-7-Kul-
turen, die mit dem Oocytenlysat behandelt wurden, eine Aggregation beobachtet, nicht jedoch in den CM-be-
handelten MCF-7-Zellen. Es wurde eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl der erhaltenen Aggregate und
der Lysatproteinkonzentration wie in Fig. 6 gezeigt beobachtet.

[0066] Es wurden dhnliche Experimente unter Verwendung von Poly (A)’-RNA aus Rattenleber durchgefihrt.
Weder das konditionierte Medium noch die Lysate von Oocyten, die mit der Leber-mRNA injeziert worden wa-
ren, hatten einen Effekt auf die MCF-7-Zellen.

[0067] Diese Ergebnisse zeigen an, dass eine hypophysare Differenzierungsaktivitat durch den Aggragati-
onsbionachweis sogar detektiert werden kann, wenn die gesamte Population der hypophysaren mRNA in Xe-
nopus-Oocyten exprimiert wurde.

[0068] Die vorangehenden Ergebnisse demonstrieren, dass die Xenopus-Oocyten keine hypophysare Diffe-
renzierungs-ahnliche Aktivitat enthalten, fir MCF-7-Zellen nicht toxisch sind und die hypophysare Differenzie-
rungsaktivitat nicht zerstéren. Ferner exprimierten Xenopus-Oocyten, die mit hypophysarer mRNA injeziert
worden waren, eine hypophysare Differenzierungsaktivitat auf einem Level, der durch den Aggregationsbio-
nachweis detektierbar ist.

Beispiel 3
Charakterisierung der hypophysaren Differenzierungsktivitat

[0069] Es wurde eine humane cDNA-Bibliothek von Clontech, Palo Alto, CA erhalten und auf die Anwesenheit
einer cDNA getestet, die fur eine hypophysare Differenzierungsktivitat kodiert. Die cDNA-Bibliothek wurde di-
rektional in die EcoRI-Hindlll-Stelle des Lambda-Bluemid-Phagen kloniert, welcher eine Transkription von bei-
den Strangen des DNA-Inserts mit entweder der T7- oder T3-RNA-Polymerase ermoglicht. Es wurden 5 pl ei-
ner seriellen Verdiinnung der Phagenbibliothek mit 200 pl K802 E. coli (ODy,, = 0,25) gemischt und bei 37°C
20 Minuten inkubiert. Dann wurden 3 ml geschmolzener 0,7% Agar mit 48°C zugegeben und die Mischung
wurde oben auf einer 100 mm Platte, die 1,5% LB-Agar enthielt, verteilt. Nach einer Inkubation bei 37°C Gber
Nacht wurden die Plaques fiir jede Phagenverdiinnung gezahlt und der Bibliothekstiter mit 1 x 10 pfu/ml be-
stimmt. Dann wurde ein Pool von 400000 pfu von jeder Bibliothek auf 20 Platten (20000 pfu pro Platte) aus-
plattiert und bei 37°C inkubiert, bis die Plaques etwa 1 mm Durchmesser erreicht hatten. Der obere Agar wurde
dann in SM-Puffer (0,1 M NaCl, 10 mM MgSO,-7H,0, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2% Gelatine) geerntet und die
Bakterienzellen mit Chloroform lysiert. Der Agar und die bakterielle Debris wurden durch eine Zentrifugation
bei 8000 x g fiir 20 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1 ug/ml DNase | und 5 pg/ml RNase A fiir 1
Stunde bei 37°C behandelt und dann nochmals bei 8000 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand, wel-
cher die Phagenpartikel enthielt, wurde bei 25000 rpm (Beckman, SW27 ROTOR) fir 2 Stunden bei 20°C zen-
trifugiert. Die pelletierten Phagen wurden dann in 0,5 M Tris-Puffer, pH 8, resuspendiert und mit 100 pg/ml Pro-
teinase K fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert, gefolgt von drei Phenol-, einer Pheno/Chloroform- und einer Chlo-
roformextraktion und einer Ethanolprazipitation.

