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Beschreibung

Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung liegt im allgemeinen Bereich medizinischer Genetik und in den Bereichen 
des biochemischen Engineering, der Immunchemie und der Onkologie. Sie betrifft insbesondere das MN-Gen 
– ein zelluläres Gen, das als Onkogen angesehen wird und das für das Onkoprotein kodiert, das nun alternativ 
als das MN-Protein, das MN/CA IX-Isoenzym oder das MN/G250-Protein bekannt ist.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Zavada et al., Internationale Veröffentlichungsnummer WO 93/18125 (veröffentlicht am 16. September 
1993) und das U.S. Patent Nr. 5,387,676 (ausgegeben am 7. Februar 1996) beschreiben die Erläuterung der 
biologischen und molekularen Natur von MaTu, die zu der Entdeckung des MN-Gens und -Proteins führte. Es 
wurde festgestellt, dass das MN-Gen in der chromosomalen DNA aller getesteten Vertebraten vorhanden ist 
und dessen Expression stark mit der Tumorigenität in Verbindung steht.

[0003] Das MN-Protein wurde zuerst in HeLa-Zellen identifiziert, die aus einem humanen Karzinom der Cervix 
uteri stammten. In vielen Typen humaner Karzinome (unter anderem insbesondere Gebärmutterhals-, Eier-
stock-, Endometriums-, Nieren-, Blasen-, Brust-, kolorektalen, Lungen-, Speiseröhren und Prostatakarzino-
men). Es wurde festgestellt, dass nur sehr wenige normale Gewebe das MN-Protein in signifikanten Mengen 
exprimieren. Solche MN-exprimierenden, normalen Gewebe schließen die humane Magenschleimhaut und 
das Gallenblasenepithel und einige andere normale Gewebe des Verdauungskanals ein. Paradoxerweise wur-
de festgestellt, dass die Expression des MN-Gens in Karzinomen und anderen preneoplastischen/neoplasti-
schen Erkrankungen in manchen Geweben, die normalerweise MN exprimieren, z. B. die Magenschleimhaut, 
verloren gegangen oder verringert ist.

[0004] Allgemein kann Onkogenese durch die abnormale Expression des MN-Proteins gekennzeichnet wer-
den. Die Onkogenese kann zum Beispiel bezeichnet werden: (1) wenn das MN-Protein in einem Gewebe vor-
handen ist, dass das MN-Protein normalerweise bis zu keinem signifikanten Grad exprimiert; (2) wenn das 
MN-Protein in einem Gewebe nicht vorhanden ist, in dem es normalerweise exprimiert wird; (3) wenn die Ex-
pression des MN-Gens gegenüber dem normalerweise in einem Gewebe exprimierten Niveau in einem signi-
fikant erhöhten oder signifikant verringerten Niveau vorliegt; oder (4) wenn das MN-Protein an einem abnor-
malen Ort innerhalb der Zelle exprimiert wird.

[0005] Zavada et al., WO 93/18152 und Zavada et al., WO 95/34650 (veröffentlicht am 21. Dezember 1995) 
offenbaren, wie die Entdeckung des MN-Gens und -Proteins und die starke Assoziation der Expression und 
Tumorgenität des MN-Gens zu der Erzeugung von Verfahren, die sowohl diagnostisch/prognostisch als auch 
therapeutisch für Krebs und präkanzeröse Zustände sind. In diesen wurden Verfahren und Zusammensetzun-
gen zum Identifizieren des Ausbruchs und des Vorliegens einer neoplastischen Erkrankung durch Nachweisen 
oder Nachweisen und Quantifizieren einer abnormalen Expression des MN-Gens in Vertebraten bereitgestellt. 
Die abnormale Expression des MN-Gens kann mit einer Vielfalt herkömmlicher Assays in Vertebratenproben, 
zum Beispiel durch Immunoassays unter Verwenden von MN-spezifischen Antikörpern zum Nachweisen oder 
Nachweisen und Quantifizieren von MN-Antigenen, durch Hybridisierungsassays oder durch PCR-Assays, wie 
beispielsweise RT-PCR unter Verwenden von MN-Nukleinsäuren, wie beispielsweise MN-cDNA, zum Nach-
weisen oder Nachweisen und Quantifizieren von MN-Nukleinsäure, wie beispielsweise MN-mRNA, nachge-
wiesen oder nachgewiesen und quantifiziert werden.

[0006] Zavada et al., WO 93/18152 und WO 95/34650 beschreiben die Erzeugung MN-spezifischer Antikör-
per. Ein charakteristischer und bevorzugter, MN-spezifischer Antikörper, der monoklonale Antikörper M75 
(MAK M75), wurde bei der American Type Culture Collection (ATCC) in Manassus, VA (USA) unter der 
ATCC-Nummer HB 11128 hinterlegt. Der M75-Antikörper wurde zum Entdecken und Identifizieren des 
MN-Proteins verwendet und kann zum leichten Identifizieren des MN-Antigens in Western Blots, in Radioim-
munoassays und immunhistochemisch in, zum Beispiel Gewebeproben, die frisch, gefroren oder mit Formalin, 
Alkohol, Aceton oder anderweitig fixiert und/oder in Paraffin eingebettet und entparaffiniert sind, verwendet 
werden. Ein weiterer charakteristischer und bevorzugter MN-spezifischer Antikörper, MAK MN12, wird durch 
das Hybridom MN 12.2.2 sekretiert, das bei der ATCC unter der Bezeichnung HB 11647 hinterlegt wurde. Bei-
spiel 1 aus Zavada et al., WO 95/34650 stellt charakteristische Ergebnisse aus dem immunhistochemischen 
Anfärben von Geweben unter Verwenden des MAK M75 bereit, wobei die Ergebnisse die Bezeichnung des 
MN-Gens als Onkogen belegen.
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[0007] Viele Studien haben die diagnostische/prognostische Nützlichkeit von MN bestätigt. Die folgenden Ar-
tikel erörtern die Verwendung des MN-spezifischen MAK M75 beim Diagnostizieren/Prognostizieren präkan-
zeröser und kanzeröser zervikaler Läsionen: Leff, D. N., „Half a Century of HeLa Cells: Transatlantic Antigen 
Enhances Reliability of Cervical Cancer Pap Test, Clinical Trials Pending", BioWorld® Today: The Daily Biotech-
nology Newspaper, 9(55) (24. März 1998); Stanbridge, E. J., „Carvical marker can help resolve ambigous Pap 
smears", Diagnostics Intelligence, 10(5): 11 (1998) Liao und Stanbridge, "Expression of the MN Antigen in Cer-
vical Papanicolaou Smears Is an Early Diagnostic Biomarker of Cervical Dysplasia", Cancer Epidemiology, Bi-
omarkers & Prevention, 5: 549–557 (1996); Brewer et al., "A Study of Biomarkers in Cervical Carcinoma and 
Clinical Correlation of the Novel Biomarkers MN", Gynecologic Oncology, 63: 337–344 (1996); und Liao et al., 
"Identification of the MN Antigen as a Diagnostic Biomarker of Cervical Intraepithelial Squamous and Glandular 
Neoplasia and Cervical Carcinomas", American Journal of Pathology, 145(3): 598–609 (1994).

[0008] Prämaligne und maligne kolorektale Läsionen. MN wurde in normaler Magen-, Darm- und biliärer 
Schleimhaut nachgewiesen [Pastorekova et al., Gastroenterology, 112: 398–409 (1997)]. Eine immunhistoche-
mische Analyse des normalen Dickdarms zeigte eine mäßige Färbung in dem proximalen Kolon, wobei die Re-
aktion distal schwächer wird. Das Anfärben wurde auf die basolateralen Oberflächen der kryptalen Epithelzel-
len, die Fläche mit dem höchsten proliferativen Vermögen, beschränkt. Da MN in dem proliferierenden krypta-
len Epithel viel stärker im Überfluss vorhanden ist als in dem oberen Teil der Schleimhaut, kann es eine Rolle 
bei der Steuerung der Proliferation und Differenzierung der Darmepithelzellen spielen. In prämalignen und ma-
lignen Läsionen des kolorektalen Epithels steigt die Zellproliferation abnormal an und wird daher als Indikator 
für das Fortschreiten eines kolorektalen Tumors angesehen [Risio, M., J. Cell Biochem., 16G: 79–87 (1992); 
und Moss et al., Gastroenterology, 111: 1425–1432 (1996)].

[0009] Das MN-Protein wird nun als erstes mit Tumoren assoziiertem Carboanhydratase-(CA-)Isoenzym, das 
beschrieben wurde, betrachtet. Carbonanhydratasen (CAs) bilden eine große Familie von Genen, die für Zink-
metalloenzyme von großer physiologischer Wichtigkeit kodieren. Als Katalysatoren der reversiblen Hydrierung 
von Kohlenstoffdioxid nehmen diese Enzyme an einer Vielzahl biologischer Prozesse, einschließlich Atmung, 
Kalzifizierung, Säure-Base-Gleichgewicht, Knochenresorption, Bildung wässriger Körperflüssigkeiten, von Ze-
rebrospinalflüssigkeit, Speichel und Magensäure, teil [rückblickend zusammengefasst in Dodgson et al., The 
Carbonic Anhydrases, Plenum Press, New York-London, S. 398 (1991)]. CAs sind in verschiedenen lebenden 
Organismen weit verbreitet.

[0010] In Säugetieren wurden mindestens sieben Isoenzyme (CA I–VII) und ein paar mit CA verwandte Pro-
teine (CARP/CA VIII, RPTP-β, RPTP-⊤) identifiziert [Hewett-Emmett und Tashian, Mol. Phyl. Evol., 5: 50–77 
(1996)], wenn eine Analyse der von MN stammenden Aminosäuresequenz eine markante Homologie zwi-
schen dem mittleren Teil des MN-Proteins und Carboanhydratasen, mit der konservierten Zink-bindenden Stel-
le und dem aktiven Zentrum des Enzyms, zeigte. Es wurde festgestellt, dass das MN-Protein an Zink bindet 
und CA-Aktivität besitzt. Auf Basis dieser Daten wird das MN-Protein nun als das neunte Carboanhydrata-
se.Isoenzym – MN/CA IX – betrachtet [Opavsky et al., Genomics, 33: 480–487 (Mai 1996)]. [Siehe auch He-
wett-Emmett, supra, worin CA IX als Nomenklaturbezeichnung vorgeschlagen wird.]

[0011] CAs und die mit CA verwandten Proteine zeigen sowohl bezüglich ihrer Verteilung als auch ihrer pu-
tativen oder etablierten biologischen Funktionen eine erhebliche Vielfältigkeit [Tashian, R. E., Adv. in Genetics, 
30: 321–356 (1992)]. Einige der CAs werden in nahezu allen Geweben (CA II) exprimiert, wohingegen die Ex-
pression anderer mehr beschränkt zu sein scheint (CA VI und CA VII in den Speicheldrüsen). In Zellen können 
sie sich im Zytoplasma (CA I, CA II, CA III und CA VII), in den Mitochondrien (CA V) in sekretorischen Granula 
(CA VI) befinden oder mir der Membran assoziiert sein (CA IV). Gelegentlich wurde eine nukleäre Positionie-
rung mancher Isoenzyme festgestellt [Parkkila et al., Gut, 35: 646–650 (1994); Parkkila et al., Histochem. I., 
27: 133–138 (1995); Mori et al., Gastroenterol., 105: 820–826 (1993)].

[0012] Die CAs und die mit CA verwandten Proteine unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer kinetischen 
Eigenschaften und ihrer Empfänglichkeit gegenüber Inhibitoren [Sly und Hu, Annu. Rev. Biochem., 64: 
375–401 (1995)]. Im Verdauungstrakt ist die Aktivität der Carboanhydratasen an vielen wichtigen Funktionen, 
wie beispielsweise der Sekretion von Speichel, der Produktion von Magensäure, Pankreassaft und Gallenflüs-
sigkeit, Darmwasser und Ionentransport, die Aufnahme von Fettsäuren und Biogenese in der Leber, beteiligt. 
Es wurden wenigstens sieben CA-Isoenzyme in verschiedenen Bereichen des Verdauungstrakts gezeigt. Bio-
chemische, histochemische und immuncytochemische Studien offenbarten jedoch hinsichtlich der Mengen 
und der Verteilung derselben eine beachtliche Heterogenität [Swensen, E. R, „Distribution and functions of car-
bonic anhydrase in the gastrointestinal tract", In: The Carbonic Anhydrases. Cellular Physiology and Molecular 
Genetics, (Dodgson et al., Hrsg.) Plenum Press, New York, S. 265–287 (1991); und Parkkila, Scan J. Gastro-
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enterol., 31: 305–317 (1996)]. Während CA II entlang des gesamten Verdauungskanals gefunden wird, ist CA 
IV mit dem unteren Verdauungstrakt verknüpft, CA I, II und V sind in nur wenigen Geweben vorhanden und die 
Expression von CA VI und VII ist auf die Speicheldrüsen beschränkt [Parkkila et al., Gut 35: 646–650 (1994); 
Fleming et al., J. Clin. Invest., 96: 2907–2913; Parkkila et al., Hepatology, 24: 104 (1996)].

[0013] MN/CA IX weist einige Eigenschaften auf, die es von andere bekannten CA-Isoenzymen unterscheidet 
und seine Relevanz bezüglich Onkogenese erkennen lassen. Solche Eigenschaften schließen dessen dichte-
abhängige Expression in einer Zellkultur (z. B. HeLa-Zellen), dessen Beziehung zu dem tumorgenen Phänotyp 
somatischer Zellhybride zwischen HeLa und normalen humanen Fibroblasten, dessen enge Assoziation mit 
verschiedenen humanen Karzinomen und dessen Nicht-Vorhandensein in den entsprechenden normalen Ge-
weben [z. B. Zavada et al., Int. J. Cancer, 54: 268–274 (1993); Pastorekova et al., Virology, 187: 620–626 
(1992); Liao et al., Am. J. Pathol., 145: 598–609 (1994); Pastorek et al., Oncogene, 9: 2788–2888 (1994) Cote, 
Women's Health Weekly: News Section, S. 7 (30. März 1998); Liao et al., Cancer Res., 57: 2827 (1997); Ver-
mylen et al., „Expression of the MN antigen as a biomarker of lung carcinoma and associated precancerous 
conditions", Proceedings AACR, 39: 334 (1998); McKiernan et al., Cancer Res., 57: 2362 (1997); und Turner 
et al., Hum. Pathol., 28(6): 740 (1997)]. Daneben wurde das Transformationspotential von cDNA der MN/CA 
IX in vitro in NIH3T3-Fibroblasten gezeigt [Pastorek et al., id.].

[0014] Das MN-Protein wurde auch mit dem G250-Antigen identifiziert. Uemura et al., „Expression of Tu-
mor-Associated Antigen MN/G250 in Urologic Carcinoma: Potential Therapeutic Target, J. Urol., 157 (4. Bei-
heft): 377 (Zusammenfassung 1475; 1997) geben an: "Die Sequenzanalyse und das Durchsuchen der Daten-
bank offenbarten, dass das G250-Antigen mit MN, einem humanen, mit Tumoren assoziierten Antigen, das in 
zervikalen Karzinomen identifiziert wurde, identisch ist (Pastorek et al., 1994)".

Zusammenfassung der Erfindung

[0015] In einer ersten Ausführungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Polypeptid bereit, das dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass es aus den SEQ ID NO: 137 und 138 ausgewählt ist.

[0016] Es wird auch ein Polypeptid zur Verwendung in der Medizin sowie die Verwendung eines solches Po-
lypeptids zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung einer preneoplastischen und/oder neoplasti-
schen Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch die abnormale Expression des MN-Proteins, durch Inhibie-
rung des Wachstums der preneoplastischen und/oder neoplastischen Vertebratenzellen, die das MN-Protein 
abnormal exprimieren, bereitgestellt.

[0017] In einer weiteren Ausführungsform stellt die vorliegende Erfindung einen Peptidkomplex bereit, der da-
durch gekennzeichnet ist, dass er ein Polypeptid umfasst, das kovalent an Polylysin geknüpft ist, an das eine 
Nukleinsäure gebunden ist, die für ein cytotoxisches Protein oder ein cytotoxisches Polypeptid kodiert, welches 
funktionsfähig mit dem MN-Genpromotor verknüpft ist, wobei der Peptidkomplex, wenn er an eine preneoplas-
tische und/oder neoplastische Vertebratenzelle, die das MN-Protein abnormal exprimiert, verabreicht wird, das 
Wachstum dieser Zelle inhibiert.

[0018] Ein solcher Peptidkomplex ist bevorzugt, wobei das cytotoxische Protein die HSV-Thymidinkinase ist. 
Besonders bevorzugt umfasst die Nukleinsäure weiterhin eine Nukleinsäure, die für ein Cytokin kodiert, wel-
ches in funktionsfähiger Weise mit dem MN-Genpromotor verknüpft ist.

[0019] In einer weiteren Ausführungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Identifizieren ei-
nes organischen oder anorganischen Moleküls bereit, welches spezifisch an eine Stelle auf einem MN-Protein 
bindet, an das Vertebratenzellen in einem Zell-Adhäsionsassay anhaften, wobei diese Stelle aus einer Amino-
säuresequenz besteht, die ausgewählt ist aus den SEQ ID NOS: 10 und 97 bis 106, wobei das Verfahren da-
durch gekennzeichnet ist, dass es das Testen organischer und anorganischer Moleküle im Zell-Adhäsionsas-
say und das Identifizieren der Moleküle, die die Adhäsion der Vertebratenzellen an das MN-Protein inhibieren, 
da sie spezifisch an diese Stelle binden, umfasst und das Molekül bei der Behandlung einer preneoplastischen 
und/oder neoplastischen Erkrankung einsetzbar ist, welche durch eine abnormale Expression des MN-Prote-
ins gekennzeichnet ist, wobei der Zell-Adhäsionsassay folgendes umfasst: 

a) Bindenlassen des MN-Proteins an ein Substrat, an welches die Vertebratenzellen nicht binden;
b) Abspülen ungebundenen MN-Proteins von dem Substrat;
c) Inkubieren des gebundenen MN-Proteins mit dem Molekül und mit den Vertebratenzellen;
d) Abspülen ungebundener Vertebratenzellen vom MN-Protein; und
e) Bestimmen, ob das Molekül die Adhäsion der Vertebratenzellen an das MN-Protein inhibiert.
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[0020] Das Molekül ist vorzugsweise anorganisch oder organisch oder ist ein Protein oder ein Polypeptid. Ein 
solches Protein oder Polypeptid kann eine Aminosäuresequenz umfassen, die ausgewählt ist aus den SEQ ID 
NOS: 137 und 138. Besonders bevorzugt ist das Polypeptid aus den SEQ ID NOS: 137 und 138 ausgewählt.

[0021] Ein solches Verfahren wird bevorzugt, wobei das organische oder anorganische Molekül, wenn es mit 
einer preneoplastischen und/oder neoplastischen Vertebratenzelle, die das N-Protein abnormal exprimiert, in 
Kontakt ist, das Wachstum dieser Zelle inhibiert. Bei einem solchen Verfahren liegt die Stelle auf dem MN-Pro-
tein, an der die Vertebratenzellen in dem Zell-Adhäsionsassay anhaften, vorzugsweise innerhalb der proteo-
glycan-ähnlichen Domäne des MN-Proteins. Allgemein sind die Vertebratenzellen Säugerzellen, vorzugsweise 
Humanzellen.

[0022] Nach Angeben des Umfangs der vorliegenden Erfindung wird sie nun im Folgenden ausführlicher be-
schrieben und zusammen mit allgemeineren Begriffen veranschaulicht werden.

[0023] Hierin wird die Position der MN-Proteinbindungsstelle identifiziert. Von besonderer Wichtigkeit ist der 
Bereich innerhalb der proteoglycan-ähnlichen Domäne, AS 61 bis 96 (SEQ ID NO: 97), die eine 6-fache Tan-
dem-Wiederholung aus 6 Aminosäuren enthält und in der sich das Epitop für den M75-MAK in wenigstens zwei 
Kopien befindet und in der vermutlich MN-Bindungsstelle angeordnet ist. Eine alternative MN-Bindungsstelle 
kann in der CA-Domäne angeordnet sein.

[0024] Es werden auch MN-Proteine und MN-Polypeptide identifiziert, die mit einem immobilisierten MN-Pro-
tein um die Anhaftung an Zellen konkurrieren. Solche MN-Proteine/Polypeptide beugen einer Zell-Zell-Adhä-
sion und der Bildung interzellulärer Kontakte vor.

[0025] Hierin werden Zell-Adhäsionsassay-Verfahren offenbart, die zum Identifizieren von (einer) Bindungs-
stelle(n) auf dem MN-Protein, an das Vertebratenzellen, vorzugsweise Säugerzellen, besonders bevorzugt Hu-
manzellen, binden, verwendet werden. Eine solche MN-Bindungsstelle wird dann als therapeutisches Ziel 
identifiziert, das mit MN-spezifischen Antikörpern oder anorganischen oder organischen Molekülen, vorzugs-
weise organischen Molekülen, besonders bevorzugt Proteinen/Polypeptide, die spezifisch an diese Stelle bin-
den, blockiert werden kann.

[0026] Ferner werden therapeutische Verfahren zum Behandeln von Patienten mit einer preneoplasti-
schen/neoplastischen Erkrankung, die mit einer abnormalen Expression von MN assoziiert oder durch diese 
gekennzeichnet ist, offenbart, wobei die Verfahren auf dem Blockieren der MN-Bindungsstelle mit anorgani-
schen oder organischen Molekülen, bevorzugt jedoch organischen Molekülen, besonders bevorzugt Protei-
nen/Polypeptiden, die spezifisch an diese Bindungsstelle binden, basieren. Das Wachstum einer preneoplas-
tischen/neoplastischen Vertebratenzelle, die das MN-Protein abnormal exprimiert, kann durch Verabreichen 
solcher organischen oder anorganischen Moleküle, bevorzugt organischer Moleküle, besonders bevorzugt 
Proteinen/Polypeptiden, in einer therapeutisch wirksamen Menge in einer physiologisch annehmbaren Formu-
lierung inhibiert werden. Ein solches bevorzugtes therapeutisches Protein/Polypeptid umfasst vermutlich eine 
Aminosäuresequenz, die ausgewählt ist aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID NOS: 107 bis 109. Es 
wird angenommen, dass (ein) MN-Proteinpartner aus solchen Heptapeptiden besteht. Es wird erwartet, dass 
das Blockieren der Wechselwirkung zwischen dem MN-Protein und dessen Bindungspartner(n) zu einer Ver-
ringerung des Tumorwachstums führt.

[0027] Des Weiteren werden andere therapeutische Verfahren bereitgestellt, bei denen das Wachstum einer 
preneoplastischen oder neoplastischen Vertebraten-, vorzugsweise einer Säuger-, besonders bevorzugt einer 
Human-, Zelle, die das MN-Protein abnormal exprimiert, inhibiert wird. Solche Verfahren umfassen das Trans-
fizieren der Zelle mit einem Vektor, der eine Expressionssteuersequenz umfasst, die in funktionsfähiger Weise 
mit einer Nukleinsäure verknüpft ist, die für die variablen Domänen eines MN-spezifischen Antikörpers kodiert, 
wobei die Domänen durch ein flexibles Linker-Peptid, bevorzugt die SEQ ID NO: 116, voneinander getrennt 
sind. Die Expressionssteuersequenz umfasst bevorzugt den MN-Genpromotor.

[0028] Noch weitere therapeutische Verfahren umfassen das Transfizieren der Zelle mit einem Vektor, der ein 
Nukleinsäure umfasst, die für ein cytotoxisches Protein/Polypeptid, wie beispielsweise HSVtk, kodiert, das 
funktionsfähig mit dem MN-Genpromotor verknüpft ist. Ein solcher therapeutischer Vektor kann auch eine Nu-
kleinsäure umfassen, die für ein Cytokin, wie beispielsweise IL2- oder IFN, kodiert.

[0029] Nachstehend werden hierin offenbarte Aspekte der vorliegenden Erfindung ausführlich beschrieben. 
Es wird die therapeutische Verwendung organischer oder anorganischer Moleküle, vorzugsweise organischer 
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Moleküle, offenbart. Solche bevorzugten Moleküle binden spezifisch an eine Stelle auf einem MN-Protein, an 
die Vertebratenzellen in einem Zell-Adhäsionsassay anhaften, wobei das Molekül, wenn es in vitro getestet 
wird, die Adhäsion von Zellen an das MN-Protein inhibiert. Weiter werden solche Moleküle bevorzugt, die, 
wenn sie mit einer preneoplastischen oder neoplastischen Vertebratenzelle, die das MN-Protein abnormal ex-
primiert, in Kontakt sind, das Wachstum der Zelle inhibieren. Die Vertebratenzellen sind vorzugsweise Säuger- 
und besonders bevorzugt Humanzellen.

[0030] Ein solches Molekül ist vorzugsweise organisch und besonders bevorzugt ist ein solches organisches 
Molekül ein Protein oder ein Polypeptid. Noch weiter bevorzugt umfasst das Protein oder Polypeptid eine Ami-
nosäuresequenz, die ausgewählt ist aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID NOS: 107, 108, 109, 137 und 
138. Noch weiter bevorzugt ist das Polypeptid ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID NOS: 
107, 108, 109, 137 und 138.

[0031] Die Stelle auf den MN-Proteinen, an die Vertebratenzellen im Zell-Adhäsionsassay anhaften, befindet 
sich bevorzugt innerhalb der proteoglycan-ähnlichen Domäne [SEQ ID NO: 50] oder innerhalb der Carboan-
hydratase-Domäne [SEQ ID NO: 51] des MN-Proteins. Die Stelle umfasst bevorzugt eine Aminosäuresequenz, 
die ausgewählt ist aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID NOS: 19 und 97 bis 106. Noch weiter bevorzugt 
besitzt die Stelle eine Aminosäuresequenz, die ausgewählt ist aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID 
NOS: 10 und 97 bis 106.

[0032] Ein weiterer Aspekt dieser Erfindung betrifft MN-Proteine und MN-Polypeptide, die das Anhaften von 
Vertebratenzellen in einem Zell-Adhäsionsassay vermitteln, wobei das MN-Protein oder MN-Polypeptid, wenn 
es in die extrazelluläre, flüssige Umgebung von Vertebratenzellen eingebracht wird, der Bildung interzellulärer 
Kontakte und der Adhäsion der Vertebratenzellen untereinander vorbeugt. Solche MN-Proteine und MN-Poly-
peptide können dabei von Nutzen sein, das Wachstum von preneoplastischen oder neoplastischen Vertebra-
tenzellen, die das MN-Protein abnormal exprimieren, zu inhibieren, wenn solche MN-Proteine oder MN-Poly-
peptide in die extrazelluläre, flüssige Umgebung solcher Vertebratenzellen eingebracht werden. Die Vertebra-
tenzellen sind vorzugsweise Säuger- und besonders bevorzugt Humanzellen.

[0033] Die MN-Proteine oder MN-Polypeptide, die das Anhaften der Vertebratenzellen in einem Zell-Adhäsi-
onsassay vermitteln, weisen vorzugsweise Aminosäuresequenzen aus der SEQ ID NO: 97, der SEQ ID NO: 
50 oder der SEQ ID NO: 51, besonders bevorzugt aus der SEQ ID NO: 50, auf. Noch weiter bevorzugt umfas-
sen solche MN-Proteine oder MN-Polypeptide Aminosäuresequenzen, die ausgewählt sind aus den SEQ ID 
NOS: 10 und 97 bis 106. Alternativ dazu sind die MN-Polypeptide ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus 
den SEQ ID NOS: 10 und 97 bis 106.

[0034] Charakteristische MN-Proteine und MN-Polypeptide, die das Anhaften von Vertebratenzellen in einem 
Zell-Adhäsionsassay vermitteln, werden entweder von dem monoklonalen Antikörper M75, der aus dem Hyb-
ridom VU-M75, das bei der American Type Culture Collection unter der ATCC-Nr. HB 11128 hinterlegt ist, se-
kretiert wird, oder von dem monoklonalen Antikörper MN12, der aus dem Hybridom MN 12.2.2, das bei der 
American Type Culture Collection unter der ATCC-Nr. HB 11647 hinterlegt ist, sekretiert wird, oder von den bei-
den monoklonalen Antikörpern spezifisch gebunden.

[0035] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Identifizieren einer Stelle auf ei-
nem MN-Protein, an die Vertebratenzellen anhaften, durch Testen einer Reihe von sich überlappenden Poly-
peptiden von dem MN-Protein bei einem Zell-Adhäsionstest mit Vertebratenzellen und Bestimmen, dass, wenn 
die Zellen an ein Polypeptid aus dieser Reihe anhaften, das Polypeptid eine Stelle auf dem MN-Protein um-
fasst, an die Vertebratenzellen anhaften.

[0036] Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der eine Expressionssteuerse-
quenz umfasst, die in funktionsfähiger Weise mit einer Nukleinsäure verknüpft ist, die für die variablen Domä-
nen eines MN-spezifischen Antikörpers kodiert, wobei diese Domänen durch ein flexibles Linker-Polypeptid 
voneinander getrennt sind und wobei dieser Vektor, wenn er in eine preneoplastische oder neoplastische Ver-
tebratenzelle, die das MN-Protein abnormal exprimiert, transfiziert wird, das Wachstum der Zelle inhibiert. Die-
se Expressionssteuersequenz umfasst bevorzugt den MN-Genpromotor, der funktionsfähig mit der Nuklein-
säure verknüpft ist. Weiter bevorzugt besitzt das flexible Linker-Polypeptid die Aminosäuresequenz der SEQ 
ID NO: 116 und noch weiter bevorzugt besitzt der MN-Genpromotor die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 27.

[0037] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft einen Vektor, der eine Nukleinsäure umfasst, 
die für ein cytotoxisches Protein oder ein cytotoxisches Polypeptid kodiert, welches funktionsfähig mit dem 
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MN-Genpromotor verknüpft ist, wobei der Vektor, wenn er in eine preneoplastische oder neoplastische Verte-
bratenzelle, die das MN-Protein abnormal exprimiert, transfiziert wird, das Wachstum der Zelle inhibiert. In ei-
ner bevorzugte Ausführungsform ist das cytoxische Protein HSV-Thymidinkinase. Der Vektor umfasst vorzugs-
weise eine Nukleinsäure, die für ein Cytokin kodiert, das funktionsfähig mit dem MN-Genpromotor verknüpft 
ist. In alternativen und bevorzugten Ausführungsformen ist das Cytokin Interferon oder Interleukin-2.

[0038] Der MN-Genpromotor wird hierin charakterisiert. Es wird die Identifizierung der Bindungsstelle für ei-
nen Repressor der Transkription von MN offenbart. Eine Mutationsanalyse zeigte, dass die direkte Wiederho-
lung AGGGCacAGGGC [SEQ ID NO: 43] für eine effiziente Bindung des Repressors erforderlich ist.

[0039] Die Identifizierung des Proteins, das an den Repressor bindet, und eine Modifizierung der Bindungs-
eigenschaften desselben ist ein weiterer Weg, um die Expression von MN zu modulieren, was zu Krebsthera-
pien führt. Es wird erwartet, dass die Unterdrückung der MN-Expression in Tumorzellen durch Überexpression 
eines negativen Regulators zu einer Abnahme des Tumorwachstums führt. Ein Repressorkomplex, der durch 
UV-Vernetzung in direktem Kontakt mit der SEQ ID NO: 115 gefunden wurde, umfasste zwei Proteine mit ei-
nem Molekulargewicht von entsprechend 35 und 42 Kilodalton.

Abkürzungen

[0040] Es werden hierin die folgenden Abkürzungen verwendet: 

AS – Aminosäure
ATCC – American Type Culture Collection
bp – Basenpaare
BLV – Rinderleukämievirus
BSA – Rinderserumalbumin
BRL – Bethesda Research Laboratories
CA – Carboanhydratase
CAM – Zell-Adhäsionsmolekül
CARP – mit Carboanhydratase verwandtes Protein
CAT – Chloramphenicolacetyltransferase
Ci – Curie
cm – Zentimeter
CMV – Cytomegalievirus
cpm – counts per minute, Zerfälle pro Minute
C-Terminus – Carboxy-Terminus
CTL – cytotoxische T-Lymphozyten
°C – Grad Celsius
DEAE – Diethylaminoethyl
DMEM – Dulbeccos Modifiziertes Eagle-Medium
ds – doppelsträngig
EDTA – Ethylendiamintetraacetat
EGF – epidermaler Wachstumsfaktor
EIA – Enzymimmunoassay
ELISA – enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay)
EMSA – electrophoretic mobility shift assay
F – Fibroblasten
FACS – cytofluorometrische Studie 
FKS – Fötales Kälberserum
FITC – Fluoresceinisothiocyanat
FTP – DNase 1-Footprinting-Analyse
GST-MN – Fusionsprotein MN-Glutathion-S-Transferase
GVC – Ganciclovir
H – HeLa-Zellen
H-E – Hämatoxylin-Eosin
HEF – humane Embryofibroblasten
HeLa K – Standardtyp von HeLa-Zellen
HeLa S – Stanbridges mutante HeLa D98/AH.2
H/F-T – Hybrid-HeLa-Fibroblastenzellen, die tumorgen sind; aus HeLa D98/AH.2 stammend
H/F-N – Hybrid-HeLa-Fibroblastenzellen, die nicht tumorgen sind; aus HeLa D98/AH.2 stammend
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HPV – humaner Papillomvirus
HRP – Meerrettich-Peroxidase
HSV – Herpes-Simplexvirus
IC – intrazellulär
IFN – Interferon
IL-2 – Interleukin-2
Inr – Initiator
IPTG – Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid
kb – Kilobase
kbp – Kilobasenpaare
kd oder kDa – Kilodalton
KS – Keratansulfat
LCMV – lymphozytischer Choriomeningitis-Virus
LTR – lange, terminale Wiederholung
M – molar
mA – Milliampere
MAK – monoklonaler Antikörper
MCSF – Makrophagenkolonie stimulierender Faktor
ME – Mercaptoethanol
MEM – minimales, essentielles Medium 
min – Minute(n)
mg – Milligramm
ml – Milliliter
mM – millimolar
MMC – Mitomycin C
mmol – Millimol
MLV – muriner Leukämievirus
N – normale Konzentration
NEG – negativ
ng – Nanogramm
nm – Nanometer
nt – Nukleotid
N-Terminus – Amino-Terminus
ODN – Oligodesoxynukleotid
ORF – offener Leserahmen (open reading frame)
PA – Protein A
PBS – phosphatgepufferte Kochsalzlösung
PCR – Polymerasekettenreaktion
PEST – Kombination aus einbuchstabigen Abkürzungen für Prolin, Glutaminsäure, Serin, Threonin
PG – Proteoglycan
IEP – isoelektrischer Punkt
PMA – Phorbol-12-myristat-13-acetat
POS – positiv
Py – Pyrimidin
RACE – schnelle Amplifikation der cDNA-Enden
RCC – Nierenzellkarzinom
RIA – Radioimmunassay
RIP – Radioimmunpräzipitation
RIPA – Radioimmunpräzipitationsassay
RNP – RNase-Protektionsassay
RT-PCR – Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
SAC – Staphylococcus aureus-Zellen
S. aureus – Staphylococcus aureus 
sc – subcutan
SDRE – für die Dosis des Serums responsives Element (serum dose response element)
SDS – Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE – Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SINE – short interspersed repeated sequence
SP – Signalpeptid
SP-RIA – Festphasen-Radioimmunassay
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Zelllinien

SSDS – synthetische Splicing-Donorstelle
SSH – subtraktive suppressive PCR
SSPE – NaCl (0,18 M), Natriumphosphat (0,01 M), EDTA (0,001 M)
TBE – Tris-Borat/EDTA-Elektrophoresepuffer
TC – Gewebekultur
TCA – Trichloressigsäure
TC-Medium – Gewebekulturmedium
TC – Gewebekultur
tk – Thymidinkinase
TM – Transmembran
TMB – Tetramethylbenzidin
Tris – Tris(hydroxymethyl)aminomethan
μCi – Mikrocurie
μg – Mikrogramm
μl – Mikroliter
μM – mikromolar
VSV – vesikulärer Stomatitis-Virus
VV – Vacciniavirus
X-MLV – xenotroper, muriner Leukämievirus

AGS – Zelllinie, die von einem primären Magen-Adenokarzinom stammt [Barran-
co und Townsend, Cancer Res., 43: 1703 (1983) und Invest. New Drugs, 1: 
117 (1983)]; unter CRL-1739 bei der ATCC erhältlich; 

BL-3 – Rinder-B-Lymphozyten [ATCC CRL-8037; Leukämiezellsuspension; J. 
Natl. Cancer Inst. (Bethesda) 40: 737 (1968)];

C33 – eine Zelllinie, die aus der Biopsie eines humanen zervikalen Karzinoms 
stammt [Auersperg, N., J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda), 32: 135–148 
(1964)]; unter HTB-31 bei der ATCC erhältlich;

C33A – humane zervikale Karzinomzellen [ATCC HTB-31; J. Natl. Cancer Inst. 
(Bethesda) 32: 135 (1964)];

COS – Affenzelllinie [Gluzman, Y., Cell, 23: 175 (1981)];
HeLa K – Standardtyp von HeLa-Zellen; aneuploid, epithel-ähnliche Zelllinie, die 

aus einem humanen zervikalen Adenokarzinom isoliert wurde [Gey et al., 
Cancer Res., 12: 264 (1952); Jones et al., Obstet. Gynecol., 38: 945–949 
(1971)], erhalten von Professor B. Korych, [Institute of Medical Microbiology 
and Immunologie, Charles University, Prag, Tschechische Republik];

HeLa D98/AH.2 (auch HeLa s) – Mutanter HeLa-Klon, der einen Mangel an Hypoxanthinguanin-phospho-
ribosyltransferase aufweist (HGPRT–), freundlicher Weise von Eric J. Stan-
bridge [Department of Microbiology, College of Medicine, University of Ca-
lifornia, Irvine, CA (USA)] zur Verfügung gestellt und berichtet in Stanbridge 
et al., Science, 215: 252–259 (15. Jan. 1982); Vorgänger der Hybridzellen 
H/F-N und H/F-T, ebenso von E. J. Stanbridge erhalten;

KATO III – Zelllinie, die aus einer metastatischen Form eines Magenkarzinoms er-
zeugt wurde [Sekiguichi et al., Japan J. Exp. Med., 48: 62 (1978)]; unter 
HTB-103 bei der ATCC erhältlich;

NIH-3T3 – murine Fibroblastenzelllinie, die in Aaronson, Science, 237: 178 (1978) 
berichtet wurde;

QT35 – Wachtel-Fibrosarkomzellen [ECACC: 93120832; Cell, 11: 95 (1977)]; 
Raj – humane Burkitts Lymphomzelllinie [ATCC CCL-86; Lancet, 1: 238 (1964)];
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Symbole der Nukleotid- und Aminosäuresequenzen

[0041] Die folgenden Symbole werden hierin zum Darstellen der Nukleotide verwendet: 

[0042] Es gibt zwanzig Aminosäuren, wobei jede durch eine andere Anordnung drei benachbarter Nukleotide 
(Triplett-Code oder Codon) definiert ist und zum Bilden eines bestimmten Proteins miteinander in einer be-
stimmten Reihenfolge verknüpft ist. Hierin wird ein aus drei oder einem Buchstaben bestehendes Übereinkom-
men dazu verwendet, Aminosäuren, wie zum Beispiel in Fig. 1, folgendermaßen zu identifizieren: 

Rat2TK – Zelllinie (Rattenembryo, Thymidinkinase-Mutante) stammte aus einem 
Subklon eines 5'-Bromdesoxyuridin-resistenten Stamms der Rattenfibro-
blasten 3T3-ähnlichen Zelllinie Rat1 von Fischer; die Zellen weisen einen 
Mangel an annehmbaren Mengen nukleärer Thymidinkinase auf [Ahrens, 
B., Virology, 113: 408 (1981)];

SiHa – humane, zervikale, schuppenartige Karzinomzelllinie [ATCC HTB-35; 
Friedl et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 135: 543 (1990)];

XC – Zellen, die aus einem Rhabdomyosarkom stammen, das mit einem mit 
Rous-Sarkom-Virus induzierten Rattensarkom induziert wurde [Svoboda, 
J., Natl. Cancer Center Institute Monograph No. 17, IN: „International Con-
ference an Avian Tumor Viruses" (J. W. Beard Hrsg.), S. 277–298 (1964)], 
freundlicher Weise von Jan Svoboda [Institute of Molecular Genetics, 
Czechoslovak Academy of Sciences; Prag, Tchechische Republik] zur Ver-
fügung gestellt; und

CGL1 – H/F-N-Hybridzellen (HeLa D98/AH.2-Derivat);
CGL2 – H/F-N-Hybridzellen (HeLa D98/AH.2-Derivat);
CGL3 – H/F-T-Hybridzellen (HeLa D98/AH.2-Derivat);
CGL4 – H/F-T-Hybridzellen (HeLa D98/AH.2-Derivat).

Base
Symbol Bedeutung
A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
U Uracil
I Inosin
M A oder C
R A oder G
W A oder T/U
S C oder G
Y C oder T/U
K G oder T/U
V A oder C oder G
H A oder C oder T/U
D A oder G oder T/U
B C oder G oder T/U
N/X A oder C oder G oder T/U
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Kurze Beschreibung der Figuren

[0043] Fig. 1A bis C stellt die Nukleotidsequenz für einen MN-cDNA-[SEQ ID NO: 1]Klon, der so, wie hierin 
beschrieben ist, isoliert wurde, bereit. Fig. 1A bis C gibt die vorhergesagte Aminosäuresequenz [SEQ ID NO: 
2], die von der cDNA kodiert wird, an.

[0044] Fig. 2A bis F stellt eine 10.898 bp große, vollständige genomische Sequenz von MN [SEQ ID NO: 3] 
bereit. Die Basenzählung war folgendermaßen: 2654 A; 2739 C; 2645 G und 2859 T. Die 11 Exons sind allge-
mein in Großbuchstaben gezeigt, es wird jedoch in Betracht gezogen, dass Exon 1 an der Position 3507 be-
ginnt, wie mit einem RNase-Protektionsassay bestimmt wurde.

[0045] Fig. 3 ist eine Restriktionskarte der vollständig langen MN-cDNA. Der offene Leserahmen ist als leeres 
Kästchen gezeigt. Die dicken Linien unterhalb der Restriktionskarte veranschaulichen die Größen und Positi-
onen der beiden sich überlappenden cDNA-Klone. Die horizontalen Pfeile geben die Positionen der Primer R1 
[SEQ ID NO: 7] und R2 [SEQ ID NO: 8], die für die RACE am 5'-Ende verwendet werden, an. Die relevanten 
Restriktionsschnittstellen sind BamHI (B), EcoRV (V), EcoRI (E), PstI (Ps), PvuII (Pv).

[0046] Fig. 4 stellt schematisch den 5'-Bereich des MN-Genoms eines genomischen Klons von MN dar, wo-
bei die Nummerierung den mit RACE abgeschätzten Transkriptionsinitiationsstellen entspricht.

[0047] Fig. 5 stellt eine Exon-Intron-Karte des humanen MN/CA IX-Gens bereit. Die Positionen und Größen 
der Exons (nummerierte, querschraffierte Kästchen), der Alu-Wiederholungselemente (leere Kästchen) und ei-
ner mit LTR verwandten Sequenz (erstes, nicht-nummeriertes, getüpfeltes Kästchen) sind an den angegeben 
Maßstab angepasst. Die Exons, die den einzelnen MN/CA IX-Proteindomänen entsprechen, sind in gestrichel-
ten Rahmen, die als PG (proteoglycan-ähnliche Domäne), CA (Carboanhydratase-Domäne), TM (Transmem-
brananker) und IC (intrazytoplasmatischer Schwanz) bezeichnet werden, eingeschlossen. Unterhalb der Karte 
veranschaulicht das Alignment von Aminosäuresequenzen das Ausmaß der Homologie zwischen dem PG-Be-
reich des MN/CA IX-Proteins (AS 53–111) [SEQ ID NO: 50] und dem humanen Aggrecan (AS 781–839) [SEQ 
ID NO: 54].

[0048] Fig. 6 ist eine Nukleotidsequenz für den vorgeschlagenen Promotor des humanen MN-Gens [SEQ ID 
NO: 27]. Die Nukleotide sind von der Transkriptionsinitiationsstelle entsprechend dem RNase-Protektionsas-
say nummeriert. Potentielle regulatorische Elemente sind überstrichen. Die Transkriptionsstartstellen sind mit 
Sternchen (RNase-Protektion) und Punkten (RACE) oberhalb der entsprechenden Nukleotide angegeben. Die 
Sequenz des 1. Exons beginnt unter den Sternchen. Eine FTP-Analyse des MN4-Promotorfragments offenbar-
te 5 Bereiche (I–V), die sowohl an dem kodierenden als auch an dem nicht-kodierenden Strang geschützt sind, 
und zwei Bereiche (VI und VII), die an dem kodierenden Strang, jedoch nicht an dem nicht-kodierenden Strang 

Name der Aminosäure 3 Buchstaben Abkürzung 1 Buchstabe Abkürzung
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsäure Asp D
Cystein Cys C
Glutaminsäure Glu E
Glutamin Gln Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
unbekannt oder andere X
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geschützt sind.

[0049] Fig. 7 stellt ein Schema des Alignment genomischer Klone von MN entsprechend ihrer Position in Be-
zug auf die Transkriptionsinitiationsstelle bereit. Alle genomischen Fragmente außer Bd3 wurden aus einer 
lambda FIX II-Genbank isoliert, die von HeLa-Zellen stammte. Der Klon Bd3 stammte aus einer humanen, fö-
talen Hirn-Genbank.

[0050] Fig. 8 stellt schematisch die Struktur des MN-Proteins wieder. Die Abkürzungen entsprechen den in 
Fig. 5 verwendeten. Die Skala gibt die Anzahl an Aminosäuren an.

Ausführliche Beschreibung

[0051] Die Begriffe „MN/CA IX" und „MN/CA 9" werden hierin als Synonyme für MN betrachtet. Auch das 
G250-Antigen wird als Bezeichnung für das MN-Protein/-Polypeptid betrachtet [Uemura et al., J. Urol., 157 (4. 
Beiheft): 377 (Zusammenfassung 1475; 1997)].

[0052] MN/CA IX wurde zuerst in HeLa-Zellen, die aus einem humanen Karzinom der Cervix uteri stammten, 
sowohl als Plasmamebran- als auch als nukleares Protein mit einem offensichtlichen Molekulargewicht von 58 
und 54 Kilodalton (kDa), wie mit Hilfe eines Western Blots bestimmt wurde, identifiziert. Es ist N-glycosyliert 
und weist eine einzelne, 3 kDa große Kohlenwasserstoffkette auf und bildet unter nicht-reduzierenden Bedin-
gungen S-S-verknüpfte Oligomere [Pastorekova et al., Virology, 187: 620–626 (1992); Pastorek et al., Onco-
gene, 9: 2788–2888 (1994)]. MN/CA IX ist ein Transmembranprotein, das an der Zelloberfläche positioniert ist, 
obwohl es in manchen Fällen im Nukleus nachgewiesen wurde [Zavada et al., Int. J. Cancer, 54: 268–274 
(1993); Pastorekova et al., supra].

[0053] MN ist durch ein Doppelprotein, p54/58N in HeLa-Zellen manifestiert. Immunoblots unter Verwenden 
eines monoklonalen Antikörpers, der mit p54/58N (MAK M75) reagiert, offenbarte zwei Banden bei 54 kd und 
58 kd. Diese beiden Banden entsprechen einem Typ eines Proteins, das sich am wahrscheinlichsten anhand 
seiner post-translationalen Verarbeitung unterscheidet. Die Bezeichnung „Doppelprotein" gibt hier p54/58N an.

[0054] Zavada et al., WO 93/18152 und/oder WO 95/34650 offenbaren die cDNA-Sequenz von MN (SEQ ID 
NO: 1), die hierin in Fig. 1A bis Fig. 1C gezeigt ist, die Aminosäuresequenz von MN (SEQ ID NO: 2), die auch 
in der Fig. 1A bis Fig. 1C gezeigt ist und die genomische Sequenz von MN (SEQ ID NO: 5), die hierin in 
Fig. 2A bis Fig. 2F gezeigt ist. Das MN-Gen ist in 11 Exons und 10 Introns aufgegliedert.

[0055] Die ersten siebenunddreißig Aminosäuren des in Fig. 1A bis Fig. 1C gezeigten MN-Proteins sind das 
putative MN-Signalpeptid [SEQ ID NO: 6]. Das MN-Protein besitzt eine extrazelluläre Domäne [Aminosäuren 
(AS) 38–414 der Fig. 1A bis Fig. 1C (SEQ ID NO: 87)], eine Transmembrandomäne [AS 415–434 (SEQ ID 
NO: 52)] und eine intrazelluläre Domäne [AS 435–459 (SEQ ID NO: 53)]. Die extrazelluläre Domäne enthält 
die proteoglycan-ähnliche Domäne [AS 53–111 (SEQ ID NO: 50)] und die Carboanhydratase-(CA-)Domäne 
[AS 135–391 (SEQ ID NO: 51)].

Antikrebs-Medikamente und Antikörper, die die Wechselwirkung des MN-Proteins mit den Rezeptormolekülen 
blockieren

[0056] Es wird angenommen, dass das MN-Protein aus mehreren Gründen ein in einzigartiger Weise geeig-
netes Ziel für eine Krebstherapie ist. (1) Es ist an der Zelloberfläche positioniert, wodurch es zugänglich ist. (2) 
Es wird in einem hohen Prozentsatz humaner Karzinome (unter anderem z. B. Gebärmutterzervix-, Nieren-, 
Kolon-, Brust-, Speiseröhren-, Lungen-, Kopf- und Halskarzinomen) exprimiert, wird jedoch in keinem signifi-
kanten Ausmaß in den normalen Geweben exprimiert, aus denen solche Karzinome entstehen. 

(3) Normal wird es nur in der Magenschleimhaut und in manchen Epithelen des Verdauungstrakts (Gallen-
blasenepithel und Dünndarm) exprimiert. Daher besteht eine anatomische Barriere zwischen den MN ex-
primierenden, preneoplastischen/neoplastischen und den MN-exprimierenden, normalen Geweben. Es 
können daher Medikamente, einschließlich Antikörpern, verabreicht werden, die Tumore erreichen können. 
ohne die MN-exprimierenden, normalen Gewebe zu beeinträchtigen.
(4) Der MAK M75 weist eine hohe Affinität und Spezifität zu dem MN-Protein auf. (5) Es wurden die MN-cD-
NA und die genomischen Klone von MN, die die Protein-kodierenden und genregulatorischen Sequenzen 
umfassen, isoliert. (6) Es wurde gezeigt, dass MN-spezifische Antikörper mit die höchste Aufnahme in Tu-
moren besitzt, die in klinischen Studien mit Antikörpern in festen Tumoren berichtet wurden, wie es für den 
MN-spezifischen, chimären Antikörper G250 in Tierstudien und in klinischen Versuchen der Phase I mit Pa-
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tienten mit Nierenkarzinom gezeigt wurde [Steffens et al., J. Clin. Oncol., 15: 1529 (1997)]. MN-spezifische 
Antikörper weisen auch eine geringe Aufnahme in normalen Geweben auf.

[0057] Daten, wie sie z. B. hierin angegeben sind, stimmen mit der folgenden Theorie überein, die davon han-
delt, wie das MN-Protein in normalen Geweben und in preneoplastischen/neoplastischen Geweben wirkt. In 
normalen Geweben (z. B. in der Magenschleimhaut) wird das MN-Protein als Differenzierungsfakor betrachtet. 
Es bindet mit seinem normalen Rezeptor S (für Magen). Es wurde gezeigt, dass Magenkarzinome kein 
MN-Protein enthalten.

[0058] Die ektopische Expression eines MN-Proteins in anderen Geweben verursacht eine maligne Umwand-
lung der Zellen. Es wird angenommen, dass eine solche ektopische Expression durch das Binden des MN-Pro-
teins an einen alternativen Rezeptor H (für HeLa-Zellen), der an einen Signalübertragungsweg gekoppelt ist, 
verursacht wird, was zu bösartigen Tumoren führt. Medikamente oder Antikörper, die die Bindungsstelle des 
MN-Proteins für den Rezeptor H blockieren, würden erwartungsgemäß eine Umkehrung der preneoplasti-
schen/neoplastischen Zellen in normale Zellen bewirken oder deren Tod induzieren.

Konstruktion und Entwicklung MN-blockierender Medikamente oder Antikörper

[0059] Ein Verfahren zum Konstruieren und Entwickeln MN-blockierender Medikamente, z. B. von Peptiden 
mit hoher Affinität zum MN-Protein, oder von Antikörpern, weist mehrere Schritte auf. Als erstes muss auf Basis 
des Zell-Adhäsionsassays, der infra beschrieben ist, die Bindung des MN-Proteins an die Rezeptoren getestet 
werden. Die gleiche Vorgehensweise würden auch dazu verwendet werden, Medikamente, die die MN-Prote-
inbindungsstelle blockieren, zu testen. In Anbetracht der alternativen Rezeptoren S und H würden Magenepi-
thelzellen oder Revertanten (die vorzugsweise S-Rezeptoren enthalten), HeLa-Zellen (die des H-Rezeptor ent-
halten und denen der S-Rezeptor fehlt) in dem Zell-Adhäsionstest verwendet werden.

[0060] Um die Rezeptorbindungsstelle des MN-Proteins zu identifizieren, können Deletionsvarianten des 
MN-Proteins, denen verschiedene Domänen fehlen, zum Identifizierenden von (einem) Bereich(en), die für die 
Wechselwirkung des MN-Proteins mit einem Rezeptor verantwortlich sind, verwendet werden. Beispiel 2 iden-
tifiziert und veranschaulicht, wie andere Bindungsstellen auf dem MN-Protein nachgewiesen werden können. 
Es wird angenommen, dass eine bevorzugte MN-Bindungsstelle nahe verwandt oder identisch mit dem Epitop 
für den MAK M75 ist, der in wenigstens 2 Kopien innerhalb der 6-fachen Tandem-Wiederholung aus 6 Amino-
säuren [AS 61–96 (SEQ ID NO: 97)] in der proteoglycan-ähnlichen Domäne auf dem MN-Protein angeordnet 
ist. Innerhalb dieser relevanten Domäne können kleinere Deletionsvarianten, z. B. Fusionsproteine mit nur klei-
nen Abschnitten des MN-Proteins, erzeugt werden. Es kann auch ein gesteuerter Verdau des MN-Proteins mit 
spezifischen Proteasen, gefolgt von einer Auftrennung der Produkte, durchgeführt werden.

[0061] Ferner können Peptide, die die erwartete Bindungsstelle umfassen, synthetisiert werden. Alle diese 
Produkte können in Zell-Adhäsionstests getestet werden, wie nachstehend veranschaulicht ist. [Siehe z. B. 
Pierschbacher und Ruoslahti, PNAS, 81: 5985 (1984); Ruoslahti und Pierschbacher, Science, 238: 491].

[0062] Es können Moleküle zum Blockieren der MN-Rezeptorbindungsstelle konstruiert werden. Zum Beispiel 
kann die Verwendung eines Phage-Display-Peptid-Genbank-Kits [wie des Ph. D®-7 Peptide 7-Mer Library Kit 
von New England Biolabs; Beverly, MA (USA)], wie in den Beispielen 2 und 3 veranschaulicht ist, dazu ver-
wendet werden, Peptide mit einer hohen Affinität zu den Target-Molekülen zu finden. Die biologische Aktivität 
der identifizierten Peptide wird in vitro durch die Hemmung der Zelladhäsion an das MN-Protein, durch Auswir-
kungen auf die Morphologie der Zellen und die Wachstumseigenschaften der mit MN verwandten Tumorzellen 
(HeLa) und der Kontrollzellen, getestet [Symington, J. Biol. Chem., 267: 25744 (1992)]. Ein in vivo-Screening 
wird in Nacktmäusen durchgeführt werden, denen HeLa-Zellen injiziert wurden.

[0063] Es werden Peptide erzeugt, die die Bindungsstelle des MN-Proteins enthalten [z. B. MAPs (multiple 
Antigen-Peptide); Tam, J. P., PNAS (USA) 85: 5409 (1988); Butz et al., Peptide Res., 7: 20 (1994)]. Die MAPs 
werden zum Immunisieren der Tiere zum Erhalten von (polyklonalen und/oder monoklonalen) Antikörpern, die 
die Bindungsstelle erkennen und blockieren, verwendet werden [Siehe z. B. Brooks et al., Cell, 79: 1157 
(1994)]. Dann würde eine „Impfung" dazu verwendet werden, einen Schutz der Tiere zu testen. Antikörper ge-
gen die Bindungsstelle von MN könnten potentiell dazu verwendet werden, die Wechselwirkung(en) des 
MN-Proteins mit anderen Molekülen zu blockieren.