[0070] Da in dieser Bibliothek die T3-RNA-Polymerase den (+)-Strang des klonierten Inserts synthetisiert,

wurde die Phagen-DNA durch einen Verdau mit Sall linearisiert, das in der in multiplen Klonierungsregion auf
der Seite des Inserts, die dem T3-RNA-Polymerasepromotor entgegengesetzt ist, schneidet. Fir eine effizien-
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te Translation wurde eine CAP-Stelle an das 5'-Ende des Transkripts hinzugefligt. Die Transkription erfolgte,
mit geringeren Modifikationen, nach dem Protokoll nach Melton (Kroeg et al., 1987, Methods Enzymol. 155:
397), wie von Regec et al. (1995) Blood 85: 2711 beschrieben, wobei ein mMessage-mMachine-Kit von Ambi-
on verwendet wurde, der 30-50 pg gecapte RNA pro ug Plasmid-DNA herstellen kann. Die Reaktion wurde in
einem 20 pl Volumen unter Verwendung von 5 pg linearisierter Phagen-DNA durchgefiihrt und das Protokoll
und die Reagenzien wurden von dem Hersteller bereitgestellt. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C wurde 1U
RNase-freie DNase | pro pg DNA zugegeben und die Inkubation fur 15 Minuten fortgesetzt. Dann wurde die
Reaktionsmischung mit Phenol/Chloroform extrahiert, gefolgt von einer Prazipitation mit einem halben Volu-
men 7,5 M NH,-Acetat und drei Volumina Ethanol. Mit drei solcher Ehtanolprazipitationen in Folge wurden 99%
der nichteingebauten Nukleotide entfernt.

[0071] Es wurden 20 Oocyten mit 50 ng RNA pro Oocyte wie oben beschrieben injeziert, in MBS-Lésung, die
Penicilin und Streptopmycin enthielt, gegeben und bei 19°C fir 3 Tage inkubiert. Das Oocytenlysat, das wie
oben beschrieben hergestellt wurde, wurde dann an MCF-7-Zellen unter Verwendung des oben beschriebenen
Bionachweises auf eine Differenzierungsktivitat getestet. Die behandelten Zellen bildeten Spharoide ahnlich
zu jenen, die von diesen humanen Brusttumorzellen in Anwesenheit des Hypophysextrakts gebildet wurden.
Es wurde eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl an gebildeten Spharoiden und dem Proteinlysat, das in
dem Bionachweis verwendet wurde, beobachtet. (Bitte Daten bereitstellen). Diese Daten zeigen, dass die hu-
mane hypophysare cDNA-Bibliothek von Clontech ein oder mehrere Klone enthalt, die fur eine hypophysare
Differenzierungsktivitat kodieren.

[0072] Der oben beschriebene Pool von 400000 pfu der hypophysaren cDNA-Bibliothek wurde fir eine
Sib-Selektion verwendet. Von dem 400000 pfu-Pool wurden jeweils 10 Unterpools von etwa 40000 Plaques
separat ausplattiert und bis sie eine Groéf3e von etwa 1 mm erreicht hatten wachsen gelassen. Die Phagen-DNA
von jedem Pool wurde hergestellt und mit der T3-RNA-Polymerase wie beschrieben gecapte Transkripte syn-
thetisiert. Die RNA von jedem Unterpool wurde in 20 Froschoocyten injeziert (50 ng/Oocyte) und die Lysate an
MCF-7-Zellen auf eine Differenzierungsaktivitat getestet. Fiir jeden Bionachweis wurden Kontrollen mit mRNA
von hypophysaren Tumoren, mit Lysat von nichtinjezierten Oocyten und mit Hypophyseextrakten angefertigt.
Von den 10 analysierten Unterpools zeigten drei in dem Bionachweis eine aggregierende Aktivitat. Der Unter-
pool Nr. 2 wies die starkste biologische Aktivitat auf und wurde fir eine weitere Sib-Selektion ausgewahlt. Die-
ser Unterpool wurde in 10 Unterpools von jeweils etwa 4000 pfu aufgeteilt, mit denen wie oben beschrieben
verfahren wurde. Von diesen Unterpools wies der Unterpool Nr. 6 die starkste Differenzierungsaktivitat auf und
wurde weiter in 10 Unterpools aufgeteilt (jeder enthielt mehr als 400 pfu), mit welchen ahnlich verfahren wurde.
Dieses Verfahren wurde weiter fortgesetzt, indem weitere positive Pools aufgeteilt und auf eine Differenzie-
rungsaktivitat gescreened wurden, bis ein einzelner positiver Klon, der fir den hypophysaren Differenzierungs-
faktor kodiert, identifiziert war.

[0073] Der identifizierte PDF-cDNA-Phagenklon wurde in eine Plasmidklon konvertiert, wobei dam Verfahren
von Clontech gefolgt wurde. Die Phage-DNA wurde mit Notl verdaut, um die pBLUESCRIPT-Plasmid-DNA, die
das cDNA-Insert enthalt, freizusetzen. Nach einer Phenol/Chloroformextraktion und einer Ethanolprazipitation
wurde die verdaute Plasmid-DNA ligiert und verwendet, um kompetente DM5 alpha E. coli (Gibco, BRL) zu
transformieren. Die Kolonien wurden auf Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin wachsen gelassen und enthielten
das Blueskript-Plasmid mit der klonierten PDF-cDNA.