[0064] Zum Konstruieren von Molekülen mit spezifischer Affinität zum MN-Protein, das eine sterische Inhibie-
rung zwischen dem MN-Protein und dessen Rezeptor vermitteln würde, kann auch eine computergenerierte 
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Modellbildung verwendet werden. Ein Computermodell der MN-Bindungsstelle für den Rezeptor wird räumli-
che, elektrostatische, hydrophobe und andere Eigenschaften dieser Struktur enthalten. Es werden organische 
Moleküle, die zu der Struktur, die am besten mit der Bindungsstelle übereinstimmt, komplementär sind, kon-
struiert werden. In ähnlicher Weise können auch anorganische Moleküle, die die MN-Bindungsstelle blockieren 
könnten, getestet werden.

[0065] Von Fachleuten wird üblicherweise die Verwendung von Onkoproteinen als Targets bei der Entwick-
lung neuer Krebstherapeutika in Betracht gezogen [Siehe z. B. Mendelsohn und Lippman, „Growth Factors", 
S. 114–133, in: DeVita et al. (Hrsg.) Cancer: Principles and Practice of Oncology (4. Ausg.; Lippincott; Phila-
delphia, 1993)]. Im weitesten Sinn kann die Konstruktion blockierender Wirkstoffe auf Versuchen einer kompe-
titiven Inhibierung basieren. Seit der Entdeckung von Sulfonamiden (kompetitive Inhibitoren von para-Amino-
benzoesäure, einem Vorläufer der Folsäure) wurden solche Versuche dazu verwendet, Medikamente zu erfin-
den. Ebenso sind manche Cytostatika kompetitive Inhibitoren (unter anderem z. B. halogenierte Pyrimidine).

[0066] Die Anwendung solcher Ansätze bei MN ist jedoch neu. Im Vergleich zu anderen mit Tumoren in Ver-
bindung stehenden Molekülen (z. B. Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren) besitzt MN die einzigartige 
Eigenschaft, in preneoplastischen/neoplastischen und normalen Geweben, die durch eine anatomische Barri-
ere voneinander getrennt sind, verschieden exprimiert zu werden.

MN-Gen – Klonierung und Sequenzierung

[0067] Fig. 1A bis C stellt die Nukleotidsequenz für einen vollständig langen MN-cDNA-Klon bereit, der so, 
wie unten beschrieben ist, isoliert wurde [SEQ ID NO: 1]. Fig. 2A bis F stellt eine vollständige Sequenz des 
MN-Genoms [SEQ ID NO: 5] bereit. Fig. 6 zeigt die Nukleotidsequenz für einen vorgeschlagenen MN-Promo-
tor [SEQ ID NO: 27].

[0068] Es sollte verstanden werden, dass aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes, das heißt, 
dass mehr als ein Codon für eine Aminosäure kodieren wird [zum Beispiel kodieren die Codons TTA, TTG, 
CTT, CTC, CTA und CTG jeweils für die Aminosäure Leucin (Leu)], Variationen der Nukleotidsequenz, zum 
Beispiel die SEQ ID NOS: 1 und 5, in denen ein Codon gegen ein anderes ausgetauscht ist, ein im Wesentli-
chen äquivalentes Protein oder Polypeptid gemäß dieser Erfindung erzeugen würden. Alle Variationen in den 
Nukleotidsequenzen der MN-cDNA und komplementären Nukleinsäuresequenzen sind im Umfang dieser Er-
findung eingeschlossen.

[0069] Es sollte weiter verstanden werden, dass die hierin beschriebenen und in den Fig. 1, Fig. 2 und Fig. 6
gezeigten Nukleotidsequenzen nur die genauen Strukturen der isolierten und hierin beschriebenen cDNA, der 
genomischen Sequenz und der Nukleotidsequenz des Promotors wiedergeben. Erwartungsgemäß werden 
leicht modifizierte Nukleotidsequenzen gefunden werden oder können mit Hilfe im Stand der Technik bekann-
ten Techniken zum Kodieren im Wesentlichen gleicher oder homologer MN-Proteine und -Polypeptide, zum 
Beispiel solchen, die ähnliche Epitope aufweisen, modifiziert werden und diese Nukleotidsequenzen und Pro-
teine/Peptide werden für den Zweck dieser Erfindung als äquivalent angesehen. DNA oder RNA mit äquiva-
lenten Codons sowie synthetische Nukleinsäuresequenzen, die für Proteine/Polypeptide kodieren, die homo-
log oder im Wesentlichen homolog zu den MN-Proteinen/-Polypeptiden sind, sowie solche Nukleinsäurese-
quenzen, die unter stringenten Bedingungen mit diesen beispielhaften Sequenzen [SEQ ID NOS: 1, 5 und 27] 
hybridisieren würden oder die trotz der Degeneriertheit des genetischen Codes unter stringenten Hybridisie-
rungsbedingungen mit diesen cDNA-Nukleotidsequenzen hybridisieren würden, werden als im Umfang der Er-
findung enthalten angesehen. Es wird angenommen, dass Modifikationen und Variationen von Nukleinsäure-
sequenzen, wie sie hierin angegeben sind, zu Sequenzen führen, die im Wesentlichen den beispielhaften 
MN-Sequenzen und deren Fragmenten gleichen.

[0070] Stringente Hybridisierungsbedingungen werden hierin so betrachtet, dass sie mit den standardmäßi-
gen Hybridierungsbedingungen, die in der Wissenschaft als stringent angesehen werden, übereinstimmen. 
Zum Beispiel wird allgemein verstanden, dass stringente Bedingungen eine relativ kleine Salz- und/oder hohe 
Temperaturbedingung umfassen, wie es beispielsweise mit 0,02 M bis 0,15 M NaCl bei Temperaturen von 50°C 
bis 70°C gegeben ist. Weniger stringente Bedingungen, wie beispielsweise 0,15 M bis 0,9 M Salz bei Tempe-
raturen zwischen 20°C und 55°C können durch Zugeben zunehmender Mengen an Formamid, das zum De-
stabilisieren der Hybrid-Duplices dient, sowie durch erhöhte Temperaturen, stringenter gemacht werden.

[0071] Beispielhafte stringente Hybridisierungsbedingungen sind bei Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, S. 1.91 und 9.47–9.51 (Zweite Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold 
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Spring Harbor, NY; 1989); Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, S. 387–389 (Cold Spring 
Harbor Laboratory; Cold Spring Harbor NY; 1982); Tsuchiya et al., Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, 
71(6): 721–725 (Juni 1991) beschrieben.

[0072] Zavada et al., WO 95/34650 beschrieben, wie ein partielle MN-cDNA-Klon, ein vollständig langer 
MN-cDNA-Klon und genomische Klone von MN isoliert und sequenziert wurden. Zavada et al., Int. J. Cancer, 
54: 268 (1993) beschreiben die Isolierung und Sequenzierung einer partiellen MN-cDNA mit 1397 bp Länge. 
Kurz gesagt schlugen Versuche, einen vollständig langen Klon aus einer ursprünglichen cDNA-Genbank zu 
isolieren, fehl. Die Erfinder führten daher eine schnelle Amplifizierung der cDNA-Enden (RACE) unter Verwen-
den MN-spezifischer Primer, R1 und R2 [SEQ ID NOS: 7 und 8], die aus dem 5'-Bereich des ursprünglichen 
cDNA-Klons stammten, durch. Das RACE-Produkt wurde in pBluescript insertiert und die gesamte Population 
der rekombinanten Plasmide wurde mit einem MN-spezifischen Primer ODN1 [SEQ ID NO: 3] sequenziert. Auf 
diese Weise wurde eine zuverlässige Sequenz an dem äußersten 5'-Ende der MN-cDNA, wie in Fig. 1 [SEQ 
ID NO: 1] gezeigt ist, erhalten.

[0073] Insbesondere wurde RACE unter Verwenden des 5' RACE-Systems [GIBCO BRL; Gaithersburg, MD 
(USA)] wie folgt durchgeführt. 1 μg mRNA (die gleiche wie oben) wurde als Templat für die Synthese des ersten 
cDNA-Strangs verwendet, bei der als Primer das MN-spezifische antisense-Oligonukleotid R1 
(5'-TGGGGTTCTTGAGGATCTCCAGGAG-3') [SEQ ID NO: 7] verwendet wurde. Das erste Strangprodukt 
wurde zweimal in Gegenwart von Ammoniumacetat präzipitiert und mit TdT wurde ein homopolymerer 
C-Schwanz an dessen 3'-Ende angehängt. Die mit einem Schwanz versehene cDNA wurde dann mittels PCR 
unter Verwenden eines Nested-Primers (verschachtelten Primers) R2 (5'-CTCTAACTTCAGGGAGC-
CCTCTTCTT-3') [SEQ ID NO: 8] und eines Ankerprimers, der sich an den homopolymeren Schwanz anlagert, 
(5'-CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTACGGGI IGGGIIGGGIIG-3') [SEQ ID N: 9] amplifiziert. 
Das amplifizierte Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und SalI verdaut und in das Plasmid 
pBluescriptII KS kloniert. Nach der Transformation wurde die Plasmid-DNA aus der gesamten Population der 
transformierten Zellen gereinigt und als Templat für die Sequenzierung mit dem MN-spezifischen Primer ODN1 
[SEQ ID NO: 3, ein 29-mer 5'-CGCCCAGTGGGTCATCTTCCCCAGAAGAG-3'] verwendet.

[0074] Um die Regulierung von MN zu untersuchen, wurden genomische Klone von MN isoliert. Ein genomi-
scher Klon von MN (Bd3) wurde aus einer humanen Cosmid-Genbank, die aus fötalem Hirn erzeugt worden 
war, unter Verwenden von sowohl der MN-cDNA als Sonde als auch der MN-spezifischen Primer, die von dem 
5'-Ende der cDNA ODN1 [SEQ ID NO: 3, supra] und ODN2 [SEQ ID NO: 4, ein 19-mer (5'-GGAATCCTCCTG-
CATCCGG-3'] stammten, isoliert. Eine Sequenzanalyse offenbarte, dass der genomische Klon einen Bereich 
stromaufwärts von einer MN-Transkriptionsstartstelle und an der im Innern der MN-cDNA angeordneten Bam-
HI-Restriktionsschnittstelle enden, abdeckte. Andere genomische Klone von MN können in ähnlicher Weise 
isoliert werden.

[0075] Fig. 7 stellt ein Schema für das Alignment genomischer Klone von MN entsprechend der Transkripti-
onsinitiationsstelle bereit. Die Plasmide, die den A4a-Klon und die XE1- und XE3-Subklone enthielten, wurden 
am 6. Juni 1995 entsprechend unter den ATCC-Hinterlegungsnr. 97199, 97200 und 97198 bei der American 
Type Cultur Collection (ATCC) hinterlegt.

Exon-Intron-Struktur des vollständigen genomischen Bereichs von MN

[0076] Die vollständige Sequenz der sich überlappenden Klone enthält 10.898 bp (SEQ ID NO: 5). Fig. 5 zeigt 
den Aufbau des humanen MN-Gens, in dem die Position aller 11 Exons sowie de 2 stromaufwärts gelegenen 
und der 6 Alu-Wiederholungselemente auf den Introns gezeigt sind. Außer dem ersten Exon mit 445 bp sind 
alle Exons klein und liegen zwischen 27 und 191 bp. Die Größen der Introns liegen zwischen 89 und 1400 bp. 
Die CA-Domäne wird von den Exons 2 bis 8 kodiert, während die Exons 1, 10 und 11 jeweils der proteoglyca-
nähnlichen Domäne, dem Transmembrananker und dem cytoplasmatischen Schwanz des MN/CA IX-Proteins 
entsprechen. Tabelle 1 unten listet die Splicing-Donor- und -Akzeptorsequenzen auf, die mit Consensus-Spli-
cing-Sequenzen, einschließlich dem AG-GT-Motiv, übereinstimmen [Mount, Nucleic Acids Res., 10: 459–472 
(1982)]. 
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**Die Positionen beziehen sich auf die Nummerierung der nt in der gesamten genomischen Sequenz, ein-
schließlich dem 5'-flankieren Bereich [Fig. 2A bis F]
+Die Anzahl entspricht der Transkriptionsstelle, die unten mit Hilfe des RNase-Protektionsassays bestimmt 
wurde.

Kartierung der Transkriptionsinitiations- und -terminierungsstellen des MN-Gens

[0077] Zavada et al., WO 95/34650 beschreiben des Prozess des Kartierens der Transkriptionsinitiations- und 
-terminierungsstellen des MN-Gens. Für eine Feinkartierung des 5'-Endes des MN-Gens wurde ein RNa-
se-Protektionsassay verwendet. Die Sonde wurde einheitlich mit einer 470 Nukleotide umfassenden Ko-
pie-RNA (nt –205 bis +265) [SEQ ID NO: 55] markiert, die an die gesamte RNA der MN exprimierenden HeLa- 
und GGL3-Zellen hybridisiert und auf einem Sequenzierungsgel analysiert wurde. Die Analyse hat gezeigt, 
dass die Transkription des MN-Gens an mehreren Stellen startet, wobei das 5'-Ende des längsten MN-Trans-

Tabelle 1

Exon-Intron-Struktur des humanen MN-Gens

Exon Größe Position im Ge-
nom**

SEQ ID NO 5'-Splicing-Do-
nor

SEQ ID NO

1 445 *3507–3951 28 AGAAG gtaagt 67

2 30 5126–5155 29 TGGAG gtga-
ga

68

3 171 5349–5519 30 CAGTC gtgagg 69

4 143 5651–5793 31 CCGAG gt-
gagc

70

5 93 5883–5975 32 TGGAG gtacca 71

6 67 7376–7442 33 GGAAG gtcagt 72

7 158 8777–8934 34 AGCAG gtgggc 73

8 145 9447–9591 35 GCCAG gta-
cag

74

9 27 9706–9732 36 TGCTG gtgagt 75

10 82 10350–10431 37 CACAG gtatta 76

11 191 10562–10752 38 ATAAT Ende

Intron Größe Position im Ge-
nom**

SEQ ID NO 5'-Splicing-Do-
nor

SEQ ID NO

1 1174 3952–5125 39 atacag GGGAT 77

2 193 5156–5348 40 ccccag GC-
GAC

78

3 131 5520–5650 41 acgcag TG-
CAA

79

4 89 5794–5882 42 tttcag ATCCA 80

5 1400 5976–7375 43 ccccag 
GAGGG

81

6 1334 7443–8776 44 tcacag GCTCA 82

7 512 8935–9446 45 ccctag CTCCA 83

8 114 9592–9705 46 ctccag TCCAG 84

9 617 9733–10349 47 tcgcag GT-
GACA

85

10 130 10432–10561 48 acacag 
AAGGG

86
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kripts 30 nt länger ist als das vorher mittels RACE charakterisierte.

Charakterisierung des 5'-flankierenden Bereichs

[0078] Es wurde festgestellt, dass der genomische Klon Bd3, der aus einer Cosmid-Genbank von humanem, 
fötalen Hirn isoliert wurde, einen Bereich von 3,5 kb stromaufwärts von der Transkriptionsstartstelle des 
MN-Gens abdeckt. Er enthält keinen signifikanten, kodierenden Bereich. An den Positionen –2587 bis –2296 
[SEQ ID NO: 56] und –1138 bis –877 [SEQ ID NO: 57] (in Bezug auf den mittels RNP bestimmten Transkripti-
onsbeginn) sind zwei Alu-Wiederholungen angeordnet.

[0079] Eine Analyse der Nukleotidsequenz der DNA 5' von dem Transkriptionsbeginn (von nt –507) offenbarte 
keine erkennbare TATA-Box innerhalb des erwarteten Abstands von dem Beginn des ersten Exons an. Das 
Vorhandensein potentieller Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren lässt jedoch vermuten, dass dieser Be-
reich einen Promotor für das MN-Gen enthalten könnte. Es gibt mehrere Consensus-Sequenzen für die Tran-
skriptionsfaktoren AP1 und AP2 sowie für andere regulatorische Elemente, einschließlich einer Bindungsstelle 
für p53 [Locker und Buzard, J., DNA Sequencing and Mapping, 1: 3–11 (1990); Imagawa et al., Cell, 51: 
251–260 (1987); El Deiry et al., Nat. Genet., 1: 44–49 (1992)]. Obwohl der putative Promotorbereich 59,3% C 
+ G enthält, weist er keine weiteren Merkmale CpG-reicher Inseln auf, die für TATA-lose Promotoren von Haus-
haltsgene („housekeeping genes") typisch sind [Bird, Nature, 321: 209–213 (1986)]. Eine weitere Klasse von 
Genen, denen eine TATA-Box fehlt, verwendet das Initiator-(Inr-)Element als Promotor. Viele dieser Gene sind 
nicht konstitutiv aktiv, sondern werden stattdessen während der Differenzierung oder Entwicklung reguliert. 
Das Inr weist eine Consensus-Sequenz aus PyPyPyCAPyPyPyPyPy [SEQ ID NO: 23] auf und umfasst die 
Transkriptionsstartstelle [Smale und Baltimore, Cell, 57: 103–113 (1989)]. In dem putativen Promotor von MN 
gibt es zwei solcher Consensus-Sequenzen; diese überlappen jedoch nicht den Transkriptionsbeginn (Fig. 6).

[0080] In der Mitte des MN-Gens wurde ein interessanter Bereich gefunden. Der Bereich ist ungefähr 1,4 kb 
lang [nt 4.600–6.000 der genomischen Sequenz; SEQ I NO: 49] und erstreckt sich von dem 3'-Teil des 1. In-
trons bis zum Ende des 5. Exons. Der Bereich weist mit 62,8% C + G und 82 CpG : 131 GpC-Dinukleotiden 
den Charakter einer typischen CpG-reichen Insel auf. Zudem sind mehrere putative Bindungsstellen für die 
Transkriptionsfaktoren AP2 und Sp1 vorhanden [Locker und Buzard, supra; Briggs et al., Science, 234: 47–52 
(1986)], die in der Mitte dieses Bereichs konzentriert sind. Insbesondere das 3. Intron mit 131 bp Länge enthält 
drei Sp1- und drei AP2-Consensus-Sequenzen. Diese Daten zeigen die mögliche Beteiligung des Bereichs an 
der Regulierung der Expression des MN-Gens. Die Funktionalität dieses Bereichs sowie andere regulatorische 
Elemente, die in dem vorgeschlagenen 5'-MN-Promotor gefunden wurden, blieb jedoch unbestimmt.

MN-Promotor

[0081] Eine Untersuchung des MN-Promotors hat gezeigt, dass er TATA-los ist und regulatorische Sequen-
zen für AP-1, AP-2 sowie auch zwei p53-Bindungsstellen enthält. Die Sequenz des 5'-Endes des 3,5 kb gro-
ßen, flankierenden Bereichs stromaufwärts von dem MN-Gen hat eine erhebliche Homologie zu der LTE en-
dogener HEV-K-Retroviren gezeigt. Die basale Transkriptionsaktivität des Promotors ist sehr schwach, wie mit 
Hilfe von Analysen unter Verwenden von CAT und neo-Reportergenen bestätigt wurde. Die Expression der Re-
portegene ist jedoch um ein vielfaches erhöht, wenn sie von dem 3,5 kb großen, flankierenden Bereich gesteu-
ert wird, was eine Beteiligung putativer Enhancer anzeigt.

[0082] Die Charakterisierung der Funktionen des 3,5 kb großen 5' stromaufwärtigen Bereichs von MN mittels 
Deletionsanalyse führte zu der Identifizierung des [–173, +31]-Fragments [SEQ ID NO: 21] (auch alternativ, 
aber weniger bevorzugt des nahezu identischen –172, +31-Fragments [SEQ ID NO: 91]) als MN-Promotor. Ein 
in vitro-DNase I-Footprinting offenbarte das Vorhandensein fünf geschützter Bereiche (protected regions, PR) 
innerhalb des MN-Promotors. Eine ausführliche Deletionsanalyse des Promotors identifizierte PR 1 und 2 (vom 
Transkriptionsbeginn aus nummeriert) als die wichtigsten für eine transkriptionale Aktivität. PR4 [SEQ ID NO: 
115] beeinflusste die Transkription negativ, da dessen Deletion zu einer erhöhten Promotoraktivität führte und 
bestätigt wurde, dass es als ein vom Promotor, von der Position und von der Orientierung unabhängiges Si-
lencer-Element fungiert. Eine Analyse der Mutationen zeigte an, dass die direkte Wiederholung AGGGGCa-
cAGGGC [SEQ ID NO: 143] für eine effiziente Bindung des Repressors erforderlich ist. Mittels UV-Vernetzung 
wurde festgestellt, dass zwei Komponenten des Repressorkomplexes (35 und 42 kDa) in direktem Kontakt mit 
PR4 stehen. Eine erhöhte Zelldichte, die bekanntermaßen die MN-Expression induziert, beeinflusste nicht das 
Ausmaß der Bindung von PR4 in HeLa-Zellen. Im Vergleich zu nicht-tumorgenen, normalen CGL1-HeLa × Fi-
broblasten-Hybrid-Zellen scheint eine signifikant verringerte Repressormenge für die Hochregulierung von MN 
in dem Fall tumorgener CGL3 verantwortlich zu sein.
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Verwendbarkeit des MN-Promotors als tumor-spezifischer Promotor in der Gentherapie

[0083] Es wird untersucht, ob der MN-Genpromotor als tumor-spezifischer Promotor zum Steuern der Ex-
pression eines Suizidgens [Thymidinkinase (tk) von HSV] verwendet werden kann und das direkte und als „Zu-
schauer" unbeteiligte Töten von Tumorzellen vermitteln kann. Das auf Tumorzellen übertragene HSVtk-Gen 
wandelt das Nukleosidanalogon Ganciclovir (GCV) in toxische Triphosphate um und vermittelt den Tod trans-
duzierter und auch benachbarter Tumorzellen. Die Steuerung von HSVtk mit Hilfe des MN-Genpromotors wür-
de auch dessen alleinige Expression in Tumorzellen, die für die Biosynthese des MN-Proteins tolerant sind, 
ermöglichen und selektiv Tumorzellen, jedoch keine normalen Zellen, in denen die Expression von MN unter-
drückt wird, töten.

[0084] Es wurde ein Plasmidkonstrukt erzeugt, in dem HSVtk stromabwärtig von dem MN-Promotorbereich 
Bd3, der sowohl proximale als auch entfernte regulatorische Elemente von MN enthielt, kloniert wurde. Das 
Plasmid pMN-HSVtk wurde unter Verwenden von Calciumphosphat-Präzipitation und Lipofektion jeweils in 
Rat2TK-Zellen und humane CC3-CZervixkarzinomzellen transfiziert. Die Transfektanten wurden af eine Ex-
pression von HSVtk und eine GVC-Sensitivität geprüft. Eine Analyse der Transfektanten zeigte den beachtli-
chen, sogar in geringen Konzentrationen cytotoxischen in vitro-Effekt von GVC (bis zu 95% aller Zellen wurden 
getötet).

[0085] Es wurde ein polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen HSVtk unter Verwenden des Fusionspoteins 
mit GST in pGEX-3X erzeugt, um die in transfizierten Zellen synthetisierte HSVtk immunnachzuweisen. Dieses 
Modellsystem wird untersucht, um den Effekt des „unbeteiligten Zuschauers", die Inhibierung der Klonierungs-
effizienz und die Bereitschaft zum Eindringen transduzierter und mit GVC behandelter Zellen in Collagenmat-
rizen abzuschätzen. Es soll ein rekombinanter, retroviraler Vektor mit der von dem MN-Promotor gesteuerten 
HSVtk erzeugt werden, um dessen in vivo-Wirksamkeit unter Verwenden eines Tiermodells (z. B. SCID-Maus) 
zu testen.

Analyse des MN-Promotors

[0086] Da der MN-Promotor schwach ist, wäre ein klassischer Ansatz der Untersuchung aufgrund der relativ 
geringen Wirksamkeit transienter Transfektionen (bis zu 10%) beschränkt. Daher wurden stabile, klonale Zell-
linien, die Konstrukte exprimieren, die den mit dem CAT-Gen fusionierten MN-Promotorenthalten, hergestellt. 
In solchen klonalen Linien exprimieren 100% der Zellen das von dem MN-Promotor gesteuerte CAT-Gen und 
die Aktivität des Promotors ist daher leichter nachweisbar als bei transienten Versuchen. Die Promotoraktivität 
kann auch wiederholt in den gleichen Zellen bei verschiedenen Bedingungen oder behandelt mit verschiede-
nen Faktoren und Wirkstoffen analysiert werden. Dieser Ansatz folgt der Untersuchung der Mechanismen, die 
der MN-Regulierung auf der Ebene des Transkriptionsbeginns zu Grunde liegen.

[0087] Es gibt mehrere Arten von Transfektionen mit Promotor-Konstrukten, die mit einem Reporter-CAT-Gen 
verknüpft sind (Calcium-Präzipitation, DEAE-Dextran, kombiniert mit einem DMSO-Schock und/oder Chloro-
chin sowie Elektroporation), verschiedene Verfahren für einen CAT-Aktivitätsassay (Szintillationsverfahren, 
Dünnschichtchromatographie) und mehrere Empfänger-Zelllinien, die sich in ihrem Ausmaß der MN-Expressi-
on und in der Wirksamkeit der Transfektion unterscheiden (HeLa-, SiHa-, CGL3-, KATO III-, Rat2TK– und 
C33-Zellen). Die Aktivität des MN-Promotors wurde vorzugsweise mittels Elektroporation von CGL3-Zellen 
und Dünnschichtchromatographie nachgewiesen. Weiter bevorzugt wurden C33-Zellen, die mit MN-Promo-
tor-CAT-Konstrukten und pSV2neo co-transfiziert worden waren, verwendet. 

1. Zum Nachweisen der basalen Aktivität des MN-Promotors und zum Abschätzen der Position des Kern-
promotors wurde die Expression des CAT-Gens aus den Konstrukten pMN1 bis pMN7 nach der Transfek-
tion in CGL3-Zellen analysiert. Plasmide mit fortschreitenden 5'-Deletionen wurden in CGL3-Zellen transfi-
ziert und die Aktivität wurde mit Hilfe eines CAT-Assays analysiert. [Außer bei pBLV-LTR (2 μg) wurden in 
allen Fällen 8 μg DNA für die Transfektion verwendet.]

[0088] In Zellen, die mit pMN1 und pMN2 (die entsprechend 933 bp und 600 bp der Promotorsequenz ent-
hielten) transfiziert worden waren, wurde eine nur sehr schwache CAT-Aktivität nachgewiesen.

[0089] Eine etwas höhere Aktivität wurde mit den Konstrukten pMN3, pMN4 und pMN6 (die entsprechend 446 
bp, 243 bp und 58 bp des Promotors enthalten) gefunden. Ein leichtes Aktivitätsmaximum wurde mit pMN5 
(beginnend bei der Position –172 in Bezug auf den Transkriptionsbeginn) erhalten. Die Funktion des MN-Kern-
promotors kann daher einem Bereich von annähernd 500 bp unmittelbar stromaufwärts von der MN-Transkrip-
tionsinitiationsstelle zugeschrieben werden.
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[0090] Interessanter Weise war die Aktivität des großen Bd3-Bereichs (der 3,5 kbp stromaufwärts von dem 
Transkriptionsstart abdeckt) um ein Vielfaches höher als die Aktivität des Kernpromotors. Dessen Ausmaß war 
jedoch immer noch kleiner als dasjenige, das bei einer positiven Kontrolle, d. h. der BLV-LTR, die mittels Tax 
transaktiviert wurde, gefunden wurde und immer noch kleiner als die Aktivität der BLV-LTR ohne Transaktivie-
rung. Dass die Aktivität von Bd3 im Vergleich zu dem Kernpromotor erhöht war, lässt das Vorhandensein eini-
ger regulatorischer Elemente vermuten. Solche Elemente befinden sich am wahrscheinlichsten in der Sequenz 
zwischen pMN1 und Bd3 (d. h. von –1 kbp bis –3,5 kbp) [SEQ ID NO. 58]. Die Klonierung und Transfektion 
mehrerer Deletionsversionen von Bd3, die den angegebenen Bereich abdecken, können zum Bestimmen der 
Position der putativen regulatorischen Elemente verwendet werden.

[0091] Ähnliche Ergebnisse wurden aus dem Transfizieren von KATO III-Zellen mit Bd3 und pMN4 erhalten. 
Die transfizierten Zellen exprimierten eine geringere Menge an MN als die CGL3-Zellen. Entsprechend wurde 
gefunden, dass die Aktivität des MN-Promotors kleiner als in den CGL3-Zellen ist. 

2. In einem parallelen Ansatz zum Untersuchen des MN-Promotors wurde auf Basis der G418-Selektion 
von Zellen, die mit Plasmiden transfiziert worden waren, die den Promotor von Interesse enthalten, welcher 
stromaufwärts von dem neo-Gen kloniert worden war, eine Analyse durchgeführt. Dieser Ansatz ist dazu 
geeignet, schwache Promotoren zu untersuchen, da er viel empfindlicher als ein standardmäßiger CAT-As-
say ist. Das Prinzip, das dem Verfahren zu Grunde liegt, ist folgendes: ein aktiver Promotor steuert die Ex-
pression des neo-Gens, das die transfizierten Zellen vor der toxischen Wirkung von G418 schützt, wohin-
gegen ein inaktiver Promotor nicht in der Erzeugung eines neo-Produkts resultiert und die Zellen, die auf 
diese Weise transfiziert wurden, durch die Wirkung von G418 sterben. Die Aktivität des Promotors kann ent-
sprechend der Anzahl an Zellkolonien, die nach zwei Wochen einer Selektion mit G418 erhalten wurden, 
abgeschätzt werden. In den anfänglichen Versuchen wurden drei Konstrukte verwendet – pMN1neo, 
pMN4neo und pMN7neo. Da pMN7neo nur 30 bp stromaufwärts von der Transkriptionsstartstelle enthält, 
wurde es als Negativkontrolle betrachtet. Als Positivkontrolle wurde pSV2neo mit einem Promotor, der von 
SV40 stammte, verwendet. Als Empfängerzellen wurden Rat2TK–-Zellen verwendet, die mit Hilfe des Cal-
cium-Präzipitationsverfahrens mit hoher Wirksamkeit transfiziert werden können.

[0092] Nach der Transfektion wurden die Zellen einer zweiwöchigen Selektion unterzogen. Dann wurde das 
Medium entfernt, die Zellen mit PBS gespült und die Kolonien mit Hilfe einer Färbung mit Methylenblau sichtbar 
gemacht. Die aus drei voneinander unabhängigen Versuchen erhaltenen Ergebnisse bestätigen die Daten aus 
den CAT-Assays. Das Promotor-Konstrukt pMN4neo zeigte eine höhere transkriptionale Aktivität als 
pMN1neo. Der Unterschied zwischen der Positivkontrolle und pMN4neo war jedoch nicht so markant wie bei 
CAT-Assay. Das kann sich aufgrund von sowohl der geringeren Promotoraktivität von pSV2neo im Vergleich 
zu dem mit Tax transaktivierten pBLV-LTR als auch der verschiedenen Bedingungen für das Wachstum der Zel-
len nach der Transfektion ergeben. Nach diesem Gesichtspunkt ist eine stabile Transfektion für die MN-Ex-
pression wahrscheinlich vorteilhafter, da die Zellen in Kolonien mit engem Kontakt zwischen den Zellen wach-
sen und der Versuch länger dauert, was eine bessere Möglichkeit zum Nachweisen der Promotoraktivität be-
reitstellt. 

3. Es wurden stabile Transfektanten, die chimäre MN-Promotor-CAT-Gene exprimieren, mit Hilfe einer 
Co-Transfektion relevanter Plasmide mit pSV2neo erzeugt. Als Empfängerzellen wurden zunächst He-
La-Zellen verwendet. Es wurden jedoch keine Klone, die die Promotor-CAT-Konstrukte exprimieren, erhal-
ten. Dieses negative Ergebnis ergab sich wahrscheinlich aus einer homologen Rekombination des transfi-
zierten genomischen Bereichs von MN (z. B. des Promotors) mit der entsprechenden endogenen Sequenz. 
Auf der Basis dieses Versuchs wurden C33-Zellen, die aus einem HPV-negativen Zervixkarzinom stamm-
ten, verwendet. Die C33-Zellen exprimieren kein MN, da sie während des Prozesses der Tumorgenese ihr 
genetisches Material, einschließlich des chromosomalen Bereichs 9p, der das MN-Gen enthält, verloren 
haben. In diesen Versuchen kann das Nicht-Vorhandensein des MN-Gens einen Vorteil darstellen, da die 
Wahrscheinlichkeit homologer Rekombinationen ausgeschlossen wird.

Mit MN-Promotor-CAT-Konstrukten transfizierte C33-Zellen

[0093] C33-Zellen, die das CAT-Gen unter den MN-Promotorbereichen Bd3 (–3500/+31) [SEQ ID NO: 90) 
und MN5 (–172/+31) [SEQ ID NO: 91] exprimieren, wurden für anfängliche Versuche zum Analysieren des Ein-
flusses der Zelldichte auf die transkriptionale Aktivität des MN-Promotors verwendet. Die Ergebnisse gaben 
an, dass Signale, die erzeugt worden waren, nachdem die Zellen in engen Kontakt zueinander kamen, die 
Transkription des CAT-Proteins aus dem MN-Promotor proportional zu der Dichte der Zellkultur aktivieren. In-
teressanter Weise gaben die Daten an, dass das MN-Protein nicht für diese Phase der Signalübertragung er-
forderlich ist, da der Einfluss der Dichte in den MN-negativen C33-Zellen klar gezeigt wurde. Es scheint eher, 
dass das MN-Protein als in dichten Zellen erzeugtes Effektormolekül wirkt, um als solches eine bestimmte bi-
19/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
ologische Funktion auszuüben (d. h. die Kontaktinhibierung zu stören). Interessanter Weise ist die Aktivität des 
MN-Promotors sogar in sehr spärlichen Zellkulturen nachweisbar, was nahe legt, dass MN in einer spärlichen, 
subkonfluenten Kultur in einer sehr geringen Menge exprimiert wird.

[0094] Deletionsvarianten: Dann wurden Deletionsvarianten des Bd3-CAT-Promotorkonstrukts erzeugt. Die-
se Konstrukte wurden mit pSV2neo in C33-Zervixzellen co-transfiziert. Nach der Selektion mit G418 wurde die 
gesamte Population stabil transfizierter Zellen einer CAT-ELISA-Analyse unterzogen. Die Expression der De-
letionskonstrukte führte zu der Synthese ähnlicher Mengen des CAT-Proteins, wie sie mit dem Bd3-CAT-Kon-
strukt erhalten wurden. Ausgehend von den vorhergehenden Daten schlugen die Erfinder vor, dass Sequen-
zen, die die Transkription von MN stimulieren, zwischen –3506 und –3375 [SEQ ID NO: 92] stromaufwärts von 
dem Transkriptionsbeginn angeordnet sind. Das ist die Sequenz, die eine Homologie zur HERV-K-LTR zeigt.

[0095] Die transienten Transfektionsstudien in CGL3-Zellen offenbarten jedoch wiederholt, dass der LTR-Be-
reich nicht für eine Verstärkung der basalen Aktivität des MN-Promotors erforderlich ist. Ferner geben die in 
CGL3-Zellen erhaltenen Ergebnisse an, dass das aktivierende Element in dem Bereich von –933 bis –2179 
[SEQ ID NO: 110] in Bezug auf die Transkriptionsinitiationsstekke (die Position des Bereichs wurde aus den 
sich überlappenden Sequenzen in den Bd3-Deletionsmutanten abgeleitet) angeordnet ist.

Wechselwirkung nukleärer Proteine mit MN-Promotorsequenzen

[0096] Um die Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die an den MN-Promotor binden und potentiell dessen 
Aktivität regulieren, wurde eine Reihe von Analysen unter Verwenden eines Electrophoretic Mobility Shift As-
say (EMSA) und einer DNase I-Footprinting-Analyse (FTP) durchgeführt.

EMSA

[0097] Bei dem EMSA wurden die gereinigten Promotorfragmente MN4 (–243/+31) [SEQ ID NO: 93], MN5 
(–172/+31) [SEQ ID NO: 91], MN6 (–58/+31) [SEQ ID NO: 94] und pMN7 (–30/+31) [SEQ ID NO: 95], die an 
den 3'-Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms markiert worden waren, in nukleären Extrakten, die aus CGL1- und 
CGL3-Zellen hergestellt worden waren, mit Proteinen Wechselwirken gelassen. [40 μg der nukleären Proteine 
wurden mit am 30.000 cpm Ende markierten DNA-Fragmenten in Gegenwart von 2 μg Poly(dldC) inkubiert]. 
Die DNA-Protein-Komplexe wurden mittels PAGE (nativ 6%) analysiert, wobei die Komplexe zusätzliche Ban-
den erzeugten, die aufgrund der Verschiebung ihrer Mobilität, die von dem Rest des gebundenen Proteins ab-
hängt, langsamer wanderten als die freien DNA-Fragmente. Der EMSA der MN4- und MN5-Promotorfragmen-
te offenbarte verschiedene DNA-Protein-Komplexe; die entsprechend mit den nukleären Extrakten von CGL1 
und CGL3 erhaltenen Bindungsmuster waren jedoch nicht identisch. Es gibt einen einzigen CGL-1-spezifi-
schen Komplex.

[0098] Der EMSA des MN6-Promotorfragments führte mit nukleären Extrakten von sowohl CGL1 als auch 
CGL3 zur Bildung drei identischer Komplexe, wohingegen das MN7-Promotorfragment keine nuklearen Prote-
ine band.

[0099] Die EMSA-Ergebnisse geben an, dass der nukleäre Extrakt von CGL1 einen spezifischen Faktor ent-
hält, der an der negativen Regulierung der MN-Expression in CGL1-Zellen beteiligt sein könnte. Da der spezi-
fische DNA-Protein-Komplex mit MN4-(–243/+31)[SEQ ID NO: 93] und MN5-(–172/+31)[SEQ ID NO: 91]Pro-
motorfragmenten, jedoch nicht mit MN6 (–58/+31) [SEQ ID NO: 94] gebildet wird, scheint es, dass die Bin-
dungsstelle des Proteinbestandteils dieses spezifischen Komplexes zwischen –173 und –58 bp [SEQ ID NO: 
96] in Bezug auf die Transkriptionsinitiation angeordnet ist.

[0100] Der nächste Schritt war eine Reihe von EMSA-Analysen unter Verwenden von doppelsträngigen (ds) 
Oligonukleotiden, die gemäß den geschützten Bereichen in der FTP-Analyse bezeichnet wurden. Ein ds Oli-
gonukleotid, das aus dem geschützten Bereich PR2 [der sie Sequenz von –72 bis –56 bp abdeckt (SEQ ID NO: 
111)] des MN-Promotors stammte, ergab eine Bestätigung der Bindung des AP-1-Transkriptionsfaktors in kom-
petitiven EMSA unter Verwenden kommerzieller ds Oligonukleotide, was die Bindungsstelle für AP-1 darstellt.

[0101] EMSA von ds Oligonukleotiden, die aus den geschützten Bereichen von PR1 [–46 bis –24 bp (SEQ ID 
NO: 112)], PR2 [–72 bis –56 bp (SEQ ID NO: 111), PR3 [–102 bis –85 bp (SEQ ID NO: 113)] und PR5 [–163 
bis –144 (SEQ ID NO: 114)] stammten, zeigten keine Unterschiede in den Bindungsmustern nukleärer Protei-
ne, die aus CGL1- und CGL3-Zellen extrahiert wurden, was anzeigt, dass solche Bereiche keine entscheiden-
den Transkriptionsfaktoren binden, die die Aktivierung des MN-Gens in CGL3 oder dessen negative Regulie-
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rung in CGL1 steuern. EMSA von ds Oligonukleotiden aus dem geschützten Bereich von PR4 [–133 bis –108 
bp (SEQ ID NO: 115] zeigte jedoch wiederholt erhebliche quantitative Unterschiede zwischen der Bindung der 
nuklearen Proteine aus CGL1 und CGL3. Die nukleären Proteine von CGL1 bildeten eine im Wesentlichen grö-
ßere Menge an DNA-Protein-Komplexen, was angibt, dass der PR4-Bereich eine Bindungsstelle für (einen) 
spezifische(n) Transkriptionsfaktor(en) enthält, der (die) einen negativen Regulator der Transkription des 
MN-Gens in CHL1-Zellen darstellen kann (können). Diese Feststellung stimmt mit den vorherigen EMSA-Da-
ten überein, die einen CGL-1-spezifischen DNA-Protein-Komplex mit den Promotorfragmenten pMN4 
(–243/+31; SEQ ID NO: 93) und pMN5 (–172/+31; SEQ ID NO: 91), jedoch nicht mit pMN6 (–58/+31; SEQ ID 
NO: 94) zeigten.

[0102] Um das beteiligte Protein oder die Bildung eines spezifischen Komplexes mit dem MN-Promotor in 
dem PR4-Bereich zu identifizieren, werden relevante ds Oligonukleotide, die kovalent an magnetische Kügel-
chen gebunden sind, zum Reinigen des entsprechenden Transkriptionsfaktors verwendet werden. Alternativ 
dazu wird das ONE Hybrid System® [Clontech (Palo Alto, CA (USA))] zum Suchen nach und Klonieren von 
Transkriptionsfaktoren, die an der Regulierung des analysierten Promotorbereichs beteiligt sind, verwendet 
werden. Für diese Untersuchung wird eine cDNA-Genbank aus HeLa-Zellen verwendet werden.

FTP

[0103] Um die genaue Position der cis-regulatorischen Elemente, die an der transkriptionalen Regulierung 
des MN-Gens beteiligt sind, zu bestimmen, wurde FTP verwendet. Proteine in nukleären Extrakten, die ent-
sprechend aus CGL1- und CGL3-Zellen hergestellt worden waren, wurden mit einem gereinigten ds DNA-Fra-
gement des MN-Promotors (MN4, –243/+31) [SEQ ID NO: 93], das am 5'-Ende eines Strangs markiert war, 
Wechselwirken gelassen. [Die MN4-Fragmente waren entweder an der XhoI-Schnittstelle (–243/+31*) oder an 
der XbaI-Schnittstelle (*–243/+31) markiert]. Der DNA-Protein-Komplex wurde dann einem Angriff der Dnase 
I unterzogen, was ein Aufbrechen der DNA-Kete an bestimmten Basen, wenn sie nicht mit den Proteinen in 
Kontakt stehen, verursacht. [Eine Kontrolle verwendete BSA anstelle von Dnase]. Die Untersuchung des Ban-
denmusters der denaturierten DNA nach einer Gelelektrophorese [8% denaturierenden Gel] zeigt an, welche 
der Basen auf dem markierten Strang durch das Protein geschützt war. Die FTP-Analyse des MN4-Promotor-
fragments offenbarte 5 Bereiche (I bis V), die sowohl an dem kodierenden als auch an dem nicht-kodierenden 
Strang geschützt waren, sowie zwei Bereiche (VI und VII), die an dem kodierenden Strang, nicht jedoch an 
dem nicht-kodierenden Strang geschützt waren. Fig. 6 zeigt die allgemeinen Bereiche auf dem MN-Promotor, 
die geschützt waren.

[0104] Die Sequenzen der identifizierten, geschützten Bereiche (PR) wurden einer Computeranalyse unter 
Verwenden des SIGNALSCAN-Programms unterzogen, um zu sehen, ob sie den bekannten Consensus-Se-
quenzen für Transkriptionsfaktoren entsprachen. Die mit dieser Computeranalyse erhaltenen Daten sind wie 
folgt: 

[0105] Im Gegensatz zu EMSA stellte die FTP-Analyse keine Unterschiede zwischen nukleären Extrakten von 
CGL1 und CGL3 fest. Das Vorhandensein spezifische DNA-Protein-Wechselwirkungen, die in den nukleären 
Extrakten von CGL1 mittels EMSA nachgewiesen wurden, könnten sich jedoch aus der Bindung eines weite-
ren Proteins unter Bilden eines DNA-Protein-Protein-Komplex ergeben haben. Wenn das spezifische Protein 
nicht direkt mit der DNA-Sequenz in Kontakt trat, wäre seine Gegenwart mittels FTP nicht nachweisbar.

EMSA Supershift-Analyse

[0106] Die Ergebnisse der FTP lassen vermuten, dass die Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 sowie das Tu-
morsuppressorprotein p53 potentiell an der Regulierung der MN-Expression beteiligt sind. Um die Bindung die-

PR I – kodierender Strang – für AP-2, p53, GAL4 nicht kodierender Strang – JCV wiederholt
PR II – kodierender Strang – für AP-2, CGN4 nicht kodierender Strang – TCF-, dFRA, CGN4
PR III – kodierender Strang – keine bekannte Consensus-Sequenz, nur teilweise Überlappung mit dem für 

AP-1 nicht kodierenden Strang – 2 TCF-1-Stellen
PR IV – kodierender Strang – für TCF-1, ADR-1 nicht kodierender Strang – CTCF, LF-A1, LBP-1
PR V – kodierender Strang – für kein bekanntes Consensius-Motiv nicht kodierender Strang – JCV wie-

derholt
PR VI – kodierender Strang – für kein bekanntes Consensius-Motiv nicht kodierender Strang – T-Antigen 

von SV 40, GAL4
PR VII – kodierender Strang – für NF-uE4, U2snRNA.2 nicht kodierender Strang, AP-2, IgHC.12, MyoD.
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ser bestimmten Proteine an den MN-Promotor zu bestätigen, wurde eine Supershift-Analyse unter Verwenden 
von Antikörpern, die für diese Proteine spezifisch sind, durchgeführt. Für diese Analyse wurden DNA-Prote-
in-Komplexe, die so, wie für EMSA beschrieben ist, hergestellt wurden, mit MAKs oder polyklonalen Antikör-
pern, die für potentiell in dem Komplex eingeschlossene Proteine spezifisch sind, Wechselwirken gelassen. 
Die Bindung des Antikörpers an das entsprechende Protein führt zu einer weiteren Verschiebung (Supershift) 
in der Mobilität des DNA-Protein-Antikörper-Komplexes, die mit Hilfe einer PAGE als weitere, langsamer wan-
dernde Bande sichtbar gemacht wird.

[0107] Mit diesem Verfahren wurde die Bindung von AP-2 an den MN-Promotor bestätigt. Dieses Verfahren 
bewies jedoch nicht die Bindung des AP1-Transkriptionsfaktors. Es ist möglich, dass das MN-Protein an ein 
mit AP-1 verwandtes Protein bindet, das sich antigenisch von AP-1, der von den in diesem Assay verwendeten 
Antikörpern erkannt wird, unterscheidet.

[0108] Von ebenso hohem Interesse ist die mögliche Bindung des Tumorsuppressorproteins p53 an den 
MN-Promotor. Es ist allgemein bekannt, dass wt p53 als Transkriptionsfaktor fungiert, der die Expression 
wachstumsbeschränkender Gene aktiviert und direkt oder indirekt die Expression von Genen, die für das Wei-
tergehen der Zellproliferation erforderlich sind, nach unten moduliert. Versuche einer transienten Co-Transfek-
tion unter Verwenden eines pMN4-CAT-Promotorkonstrukts in Kombination mit entsprechend wt p53-cDNA 
und mut p53-cDNA lässt vermuten, dass wt p53, jedoch nicht mut p53 die Expression von MN negativ reguliert. 
Daneben ist eine der beiden p53-Bindungsstellen in dem MN-Promotor in der FTP-Analyse geschützt (Fig. 6), 
was angibt, dass er an das entsprechende Protein bindet. Daher muss mit geeigneten, nukleären Extrakten, 
z. B. aus MCF-7-Brustkarzinomzellen, die wt p53 in ausreichender Menge exprimieren, eine Supershift-Analy-
se durchgeführt werden, um zu belegen, dass p53 mit zwei p53-spezifischen Antikörpern, z. B. den MAKs 421 
und DO-1 [letzterer wurde freundlicher Weise von Dr. Vojtesek vom Masaryk Memorial Center Institute in Brno, 
Tchechische Republik bereitgestellt] an den MN-Promotor bindet.

Regulation der MN-Expression und des MN-Promotors

[0109] MN scheint ein neues, regulatorisches Protein zu sein, das direkt an der Steuerung der Zellproliferation 
und der zellulären Transformation beteiligt ist. In HeLa-Zellen wird die Expression von MN positiv durch die 
Zelldichte reguliert. Seine Menge wird durch eine bleibende Infektion mit LCMV erhöht. In Hybridzellen zwi-
schen HeLa und normalen Fibroblasten korreliert die Expression von MN mit der Tumorigenität. Die Tatsache, 
dass MN in nicht-tumorgenen Hybridzellen (CGL1) vorhanden ist, jedoch in einer tumorgenen Segregante, der 
das Chromosom 11 fehlt, exprimiert wird, gibt an, dass MN durch einen putativen Suppressor in Chromosom 
11 negativ reguliert wird.

[0110] Beweise, die die regulatorische Rolle des MN-Proteins belegen, wurden bei der Erzeugung stabiler 
Transfektanten von NIH3T3-Zellen gefunden, die das MN-Protein konstitutiv exprimieren. Als Folge der Ex-
pression von MN erlangten die NIH 3R3-Zellen Eigenschaften, die mit einem transformierten Phänotyp asso-
ziiert sind: veränderte Morphologie, erhöhte Sättigungsdichte, proliferativer Vorteil in serum-reduzierten Medi-
en, erhöhte DNA-Synthese und Vermögen zu einem von der Anhaftung unabhängigen Wachstum. Ferner gab 
eine Durchfluszytometrie-Analyse einer asynchronen Zellpopulation an, dass die Expression des MN-Proteins 
zu einem beschleunigten Fortschreiten der Zellen durch die G1-Phase, einer Verringerung der Zellgröße und 
dem Verlust des Vermögens zu eines Wachstumspause unter ungeeigneten Bedingungen führt. Auch zeigen 
die MN exprimierenden Zellen eine verringerte Sensitivität gegenüber dem DNA schädigenden Wirkstoff Mito-
mycin C.

[0111] Nicht-tumorgene Zellen, CGL1-Zellen, wurden auch mit der vollständig langen MN-cDNA transfiziert. 
Es wurde das gleiche pSG5C-MN-Konstrukt in Kombination mit dem pSV2neo-Plasmid verwendet, das zum 
Transfizieren der NIH3T3-Zellen verwendet wurde. Von den 15MN-positiven Klonen (getestet mittels SP-RIA 
und Western Blotting) wurde 3 für eine weitere Analyse ausgewählt. Als Kontrolle wurden zwei negative Klone, 
die aus mit einem leeren Plasmid transfizierten CGL1-Zellen isoliert wurden, dazugegeben. Eine anfängliche 
Analyse gibt an, dass die Morphologie und die Wachstumsgewohnheiten der mit MN transfizierten CGL1-Zel-
len nicht drastisch verändert sind, ihre Proliferationsgeschwindigkeit und die Plattierungseffizienz sind jedoch 
erhöht.

MN-Promotor – sense-/antisense-Konstrukte

[0112] Wenn der Promotorbereich aus dem genomischen Klon von MN, der so, wie oben beschrieben ist, iso-
liert wurde, mit der MN-cDNA verknüpft wurde und in CGL1-Hybridzellen hybridisiert wurde, war die Expressi-
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on des MN-Proteins unmittelbar nach der Selektion nachweisbar. Dann hörte sie jedoch schrittweise auf, was 
die Wirkung eines Feedback-Regulators anzeigt. Das putative regulatorische Element schien über den 
MN-Promotor zu wirken, da kein ähnlicher Effekt beobachtet wurde, wenn die vollständig lange cDNA (die nicht 
den Promotor enthielt) verwendet wurde.

[0113] Ein „antisense" MN-cDNA/MN-Promotorkonstrukt wurde zum Transfizieren der CGL3-Zellen verwen-
det. Die Wirkung war das Gegenteil derjenigen der CGL1-Zellen, die mit dem „sense"-Konstrukt transfiziert 
worden waren. Während die transfizierten CGL1-Zellen Kolonien bildeten, die um ein Vielfaches größer als die 
Kontroll-CGL1 waren, bildeten die transfizierten CGL3-Zellen Kolonien, die viel kleiner als die Kon-
troll-CGL3-Zellen waren. Das gleiche Ergebnis wurde mit einer antisense-MN-cDNA-Transfektion in SiHa- und 
HeLa-Zellen erhalten.

[0114] Bei solchen Versuchen stammte der Teil des Promotorbereichs, der durch eine BamHI-Schnittstelle 
mit der MN-cDNA verknüpft war, von einem NcoI- BamHI-Fragmnt des genomischen Klons von MN [Bd3] und 
stellt einen Bereich ein paar hundert bp stromaufwärts von der Transkriptionsinitiationsstelle dar. Nach der Li-
gation wurde die verbindende DNA in einen pBK-CMV-Expressionsvektor [Strategen] insertiert. Die erforderli-
che Orientierung der insertierten Sequenz wurde durch gerichtetes Klonieren gewährleistet und anschließend 
mit Hilfe einer Restriktionsanalyse überprüft. Das Transfektionsverfahren war das gleiche, das beim Transfi-
zieren der NIH3T3-Zellen verwendet wurde; eine Co-Transfektion mit dem pSV2neo-Plasmid war jedoch nicht 
erforderlich, da der neo-Selektionsmarker bereits in dem pBK-CMV-Vektor enthalten war.

[0115] Nach zweiwöchiger Selektion in einem Medium, das G418 enthielt, waren die merklichen Unterschie-
de zwischen den Anzahlen und Größen der angezüchteten Kolonien so, wie oben angegeben ist, offensicht-
lich. Unmittelbar nach der Selektion und dem Klonen wurden die mit MN transfizierten CGL1- und CGL3-Zellen 
mittels SP-RIA entsprechend auf eine Expression und Unterdrückung von MN getestet. Die isolierten, transfi-
zierten CGL1-Klone waren MN-positiv (obwohl die Menge kleiner war als diejenige, die mit der vollständig lan-
gen cDNA erhalten wurde), obwohl das MN-Protein in nahezu keinem transfizierten CGL3-Klon vorhanden 
war. In nachfolgenden Passagierungen begann die Expression von MN in transfizierten CGL1-Zellen aufzuhö-
ren und wurde dann blockiert, was vielleicht einen Steuer-Feedback-Mechanismus bewies.

[0116] Infolge der sehr stark verringerten Proliferation der transfizierten CGL3-Zellen war es schwierig, die 
Mehrheit der klonierten Zellen (gemäß SP-RIA, diejenigen mit den kleinsten Mengen an MN) zu expandieren 
und sie gingen während der Passagierung verloren. Einige Klone behoben jedoch das Problem und exprimier-
ten wieder MN. Es ist möglich, dass, wenn diese Zellen eine höhere Menge erreichten, die Menge der endogen 
erzeugten MN-mRNA auf mehr als die Menge der ektopisch exprimierten antisense-mRNA zunahm.

Identifizierung spezifischer Transkriptionsfaktoren, die an der Steuerung der MN-Expression beteiligt sind

[0117] Eine Steuerung der MN-Expression auf der Transkriptionsebene beinhaltet die regulatorischen Ele-
mente des MN-Promotors. Solche Elemente binden an Transkriptionsfaktoren, die für die Aktivierung von MN 
in Tumorzellen und/oder die Expression in normalen Zellen verantwortlich sind. Die Identifizierung und Isolie-
rung dieser spezifischen Transkriptionsfaktoren und das Verständnis, wie sie die MN-Expression regulieren, 
könnte zu ihrer therapeutischen Verwendbarkeit zum Modulieren der MN-Expression führen.

[0118] EMSA-Versuche zeigen das Vorhandensein eines MN-Genrepressors an. Verwenden des One Hybrid 
Systems® (Clontech (Palo Alto, CA); eines in vivo-Hefegentests zum Isolieren von Genen, die für Proteine ko-
dieren, die an ein Target, ein cis-agierendes, regulatorisches Element oder irgendeine andere kurze, DNA bin-
dende Sequenz binden; Fields und Song, Nature, 340: 245 (1989); Wu et al., EMBO J., 13: 4823 (1994)] und 
subtraktive suppressive PCR (SSH). SSH ermöglicht das Klonieren von Genen, die unter Bedingungen, von 
denen bekannt ist, dass sie die MN-Expression hoch- oder herunterregulieren, unterschiedlich exprimiert wer-
den, wie beispielsweise Dichte gegenüber spärlicher Verteilung von HeLa-Zellen und Suspension gegenüber 
adhärenten HeLa-Zellen.

[0119] In Versuchen mit mit HPV immobilisierten, zervikalen Zellen (HCE 16/3) wurde festgestellt, dass sich 
die Regulierung der MN-Expression von derjenigen vollständig transformierter Karzinomzellen unterscheidet. 
Zum Beispiel regulieren Glucocorticoidhormone, die die Transkription von HPV aktivieren, die Expression von 
MN in HCE negativ, stimulieren jedoch MN in HeLa und SiHa. Zudem stimulieren Keratinocyten-Wachstums-
faktoren, die die Transkription von HPV-Onkogenen herunterregulieren, die MN-Expression in Suspensi-
ons-HCE, jedoch nicht in adhärenten Zellen.
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[0120] EGF und Insulin sind an der Aktivierung der MN-Expression in sowohl immortalisierten als auch Kar-
zinomzellen beteiligt. Alle angegebenen Erkenntnisse können bei der Suche nach MN-spezifischen Transkrip-
tionsfaktoren und bei der Modulation der MN-Expression für therapeutische Zwecke verwendet werden.