[0074] Um zu versichern, dass der Plasmidklon eine cDNA erhielt, die fiir einen PDF kodiert, wurde das Tran-
skript von der cDNA mit der T3-RNA-Polymerase synthetisiert und in Xenopus-Oocyten translatiert. Das Oo-
cytenlysat wurde wie oben beschrieben auf eine PDF-Aktivitat getestet. Fig. 1 zeigt MCF-7-Zellen, die mit dem
Kontroll-CM inkubiert wurden. Fig. 2 zeigt MCF-7-Zellen, die mit dem Oocytenlysat behandelt wurden, welches
das cDNA-Transkript enthielt. Die behandelten Zellen aggregierten und bildeten Spharoide und somit wurde
bestatigt, dass der cDNA-Klon fur den PDF kodierte. Die Plasmid-DNA wurde dann fur eine Sequenzierung
vorbereitet.

[0075] Es wurden 500 ml Ampicillin/LB-Medium mit 0,5 ml einer Stocksuspension von E. coli inokuliert, wel-
che das Plasmid, das die PDF-cDNA enthielt, trugen, unter Schitteln bei 37°C Gber Nacht inkubiert. Am nachs-
ten Tag wurden die Zellen mit 8000 x g fir 20 Minuten bei 4°C pelletiert und die Plasmid-DNA mittels dem Ver-
fahren der alkalischen Lyse von Birnboim und Dolly (1979) Nucleic Acid Res, 7: 1573 hergestellt. Das bakteri-
elle Pellet wurde in 10 ml 50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0) und 10 mM EDTA (pH 8,0) resuspendiert.
Nach einer Behandlung mit Lysozym wurden die bakteriellen Zellen mit 0,2 N NaOH und 1% SDS fir 10 Minu-
ten bei Raumtemperatur lysiert. Dann wurden 15 ml 3 M kaltes Natriumacetat zugegeben. Die Mischung wurde
fir 10 Minuten auf Eis gestellt und mit 4000 x g fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, der vor-
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nehmlich die Plasmid-DNA enthielt, wurde gefiltert und mit 0,6 Volumina Isopropanol prazipitiert. Die Nuklein-
saure wurde durch eine Zentrifugation mit 5000 rpm fur 15 Minuten sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen
und in TE-Puffer gelst.

[0076] Es wurden CsCl/Ethidiumbromidgradienten nach Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, hergestellt. Es wurde
1 g CsCl in jeweils 1 ml der Plasmidpraparation geldst und 80 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) pro ml Cs-
CI-DNA-L6sung zugegeben. Nach einer Zentrifugation mit 60000 rpm fir 24 Stunden bei 20°C in einem Ti
65-Rotor war die bakterielle DNA in zwei Banden aufgetrennt: obere Bande enthielt die lineare, chromosomale
und genickte zirkulare Plasmid-DNA und die untere Bande bestand aus der geschlossenen zirkularen super-
helikalen Plasmid-DNA. Die Plasmid-DNA wurde wiedergewonnen, das Ethidiumbromid mit 1-Butanol extra-
hiert und nach der Entfernung des CsClI mittels Dialyse wurde die DNA mit Ethanol prazipitiert.

[0077] Die Sequenzierung der PDF-cDNA wurde in der Core Facility of Mount Sinai Medical School, New
York, durchgefiihrt, wobei das Verfahren der Dideoxykettentermination von Sanger et al. (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. 74: 5463, verwendet wurde. Es wurde jeder Teil des Klons von sowohl der Vorwarts- als auch re-
versen Orientierung sequenziert. Es wurden 530 Nukleotide des 2,2 kb-Inserts unter Verwendung von M13-20
und den reversen Primer von der Bluescript-Plasmidsequenz sequenziert. Die 530 Basenpaare der PDF-cDNA
haben die Nukleotidsequenz, dargelegtin SEQ ID NO: 1. Die Sequenz wurde mit dem DNASIS-Programm (Hi-
tachi Software Engineering Co.) auf eine Homologie mit anderen Sequenzen der GENBANK und des EMBL
analysiert. Es wurde keine einfache Homologie dieser Sequenz mit irgendeiner Sequenz aus der GEN-
BANK-Datenbank gefunden. Die groRte gefundene Maximallbereinstimmung war 72,5% Uber einen Bereich
von 98 Basenpaaren, was anzeigt, dass der PDF ein neuartiges Polypeptid ist.

Beispiel 4
Wirkung des PDF's auf prostatische Krebszellen

[0078] Die humane prostatische Zelllinie DU145 wurde von der American Type Culture Collection erhalten
und in RPMI 1640 Medium, versetzt mit 10% fétalem Rinderserum (FBS) (BioWhittacker, Walkersville, MC),
10 IU Penicillin/ml 50 mg Streptomycin/ml, bei 37°C in einer humidifizierten Atmosphare wachsen gelassen,
die 5% CO, enthielt.

[0079] Um die Wirkung des PDF's auf diese Zellen zu beobachten, wurden Kulturen, die 1 x 10° DU-145-Zel-
len in serumfreiem RPMI 1640-Medium enthielten, mit verschiedenen Konzentrationen des PDF's (50-300
pg/ml Kultur) behandelt. Drei Tage spater wurden die Kulturen auf die Bildung von Spharoiden ausgewertet.
Es wurde eine Korrelation zwischen der PDF-Konzentration und der Anzahl an gebildeten Spharoiden gefun-
den, wie in dem Graph in der Fig. 7 dargestellt.

[0080] Fig. 3 zeigt DU145-Zellen, die in Abwesenheit des PDF's kultiviert wurden. Fig. 4 illustriert die mor-
phologischen Veranderungen, die durch 150 yg PDF/ml in den DU145 prostatischen Krebszellen nach 72
Stunden induziert wurden. Die PDF-behandelten Zellen aggregierten und bildeten Spharoide ahnlich zu jenen,
die von den Brustkrebszellen, die mit dem PDF behandelt wurden, erzeugt wurden.

Beispiel 5
Sequenzierung und Expression des PDF's

[0081] Es wurde die vollstandige Sequenz der PDF-cDNA, beschrieben in Beispiel 3, mittels einer Primerex-
tensionsstrategie wie zum Beispiel von Sambrook et al. beschrieben bestimmt. Von der vollstandigen Sequenz
wurden die Start- und Stopcodons, der offene Leserahmen und die abgeleitete Aminosauresequenz bestimmt.

[0082] Es wurden baculovirale Expressionsvektoren, die die flir den PDF kodierende cDNA enthielten, her-
gestellt. Die PDF-cDNA wurde in den baculoviralen Vektor AcNPv kloniert und der rekombinante baculovirale
Vektor verwendet, um Zellen der Insektenzelllinie Sf21 zu transformieren. Das Baculovirus/Insektensystem
wird kultiviert, um den rekombinanten PDF zu exprimieren, welcher dann aus dem Kulturmedium oder den Zel-
lextrakten aufgereinigt wird. Die biologische Aktivitat des rekombinaten PDF's wurde durch den in vitro Aggre-
gationsnachweis bestatigt.
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Beispiel 6
Wirkung des rekombinanten PDF's auf das Tumorwachstum

[0083] Es wurden nackte Mause, die den Brusttumor MTW9 trugen, mittels Transplantation, wie von Diamond
et al. (1976) Cancer Research 36: 77 beschrieben, erhalten. Mittels einer intraperitonealen Injektion wurde der
rekombinante PDF an die tumortragenden Mause fur 21 Tage mit einer Dosierung von 50 ug/kg pro Tag ver-
abreicht. Die Reduktion der Tumorgrdf3e in Reaktion auf die Behandlung mit dem PDF wurde in regelmafRigen
Abstanden durch die Messung der Tumorlange, -breite und -hdhe mit Messschiebern (Englisch: calipers) be-
wertet und das Tumorvolumen berechnet.

[0084] Es sind verschiedene Publikationen hierin zitiert und die Inhalte davon sind hiermit durch Referenz in
ihrer Gesamtheit enthalten.

SEQUENZLISTE
(1) ALLGEMEINE INFORMATION:
(i) ANMELDER: Platica et al.

(ii) TITEL DER ERFINDUNG: Differenzierungsfaktor der
Hypophyse und Methoden zu seiner Verwendung

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 1

(ivi KORRESPONDENZADRESSE:
(A) EMPFANGER: Brumbaugh, Graves, Donohue & Raymond
(B) STRASSE: 30 Rockefeller Plaza
(C) STADT: New York
(D) STAAT: NY
(E) LAND: U.S.A.
(F) ZIP: 10112-0228

(v) COMPUTERLESBARE FORM
(A) MEDIUMTYP: Diskette
(B) COMPUTER: IBM-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: DOS
(D) SOFTWARE: FastSEQ Version 1.5