Abgeleitete Aminosäuresequenz

[0121]  Der ORF der in Fig. 1 gezeigten MN-cDNA weist das Kodierungsvermögen für ein 459 Aminosäuren 
umfassendes Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 49,7 kDa auf. Die insgesamte Aminosäu-
renzusammensetzung des MN/CA IX-Proteins ist eher sauer und es wird vorhergesagt, dass sie einen IEP von 
4,3 aufweist. Die Analyse des nativen MN/CA IX-Proteins aus CGL3-Zellen mittels zweidimensionaler Elektro-
phorese, gefolgt von einem Immunoblotting hat gezeigt, dass das MN/CA IX, in Übereinstimmung mit der Com-
putervorhersage, ein saures Protein ist, das in verschiedenen isoelektrischen Formen mit IEP zwischen 4,7 
und 6,3 vorhanden ist.

[0122] Wie mit einer Analyse der Aminosäuresequenzen beurteilt wurde, kann die abgeleitete Primärstruktur 
des MN-Proteins in vier verschiedene Bereiche unterteilt werden. Der anfängliche hydrophobe Bereich aus 37 
Aminosäuren (AS) entspricht einem Signalpeptid. Das reife Protein weist einen N-Terminus oder extrazellulä-
ren Teil aus 337 Aminosäuren [AS 38–414 (SEQ ID NO: 87], einen hydrophoben Transmembranabschnitt aus 
20 Aminosäuren [AS 415–434 (SEQ ID NO: 52)] und einen C-terminalen Bereich aus 25 Aminosäuren [AS 
435–459 (SEQ ID NO: 53)] auf.

[0123] Der extrazelluläre Teil besteht aus zwei verschiedenen Domänen: (1) einer proteoglycan-ähnlichen 
Domäne [AS 53–111 (SEQ ID NO: 50)]; und (2) einer CA-Domäne, die in der Nähe der Plasmamembran loka-
lisiert ist [AS 135–391 (SEQ ID NO: 51)]. [Die Nummern der Aminosäuren sind an diejenigen der Fig. 1 ange-
passt].

[0124] Eine detailliertere Kenntnis der Primärstruktur des MN-Proteins offenbarte das Vorhandensein mehre-
rer Consensus-Sequenzen. Eine potentielle N-Glykosylierungsstelle wurde an der Position 346 der Fig. 1 ge-
funden. Dieses Merkmal stimmt, zusammen mit einem vorhergesagten Membran umspannenden Bereich, mit 
den Ergebnissen überein, in denen gezeigt wurde, dass MN ein N-glycosyliertes Protein ist, das in der Plas-
mamembran angeordnet ist. Es wurde auch festgestellt, dass die aus der cDNA abgeleitete MN-Proteinse-
quenz sieben S/TPXX-Sequenzelemente [SEQ ID NOS: 25 UND 26] enthält (eines der beiden liegt in dem Si-
gnalpeptid), die von Suzuki, J. Mol. Biol., 207: 61–84 (1989) als Motive definiert sind, die häufig in den genre-
gulatorischen Proteinen gefunden werden. Es bestehen jedoch nur zwei von diesen aus der vorgeschlagenen 
Consensus-Aminosäuren.

[0125] Versuche haben gezeigt, dass das MN-Protein an Zink-Kationen binden kann, wie mit Hilfe von Affini-
tätschromatographie unter Verwenden von Zn-geladener, chelatbildender Sepharose gezeigt ist. Es wurde 
festgestellt, das das aus HeLa-Zellen mit Hilfe des MAK M75 immunopräzipierte MN-Protein eine schwache 
katalytische Aktivität von CA besitzt. Die CA-ähnliche Domäne von MN weist eine strukturelle Disposition auf, 
um als Bindungsstelle für kleine lösliche Domänen zu dienen. Das MN-Protein könnte daher eine bestimmte 
Art und Weise der Signalübertragung vermitteln.

[0126] Unter Verwenden der DNA-Celluloseaffinitätschromatographie wurde gezeigt, dass das MN-Protein 
aus den mit LCMV infizierten HeLa-Zellen an immobilisierte, doppelsträngige Lachssperma-DNA bindet. Die 
Bindungsaktivität erforderte sowohl die Anwesenheit von Zink-Kationen als auch die Abwesenheit eines Re-
duktionsmittels in dem Bindungspuffer.

CA-Domäne, die für die Anhaftungsunabhängigkeit jedoch für die erhöhte Proliferation transfizierter NIH 
3T3-Fibroblasten erforderlich ist

[0127] In transfizierten NIH3T3-Fibroblasten induziert das MN-Protein eine morphologische Transformation, 
eine erhöhte Proliferation und eine Anhaftungsunabhängigkeit. Es wurden die Folgen der konstitutiven Expres-
sion von zwei MN-trunkierten Varianten in NIH3T3-Zellen untersucht. Es wurde festgestellt, dass der proteo-
glycan-ähnliche Bereich für die morphologische Änderung transfizierter Zellen ausreicht und die wachstums-
fördernde Aktivität zeigt, die vermutlich mit der Störung einer Kontaktinhibierung verbunden ist.

[0128] Die CA-Domäne ist für die Induktion einer Anhaftungsunabhängigkeit wesentlich, wohingegen der 
TM-Anker und der IC-Schwanz für die biologische Wirkung unwichtig sind. Das MN-Protein ist auch in der La-
ge, ein Kräuseln der Plasmamebran in den transfizierten Zellen zu bewirken und scheint an deren Verknüpfung 
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mit dem festen Träger beteiligt zu sein. Die Daten zeigen die Beteiligung von MN an der Regulierung der Zell-
proliferation, -adhäsion und interzellulärer Kommunikation.

Sequenzähnlichkeiten

[0129] Eine Computeranalyse der MN-cDNA-Sequenz wurde unter Verwenden von DNASIS und PROSIS 
(Software-Pakete von Pharmacia) durchgeführt. GenBank, EMBL, Protein Identification Resource und 
SWISS-PROT-Datenbanken wurde auf alle möglichen Sequenzähnlichkeiten durchsucht. Daneben wurde 
eine Suche nach Proteinen, die Sequenzähnlichkeiten mit MN gemeinsam haben, in der MIPS-Datenbank mit 
dem FastA-Programm [Pearson und Lipman, PNAS (USA), 85: 2444 (1988)] durchgeführt.

[0130] Die proteoglycan-ähnliche Domäne [AS 53–111 (SEQ ID NO: 50)], die zwischen dem Signalpeptid und 
der CA-Domäne liegt, zeigt eine signifikante Homologie (38% Identität und 44% Positivität) mit einer Keratan-
sulfat-Verknüpfungsdomäne eines humanen, großen, aggregierenden Proteoglycanaggrecans [Doege et al., 
J. Biol. Chem., 266: 894–902 (1991)].

[0131] Die CA-Domäne [AS 135–391 (SEQ D NO: 51)] ist über 265 AS verteilt und zeigt 38,9% Aminosäurei-
dentität mit dem humanen CA VI-Isoenzym [Aldred et al., Biochemistry, 30: 569–575 (1991)]. Die Homologie 
zwischen MN/CA IX und anderen Isoenzymen ist wie folgt: 35,2% mit CA II in einer 261 AS umfassenden Über-
lappung [Montgomery et al., Nucl. Acids Res., 15: 4687 (1987)], 31,8% mit CA I in einer 261 AS umfassenden 
Überlappung [Barlow et al., Nucl. Acids Res., 15: 2386 (1987)], 31,6% mit CA IV in einer 266 AS umfassenden 
Überlappung [Okuyama et al., PNAS (USA) 89: 1315–1319 (1992)] und 30,5% mit CA III in einer 259AS um-
fassenden Überlappung (Lloyd et al., Genes Dev., 1: 594–602 (1987)].

[0132] Neben der CA-Domäne hat MN/CA IX sowohl N-terminale als auch C-terminale Extensionen erlangt, 
die nicht mit anderen CA-Isoenzymen verwandt sind. Die Aminosäuresequenz des C-terminalen Teils, der aus 
dem Transmembran-Anker und dem intrazytoplasmatischen Schwanz besteht, zeigt keine signifikante Homo-
logie mit irgendeiner bekannten Proteinsequenz.

[0133] Es wurde klar festgestellt, dass das MN-Gen eine neue Sequenz besitzt, die aus dem humanen Ge-
nom stammt. Die insgesamte Sequenzhomologie zwischen der cDNA-Sequenz von MN und den cDNA-Se-
quenzen, die für verschiedene CA-Isoenzyme kodieren, liegt innerhalb eines Homologiebereichs von 48–50%, 
das von Fachleuten als niedrig eingestuft wird. Die MN-cDNA-Sequenz ist daher nicht eng mit irgendeiner 
CA-cDNA-Sequenz verwandt.

[0134] Nur sehr eng miteinander verwandte nt-Sequenzen mit einer Homologie von wenigstens 80–90% wür-
den miteinander unter stringenten Bedingungen hybridisieren. Ein Sequenzvergleich der in Fig. 1 gezeigten 
MN-cDNA-Sequenz und einer entsprechenden cDNA der humanen Carboanhydratase II (CA II) zeigte, dass 
es keine Ausdehnungen („stretches") der Identität zwischen den beiden Sequenzen gibt, die lang genug wä-
ren, ein Hybridisieren eines Abschnitts der CA II-cDNA-Sequenz mit 25 oder mehr Nukleotiden unter stringen-
ten Hybridisierungsbedingungen mit der MN-cDNA oder umgekehrt zuzulassen.

[0135] Eine Suche nach nt-Sequenzen, die mit dem MN-Gen in der EMBL-Datenbank verwandt sind, zeigten 
keine spezifische Homologie, außer 6 vollständige und 2 partielle Alu-artige Wiederholungen mit einer Homo-
logie zu Alu-Sequenzen, die zwischen 69,8% und 91% liegt [Jurka und Milosavljevic, J. Mol. Evol., 32: 105–121 
(1991)]. Es wird auch gezeigt, dass eine 222 bp große Sequenz, die in der Nähe des 5'-Endes des genomi-
schen Bereichs liegt, eine enge Homologie mit einem Bereich der NERV-K-LTR zeigt.

[0136] Allgemein können Nukleotidsequenzen, die nicht in den Alu- oder LTR-ähnlichen Bereichen aus unge-
fähr 25 Basen oder mehr, weiter bevorzugt 50 Basen oder mehr, liegen, routinemäßig getestet und gescreent 
werden und es wird festgestellt, dass sie unter stringenten Bedingungen nur mit MN-Nukleotidsequenzen hy-
bridisieren. Des Weiteren sind nicht alle Homologien innerhalb der Alu-ähnlichen, genomischen Sequenzen 
von MN so nahe an den Alu-Wiederholungen, dass sie unter stringenten Hybridisierungsbedingungen ein Hy-
bridisierungssignal ergeben. Der Prozentsatz der Homologie zwischen den Alu-ähnlichen Bereichen von MN 
und standardmäßigen Alu-J-Sequenzen sind wie folgt angegeben: 
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MN-Proteine und/oder -Polypeptide

[0137] Der Begriff „MN-Proteine und/oder -Polypeptide" (MN-Proteine/-Polypeptide ist hierin so definiert, dass 
er Proteine und/oder Polypeptide bezeichnet, die von einem MN-Gen oder Fragmenten davon kodiert wird. Ein 
beispielhaftes und bevorzugtes MN-Protein gemäß dieser Erfindung weist die in Fig. 1 gezeigte, abgeleitete 
Aminosäuresequenz auf. Bevorzugte MN-Proteine/-Polypeptide sind solche Proteine und/oder Polypeptide, 
die eine wesentliche Homologie mit dem in Fig. 1 gezeigten MN-Protein besitzen. Zum Beispiel sind solche im 
Wesentlichen homologen MN-Proteine/-Polypeptide jene, die mit den MN-spezifischen Antikörpern dieser Er-
findung, bevorzugt den MAKs M75, MN12, MN9 und MN7 oder deren Äquivalenten, reagieren.

[0138] Ein „Polypeptid" oder „Peptid" ist eine Kette von Aminosäuren, die kovalent durch Peptidbindungen an-
einander gebunden sind, und soll hierin aus 50 oder weniger Aminosäuren bestehen. Ein „Protein" ist hierin 
als Polypeptid definiert, das aus mehr als 50 Aminosäuren besteht. Der Begriff Polypeptid umfasst die Begriffe 
Peptid und Oligopeptid.

[0139] N-Proteine zeigen verschiedene interessante Merkmale: Anordnung der Zellmembran, von der Zell-
dichte abhängige Expression in HeLa-Zellen, Korrelation mit dem tumorgenen Phänotyp von somatischen 
HeLa x-Fibroblasten-Zellhybriden und Expression in mehreren humanen Karzinomen neben anderen Gewe-
ben. Das MN-Protein kann direkt in Tumorgewebeabschnitten, jedoch nicht allgemein in dem Gegenstück nor-
maler Gewebe gefunden werden (Ausnahmen sind infra angegeben, wie in normaler Magenschleimhaut und 
Gallenblasengeweben). Manchmal wird MN auch in morphologisch normal erscheinenden Bereichen von Ge-
webeproben, die Dysplasie und/oder bösartige Tumore zeigen, exprimiert. Insgesamt lassen diese Merkmale 
eine mögliche Beteiligung von MN in der Regulierung der Zellproliferation, -differenzierung und/oder -transfor-
mation vermuten.

[0140] Es kann geschätzt werden, dass ein Protein oder Polypeptid, das mit Hilfe einer neoplastischen Zelle 
in vivo erzeugt wurde, in seiner Sequenz gegenüber derjenigen, die mit Hilfe einer Tumorzelle in einer Zellkul-
tur oder mit Hilfe einer transformierten Zelle erzeugt wurde, verändert werden könnte. Die MN-Proteine 
und/oder -Polypeptide, die verschiedene Aminosäuresequenzen, einschließlich und ohne Einschränkung Ami-
nosäuresubstitutionen, -extensionen, -deletionen, -trunkationen und Kombinationen daraus aufweisen, sind 
daher im Umfang dieser Erfindung enthalten. Es kann auch geschätzt werden, dass eine Proteinverlängerung 
in Körperflüssigkeiten degenerativen Prozessen, wie beispielsweise proteolytischen Prozessen unterzogen 
wird; somit können MN-Poteine, die wesentlich trunkiert sind und MN-Polypeptide in Körperflüssigkeiten, wie 
beispielsweise Seren, gefunden werden. Der Begriff „MN-Antigen" wird hierin verwendet, um MN-Proteine 
und/oder -Polypeptide einzuschließen.

[0141] Ferner wird geschätzt, dass die Aminosäuresequenz der MN-Proteine und -Polypeptide mit Hilfe ge-
netischer Techniken modifiziert werden kann. Es können eine oder mehrere Aminosäuren deletiert oder sub-
stituiert sein. Solche Aminosäureänderungen müssen keine messbare Änderung der biologischen Aktivität des 
Proteins oder Polypeptids bewirken und führen zu Proteinen oder Polypeptiden, die innerhalb des Umfangs 
dieser Erfindung liegen, sowie zu MN-Muteinen.

[0142] Die MN-Proteine und -Polypeptide dieser Erfindung können gemäß dieser Erfindung auf vielerlei We-
gen, zum Beispiel rekombinant, synthetisch oder auf andere Weise biologisch, das heißt durch enzymatisches 
und/oder chemisches Spalten längerer Proteine und Polypeptide, hergestellt werden. Ein bevorzugtes Verfah-
ren zum Herstellen von MN-Proteinen erfolgt mit Hilfe rekombinanter Mittel. Besonders bevorzugte Verfahren 

Homologiebereich innerhalb der 
genomischen Sequenz von MN 
[SEQ ID NO: 5; Figur 2A bis F]

SEQ ID NOS: % Homologie mit der gesamten 
Alu-J-Sequenz

921–1212 59 89,1%
2370–2631 60 78,6%
4587–4880 61 90,1%
6463–6738 62 85,4%
7651–7939 63 91,0%
9020–9317 64 69,8%

Homologie mit einer Hälfte der 
Alu-J-Sequenz

8301–8405 65 88,8%
10040–10122 66 73,2%
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zum rekombinanten Herstellen von MN-Proteinen sind nachstehend für die GST-MN-, MN 20-19-, MN-Fc- und 
MN-PA-Proteine beschrieben.

Rekombinante Herstellung von MN-Proteinen und -Polypeptiden

[0143] Ein charakteristisches Verfahren zum Herstellen der in Fig. 1 gezeigten MN-Proteine oder von deren 
Fragmenten wäre, das vollständig lange oder ein geeignetes Fragment der MN-cDNA in einen geeigneten Ex-
pressionsvektor, wie er unten beispielhaft angegeben ist, zu insertieren. Bei Zavada et al., WO 93/18152, sup-
ra, ist die Herstellung eines Fusionsproteins GEX-3X-MN (nun als GST-MN bezeichnet) unter Verwenden des 
partiellen cDNA-Klons (oben beschrieben) in dem Vektor pGEX-3X (Pharmacia) beschrieben. Nicht-glycosy-
liertes GST-MN (das MN-Fusionsprotein MN-Glutathion-S-.Transfersase) aus XL1-Blue-Zellen.

[0144] Zavada et al., WO 95/34650 beschreiben die rekombinante Herstellung von sowohl einem glycosylier-
tem MN-Protein, das von Insektenzellen exprimiert wird, als auch eines nicht-glycosylierten MN-Proteins, das 
von E. coli exprimiert wird, unter Verwenden des Expressionsplasmids pEt-22b [Novagen Inc.; Madison, WI 
(USA)]. Zum Infizieren der Insektenzellen wurden rekombinante Baculovirus-Expressionsvektoren verwendet. 
Das glycosylierte MN-20-19-Protein wurde rekombinant in mit Baculovirus infizierten sf9-Zellen [Clontech; Palo 
Alto, CA (USA)] hergestellt. Dem MN-20-19-Protein fehlt das putative Signalpeptid (AS 1–37) der SEQ ID NO: 
6 (Fig. 1), es weist ein Methionin (Met) an dem N-Terminus für die Expression und ein 
Leu-Glu-His-His-His-His-His-His [SEQ ID NO: 22], das zur Reinigung an den C-Terminus angefügt wurde, auf.

[0145] Um den Abschnitt der für MN kodierenden Sequenz für das GST-MN-Fusionsprotein in andere Expres-
sionssysteme zu insertieren, wurde ein Primerset für eine PCR konstruiert. Die Primer wurden konstruiert, um 
an jedem Ende der kodierenden Sequenz Restriktionsschnittstellen, sowie in frame Start- und Stopp-Codons 
bereitzustellen. Die Sequenzen der Primer, die Spaltungsstellen der Restriktionsenzyme und Expressionsstel-
len angeben, sind unten gezeigt.

[0146] Die Primer mit den SEQ ID NOS: 17 und 18 wurden zum Amplifizieren der für MN kodierenden Se-
quenz, die in dem GEX-3X-MN-Vektor vorhanden ist, unter Verwenden standardmäßiger PCR-Techniken ver-
wendet. Mit dem resultierenden PCR-Produkt (mit MN-20-19) bezeichnet wurde auf einem 0,5%-igen Agaro-
se/1X TBE-Gel eine Elektrophorese durchgeführt; die 1,3 kb große Bande wurde herausgeschnitten; und die 
DNA unter Verwenden des Gene Clean II-Kits gemäß den Anweisungen des Herstellers [Bio101; Lajolla, CA 
(USA)] rückgewonnen.

Identifizierung von (einem) Partner(n) des MN-Proteins

[0147] Unter Verwenden von Expressionsklonieren der entsprechenden cDNA(s) und eines MN-Fc-Fusions-
proteins als Sonde wurde eine Suche nach (einem) Protein(en), das (die) mit MN wechselwirken, begonnen. 
Die chimäre MN-Fc-cDNA wurde durch Substitution der MN-cDNA-Sequenzen, die sowohl für den Transmem-
brananker als auch den intrazellulären Schwanz des MN-Proteins kodieren, mit der cDNA die für das Fc-Frag-
ment des murinen IgG kodiert, in dem Vektor pSG5C konstruiert. Die cDNA des Fc-Fragments wurde mittels 
RT-PCR aus dem Maushybridom, das einen IgG2a-Antikörper erzeugt, hergestellt.

[0148] Die chimäre MN-Fc-cDNA wurde mittels transienter Transfektion in COS-Zellen exprimiert. Die 
COS-Zellen wurden unter Verwenden von Leptofektion transfiziert. Das rekombinante MN-Fc-Protein wurde 
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(aufgrund des fehlenden Transmembranbereichs) in das TC-Medium der transfizierten Zellen freigesetzt, mit-
tels Affinitätschromatographie auf einer Protein A-Sepharose gereinigt und für weitere Versuche verwendet.

[0149] Proteinextrakte aus mit mock transfizierten Zellen und die Zellen, die mit pSG5C-MN-Fc transfiziert 
worden waren, wurden mittels Immunoblotting unter Verwenden des M75-MAK, SwαM-Px und ECL detection®

[ECL® – verbessertes chemoluminszentes System zum Nachweisen phosphorylierter Tyrosinreste; 
Amersham; Arlington, Hts., IL (USA)] analysiert. Die Größe des MN-Fc-Proteins, das von dem pSG5C-Vektor 
exprimiert wurde, entspricht dem mit Hilfe eines Computers vorhergesagten Molekulargewicht.

[0150] Das 35S-markierte MN-Fc-Protein wurde in einem Zelloberflächenbindungsassay verwendet. Es wurde 
gefunden, dass es an verschiedene Säugerzellen, z. B. HeLa, Raji, COS, QT35, BL3 bindet. Ähnliche Ergeb-
nisse wurden in einem Zell-Adhäsionstest unter Verwenden des MN-Fc-Proteins, das auf bakterielle Petrischa-
len fallen gelassen wurde, erhalten. Diese Assays offenbarten, dass der humanen Magen-Adenkarzinom-Zell-
linie KATO III die Fähigkeit fehlt, mit dem MN-Fc-Protein wechselzuwirken. Diese Erkenntnis ermöglichte uns 
die Verwendung von KATO III-Zellen für Expressionsklonieren und Screenen der cDNA, die für das Mn binden-
de Protein kodiert.

[0151] Die cDNA-Expressions-Genbank in dem pBK-CMV-Vektor wurde aus dichten HeLa-Zellen erzeugt 
und für die Transfektion der KATO III-Zellen verwendet. Für die erste Runde des Screenens wurden KATO 
III-Zellen mittels Elektroporation transfiziert. Nach zweitägiger Inkubation wurden die Liganden exprimierenden 
Zellen an das MN-Fc-Protein binden gelassen, dann wurde Protein A mit Biotin konjugiert und schließlich durch 
Herunterziehen mit Streptavidin-beschichteten, magnetischen Kügelchen selektiert. Die Plasmid-DNA wurde 
aus den selektierten Zellen extrahiert und in E. coli transformiert. Einzelne E. coli-Kolonien wurden gepickt und 
Pools aus 8 bis 10 Kolonien erzeugt. Die Plasmid-DNA aus den Pools wurde isoliert und in der zweiten Runde 
des Screenens verwendet.

[0152] In der zweiten Runde des Screenens wurden KATO III-Zellen mit Hilfe des DEAE-Dextran-Verfahrens 
transfiziert. Um den Pool, der die cDNA für das MN bindende Protein enthielt, zu identifizieren, wurden ein auf 
der Bindung von MN-Fc an die transfizierten Zellen basierender ELISA und der Nachweis unter Verwenden 
von mit Peroxidase markiertem Protein A verwendet. Die Pools werden über ihre Fähigkeit, an MN-Fc zu bin-
den, selektiert.

[0153] In der dritten Runde des Screenens werden Plasmid-DNAs, die aus einzelnen Bakterienklonen der se-
lektierten Pools isoliert wurden, in KATO III-Zellen transfiziert. Die transfizierten Zellen werden einer Bindung 
mit MN-Fc und einem Nachweis mit Protein A, wie oben, unterzogen. Ein solches beispielhaftes Screening 
identifiziert erwartungsgemäß einen Klon, der die cDNA enthält, die für den putativen Partner des MN-Proteins 
kodiert. Dieser Klon würde dann sequenziert werden und das Expressionsprodukt mit Hilfe eines Zell-Adhäsi-
onsassays als an das MN-Protein bindend bestätigt werden. (Far-Western Blotting, Co-Präzipitation usw.) Hy-
bridome, die MAK zu dem Expressionsprodukt erzeugen und die Analyse der biologischen Eigenschaften des 
Proteinpartners von MN erlauben, würden dann hergestellt werden.

Herstellung von MN-spezifischen Antikörpern

[0154] Der Begriff „Antikörper" ist hierin so definiert, dass er nicht nur vollständige Antikörper, sondern auch 
biologisch aktive Fragmente von Antikörpern, vorzugsweise Fragmente, die die Antigen bindenden Bereiche 
enthalten, einschließt. In der Definition der Antikörper sind ferner bispezifische Antikörper eingeschlossen, die 
für das MN-Protein und ein anderes gewebespezifisches Antigen spezifisch sind.

[0155] Zavada et al., WO 93/18152 und WO 95/34650 beschreiben ausführlich Verfahren zum Herstellen von 
MN-spezifischen Antikörpern und ausführliche Schritte zum Herstellen charakteristischer, MN-spezifischer An-
tikörper, wie den monoklonalen M75-, MN7-, MN9- und MN12-Antikörpern. Bevorzugte MN-Antigenepitope 
umfassen: AS 62–67 (SEQ ID NO: 19); AS 61–66, AS 79–84, AS 85–90 und AS 91–96 (SEQ ID NO: 98); AS 
62–65, AS 80–83, AS 86–89 und AS 92–95 (SEQ ID NO: 99); AS 62–66, AS 80–84, AS 86–90 und AS 92–96 
(SEQ ID NO: 100); AS 63–68 (SEQ ID NO: 101); AS 62–68 (SEQ ID NO: 102); AS 82–87 und AS 88–93 (SEQ 
ID NO: 103); AS 55–60 (SEQ ID NO: 11); AS 127–147 (SEQ ID NO: 12); AS 36–51 (SEQ ID NO: 13); AS 68–91 
(SEQ ID NO: 14); AS 279–291 (SEQ ID NO: 15); und AS 435–450 (SEQ ID NO: 16). Beispiel stellt eine weitere 
Beschreibung bereit, die bevorzugte MN-Antigenepitope betrifft.

[0156] Bispezifische Antikörper. Bispezifische Antikörper können durch chemisches Koppeln von zwei Anti-
körpern mit der gewünschten Spezifität hergestellt werden. Bispezifische MAK können bevorzugt durch soma-
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tische Hybridisierung von 2 Hybridomen entwickelt werden. Bispezifische MK zum Verwenden des MN-Prote-
ins und eines anderen Antigens als Target können durch Fusionieren eines Hybridoms, das MN-Spezifische 
MAKs erzeugt, mit einem Hybridom, das MAKs erzeugt, die für ein anderes Antigen spezifisch sind, erzeugt 
werden. Zum Beispiel wird eine Zelle (ein Quadrom), die durch Fusion eines Hybridoms, das einen MN-spezi-
fischen MAK erzeugt, und eines Hybridoms, das einen Antikörper gegen eine cytotoxische Zelle erzeugt, ge-
bildet wurde, einen Hybridantikörper mit einer Spezifität für die Vorgänger-Antikörper erzeugen. [Siehe z. B. 
Immunol. Rev. (1979); Cold Spring Harbor Symposium Quant. Biol., 41: 793 (1977); van Dijk et al., Int. J. Can-
cer, 43: 344–349 (1989)]. Daher kann ein Hybridom, das einen MN-spezifischen MAK erzeugt, mit einem Hy-
bridom, das zum Beispiel einen Anti-T3-Antikörper erzeugt, fusioniert werden, um eine Zelllinie zu erhalten, die 
einen für MN/T3 bispezifischen Antikörper erzeugt, der cytotoxische T-Zellen zu MN exprimierenden Tumor-
zellen as Target verwenden kann.