(vi) DERZEITIGE ANMELDEDATEN
(A) ANMELDENUMMER:
(B) ANMELDEDATUM:
(C) KLASSIFIZIERUNG:
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(vii) FRUHERE ANMELDEDATEN
(A) ANMELDENUMMER: USSN 60/021,589
(B) ANMELDEDATUM: 11. Juli 1996

(viii) ANWALT/KANZLEIINFORMATION
(A) NAME: Clark, Richard S
(B) REGISTRATIONSNUMMER: 26,154
(C) REFERENZ/PROZESSLISTENNUMMER: AP30487
165/33281

(ix) TELEKOMMUNIKA TIONSINFORMATION:
(A) TELEFON: 212-408-2558
(B) TELEFAX: 212-765-2519

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:1:

(i) SEQUENZMERKMALE:
(A) LANGE: 538 Nukleinsduren
(B) TYP: Nukleinsdure
(C) STRANGBESCHAFFENHEIT: einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid
(iii) URSPRUNGSQUELLE
(A) ORGANISMUS: Mensch

(iv) MERKMAL
(A) NAME:/SCHLUSSEL:
(B) LOKATION
(C) WEITERE INFORMATION: hypophysérer

Differenzierungsfaktor
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(v) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:1:

ACGCCAAGCT CTAATACGAC TCACTATAGG GAAAGCTGGT
ACGCCTGCAG GTACCGGTCC GGAATTCCCG GGTCGACGAA
TCCGCGGNCG CCCTATAGTG AGTCGTATTA CGCGCCGATT
NAGGTGACAC TATAGNCCGA TTTAGGTGAC ACTATAGTCG
ATTTAGGTGA CACTATAGTG AGTCGTATTA GAAGCTTGGC
GATTTAGGTG ACACTATAGN CCGATTTAGG TGACACTATA
GTCGATTTAG GTGACACTAT AGTCGGGCCG CCCTATAGTG
AGTCGTATTA GGCGTCGATT TAGGTGACAC TATAGTCGTA
TTAGCCGCCC TATAGTGAGT CGTATTACGC GCCGATITAG
GTGACACTAT AGTCGTATTA GCCGCCCTAT AGTGAGTCGT
ATTACGCGCC GATTTAGGTG ACACTATAGN CGACGAATIC
GCGGCCGCTC TAGAGGATCC AAGCTTACGT ACGCGTGCAT
GCGACGTCAT NNTCTTCTTT AGTGTCAACC TAAATCAATC
ANTGGCCGCC GGTTACAA
Patentanspriiche

1. Isolierter, biologisch aktiver hypophysérer Differenzierungsfaktor (PDF), der eine Aminoséuresequenz

hat, die von DNA kodiert wird, welche unter hochstringenten Bedingungen mit dem 2,2 kb-Insert in dem Plas-

mid pBS-PDF1, ATCC Nr. 97648, hybridisiert; oder ein biologisch aktives Substitutions-, Insertions- oder De-
letionsanalogon oder -fragment des besagten PDF's.

2. Isolierte Nukleinsaure, die fir einen hypophysaren Differenzierungsfaktor nach Anspruch 1 kodiert.

3. Vektor, der eine Nukleinsdure nach Anspruch 2 enthalt.

4. Vektor nach Anspruch 3, welcher ein Expressionsvektor ist.

5. Vektor nach Anspruch 3, welcher das Plasmid pBS-PDF1, ATCC Nr. 97648, ist.

6. Verfahren zur Herstellung eines biologisch aktiven hypophyséaren Differenzierungsfaktors (PDF), wel-
ches die Einfihrung einer Nukleinsdure nach Anspruch 2 in eine Wirtszelle, die Kultivierung der besagten
Wirtszelle unter Bedingungen, bei welchem die besagte Nukleinsdure exprimiert wird, und die Gewinnung des

PDF's umfasst.

7. Hypophysarer Differenzierungsfaktor nach Anspruch 1 zur Verwendung bei der Behandlung von Brust-
krebs.

8. Hypophysarer Differenzierungsfaktor nach Anspruch 1 zur Verwendung bei der Behandlung von Pros-
tatakrebs.

9. Verwendung des hypophysaren Differenzierungsfaktors nach Anspruch 1 bei der Herstellung einer For-
mulierung zur Behandlung von Brustkrebs.

10. Verwendung des hypophysaren Differenzierungsfaktors nach Anspruch 1 bei der Herstellung einer For-
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mulierung zur Behandlung von Prostatakrebs.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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WIRKUNG DES OOCYTENLYSATS AUF MCF-7-ZELLEN
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WIRKUNG DES PDF AUF DU-145-ZELLEN
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