[0157] Für eine therapeutische und/oder bildgebende Verwendung kann bevorzugt sein, dass die Antikörper 
vorzugsweise biologisch aktive Antikörper-Fragmente, vorzugsweise gentechnisch veränderte Fragmente, be-
sonders bevorzugt gentechnisch veränderte Fragmente der VH- und/oder VL-Bereiche, und noch weiter bevor-
zugt solche, die die hypervariablen Bereiche derselben umfassen, sind. Bei manchen therapeutischen Verwen-
dungen wären jedoch bispezifische Antikörper, die das MN-Protein und cytotoxische Zellen als Target verwen-
den, bevorzugt.

Epitope

[0158] Die Affinität eines MAK gegenüber einem Epitop enthaltenden Peptiden hängt von dem Zusammen-
hang, d. h. ob das Peptid eine kurze Sequenz ist (4–6 SD) oder ob ein solches kurzes Peptid auf einer oder 
beiden Seiten von längeren AS-Sequenzen flankiert ist oder ob die Peptide während des Testens auf ein Epitop 
in Lösung oder auf einer Oberfläche immobilisiert sind. Fachleute würden daher erwarten, dass die hierin für 
die MN-spezifischen MAK beschriebenen, charakteristischen Epitope zusammen mit der Verwendung solcher 
MAK variieren würden.

[0159] Der Begriff „entspricht einem Epitop eines MN-Proteins/-Polypeptids" wird so verstanden werden, dass 
er die praktische Möglichkeit einschließt, dass die Variationen von Aminosäuresequenzen eines natürlich vor-
kommenden Proteins oder Polypeptids in manchen Fällen antigen sein kann und eine schützende Immunität 
gegen eine neoplastische Erkrankung und/oder antitumorgene Wirkungen verleihen kann. Mögliche Sequenz-
variationen schließen ohne Einschränkung Aminosäuresubstitutionen, -extensionen, -deletionen, -trunkatio-
nen, -interpolationen und Kombinationen daraus ein. Solche Variationen fallen in den genannten Bereich der 
Erfindung, vorausgesetzt, dass das Protein oder Polypeptid, das diese enthält, immunogen ist und dass Anti-
körper, die gegen ein solches Polypeptid oder Protein ausgelöst werden, in ausreichenden Umfang mit natür-
lich vorkommenden MN-Proteinen und -Polypeptiden kreuzreagieren, um eine schützende Immunität und/oder 
antitumorgene Aktivität bereitzustellen, wenn es als Impfstoff verabreicht wird.

Epitop für den MAK M75

[0160] Es wird angenommen, dass das M75-Epitop in wenigstens zwei Kopien innerhalb der 6×-Tandem-Wie-
derholung aus 6 Aminosäuren [AS 61–96 (SEQ ID NO: 97)] in der Proteoglycan-Domäne des MN-Proteins vor-
handen sind. Beispielhafte Peptide, die dieses Epitop, das von dem Zusammenhang abhängt, darstellen, kön-
nen die folgenden Peptide aus dieser Tandem-Wiederholung einschließen: EEDLPS (SEQ ID NO: 10; AS 
62–67); GEEDLP (SEQ ID NO: 98; AS 61–66; AS 79–84; AS 85–90; AS 91–96); EEDL (SEQ ID NO: 99; AS 
62–65; AS 80–83; AS 86–89; AS 92–95); EEDLP (SEQ ID NO: 100; AS 62–66; AS 80–84; AS 86–90; AS 
92–96); EDLPSE (SEQ ID NO: 101; AS 63–68); EEDLPSE (SEQ ID NO: 102; AS 62–68); und DLPGEE (SEQ 
ID NO: 103; AS 82–87; AS 88–93).

[0161] Es wurden drei synthetische Peptide aus der abgeleiteten AS-Sequenz für die EC-Domäne des in 
Fig. 1 gezeigten MN-Proteins hergestellt. Solche synthetischen Peptide sind durch AS 51–72 (SEQ ID NO: 
104), AS 61–85 (SEQ ID NO: 105) und AS 75–98 (SEQ ID NO: 106) wiedergegeben. Jedes dieser syntheti-
schen Peptide enthält das Motiv EEDLP (SEQ ID NO: 100) und es wurde gezeigt, dass sie mit dem MAK M75 
reagieren.

Andere Epitope

[0162] MAK MN9. Der monoklonale Antikörper MN9 (MAK MN9) reagiert mit dem gleichen Epitop wie der 
MAK M75, wie oben beschrieben ist. Wie der MAK M75 erkennt der MAK MN9 sowohl das GST-MN-Fusions-
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protein als auch das native MN-Protein gleich gut.

[0163] Die MAKs, die dem MAK MN9 entsprechen, können durch Screenen einer Reihe von MAKs gegen ein 
MN-Protein/-Polypeptid, wie beispielsweise das GST-MN-Fusionsprotein, gegen die Peptide, die das Epitop 
für die MAKs M75 und MN9 darstellen, reproduzierbar hergestellt werden. Alternativ dazu könnte das Novato-
pe-System [Novagen] oder ein Wettbewerb mit dem hinterlegten MAK M75 zum Selektieren von MAKs, die mit 
den MAKs M75 und MN9 vergleichbar sind, verwendet werden.

[0164] MAK MN12. Der monoklonale Antikörper MN12 (MAK MN 12) wird mit dem murinen lymphozytischen 
Hybridom MN 12.2.2, das unter der ATCC HB 11647 hinterlegt worden war, hergestellt. Antikörper, die dem 
MAK MN12 entsprechen, können ebenso, analog zu dem Verfahren, das für den MAK MN9 angegeben ist, 
hergestellt werden, indem eine Reihe von Antikörpern, die gegen ein MN-Protein/-Polypeptid, gegen das Pep-
tid, das das Epitop für den MAK MN 12 wiedergibt, gescreent werden. Das Peptid entspricht der AS 55 bis AS 
60 der Fig. 1 [SEQ ID NO: 11]. Ebenso könnte das Novatope-System dazu verwendet werden, Antikörper zu 
finden, die für dieses Epitop spezifisch sind.

[0165] MAK MN7. Der monoklonale Antikörper MN7 (MAK MN7) wurde aus MAK ausgewählt, die so, wie 
oben beschrieben ist, gegen nicht-glycosyliertes GST-MN erzeugt wurden. Er erkennt das Epitop, das durch 
die Aminosäuresequenz von der AS 127 bis zur AS 147 [SEQ ID NO: 12] des MN-Proteins aus Fig. 1 wieder-
gegeben ist. Analog zu den oben für die MAKs MN9 und MN12 Verfahren können MAKs, die dem MAK MN7 
entsprechen, durch Selektieren von MAKs, die gegen ein MN-Protein/-Polypeptid hergestellt wurden, der mit 
dem Peptid mit der SEQ ID NO: 12 reagiert, oder durch die angegebenen alternativen Möglichkeiten hergestellt 
werden.

MN-spezifische Intrakörper – Gezieltes Abtöten von Tumoren mit Hilfe der intrazellulären Expression MN-spe-
zifischer Antikörper zum Blockieren des Transports des MN-Proteins an die Zelloberfläche

[0166] Das Gen, das für die Antikörper kodiert, kann so manipuliert werden, dass die Antigen bindende Do-
mäne intrazellulär exprimiert werden kann. Solche „Intrakörper", die gegen den Lumen des endoplasmatischen 
Retikulums gerichtet sind, stellen einen einfachen und wirksamen Mechanismus zum Inhibieren des Trans-
ports von Plasmamembranproteinen an die Zelloberfläche bereit. [Marasco, W. A., „Review – Intrabodies: tur-
ning the humoral immune system outside in or intracellular immunization", Gene Therapy, 4: 11–15 (1997); 
Chen et al., "Intracellular antibodies as a new class of therapeutic molecules for gene therapy", Hum. Gene 
Ther., 5(5): 595–601 (1994); Mhashilkar et al., EMBO J., 14: 1542–1551 (1995); Mhashilkar et al., J. Virol., 71: 
6486–6494 (1997); Marasca (Hersg.), Intrabodies: Basic Research and Clinical Gene Therapy Applications, 
(Springer Life Sciences 1998; ISBN 3-540-64151-3) (fasst präklinische Studien aus Laboren weltweit zusam-
men, die Intrakörper verwendet haben); Zanetti und Capra (Hersg.), "Intrabodies: From Antibody Genes to In-
tracellular Communication", The Antibodies: Volumen 4, [Harwood Academic Publishers; ISBN 90-5702-559-0 
(Dez. 1997)]; Jones und Marasco, Advanced Drug Delivery Reviews, 31 (1–2): 153–170 (1998); Pumphrey und 
Marasco, Biodrug, 9(3): 179–185 (1998); Dachs et al., Oncology Res., 9(6–7): 313–325; Rondon und Marasco, 
Ann. Rev Microbiol., 51: 257–283 (1997); Marasco, W. A., Immunotechnology, 1(1): 1–19 (1995); und Richard-
son und Marasco, Trends in Biotechnology, 13(8): 306–310 (1995)].

[0167] MN-spezifische Intrakörper können die Reifung und den Transport eines MN-Proteins an die Zellober-
fläche verhindern und somit dem Funktionieren des MN-Proteins in einem onkogenen Prozess vorbeugen. An-
tikörper, die gegen die EC-, TM- oder IC-Domänen von MN gerichtet sind, können in dieser Hinsicht nützlich 
sein. Es wird angenommen, dass das MN-Protein durch Übertragen von Signalen von der EC-Domäne zu dem 
IC-Schwanz und dann Assoziieren mit anderen intrazellulären Proteinen im Innern der Zellen eine Signalüber-
tragung vermittelt. MN-spezifische Intrakörper könnten diese Assoziierung unterbrechen und die MN-Funktion 
stören.

[0168] Das Inaktivieren der Funktion des MN-Proteins könnte zu einer Umwandlung von Tumorzellen in einen 
nicht-transformierten Phänotyp führen [Marasco et al., (1997), supra]. Die antisense-Expression der MN-cDNA 
in Zervixkarzinomzellen hat, wie hierin veranschaulicht ist, gezeigt dass der Verlust des MN-Proteins zu einer 
Unterdrückung des Wachstums transfizierter Zellen geführt hat. In ähnlicher Weise wird erwartet, dass die 
Hemmung des MN-Proteintransports zu der Zelloberfläche ähnliche Effekte haben würde. Das Klonieren und 
die intrazelluläre Expression des variablen Bereichs des MAK M75 sollen untersucht werden, um diese Erwar-
tung zu bestätigen.

[0169] Vorzugsweise sind die intrazellulär erzeugten MN-spezifischen Antikörper Einzelketten-Antikörper, 
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insbesondere Fragmente des Einzelketten-variablen Bereichs oder sFv, in denen die schwere- und leichte-Ket-
te-variablen Domänen als einzelnes Polypeptid synthetisiert und durch ein flexibles Linkerpeptid, bevorzugt 
(Gly4-Ser)3 [SEQ ID NO: 116] voneinander getrennt.

[0170] MN-spezifische, intrazellulär erzeugte Antikörper können therapeutisch zum Behandeln einer preneo-
plastischen/neoplastischen Erkrankung verwendet werden, indem die preneoplastischen/neoplastischen Zel-
len, die das MN-Protein abnormal exprimieren, mit einem Vektor, der eine Nukleinsäure umfasst, die für Frag-
mente des variablen Bereichs eine MN-spezifischen Antikörpers kodiert und der funktionsfähig mit einer Ex-
pressionssteuersequenz verknüpft ist, transfiziert wird. Eine solche Expressionssteuersequenz würde vor-
zugsweise den MN-Genpromotor umfassen.

Über Antikörper vermittelter Gentransfer unter Verwenden MN-spezifischer Antikörper oder Peptide gegen 
MN-exprimierende Tumorzellen als Targets

[0171] Ein MN-spezifischer Antikörper oder ein Peptid, das kovalent mit Polylysin, einem Plykation, das in der 
Lage ist, DNA zu verdichten und deren negative Ladungen zu neutralisieren, verknüpft ist, würde erwartungs-
gemäß eine biologisch aktive DNA in effizienter Weise in eine MN-exprimierende Tumorzelle übertragen. 
Wenn die gepackte DNA das HSVtk-Gen unter der Steuerung des MN-Promotors enthält, würde das System 
eine doppelte Spezifität für die Erkennung und die Expression in nur MN exprimierenden Tumorzellen aufwei-
sen. Die gepackte DNA könnte auch für Cytokine, um eine CTL-Aktivität zu induzieren, oder für andere biolo-
gisch aktive Moleküle kodieren. Der MAK M75 (oder zum Beispiel als ein Einzelketten-Antikörper oder als des-
sen variabler Bereich) ist ein Beispiel für einen solchen MN-spezifischen Antikörper.

[0172] Die folgenden Beispiele dienen lediglich zum Zwecke der Veranschaulichung und sollen die Erfindung 
in keinster Weise einschränken.

Beispiel 1

Transiente Transformation von Säugerzellen mit dem MN-Protein

[0173] Dieses Beispiel (1) untersucht die biologischen Folgen des Transfizierens humaner oder muriner Zel-
len mit MN-cDNA, die in Expressionsvektoren insertiert wurde, hauptsächlich hinsichtlich des Gesichtspunktes 
der Beteiligung des MN-Proteins an der Onkogenese; (2) bestimmt, ob das MN-Protein eine Carboanhydrata-
se-Aktivität ausübt und ob eine solche Aktivität für die morphologische Transformation der Zellen relevant ist; 
und (3) testet, ob das MN-Protein ein Zell-Adhäsionsmolekül (CAM) ist.

Zusammenfassung

[0174] Verfahren: Die MN-cDNA wurde in 3 Expressionsvektoren insertiert und wurde zum Transfizieren hu-
maner oder muriner Zellen verwendet. Das MN-Protein wurde mittels Western Blotting, Radioimmunoassay 
oder Immunoperoxidase-Färbung nachgewiesen; in allen Tests wurde der MN-spezifische, monoklonale Anti-
körper M75 (MAK M75) verwendet. Die Carboanhydrataseaktivität wurde durch die Ansäuerungsgeschwindig-
keit eines Carbonatpuffers in CO2-Atmosphäre bestimmt.

[0175] Ergebnisse: (1) Die mit der MN-cDNA transfizierten Zellen (humane CGL1- und murine NIH3T3-Zel-
len) zeigten eine morphologische Transformation, kehrten jedoch nach 4 bis 5 Wochen zu dem normalen Phä-
notyp zurück. (2) Diese Umwandlung war nicht die Folge des Verlusts, Silencing oder einer Mutation des 
MN-Inserts. (3) Das MN-Protein besitzt die Enzymaktivität der Carboanhydratase, die mit Acetazolamid inhi-
biert werden kann; die Inhibierung der Aktivität des Carboanhydratase-Enzyms beeinflusste jedoch nicht die 
Transformation. (4) Das MN-Protein ist ein Adhäsionsprotein, das an den Zell-zu-Zell-Kontakten beteiligt ist.

Hintergrund

[0176] Dieses Beispiel betrifft die Transformation von Säugerzellen mit Hilfe einer MN-cDNA, die in die von 
Retroviren stammenden Expressionsvektoren insertiert wurde. Solche Vektoren sind für einen effizienten und 
stabilen Einbau in zelluläre DNA und für eine kontinuierliche Expression des MN-Proteins geeignet. Zellen, die 
mit diesen Konstrukten transfiziert wurden. zeigten eine morphologische Transformation. nach einer bestimm-
ten Zeit, kehrten sie jedoch zu dem normalen Phänotyp zurück.

[0177] Sulfonamide, einschließlich Acetazolamid, sind sehr starke Inhibitoren der bekannten Carboanhydra-
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tasen [Maren und Ellison, Mol. Pharmacol., 3: 503–508 (1967)]. Acetazolamid wurde getestet, um zu bestim-
men, ob es auch die MN-Carboanhydratase inhibierte und, wenn dies der Fall war, ob die Inhibierung des En-
zyms die Zelltransformation beeinflusste.

[0178] Es gibt Gründe dafür zu glauben dass das MN-Protein an direkten Zell-zu-Zell-Wechselwirkungen be-
teiligt sein könnte: A) vorhergehende Beobachtungen zeigten eine funktionelle Ähnlichkeit des MN-Proteins mit 
Glycoproteinen an der Oberfläche umhüllter Viren, die eine Adsorption der Viren an die Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche vermitteln, und MN war an der Bildung phänotypisch vermischter Virionen des vesikulären Sto-
matitis-Virus beteiligt. B) Die Induzierbarkeit der Expression des MN-Proteins durch Wachsenlassen der He-
La-Zellen in dicht gepackten Monoschichten lässt vermuten, dass es an direkten Wechselwirkungen zwischen 
Zellen beteiligt ist. C) Schließlich besteht eine strukturelle Ähnlichkeit zwischen dem MN-Protein und dem Re-
zeptor Tyrosinphosphatase β, der ebenso Proteoglycan- und Carboanhydratase-Domänen aufweist; diese Do-
mänen vermitteln direkte Kontakte zwischen Zellen des sich entwickelnden Nervensystems [Peleset al., Cell, 
82: 251–260 (1995)]. Das MN-Protein wurde daher getestet, um zu sehen, ob es an die Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche gebunden wurde; das Ergebnis, dass dies der Fall ist, war eindeutig positiv.

Materialien und Methoden

Zelllinien

[0179] Die Zellen, die in diesem Beispiel verwendet wurden, waren: CGL1 und CGL3 – beziehungsweise 
nicht-tumorgene und tumorgene HeLa x-Fibroblastenhybride [Stanbridge et al., Somat. Cell Genet., 7: 
699–712 (1981)], die Mauszelllinie NIH3T3, HeLa-Zellen und Affen-Vero-Zellen. Die NIH3T3-Zellen wurden mit 
sehr geringer Dichte ausgesät, um Kolonien zu erhalten, die von einer einzelnen Zelle aus starteten. Die am 
meisten normal scheinende Kolonie, die als Subklon 2 bezeichnet wurde, wurde für eine Verwendung in den 
Versuchen, die in diesem Beispiel berichtet werden, gepickt.

Expressionsvektoren

[0180] Die vollständig lange MN-cDNA wurde aus einem pBluescript-Subklon erhalten [Pastorek et al., On-
cogene, 9: 2877–2888 (1994)]. Um die 5' und 3' nicht-kodierenden Sequenzen zu entfernen, die eine spätere 
Genexpression verringern könnten. wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgeführt. Der 5'-Primer 
TAGACAGATCTACGATGGCTCCCCTGTGCCCCAG [SEQ ID NO: 88] umfasst eine Translationsstartstelle 
und eine BglII-Klonierungsstelle und der 3'-Primer ATTCCTCTAGACAGTTACCGGCTCCCCCTCAGAT [SEQ 
ID NO: 89] umfasst einen Stopp-Codon und eine XbaI-Klonierungsstelle. In der Reaktion wurde die vollständig 
lange MN-cDNA als Templat und Pfu-DNA-Polymerase [Stratagene; LaJolla, CA (USA)] verwendet.

[0181] Das PCR-Produkt wurde sequenziert und es wurde festgestellt, dass es mit dem Templat identisch ist; 
es trug keine Mutationen. Das PCR-Produkt, das nur die für MN kodierende Sequenz trägt, wurde in drei Vek-
toren insertiert: 1. Das pMAMneo-[Clontech; Palo Alto, CA (USA)]Plasmid, das eine durch den langen, termi-
nalen Wiederholungs-(LTR)Promotor MMTV gesteuerte, durch Dexamethason induzierbare Expression er-
möglicht und ein neo-Gen für die Selektion von Transformanten in Medien, die mit Geneticin-(G418-)Antibiotika 
ergänzt worden sind, enthält. 2. Der retrovirale Expressionsvektor pGD [Daleyet al., Science, 247: 824–829 
(1990); der freundlicherweise von Prof. David Baltimore New York-Cambridge zur Verfügung gestellt wurde)], 
der den MLV-LTR-Promotor und das neo-Gen für eine G418-Antibiotika-Selektion enthält. 3. Vacciniavirus-Ex-
pressionsvektor pSC11 [Chakrabarti et al., Mol. Cell. Biol., 5: 3403–3409 (1985)]. Die Transfektion wurde durch 
ein Calciumphosphat-Präzipitat gemäß Sambrook et al. (Hrsg.), Molecular cloning. A laboratory manual, 2. 
Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) durchgeführt.

[0182] Der Vacciniavirusstamm Praha-Klon 13 wurde als Vorgänger-Virus verwendet [Kutinova et al., Vacci-
ne, 13: 487–493 (1995)]. Die Vacciniavirus-Rekombinante wurde mit einem Standardverfahren hergestellt 
[Perkus et al., Virology, 152: 285–297 (1986)]. Die rekombinanten Viren wurden selektiert und zweimal in Thy-
midinkonase-losen RAT2-Zellen [Topp, W. C., Virology, 113: 408–411 (1981)] in Gegenwart von 5'.Bromdeso-
xyuridin (100 μg/ml) plaque-gereinigt. Blaue Plaques wurden durch Überziehen mit Agar, der 
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal) (200 μg/ml) identifiziert.

CA-Assay

[0183] Die Carboanhydratase-Aktivität wurde mit einem Mikro-Verfahren gemessen [Brion et al., Anal. Bio-
chem., 175: 289–297 (1988)]. Im Prinzip wird die Geschwindigkeit der Reaktion CO2 + H2O → H2CO3 über die 
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Zeit, die für die Ansäuerung des Carbonatpuffers erforderlich ist, gemessen und mit Phenolrot als pH-Indikator 
nachgewiesen. Diese Reaktion läuft sogar in Abwesenheit des Enzyms ab, wobei t0 = Kontrollzeit (diese wurde 
auf 60 Sekunden eingestellt). Die Carboanhydratase verringert die Zeit der Ansäuerung auf t; eine Einheit er 
Enzymaktivität verringert die Zeit auf die Hälfte der Kontrollzeit: t/t0 = 1/2.

[0184] Für den Versuch wurde das MN-Protein mit dem MAN M75 aus dem RIPA-Puffer-(1% Triton X-100, 
0,1% Desoxycholat, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid und 200 Trysin-inhibierenden Einheiten/ml Trasylol in 
PBS, pH 7,2)Extrakt von Vero-Zellen, die mit dem Vaccinia-MN-Konstrukt infiziert worden waren, nachdem die 
Zellen eine zytopathische Wirkung entwickelten, oder mit „leerem" Vaccinia als Kontrolle immunopräzipitiert. 
Der MN + Antikörper-Komplex wurde anschließend an Protein A – Staphylococcus aureus-Zellen adsorbiert 
[Kessler, S. W., J. Immunol., 115: 1617–1624 (1975)] und 2× mit PBS und 2× mit 1 mM Carbonatpuffer, pH 8,0 
gespült. Das Präzipitat wurde in dem gleichen Puffer resuspendiert und zu der Reaktionsmischung gegeben. 
Acetazolamid (Sigma) wurde auf die Inhibierung der Carboanhydratase getestet [Maren und Ellison, supra]. In 
Extrakten infizierter Zellen, die für die Immunpräzipitation verwendet wurden, wurde die Konzentration aller 
Proteine mit dem Lowry-Verfahren [Lowry et al., J. Biol. Chem., 193: 265–275 (1951)] und diejenige des 
MN-Proteins durch einen Kompetitions-Radioimmunoassay, der bei Zavada et al., Int. J. Cancer, 54: 268–274 
(1993) beschrieben wurde, bestimmt.

Western Blots

[0185] Western Blotting und die Entwicklung der Blots unter Verwenden von 125I-markierten M75 und Autora-
diographie wurden so wie vorher durchgeführt [Pastorekova et al., Virology, 187: 620–626 (1992); und Zavada 
(1993), supra].

Adhäsionsassay

[0186] Für den Adhäsionsassay [Hoffman S., „Assays of cell adhesion", in: Cell-cell Interactions, (Stevenson 
et al., Hrsg.) S. 1–30 (IRL Press at Oxford University Press; Oxford, N.Y., Tokio; 1992) wurden 25 μl Aliquots 
des MN-Proteins (affinitätsgereinigtes pGEX-3X-MN) [Zavada et al., (1993), supra] oder der Kontrollproteine 
auf bakteriologische Petrischalen mit einem Durchmesser von 5 cm gespottet und 2 Stunden lang bei Raum-
temperatur binden gelassen. Dies erzielte zirkuläre, mit Proteinen beschichtete Bereiche mit einem Durchmes-
ser von 4 bis 5 mm. Das MN-Protein wurde in 50 mM Carbonatpuffer, pH 9,2 auf 10 μg/ml verdünnt. Stellen 
mit adsorbierten Kontrollproteinen wurden auf ähnliche Weise hergestellt. Diese schlossen die Collagene TypI 
und IV, Fibronectin, Laminin und Gelatine (Produkte von Sigma) ein, die entsprechend den Empfehlungen des 
Herstellers verdünnt und adsorbiert worden waren; FKS und BSA waren ebenso eingeschlossen. Nach Ansau-
gen der Tropfen wurden die Schalen 2× mit PBS gespült und 1 Stunde lang mit MEM, das mit 5% FKS ergänzt 
worden war, gesättigt. Die Platten wurden mit 5 × 105 Zellen in 5 ml DMEM + 5% FKS angesät und über Nacht 
bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden mit PBS gespült und die angehafteten Zellen wurden mit Formaldehyd 
fixiert, mit Methanol nachfixiert und mit Giemsa angefärbt.

Ergebnisse

1. Transformation und Umkehr von CGL1-Zellen, die mit MN-cDNA transfiziert worden waren

[0187] Da die Expression des MN-Proteins, das mit der Tumorigenität der HeLa x-Fibroblastenhybride korre-
lierte [Zavada et al., (1993), supra] wurden die nicht-tumorgenen CGL1-Hybridzellen zuerst getestet. Diese 
Zellen, die nach der Selektion mit Geneticin mit dem pMAM.MN-Konstrukt transfiziert worden waren, bildeten 
Kolonien mit verschiedenen Transformationsgraden; einige dieser schienen normal. Während der Kontakt nor-
maler CGL1-Zellen inhibiert ist, wodurch die in einer parallelen Orientierung anwachsen, bildeten die transfor-
mierten Zellen sehr dichte Kolonien, was den Verlust der Kontaktinhibierung zeigt. Solche Kolonien wuchsen 
langsamer als die ursprünglichen CGL1.

[0188] Nach dem Subklonieren segregierten die aus transformierten Kolonien isolierten Zellen in Revertan-
ten. Die Umkehr war ein gradueller, schrittweiser Prozess; es gab Kolonien mit verschiedenen Graden der Um-
kehr. Nach 2 Passagierungen werden alle Zellpopulationen morphologisch nicht von normalen CGL1 unter-
scheidbar. Dies ergab sich aus der Umkehr mancher Zellen und aus dem selektiven Vorteil der Revertanten, 
die schneller wuchsen als die transformierten Zellen. Trotz wiederholter Versuche wurde kein einziger stabil 
transformierter Zellklon erhalten. In CGL1-Zellen, die mit einem „leeren" pMAM-Kontrollplasmid transfiziert 
worden waren, wurden keine transformierten Kolonien gefunden.
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[0189] Das Wachstum der CGL1 + pMAM.MN-Revertanten in Medien, die für 7 Tage mit 5 μg/ml Dexametha-
son ergänzt worden waren, verstärkte die Erzeugung des MN-Proteins, die Morphologie der Zellen kehrte je-
doch nicht zu der transformierten zurück.

2. Rückgewinn von transformierendem MN aus den Revertanten

[0190] Die Umkehr mit MN transformierter Zellen zu dem normalen Phänotyp könnte wenigstens 4 Ursachen 
haben: A) Verlust des MN-Inserts; B) Silencing des MN-Inserts durch z. B. Methylierung; C) Mutation des 
MN-Inserts; D) Aktivierung des Suppressorgens, das für ein Produkt kodiert, das die transformierende Aktivität 
des MN-Proteins neutralisiert; E) Verlust eines MN bindenden Proteins. Um aus diesen Alternativen zu ent-
scheiden, wurde der folgende Versuch konstruiert.

[0191] Die MN-cDNA wurde in pGD, einen Vektor, der aus dem murinen Leukämievirus – MLV stammte, in-
sertiert. Dadurch wurde ein defekter Virus erzeugt, der das MN-Gen und den selektiven Marker neo anstelle 
der Gene, die für virale, strukturelle Proteine kodieren, enthielt. Mit diesem Konstrukt wurden murine 
NIH3T3-Zellen transfiziert. In Medien, die mit Geneticin ergänzt worden waren, bildeten die Zellen Kolonien mit 
Phänotypen, die von stark transformierten bis hin zu augenscheinlich normalen variierten. Alle transformierten 
Kolonien und ungefähr 50% der normalen Kolonien exprimierten das MN-Protein. Im Gegensatz zu normalen 
NIH3T3-Zellen waren die Transformanten auch in der Lage, Kolonien in weichem Agar zu bilden, was den Ver-
lust der Anhaftunsabhängigkeit widerspiegelt, die für die Zelltransformation charakteristisch ist. Während des 
Passagierens kehrten die Zellen, die aus den transformierten Kolonien isoliert worden waren, zu der normalen 
Morphologie zurückkehrten und sie gleichzeitig das Vermögen zum Bilden von Kolonien in weichem Agar ver-
loren, dabei jedoch noch das MN-Protein exprimieren. Diese dauerhafte Anwesenheit des MN-Proteins in Re-
vertanten schloss die Alternativen A) und B) supra, das heißt den Verlust oder das Silencing des MN-Gens als 
Ursache für die Umkehr aus.

[0192] Um aus den anderen 3 Alternativen zu entscheiden, wurden die Revertanten mit lebenden, replikati-
onskompetenten MLV superinfiziert. Dieser Virus wächst ohne irgendwelche morphologischen Erscheinungs-
formen in NIH3T3-Zellen und es fungiert als „Helfer" für das pGD.MN-Konstrukt. Die virale Nachkommenschaft 
aus den mit MLV infizierten Revertanten stellt einen künstlichen Viruskomplex [pGD.MN + MLV] dar. Dieser 
besteht aus 2 Arten von Virionen: MLV-Partikeln des Standardtyps und Virionen, die das pGD.MN-Genom ent-
halten, das in strukturellen Proteinen, die von dem „Helfer"-Virus bereitgestellt wurden, umhüllt war. Der Virus-
komplex war für frische NIH3T3-Zellen infektiös; diese induzierten in ihnen erneut eine morphologische Trans-
formation und das Vermögen, Agarkolonien zu bilden.

[0193] Im Gegensatz zu NIH3T3, die mit pGD.MN transfiziert worden waren, waren alle Kolonien der Zellen, 
die mit dem [pGD.MN + MLV]-Komplex infiziert worden waren und in Gegenwart von Geneticin wuchsen, ein-
heitlich transformiert und enthielten MN-Proteine. Die Transformanten kehrten einmal mehr zu dem normalen 
Phänotyp zurück, obwohl sie weiter den infektiösen [pGD.MN + MLV]-Komplex produzierten, der die Transfor-
mation in frischen NIH3T3-Zellen induzierte. Dieser Zyklus aus Infektion-Transformation-Umkehr wurde 3-mal 
mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. Dies schloss die Alternative C) – Mutation der MN-cDNA als Ursache 
für die Umkehr – aus.

[0194] Normale NIH3T3-Zellen bildeten eine kontaktinhibierte Monoschicht aus flachen Zellen, die sich mit 
dem MAK M75 und der Immunperoxidase färbte. Zellen, die mit dem [pGD.MN + MLV]-Komplex infiziert wor-
den waren, wurden eindeutig transformiert: sie wuchsen in einem chaotischen Muster und zeigten einen Ver-
lust der Kontaktinhibierung. Einige der Zellen zeigten Anzeichen von Apoptose. Zwei Passagierungen später 
kehrte die Zellpopulation infolge eines häufigen Hervortretens von Revertanten und ihrer selektiven Vorteile 
(schnelleres Wachstum und eine höhere Effizienz beim Ausplattieren) vollständig zu dem ursprünglichen Phä-
notyp zurück. Tatsächlich schienen die Revertanten mit einer etwas geringeren Sättigungsdichte als die ur-
sprünglichen NIH3T3-Zellen z wachsen, was einen höheren Grad der Kontaktinhibierung zeigt.

[0195] Die Kontroll-NIH3T3-Zellen enthielten kein MN-Protein (Western Blot); während beide transformierten 
Zellen und Revertanten die gleiche Menge und den gleichen Anteil von 54 und 58 kDa großen Banden des 
MN-Proteins enthielten. In einem nicht-reduzierenden Gel war das MN-Protein in Form von Oligomeren mit 153 
kDa vorhanden. Entsprechend wurden mit einem Kompetitions-RIA annähernd 40 ng MN/mg Gesamtprotein 
sowohl in den transformierten Zellen als auch den Revertanten gefunden.
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Carboanhydratase-Aktivität und deren Inhibierung

[0196] Da die Carboanhydratase-Domäne einen beachtlichen Teil des MN-Proteins wiedergibt (siehe Fig. 8), 
wurden Tests durchgeführt, um zu bestimmen, ob es sie in der Tat enzymatisch aktiv ist. Vero-Zellen, die mit 
dem Vaccinia.MN-Konstrukt, das mehr von dem MN-Protein als andere, in den vorliegenden Versuchen ver-
wendete Zellen enthielt, infiziert worden waren, dienten als Quelle für das MN-Protein. Die Zellen wurden mit 
RIPA-Puffer extrahiert und das MN-Protein wurde aufkonzentriert und durch Präzipitation mit dem MAK M75 
und SAC partiell gereinigt. Das Immunpräzipitat wurde auf CA-Aktivität getestet. 78 μl des Präzipitats enthiel-
ten 1 Einheit des Enzyms. Aus dem Extrakt wurde die Konzentration der gesamten Proteine und des MN-Pro-
teins bestimmt; 1 Einheit Enzym entsprach 145 ng MN-Protein oder 0,83 mg Gesamtprotein. Das Immunprä-
zipitat aus den mit Kontrollvirus infizierten Vero-Zellen zeigte keine Enzymaktivität. Die Aktivität der MN-Car-
boanhydratase wurde durch Acetazolamid inhibiert; 1,53 × 10–8 M Konzentration des Wirkstoffs verringerten 
die Enzymaktivität auf 50%.

[0197] Vorherige Tests zeigten, dass konfluente Kulturen von HeLa- oder NIH3T3-Zellen 10–5 bis 10–3 M Kon-
zentration von Acetazolamid 3 Tage lang ohne irgendwelche Anzeichen von Toxizität und irgendeine Wirkung 
auf die Zellmorphologie tolerierten. In spärlichen Kulturen inhibierten 10–5 M Acetazolamid nicht das Wachs-
tum, 10–4 M verursachten jedoch bereits eine partielle Inhibierung. Daher wurden 10–5 Acetazolamid zu den 
NIH3T3-Zellen, die frisch mit dem [pGD.MN + MLV]-Komplex transformiert worden waren, zugegeben. Nach 
4-tägiger Inkubation wurden die Kolonien fixiert und angefärbt. Es war kein Unterschied zwischen den Zellen, 
die in Gegenwart oder Abwesenheit von NIH3T3-Zellen wachsen; beide waren von korrekt transformierten 
NIH3T3-Zellen nicht unterscheidbar. Die enzymatische Aktivität der Carboanhydratase ist daher für die trans-
formierende Aktivität des MN-Proteins nicht relevant.

4. Zell-Adhäsionsassay

[0198] Um zu bestimmen, ob das MN-Protein ein Zell-Adhäsionsmolekül (CAM) ist oder nicht, wurden Adhä-
sionsassays in bakteriologischen Petrischalen aus Kunststoff (die für eine Verwendung mit Gewebekulturen 
nicht behandelt wurden) durchgeführt. Die Zellen hafteten nicht an den Oberflächen solcher Platten an, solan-
ge die Schalen mit einem Bindungsprotein beschichtet waren. Die NIH3T3-Zellen hafteten an, verteilten sich 
und wuchsen an Stellen mit dem adsorbierten MN-Protein. Nur sehr wenige Zellen hafteten außerhalb der mit 
dem MN-Protein beschichteten Bereiche an.

[0199] Andere Varianten des Versuchs zeigten, dass die NIH3T3-Zellen an Stellen mit dem adsorbierten Col-
lagen I und IV, Fibronectin und Laminin anhafteten und sich verteilten. NIH3T3-Zellen hafteten nicht an Dots 
mit adsorbierter Gelatine, FKS oder BSA an.

[0200] CGL1-, HeLa- und Vero-Zellen hafteten auch an das MN-Protein an, 3 Leukämiezelllinien zeigten je-
doch keine Adhärenz. CGL3-Zellen, die das MN-Protein stark exprimierten, hafteten weniger effizient an die 
Dots mit dem MN-Protein an als CGL1. Die Gegenwart von 10–4 M Acetazolamid in den Medien beeinflussten 
nicht die Zell-Adhäsion.

[0201] Um die Spezifität der Adhäsion zu bestätigen, wurde das MN-Protein mit SAC, das mit dem MAK M75 
(der gegen MN gerichtet war) oder mit dem MAKM67, der gegen ein nicht verwandtes Antigen (Pastorevka et 
al., supra) gerichtet war, beladen war, adsorbiert, bevor es auf die Oberfläche der Petrischalen aufgebracht 
wurde. Die Adsorption mit dem SAC-M75-Komplex hob die Aktivität der Zellbindung vollständig auf, wohinge-
gen die Absorption mit SAC-M67 ohne Wirkung war.

Weitere Ergebnisse der Zell-Adhäsion

[0202] Ein verkürztes MN, dem die TM- und IC-Abschnitte fehlen, wird durch 5ET1-Zellen (einem HeLa x-Fi-
broblastenhybrid, das zu CGL3-Zellen, die das MN-Protein im Übermaß exprimieren, analog ist) oder durch 
Vero-Zellen, die mit der VV tragenden MN-cDNA mit deletierten ZM- und IC-Sequenzen infiziert wurden, in das 
Medium eingebracht. Das eingebrachte MN-Protein wurde aus dem Medium gereinigt und in Zell-Adhäsions-
tests getestet. Die Zellen hafteten an, verteilten sich und wuchsen nur an den Stellen, die mit dem adsorbierten, 
vollständigen MN-Protein bedeckt waren, jedoch nicht an den Dots mit MN, dem die TM- und IC-Bereiche fehl-
ten. Analoge Ergebnisse wurden auch für einige andere Adhäsionsmoleküle beschrieben. Eine Vielfalt von Zel-
len (NIH3T3, CGL1, CGL3, HeLa, XC), die an die Dots mit MN-Protein anhafteten, lässt vermuten, dass der 
(die) MN-Rezeptor(en) auf der Oberfläche von Vertebratenzellen üblich ist.
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[0203] Es wurden auch Tests mit extrazellulären Matrixproteinen oder Kontrollproteinen, die einem Dot mit 
Nitrocellulose unterzogen wurden, durchgeführt. Die Dot-Blots wurden mit einer MN-Proteinlösung behandelt. 
Das gebundene MN-Protein wurde mit dem MAK M75 nachgewiesen. Das MN-Protein absorbierte die Dots 
mit Collagen I und IV, jedoch nicht die mit Fibrobectin, Laminin, Gelatine oder BSA.

[0204] Aussichten für eine Therapie. Es gibt viele neue Grundlagen für eine Krebstherapie, die Onkoproteine 
oder Moleküle verwenden, die mit diesen als Targets Wechselwirken [Mendelsohn und Lippman, „Principles of 
molecular cell biology of cancer: growth factors", in: DeVita et al., Hrsg., Cancer: Principles and practice of on-
cology, S. 114–133, 4. Ausg., Philadelphia: Lippinocott (1995). Das MN-Protein und wenigstens manche seiner 
Liganden (oder Rezeptoren) scheinen für solche Zwecke besonders geeignet zu sein.

Beispiel 2

Identifizierung der Bindungsstelle von MN

[0205] Das MN-Protein ist ein tumorassoziiertes Zell-Adhäsionsmolekül (CAM). Um dessen Bindungsstelle 
zu identifizieren wurde eine Reihe sich überlappender Oligopeptide, die die N-terminale Domäne des MN-Pro-
teins umspannen, synthetisiert. Die N-terminale Domäne ist mit derjenigen von Proteoglycanen homolog und 
enthält eine Tandem-Wiederholung aus sechs Aminosäuren.

[0206] Die Reihe von Oligopeptiden wurde mit Hilfe der Vorgehensweise eines Zell-Adhäsionstests getestet, 
der im Wesentlichen so war, wie er oben in Beispiel 1 beschrieben wurde. Die synthetischen Oligopeptide wur-
den auf hydrophoben Kunststoffoberflächen immobilisiert, um zu sehen, ob sie die Anhaftung, das Verteilen 
und das Wachstum der Zellen vermitteln würden. Es wurde auch untersucht, ob die Oligopeptide oder Antikör-
per die Anhaftung der Zellen (NIH3T3, HeLa und CGL1) an das gereinigte MN-Protein, das auf solchen Kunst-
stoffoberflächen aufgetragen worden war, inhibierten. Das MN-Protein war auf Agarose, die kovalent mit Sul-
fonamid verknüpft worden war, affinitätsgereinigt, da das MN-Protein eine CA-Domäne umfasste.

[0207] Es wurde gefunden, dass mehrere der Oligopeptide biologisch aktiv sind: (i) wenn sie auf dem Kunst-
stoff immobilisiert sind, vermitteln sie die Anhaftung von Zellen (NIH3T3, HeLa und CGL1); (ii) wenn sie zu dem 
Medium gegeben werden, konkurrieren sie mit dem immobilierten MN-Protein um die Anhaftung an Zellen; (iii) 
diese Oligopeptide, die in den Medien vorhanden sind, hemmten nicht die Anhaftung von Zellen an TC-Kunst-
stoff, sie verhinderten jedoch eine Zell-Zell-Anhaftung und die Bildung interzellulärer Kontakte; (iv) eine Be-
handlung des immobilisierten MN-Proteins und der aktiven Peptide mit dem MAK M75 hebt ihre Affinität für die 
Zellen auf; und (v) es wurde bestimmt, dass die Bindungsstelle von MN eng verwandt oder identisch mit dem 
Epitop für den MAK M75 ist, wobei wenigstens zwei Kopien desselben in der 6-fachen Tandem-Wiederholung 
aus 6 Aminosäuren [AS 61–96 (SEQ ID NO: 97)] in der proteoglycan-ähnlichen Domäne des MN-Proteins ist.

[0208] Es wurde geschlossen, dass ektopisch exprimiertes MN-Protein durch Eingreifen in normale 
Zell-Zell-Kontakte sehr wahrscheinlich an der Onkogenese beteiligt ist. Die Bindungsstelle von MN stellt ein 
potentielles Target dar, für das therapeutische Mittel konstruiert werden können.

Materialien und Methoden

[0209] Affinitätschromatographie von MN/CA IX. MN/CA IX wurde mit Hilfe eines einzigen Zyklus aus Adsorp-
tion-Flution auf Sulfonamid-Agarose gereinigt, wie für andere CAs beschrieben wurde [Falkbring et al., FEBS 
Letters, 24: 229 (1972)]. Wir verwendeten Säulen aus p-Aminoethylbenzolsulfonamid-Agarose (Sigma). Die 
Säulen mit adsorbiertem MN/CA IX wurden ausgiebig mit PBS (NaCl 8,0 g/l, KCl 0,2 g/l, KH2PO4 0,2 g/l, 
Na2HPO4 1,15 g/l, pH = 7,2) gewaschen und mit 0,1 mM Acetazolamid (Sigma) eluiert. Alle Reinigungsschritte 
wurden beo 0 bis 5°C, pH 7,2, bei einer physiologischen Konzentration der Salze durchgeführt. Die vollständi-
ge MN/CA IX+ wurde mit 1% Triton X-100 in PBS aus Vero-Zellen, die mit Vaccinivirus, der ein Insert aus einem 
vollständigen kodierenden Bereich von MN/CA IX enthält, infiziert worden war, so, wie bei Zavada et al., Int. J. 
Oncol., 10: 857 (1997) beschrieben wurde, extrahiert. Vor der Chromatographie wurde der Extrakt 1:6 mit PBS 
verdünnt und 1 Stunde lang bei 1500 x g zentrifugiert. Aus einem analogen Konstrukt wurde trunkiertes MN/CA 
IX ∆TM ∆IC erzeugt, außer, dass der 3' stromaufwärtige Primer für die PCR: 5'-CGT CTA GAA GGA ATT CAG 
CTA GAC TGG CTC AGC A-3' [SEQ ID NO: 117] war. MN/CA IX ∆ wurde in das Medium eingebracht, aus dem 
es, wie oben, nach der Zentrifugation affinitätsgereinigt wurde. Alle Reinigungsschritte wurden mittels 
Dot-Blots überwacht.

[0210] Zellen und Medien. Es wurden die folgenden Zelllinien verwendet: HeLa, CGL1 = nicht-tumorgene Hy-
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brid-HeLa x-Fibroblasten, CGL3 = tumorgene Segregante aus diesem Hybrid, NIH3T3-Zellen = murine Fibro-
blasten. Der Ursprung der Zellen und die Wachstumsmedium sind bei Zavada et al., Int. J. Cancer, 54: 268 
(1993) und Zavada et al., Int. J. Incol., 10: 857 (1997) beschrieben. Daneben verwendeten wir auch HT29, eine 
Zelllinie, die aus einem kolorektalen Karzinom (ATCC Nr. HBT-38) stammte.

[0211] Zell-Adhäsionsassay. Die Bedingungen des Assays sind im Grunde so, wie die in Beispiel 1 beschrie-
ben wurden. In Kürze: 1 μg/ml gereinigtes MN/CA IX in 50 mM Mono-Bicarbonatpuffer, pH 9,2, wurden in 30 
μl Tropfen auf dem Boden der bakteriologischen 5 cm-Petrischalen 1,5 Stunden lang adsorbiert. Dann wurden 
die Tropfen mittels Ansaugen entfernt und die Schalen 3× mit PBS gespült und 30 Minuten lang mit 50% FKS 
in Kulturmedium blockiert. Es gab zwei Varianten des Tests. In der ersten wurde der gesamte Boden der Pe-
trischale mit 50% FKS blockiert und die Schalen wurden mit 5 ml Zellsuspension (105 Zellen/ml) angesät. Nach 
Inkubation über Nacht wurden die Kulturen mit PBS gespült, fixiert und angefärbt. In der anderen Variante wur-
de nur der Bereich mit adsorbiertem MN/CA IX blockiert und auf die MN/CA IX-Dots wurden oben 30 μl Tropfen 
der Zellsuspension in Wachstumsmedium, das die zugegebenen Oligopeptide enthielt (oder die Kontrolle ohne 
Peptide war) gegeben. Nach Inkubation, Spülen und Fixierung wurden die Kulturen 1 Stunde lang mit 0,5 % 
Trypan-Blau in 50 mM Tris-Puffer, pH 8,5 angefärbt, mit Wasser gespült und getrocknet. Die angefärbten Be-
reiche der angehafteten Zellen wurden mit 10% Essigsäure extrahiert, die Extrakte auf Platten mit 96 Vertie-
fungen übertragen und die optische Dichte bei 630 nm auf einem Mikroplatten-Lesegerät gemessen.

[0212] ELISA. Gereinigtes GST-MN [Zavada et al. (1993), supra] mit einer Konzentration von 10 ng/ml in Car-
bonatpuffer, pH 9,2, wurde 3 Stunden lang in Maxisorb-Streifen (NUNC) adsorbiert. Nach dem Waschen und 
Blockieren (1 Stunde) mit 0,05 % Tween 20 in PBS, wurden 50 μl/Vertiefung der Antikörper + Antigen-Mischun-
gen zugegeben. Die Endverdünnung der MAK 75-Aszitesflüssigkeit betrug 10–6; die Konzentration der Peptide 
variierte entsprechend ihrer Affinität für M75, um so eine Bestimmung des 50%-igen Endpunkts zu erlauben. 
Diese Mischungen wurden 1,5 Stunden lang adsorbiert, worauf ein Waschen mit Tween-PBS erfolgte. Gebun-
dener Antikörper wurde mit Hilfe eines Antimaus-IgG-Konjugats mit Peroxidase (SwAM-Px, SEVAC, Prag=, 
das 1:1000 verdünnt worden war, nachgewiesen. In der Farbreaktion wurde OPD (o-Phenylendiamindihydro-
chlorid, Sigma) 1 mg/ml in 0,1 M Citratpuffer, pH 5,0, verwendet. Dazu wurde H2O2 bis zu einer Endkonzent-
ration von 0,03% gegeben. Dieses System ist ausgeglichen, um so einen Assay für ein Konkurrieren des An-
tigens um M75 sowie um Peptide, die an das Epitop von immobilisiertem GST-MN binden, zu ermöglichen.

[0213] Peptide. Die in der Studie verwendeten Peptide wurden mit Hilfe des Festphasen-Verfahrens herge-
stellt [Merrifield et al., in: Gutte, B. (Hrsg.), Peptides: Synthesis, Structures and Applications, S. 93–169 (San 
Diego; Academic Press; 1995)] unter Verwenden der Boc/Bzl-Strategie. Die Peptidsäuren wurden auf einem 
PAM-Harz und die Peptidamide auf einem MeBHA-Harz hergestellt. Das Entfernen der Schutzgruppen und 
das Abspalten von dem Harz wurde durch flüssiges Wasserstofffluorid vorgenommen. Die Peptide wurden mit-
tels C18-RP-HPLC gereinigt und mit Hilfe von Aminosäureanalyse und FAB-MS-Spektroskopie charakterisiert.

[0214] Western Blots. Die MN/CA IX-Proteine aus den PAGE-Gelen wurden auf PVDF-Membrane (Immobilon 
P, Millipore) übertragen und mit M75 entwickelt, worauf AwAM-Px (siehe oben) und Diaminobenzidin (Sigma) 
mit H2O2 folgten. Für die Dot-Blots wurden Nitrocellulose-Membranen verwendet.

[0215] Phage-Display. Für das Screenen wurde das Ph. D.-7 Phage Display Peptide-Library-Kit nach den 
Empfehlungen des Herstellers (New England Biolabs) verwendet. Eine Platte mit 96 Vertiefungen wurde mit 
Peptid (SEQ ID NO: 106) beschichtet. Durch 1-stündiges Inkubieren von 2 × 1011 Phage mit der beschichteten 
Platte als Target wurde Biopanning durchgeführt. Ungebundene Phagen wurden mit TEST (50 mM Tris-HCl, 
pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) weggewaschen und spezifisch gebundene Phagen wurden mit 
M75-Antikörper (2 μg in 100 μl TBS/Vertiefung) eluiert. Eluierte Phagen wurden amplifiziert und für weitere Bin-
dungs- und Amplifikationszyklen dazu verwendet, den Pool für die Bindungssequenz anzureichern. Nach 5 
Runden wurden einzelne Klone gepickt, amplifiziert und unter Verwenden des T7-Sequenzierungskits (Phar-
macia) sequenziert.

Ergebnisse

[0216] Affinitätschromatographie des MN/CA IX-Proteins. Für die Reinigung des MN/CA IX-Proteins ent-
schieden wir, eine Affinitätschromatographie auf einer Sulfonamid-Agarose-Säule, wie sie vorher für andere 
CAs beschrieben wurde [Falkbring et al., supra] zu verwenden. Die Vorteile dieses Verfahren sind seine Ein-
fachheit und die Tatsache, dass das gesamte Verfahren unter nicht-denaturierenden Bedingungen durchge-
führt wird. Ein Vacciniavirus-Vektor mit einem Insert der vollständigen MN/CA9-cDNA, oder mit trunkierter 
cDNA (der die Transmembran- und intrazellulären Domänen fehlten) wurde als Quelle für das MN/CA IX-Pro-
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tein verwendet.

[0217] Ein einzelner Zyklus aus Adsorption – Elution erzielte relativ reine Proteine: MN/CA IX+ ergab 2 Ban-
den mit 54 und 58 kDa, MN/CA IX∆ von 54,5 und 56 kDa. Diese Proteine reagierten stark mit dem MAK M75 
auf Western Blots. In Extrakten aus HeLa, CGL3 und HT29 offenbarte der Blot 2 Banden mit der gleichen Grö-
ße wie MN/CA IX+, das aus dem Vacciniaviruskonstrukt gereinigt worden war.

[0218] Adhäsion von Zellen an das MN/CA IX-Protein. MN/CA IX, das auf hydrophoben Kunststoff immobili-
siert worden war, ermöglichte eine Anhaftung, Verteilung und Wachstum der Zellen. Äußerst geringe Konzen-
trationen von MN (CA IX, das 1 μg/ml des gereinigten Proteins in Adsorptionspuffer entspricht, waren ausrei-
chend, um diesen Effekt zu bewirken; andere Zell-Adhäsionsmoleküle werden mit 10–50-fach höheren Kon-
zentrationen verwendet. In dem Zell-Adhäsionstest war nur das vollständige MN/CA IX-Protein aktiv, trunkier-
tes MN/CA IX unterstützte überhaupt nicht die Adhäsion von Zellen oder zeigte eine nur geringe Adhäsions-
aktivität und fungierte in manchen Fällen sogar als Zell-„Vertreiber".

[0219] Die Behandlung der Dots mit immobilisierter MN/CA IX mit dem MAK M75 stellte dessen Vermögen, 
an die Zellen anzuhaften, ein, der Kontroll-MAK M16, der für MN/CA IX irrelevant war, zeigte jedoch keine Wir-
kung. Das Blockieren der Anhaftung der Zellen mit M75 zeigt, dass das Epitop mit der Bindungsstelle von 
MN/CA IX für die Zellrezeptoren identisch ist oder mit dieser überlappt.

[0220] Identifizierung des von dem MAK M75 erkannten Epitops. Eine vorhergehende Kartierung des 
M75-Epitops, das partielle Sequenzen der extrazellulären Teile der MN/CA9-cDNA, die aus Bakterienvektoren 
exprimiert und auf Western Blots getestet worden war, verwendete, lokalisierte es in dem PG-Bereich. Für eine 
exakte Kartierung war unsere Strategie, die sich partiell überlappenden Oligopeptide von 15–25 AS, die die 
PG-Domäne abdecken, zu synthetisieren und sie in einem Kompetitions-ELISA mit M75 zu testen. Entspre-
chend den Ergebnissen folgte darauf eine Reihe von 6–12 AS Oligopeptiden. Ein Hauptteil der PG-Domäne 
bestand aus einer 6-fachen Tandem-Wiederholung aus 6 AS (AS 61–96) [SEQ ID NO: 97]; wobei 4 Wiederho-
lungen identisch sind (GEEDLP) [SEQ ID NO: 98] und 2 einen Austausch von 2 AS enthalten (SEEDSP [SEQ 
ID NO: 141] und REEDPP [SEQ ID NO: 142]).

[0221] Nachstehend sind die Ergebnisse des Kompetitions-ELISA mit rekombinantem MN/CA IX und Oligo-
peptiden, die entsprechend den partiellen Sequenzen des PG-Bereichs synthetisiert wurden, angegeben. 
MN/CA IX+ und ∆, die in Säugerzellen hergestellt wurden, besaßen eine höhere serologische Aktivität als ir-
gendein anderes Protein oder Peptid, das in diesem Versuch eingeschlossen war; das in Bakterien syntheti-
sierte Fusionsprotein GST-MN war weniger aktiv. Die folgenden Peptide umspannen den PG-Bereich:  
GGSSGEDDPLGEEDLPSEEDSPC (AS 51–72) [SEQ ID NO: 104];  
GEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEC (AS 61–85) [SEQ ID NO: 105];  
EDPPGEEDLPGEEDLPGEEDLPEVC (AS 75–98) [SEQ ID NO: 106]; und  
EVKPKSEEEGSLKLE (AS 97–111) [SEQ ID NO: 118]. Die SEQ ID NOS: 104 und 106 verursachten eine 
50%-ige Hemmung mit 1 ng/ml. Diese 2 Oligopeptide überlappen sich gegenseitig nicht, wodurch das Epitop 
in beiden wiederholt wird. Die SEQ ID NO: 105 war, wahrscheinlich aufgrund einer anderen Konformation, 
1000× weniger aktiv. Die SEQ ID NO: 118 war inaktiv; sie enthält daher nicht das M75-Epitop.

[0222] Der nächste Schritt zum Identifizieren des Epitops war, Oligopeptide zu synthetisieren, die alle zirku-
lären Permutationen des zweimal wiederholten Motivs GEEDLP [SEQ ID NO: 98] enthielten. Alle sechs folgen-
den Dodecapeptide [SEQ ID NOS: 119 bis 124] waren serologisch aktiv (2 mehr und 4 weniger). GEEDLPGE-
EDLP [SEQ ID NO: 119]; EEDLPGEEDLPG [SEQ ID NO: 120]; EDLPGEEDLP [SEQ ID NO: 121]; DLPGE-
EDLPGEE [SEQ ID NO: 122]; LPGEEDLPGEED [SEQ ID NO: 123]; und PGEEDLPGEEDL [SEQ ID NO: 124]. 
Die folgende Reihe aus Sequenzen mit 7 AS, die an beiden Enden mit Alanin flankiert waren, wurde getestet: 
APGEEDLPA [SEQ ID NO: 125]; AGEEDLPGA [SEQ ID NO: 126]; AEEDLPGEA [SEQ ID NO: 127]; AEDLP-
GEEA [SEQ ID NO: 128]; ADLPGEEDA [SEQ ID NO: 129]; und ALPGEEDLA [SEQ ID NO: 130]. Die Ergeb-
nisse zeigten dass die minimal serologisch aktive Sequenz das Oligopeptid APGEEDLPA [SEQ ID NO: 125] 
ist. Die SEQ ID NOS: 127 bis 130 haben sich mit 100 μg/ml als im Wettbewerb negativ herausgestellt. Ferner 
konkurrierte keines der noch kürzeren Oligopeptide (6 + 2 AS) in dem ELISA um M75: AGEEDLPA [SEQ ID 
NO: 131]; AEEDLPGA [SEQ ID NO: 132]; AEDLPGEA [SEQ ID NO: 133]; ADLPGEEA [SEQ ID NO: 134]; AL-
PGEEDA [SEQ ID NO: 135]; und APGEEDLA [SEQ ID NO: 136].

[0223] In den Oligopeptiden mit den SEQ ID NOS: 104, 105, 106 und 118 lag die C-terminale Aminosäure als 
Säure vor, während die C-terminale Aminosäure in allen anderen Oligopeptiden als Amid vorlag. Es ist klar, 
dass die Affinität zwischen dieses Oligopeptiden und dem MAK M75 stark mit der Größe des Peptidmoleküls 
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zunimmt.

Versuche, die Adhäsion von Zellen an immobilisierte Oligopeptide zu zeigen.

[0224] Unser anfänglicher Plan war, der Pionierarbeit von Piersbacher und Ruoslahti, PNAS, 81: 5985 (1984) 
zu folgen. Mit Hilfe des Vernetzungsmittels SPDP (N-Succinimidyl-3-[pyridylhydro]propionat) verknüpften sie 
getestete Oligopeptide mit adsorbiertem Rinderserumalbumin. Aus diesem Grund fügten wir an das C-Ende 
der Oligopeptide SEQ ID NOS: 104 bis 106 Cystein an, das eine gerichtete Verknüpfung mit adsorbiertem Al-
bumin ermöglichen würde. Durch eine Immunoperoxidase-Färbung mit M75 zeigten wird das direkte Verknüp-
fen der Peptide in Petrischalen. Unglücklicherweise hafteten die CGL1- oder CGL3-Zellen an das mit SPDP 
behandelte Albumin an und blockierten mit Ethanolamin (anstelle der Oligopeptide) ebenso stark wie es bei 
BSA-Dots mit verknüpften Oligopeptiden der Fall ist. Wir waren nicht in der Lage, die unspezifische Adhäsion 
einzustellen. Die Oligopeptide SEQ ID NOS: 104 bis 106 adsorbieren nur sehr schwach an bakteriologische 
Petrischalen, wodurch sie das Durchführen des Zel-Adhäsionsassays nicht zulassen.

[0225] Alternativ dazu testeten wir die Inhibierung der Zell-Adhäsion an MN/CA IX-Dots durch Oligopeptide, 
die zusammen mit der Zellsuspension zu den Medien gegeben wurden, wie bei Piersbacher und Ruoslahti, 
supra beschrieben ist. Alle Peptide SEQ ID NOS: 104 bis 106 und 118 bis 136 wurden mit Konzentrationen 
von 100 und 10 μg/ml getestet. Keines von diesen inhibierte reproduzierbar die Adhäsion von CGL1-Zellen.

[0226] Oligopeptide mit Affinität zu dem M75-Epitop, die die Adhäsion von Zellen an MN/CA IX inhibieren. Als 
Alternative zu den monoklonalen Antikörpern begannen wir, Oligopeptide, die eine Affinität zum M75-Epitop 
sowie zu der MN/CA IX-Rezeptorbindungsstelle aufweisen, aus einer Phage Display-Genbank zufälliger Hep-
tapeptide – Ph. D.-7 – zu selektieren. Unser Ziel war, durch Panning auf dem immobilisierten Peptid SEQ ID 
NO: 106 und anschließender Elution mit M75 Phagen zu selektieren, die die gewünschten Heptapeptide ent-
hielten. Der eluierte Phage wurde in geeigneten Bakterien vervielfacht und vier weiteren Zyklen aus Panning 
und Elution unterzogen. Aus der ausgewählten Phagenpopulation wurden 10 Plaques gepickt, amplifiziert und 
der für Heptapeptide kodierende Bereich wurde sequenziert. Es sind nur 3 Heptapeptide dargestellt. Diese drei 
Heptapeptide sind, nach Anfügen von Alanin auf beiden Seiten, die folgenden Nonapeptide: AKKMKRRKA 
[SEQ ID NO: 137]; AITFNAQYA [SEQ ID NO: 138]; und ASASAPVSA [SEQ ID NO: 139]. Das letzte Heptapep-
tid, das wiederum mit angefügten, terminalen Alaninen als Nonapeptid AGQTRSPLA [SEQ ID NO: 140] syn-
thetisiert wurde, wurde mittels Panning auf GST-MN identifiziert und mit Acetazolamid eluiert. Das letzte Peptid 
weist eine Affinität zu dem aktiven Zentrum der MN/CA IX-Carboanhydratase auf. Wir synthetisierten diese 
Peptide aus 7 + 2 AS und testeten sie in einem Kompetitions-ELISA und einer Inhibierung der Zell-Adhäsion. 
Beide Tests ergaben im Wesentlichen übereinstimmende Ergebnisse: das Peptid SEQ ID NO: 138 zeigte die 
höchste Aktivität; das Peptid SEQ ID NO: 137 war weniger aktiv; das Peptid SEQ ID NO: 139 war nur in ELISA 
geringfügig positiv und das Peptid SEQ ID NO: 140 war inaktiv. In allen 4 Nonapeptiden lag das C-terminale 
Amid als Amid vor.

Erörterung

[0227] Die Reinigung von Transmembranproteinen, wie beispielsweise MN/CA IX, stellt oftmals technische 
Probleme bereit, da sie aufgrund ihrer hydrophoben TM-Abschnitt zum Bilden von Aggregaten mit anderen 
Membranproteinen neigen. Um dies zu vermeiden, konstruierten wir trunkiertes MN/CA IX ∆IC∆TM, das in das 
Medium sekretiert wurde. Tatsächlich wurde das trunkierte MN/CA IX mit einer höheren Reinheit als MN/CA 
IX+ erhalten. Unglücklicherweise war dieses Protein für unsere Zwecke von geringem Nutzen, da es in dem 
Zell-Adhäsionsassays inaktiv war. Eine solche Situation wurde auch für andere Zell-Adhäsionsmoleküle be-
schrieben: ihre eingebrachte, verkürzte Form setzt entweder eine inaktive Konformation voraus oder es adsor-
biert „von oben nach unten" an hydrophoben Kunststoff, wohingegen vollständige Proteine durch hydrophobe 
TM-Abschnitte in der „richtigen" Position adsorbieren.

[0228] Das MN/CA IX-Protein bildet Oligomere mit 150 kDa, die über Disulfidbrücken verknüpft sind. Es war 
nicht bekannt, ob dies Homo- oder Heterooligomere sind, PAGE und eine Western Blot-Analyse lassen jedoch 
vermuten. dass sie wahrscheinlich Homooligomere, aller Wahrscheinlichkeit nach Trimere, sind, da auf dem 
mit Coomassie Blue angefärbten Gel keine weiteren Banden mit einer Intensität, die mit den 2 für MN/CA IX 
spezifischen Banden, vergleichbar war, erschienen. Es ist auch unwahrscheinlich, dass ein weiteres Protein 
vorhanden sein könnte, das mit einer der 2 Hauptbanden von MN/CA IX mitwanderte, da die Intensität ihrer 
Färbung auf dem Gel und des Western Blots gut vergleichbar ist.

[0229] Es kann kein Zweifel an der Spezifität der Anhaftung der Zellen an gereinigtes MN/CA IX+ bestehen. 
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Sie wird durch den spezifischen MAK M75, in einer Verdünnung von 1:1000 Aszitesflüssigkeit eingestellt. Dies 
ist eine Berichtigung unseres früheren Berichts in Zavada et al., Int. J. Oncol., 10: 857 (1997), in dem wir be-
merkten, dass MN/CA IX, das mit einem Vaccinia-Virus-Vektor hergestellt wurde, und das Fusionsprotein 
GST-MN die Zell-Adhäsion unterstützen, wir realisierten jedoch nicht, dass der GST-Anker selbst eine weitere 
Bindungsstelle enthält, die nicht von M75 blockiert wird.

[0230] Der MAK M75 reagiert bei jeder Bedingung – mit nativem Antigen auf der Oberfläche lebender Zellen, 
mit denaturierten Protein auf Western Blots und mit einem Antigen in Paraffinsegmenten von Biopsien, die mit 
Formaldehyd fixiert worden waren – hervorragend mit MN/CA IX, was nahe legt, dass das Epitop klein und zu-
sammenhängend ist. Bei einem Kompetitions-ELISA war die kleinste Sequenz, die mit M75 reagierte 7 + 2 AS, 
die Affinität zwischen M75 und den getesteten Peptiden hing jedoch stark von ihrem Molekulargewicht ab. In 
Bezug auf Gewicht/Volumen-Konzentration war die vollständige MN/CA IX 100.000× aktiver als das kleinste, 
serologisch aktive Peptid. In molaren Konzentrationen ausgedrückt wäre der Unterschied 150.000.000×. Oli-
gopeptide mit mittlerer Größe zeigten auch mittlere Aktivitäten. Es bleibt zu klären, ob sich solche Aktivitätsun-
terschiede aus der Konformation, die von der Größe des Moleküls abhängt oder aus der Tatsache, dass 
MN/CA IX mehrere Kopien des Epitops, das kleinste Molekül jedoch nur eine Kopie enthält, ergeben.

[0231] Unter Beachtung der Möglichkeit, dass das Epitop mit der Struktur der Zell-Adhäsion in MN/CA IX 
identisch ist, können wir verstehen, warum bei uns die Inhibierung der Zell-Adhäsion durch die Oligopeptide 
fehlschlug. Diese Bindungsstelle ist nicht so einfach wie das Prototyp-Polypeptid, RGD [Winter, J., in: Cleland 
und Craik (Hrsg.), Protein Engineering. Principles and Practice, S. 349–369 (N.Y.; Wiley-Liss; 1996)].

[0232] Natürlich kann argumentiert werden, dass die Größe von MN/CA IX ungefähr derjenigen des Immun-
globulin-Moleküls entspricht, und dass das Binden von M75 an dessen Epitop eine andere Sequenz der 
Zell-Anhaftungsstelle sterisch hindern kann. Dieser Einwand wurde durch das Blockieren von sowohl dem 
M75-Epitop als auch der Zellbindungsstelle durch Nonapeptide 7 + 2 AS unwahrscheinlich gemacht werden. 
Dieses Ergebnis lässt stark vermuten, dass das Epitop und die Bindungsstelle tatsächlich identisch sind.

[0233] MN/CA IX und dessen PG-Bereich scheinen insbesondere aus den folgenden Gründen ein potentiel-
les Target-Molekül für eine Therapie zu sein: (i) es wird auf der Zelloberfläche exprimiert; (ii) es ist in einem 
hohen Prozentsatz bestimmter humaner Karzinome vorhanden; (iii) es ist normal in der Schleimhaut des Ver-
dauungstrakts, der für zirkulierende Antikörper, im Gegensatz zu Tumoren, nicht zugänglich ist, exprimiertes 
MN/CA IX; (iv) es wird nicht (oder nur minimal) in die Körperflüssigkeiten eingebracht; (v) das Motiv GEEDLP 
[SEQ ID NO: 98] wird auf der Oberfläche jedes MN/CA IX-Moleküls 18× wiederholt. In den ersten Schritten der 
Entwicklung neuer Medikamente werden Oligopeptid-Display-Genbanken verwendet [Winter, J., supra]. Selek-
tierte Oligopeptide können als führende Verbindungen für die computergestützte Konstruktion neuer Moleküle, 
mit weiteren Eigenschaften, die bei einem Medikament erforderlich sind, dienen [DeCamp et al., in: Cleland 
und Craik (Hrsg.), supra auf S. 467–505].

Beispiel 3

Identifizierung von Peptiden, die an das MN-Protein binden, unter Verwenden von Phage-Display

(a) Zum Identifizieren von Peptiden, die von dem MN-Protein erkannt werden, wurde eine Heptapeptid-Pha-
ge-Display-Genbank [Ph. D.® -7 Peptide 7-mer Library Kit (Phage-Display-Peptid-Genbank-Kit); New Eng-
land Biolabs; Beverly, MA (USA)] gescreent. Beim Screenen der Genbank wurde ein Selektionsverfahren, 
d. h. Biopaning [Parmley und Smith, Gene, 73: 308 (1988); Noren, C. J., NEB Transcript, 8(1): 1 (1996)] 
durch Inkubieren der Phagen, die für die Peptide kodieren, mit einer Platte, die mit dem MN-Protein be-
schichtet ist, Wegwaschen des ungebundenen Phagen, Eluieren und Amplifizieren des spezifisch gebun-
denen Phagen durchgeführt.

[0234] Das Target-MN-Protein in diesem Verfahren war ein Glutathion-S-Transferase-(GST-)MN-Fusionspro-
tein (GST-MN). GST-MN ist ein rekombinant hergestelltes Fusionsprotein. das aus pGEX-3X-MN exprimiert 
wurde, das die cDNA für das MN-Protein ohne das Signalpeptid enthielt. GST-MN wurde unter modifizierten 
Kultivierungsbedingungen (verringerte optische Dichte, verringerte Temperatur) in Bakterien erzeugt. Eine sol-
che Kultivierung verhinderte die frühreife Terminierung der Translation und führte zu der Synthese der Prote-
inmoleküle, die in großer Mehrheit mit vollständiger Länge vorhanden waren. Das GST-MN-Protein wurde zum 
Beschichten der Vertiefungen und Binden der relevanten Phagen verwenden. Die gebundenen Phagen wur-
den dann mit Acetazolamid eluiert, amplifiziert und für zwei weitere Screeningrunden verwendet.
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[0235] Nach dem Sequenzieren mehrerer unabhängiger Phagenklone, die nach der dritten Screeningrunde 
erhalten wurden, wurden die folgenden Heptapeptide erhalten: 

(1) GETRAPL (SEQ ID NO: 107)
(2) GETREPL (SEQ ID NO: 108)
(3) GQTRSPL (SEQ ID NO: 109)
(4) GQTRSPL (SEQ ID NO: 109)
(5) GQTRSPL (SEQ ID NO: 109)
(6) GQTRSPL (SEQ ID NO: 109)
(7) GQTRSPL (SEQ ID NO: 109)

[0236] Die Heptapeptide zeigen sehr ähnliche oder identische Sequenzen, was anzeigt, dass die Bindung 
spezifisch ist. Die Tatsache, dass die Phagen, die diese Heptapeptide tragen, mit Acetazolamid, einem Inhibi-
tor der Carboanhydrataseaktivität, eluieren, gibt an, dass die Peptide an die CA-Domäne des MN-Proteins bin-
den. 

(b) Analoges Screenen der Heptapeptid-Phage-Display-Genbank wird unter Verwenden von Collagen I, 
von dem gezeigt wurde, dass es an das MN-Protein bindet, für die Elution der Phagen durchgeführt. Ver-
schiedene(s) Peptid(e), die an (einen) andere(n) Teil(e) des MN-Proteinmoleküls binden, werden erwar-
tungsgemäß identifiziert. Nach dem Identifizieren solcher MN bindenden Peptide sollen die entsprechen-
den, synthetischen Peptide dann auf ihre biologischen Wirkungen analysiert werden.

Beispiel 4

Zugänglichkeit des in Tumorzellen und im Magen exprimierten MN-Proteins in vivo

[0237] Lewis-Ratten (384 g), die einen subcutanen BP6-Tumo (ungefähr 1 cm Durchmesser), der das 
MN-Protein von Ratten exprimierte, trugen, wurden intraperitoneal (i. p.) mit 125I-M75-MAK (2,5 × 106 cpm) in-
jiziert. Fünf Tage später wurden 0,5–1 g-Stücke des Tumors und der Organe gewogen und ihre Radioaktivität 
wurde mit Hilfe eines Gamma-Zählers gemessen.

[0238] Tabelle 2 fasst die Ergebnisse zusammen. Die höchste Radioaktivität war in dem Tumor vorhanden. 
Eine relativ hohe Radioaktivität wurde in der Leber und in der Niere gefunden, was augenscheinlich die Clea-
rance von murinem IgG aus dem Blut widerspiegelt. Der Magen behielt eine relativ geringe Höhe an Radioak-
tivität bei, was anzeigt, dass der M75-MAK nur einen begrenzten Zugang zu dem MN-Protein besaß, das der 
Magenschleimhaut ausgesetzt wurde. 

Beispiel 5

FACS-Analyse der Expression des MN-Proteins in CGL3-Zellen – Apoptose

[0239] Es wurde eine FACS-Untersuchung konstruiert, um die Bedingungen zu bestimmen, die die Synthese 
des MN-Proteins beeinflussen und um die Verteilung der Zellzyklen der MN-positiven gegenüber den MN-ne-
gativen Zellen in einer zur Apoptose stimulierten CGL3-Population zu analysieren. In vorhergehenden Western 
Blotting-Analyse wurde gezeigt, dass CGL3-Zellen eine relativ hohe Menge des MN-Proteins unter verschie-
denen Kultivierungsbedingungen exprimieren. Die CGL3-Zellen werden als konstitutiver Erzeuger von 

Tabelle 2

 Verteilung der Radioaktivität von 125I-M75 in Ratten-Organen und in dem Tumor

Organ cpm/g
Niere 2153 2184
Milz 653 555
Leber 1993 1880
Lunge 1183 1025
Blut 1449
Herz 568 477
Magen 1184 1170
Hoden 812 779
Schwanz 647
Tumor 3646 4058 3333 8653 3839
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MN-Proteinen betrachtet. Ein Western Blotting erkennt jedoch keine kleinen Unterschiede auf der Ebene des 
Proteins. Im Gegensatz dazu ermöglicht FACS den Nachweis einzelner, MN-positiver Zellen, eine Berechnung 
ihres Prozentsatzes in der analysierten Population, eine Abschätzung der Menge des MN-Proteins in den Zel-
len und eine Bestimmung der Verteilung der Zellzyklen.

[0240] Um die Wirkung der Kultivierungsbedingungen auf die Expression von MN in CGL3-Zellen zu untersu-
chen, wurden die CGL3-Zellen mit unterschiedlichen relativen Dichten und Serumkonzentrationen ausplattiert. 
Drei Tage nach dem Ausplattieren wurden die Zellen gesammelt, an der Oberfläche mit dem MAK M75, gefiolt 
von FITC-konjugiertem Anti-Maus-IgG markiert und unmittelbar mittels FACS analysiert.

[0241] Die Analyse zeigte, dass die MN-Expression in adhärenten Zellen wie in HeLa-Zellen von der Zelldich-
te abhängig ist. Kulturen mit geringer Dichte erzeugten jedoch nachweisbare Menge des MN-Proteins. In Kul-
turen mit geringer Dichte scheint die Serumkonzentration keine Rolle zu spielen. In Kulturen mit relativ hoher 
Dichte führte eine Abnahme der Serumkonzentration, wahrscheinlich aufgrund einer geringeren Dichte, die die 
Zellen während der drei Kultivierungstagen erlangen konnten, zu einer leicht verringerten MN-Expression.

[0242] Die Wirkung der aktuellen Zelldichte ist bemerkenswert und die Expression von MN (in 15–90% der 
Zellen nachweisbar) stellt einen sehr empfindlichen Monitoringfaktor dar. In allen Versuchen gab es im Ver-
gleich zu dem MN-negativen Teil, in dem MN-positiven Teil der Populationen einen ungefähr 5% höheren Pro-
zentsatz an Zellen im Zyklus. Diese Tatsache gab Anlass zu der Analyse der Verteilung der Zellzyklen der 
MN-positiven CGL3-Zellen unter ungünstigen Wachstumsbedingungen nach der Induktion der Apoptose.

Apoptose

[0243] Die CGL3-Zellen wurden mit verschiedenen Wirkstoffen einschließlich Cycloheximid, Actimonycin D 
und Dexamethason zu einem apoptotischen Tod stimuliert.

[0244] Die FACS-Studie zeigte, dass der Ausbruch der Apoptose in MN-positiven Zellen verzögert ist, was 
eine schützende Rolle von MN in diesem Prozess nahe legt. Es wurde auch beobachtet, dass die Induktion 
von Apoptose zu der Herunterregulierung der MN-Expression auf zeitabhängige Weise führte. Das gleiche 
Phänomen wurde für das anti-apoptotische Protein Bcl-2 beschrieben und es besteht die Meinung, dass die 
Herunterregulierung bestimmter Gene während der Apoptose die Zellen dafür sensitiviert, einen apoptotischen 
Tod zu durchlaufen. Um die Rolle von MN in der Apoptose zu belegen, wurde eine ähnliche Studie mit Zellen, 
die mit MN-cDNA transfiziert worden waren, durchgeführt.

[0245] Die vorhergehenden Ergebnisse geben die wahrscheinliche Beteiligung von MN bei der Unterdrü-
ckung der Apoptose an. Die neuerliche Ansicht, dass Tumore sowohl als Folge einer erhöhten Proliferation als 
auch aus einer Abnahme des Zelltods entstehen, scheint mit der Verbindung zwischen dem MN-Protein und 
den Tumoren in vivo übereinzustimmen.

ATCC-Hinterlegungen

[0246] Die unten angegebenen Materialien wurden bei der American Type Culture Collection (ATCC), nun im 
10810 University Blvd., Manassus, Virginia 20110-2209 (USA), hinterlegt. Die Hinterlegungen wurden entspre-
chend den Vorgaben des Budapester Vertrags über die Internationale Anerkennung hinterlegter Mikroorganis-
men zum Zwecke von Patentverfahren und Regulierungen desselben (Budapester Vertrag) vorgenommen. 
Das Aufrechterhalten einer lebensfähigen Kultur wird vom Tag der Hinterlegung an dreißig Jahre lang gewähr-
leistet. Die Hybridome und Plasmide werden durch die ATCC gemäß den Bestimmungen des Budapester Ver-
trags zugänglich gemacht und sind Gegenstand einer Übereinkunft zwischen den Anmeldern und der ATCC, 
die die uneingeschränkte Zugänglichkeit der hinterlegten Hybridome und Plasmide für die Öffentlichkeit und 
gleichzeitig das Erteilen des Patents aus der vorliegenden Anmeldung gewährleistet. Die Verfügbarkeit des 
hinterlegten Stamms soll nicht als Erlaubnis zum Ausführen der Erfindung in Zuwiderhandlung der Rechte, die 
unter der Autorität jeder Regierung entsprechend den geltenden Patentgesetzen erteilt werden, angesehen 
werden. 
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[0247] Die Beschreibung der vorhergehenden Ausführungsformen der Erfindung wurde zum Zweck der Ver-
anschaulichung und Beschreibung angegeben. Sie soll nicht vollständig sein oder die Erfindung auf eine exakt 
offenbarte Form einschränken und es ist offensichtlich, dass in Anbetracht der obigen Lehren viele Modifikati-
onen und Variationen möglich sind. Die Ausführungsformen wurde dazu ausgewählt und beschrieben, um die 
Prinzipien der Erfindung und ihre praktische Anwendung zu erläutern, um so anderen Fachleuten zu ermögli-
chen, die Erfindung in verschiedenen Ausführungsformen und mit verschiedenen Modifikationen, wie sie für 
den bestimmten Zweck in Betracht gezogen werden, zu verwenden.

[0248] Auf alle hierin zitierten Druckschriften wird vollinhaltlich Bezug genommen. 

Hybridome Hinterlegungsdatum ATCC Nr.
VU-M75 17. September 1992 HB 11128
MN 12.2.2 9. Juni 1994 HB 11647
Plasmide Hinterlegungsdatum ATCC Nr.
A4a 6. Juni 1995 97199
XE1 6. Juni 1995 97200
XE3 6. Juni 1995 97198
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Sequenzprotokoll
44/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
45/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
46/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
47/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
48/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
49/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
50/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
51/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
52/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
53/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
54/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
55/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
56/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
57/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
58/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
59/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
60/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
61/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
62/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
63/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
64/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
65/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
66/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
67/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
68/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
69/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
70/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
71/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
72/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
73/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
74/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
75/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
76/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
77/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
78/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
79/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
 

80/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
81/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
82/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
83/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
84/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
85/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
86/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
87/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
88/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
89/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
90/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
91/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
92/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
93/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
94/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
95/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
96/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
97/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
98/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
99/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
100/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
101/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
102/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
103/118



DE 699 37 364 T2    2008.07.17
Patentansprüche

1.  Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, dass es ausgewählt ist aus SEQ ID NOS: 137 und 138.

2.  Polypeptid nach Anspruch 1 zur Verwendung in der Medizin.

3.  Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung 
einer preneoplastischen und/oder neoplastischen Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch die abnormale Ex-
pression des MN-Proteins, durch Inhibition des Wachstums der preneoplastischen und/oder neoplastischen 
Vertebratenzellen, die das MN-Protein abnormal exprimieren.

4.  Peptidkomplex, dadurch gekennzeichnet, dass er ein Polypeptid nach Anspruch 1 umfasst, kovalent 
verknüpft an Polylysin, an das eine Nukleinsäure gebunden ist, die für ein cytotoxisches Protein oder ein cyto-
toxisches Polypeptid kodiert, welches funktionsfähig verknüpft ist mit dem MN-Gen-Promotor, wobei der Pep-
tidkomplex, wenn er an eine preneoplastische und/oder neoplastische Vertebratenzelle, die das MN-Protein 
abnormal exprimiert, verabreicht wird, das Wachstum dieser Zelle inhibiert.

5.  Peptidkomplex nach Anspruch 4, wobei das cytotoxische Protein die HSV-Tymidinkinase ist.

6.  Peptidkomplex nach Anspruch 5, wobei die Nukleinsäure weiterhin eine Nukleinsäure umfasst, die für 
ein Cytokin kodiert, welches in funktionsfähiger Weise an den MN-Genpromotor verknüpft ist.

7.  Verfahren zur Identifizierung eines organischen oder eines anorganischen Moleküls, welches spezifisch 
an eine Stelle auf einem MN-Protein bindet, an die Vertebratenzellen in einem Zell-Adhäsionsassay anhaften, 
wobei diese Stelle aus einer Aminosäuresequenz besteht, ausgewählt aus SEQ ID NOS: 10 und 97 bis 106, 
wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dass es das Testen organischer und anorganischer Moleküle 
im Zell-Adhäsionsassay und das Identifizieren der Moleküle, die die Adhäsion der Vertebratenzellen an das 
MN-Protein inhibieren, als an diese Stelle spezifisch bindend umfasst, und das Molekül bei der Behandlung 
einer preneoplastischen und/oder neoplastischen Erkrankung einsetzbar ist, welche durch abnormale Expres-
sion des MN-Proteins gekennzeichnet ist, wobei der Zell-Adhäsionsassay folgendes umfasst:  
(a) Bindenlassen des MN-Proteins an ein Substrat, an welches die Vertebratenzellen nicht binden;  
(b) Abspülen ungebundenen MN-Proteins vom Substrat;  
(c) Inkubieren des gebundenen MN-Proteins mit dem Molekül und mit den Vertebratenzellen;  
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(d) Abspülen ungebundener Vertebratenzellen vom MN-Protein; und  
(e) Bestimmen, ob das Molekül die Adhäsion der Vertebratenzellen an das MN-Protein inhibiert.

8.  Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Molekül ein anorganisches Molekül ist.

9.  Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Molekül ein organisches Molekül ist.

10.  Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Molekül ein Protein oder ein Polypeptid ist.

11.  Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Protein oder Polypeptid eine Aminosäuresequenz umfasst, 
ausgewählt aus SEQ ID NOS: 137 und 138.

12.  Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Polypeptid ausgewählt ist aus SEQ ID NOS: 137 und 138.

13.  Verfahren nach Anspruch 7, wobei das organische oder anorganische Molekül, wenn es mit einer pre-
neoplastischen und/oder neoplastischen Vertebratenzelle, die das MN-Protein abnormal exprimiert, in Kontakt 
ist, das Wachstum dieser Zelle inhibiert.

14.  Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Stelle auf dem MN-Protein, an der die Vertebratenzellen in dem 
Zell-Adhäsionsassay anhaften, innerhalb der proteoglycanähnlichen Domäne des MN-Proteins ist.

15.  Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Vertebratenzellen Säugerzellen sind.

16.  Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Vertebratenzellen Humanzellen sind.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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