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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 zellulares Gen, das als Onkogen angesehen wird und das fiir 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 Veréffentlichungsnummer WO 93/18125 (verdéffentlicht am 16. September
1993) und das U.S. Patent Nr. 5,387,676 (ausgegeben am 7. Februar 1996) beschreiben die Erlauterung der
biologischen und molekularen Natur von MaTu, die zu der Entdeckung des MN-Gens und -Proteins fihrte. Es
wurde festgestellt, dass das MN-Gen in der chromosomalen DNA aller getesteten Vertebraten vorhanden ist
und dessen Expression stark mit der Tumorigenitat 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 Gebarmutterhals-, Eier-
stock-, Endometriums-, Nieren-, Blasen-, Brust-, kolorektalen, Lungen-, Speiseréhren und Prostatakarzino-
men). Es wurde festgestellt, dass nur sehr wenige normale Gewebe das MN-Protein in signifikanten Mengen
exprimieren. Solche MN-exprimierenden, normalen Gewebe schlieen 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 gegeniiber dem normalerweise in einem Gewebe exprimierten Niveau in einem signi-
fikant erhéhten 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 (veréffentlicht am 21. Dezember 1995)
offenbaren, wie die Entdeckung des MN-Gens und -Proteins und die starke Assoziation der Expression und
Tumorgenitat des MN-Gens zu der Erzeugung von Verfahren, die sowohl diagnostisch/prognostisch als auch
therapeutisch fir Krebs und prakanzerése Zustande sind. In diesen wurden Verfahren und Zusammensetzun-
gen zum Ildentifizieren 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 herkdbmmlicher Assays in Vertebratenproben,
zum Beispiel durch Immunoassays unter Verwenden von MN-spezifischen Antikérpern zum Nachweisen oder
Nachweisen und Quantifizieren von MN-Antigenen, durch Hybridisierungsassays oder durch PCR-Assays, wie
beispielsweise RT-PCR unter Verwenden von MN-Nukleinsauren, wie beispielsweise MN-cDNA, zum Nach-
weisen oder Nachweisen und Quantifizieren von MN-Nukleinsaure, 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 Antikor-
per. Ein charakteristischer und bevorzugter, MN-spezifischer Antikérper, der monoklonale Antikbrper M75
(MAK M75), wurde bei der American Type Culture Collection (ATCC) in Manassus, VA (USA) unter der
ATCC-Nummer HB 11128 hinterlegt. Der M75-Antikdrper 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 Antikorper, 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
Anfarben 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 Nitzlichkeit von MN bestatigt. Die folgenden Ar-
tikel erdrtern die Verwendung des MN-spezifischen MAK M75 beim Diagnostizieren/Prognostizieren prakan-
zerdser und kanzerdser zervikaler Lasionen: 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. Marz 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] Pramaligne und maligne kolorektale Lasionen. MN wurde in normaler Magen-, Darm- und biliarer
Schleimhaut nachgewiesen [Pastorekova et al., Gastroenterology, 112: 398-409 (1997)]. Eine immunhistoche-
mische Analyse des normalen Dickdarms zeigte eine maRige Farbung in dem proximalen Kolon, wobei die Re-
aktion distal schwacher wird. Das Anfarben wurde auf die basolateralen Oberflachen der kryptalen Epithelzel-
len, die Flache mit dem hdchsten proliferativen Vermdégen, beschrankt. Da MN in dem proliferierenden krypta-
len Epithel viel starker im Uberfluss vorhanden ist als in dem oberen Teil der Schleimhaut, kann es eine Rolle
bei der Steuerung der Proliferation und Differenzierung der Darmepithelzellen spielen. In prdmalignen und ma-
lignen Lasionen des kolorektalen Epithels steigt die Zellproliferation abnormal an und wird daher als Indikator
fur 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 groRe Familie von Genen, die flur Zink-
metalloenzyme von groRer physiologischer Wichtigkeit kodieren. Als Katalysatoren der reversiblen Hydrierung
von Kohlenstoffdioxid nehmen diese Enzyme an einer Vielzahl biologischer Prozesse, einschlie3lich Atmung,
Kalzifizierung, Saure-Base-Gleichgewicht, Knochenresorption, Bildung wassriger Koérperflissigkeiten, von Ze-
rebrospinalflissigkeit, Speichel und Magensaure, teil [rlickblickend 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 Saugetieren wurden mindestens sieben Isoenzyme (CA I-VII) und ein paar mit CA verwandte Pro-
teine (CARP/CA VIII, RPTP-B, RPTP-.) identifiziert [Hewett-Emmett und Tashian, Mol. Phyl. Evol., 5: 50-77
(1996)], wenn eine Analyse der von MN stammenden Aminosauresequenz 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-Aktivitat besitzt. Auf Basis dieser Daten wird das MN-Protein nun als das neunte Carboanhydrata-
se.lsoenzym — 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 beziiglich ihrer Verteilung als auch ihrer pu-
tativen oder etablierten biologischen Funktionen eine erhebliche Vielfaltigkeit [Tashian, R. E., Adv. in Genetics,
30: 321-356 (1992)]. Einige der CAs werden in nahezu allen Geweben (CA Il) exprimiert, wohingegen die Ex-
pression anderer mehr beschrankt zu sein scheint (CA VI und CA VIl in den Speicheldriusen). In Zellen kénnen
sie sich im Zytoplasma (CA I, CA ll, CA Il und CA VII), in den Mitochondrien (CA V) in sekretorischen Granula
(CA VI) befinden oder mir der Membran assoziiert sein (CA V). Gelegentlich wurde eine nukleare Positionie-
rung mancher Isoenzyme festgestellt [Parkkila et al., Gut, 35: 646-650 (1994); Parkkila et al., Histochem. 1.,
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 Empfanglichkeit gegenuber Inhibitoren [Sly und Hu, Annu. Rev. Biochem., 64:
375-401 (1995)]. Im Verdauungstrakt ist die Aktivitdt der Carboanhydratasen an vielen wichtigen Funktionen,
wie beispielsweise der Sekretion von Speichel, der Produktion von Magensaure, Pankreassaft und Gallenfliis-
sigkeit, Darmwasser und lonentransport, die Aufnahme von Fettsduren 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 Heterogenitat [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)]. Wahrend CA Il entlang des gesamten Verdauungskanals gefunden wird, ist CA
IV mit dem unteren Verdauungstrakt verknupft, CA [, Il und V sind in nur wenigen Geweben vorhanden und die
Expression von CA VI und VIl ist auf die Speicheldriisen beschrankt [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 bezuglich Onkogenese erkennen lassen. Solche Eigenschaften schlieRen dessen dichte-
abhangige Expression in einer Zellkultur (z. B. HeLa-Zellen), dessen Beziehung zu dem tumorgenen Phanotyp
somatischer Zellhybride zwischen HelLa 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. Marz 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 Ausflihrungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Polypeptid bereit, das dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass es aus den SEQ ID NO: 137 und 138 ausgewahlt 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 Ausfiihrungsform stellt die vorliegende Erfindung einen Peptidkomplex bereit, der da-
durch gekennzeichnet ist, dass er ein Polypeptid umfasst, das kovalent an Polylysin gekniipft ist, an das eine
Nukleinsaure gebunden ist, die fur ein cytotoxisches Protein oder ein cytotoxisches Polypeptid kodiert, welches
funktionsfahig mit dem MN-Genpromotor verknipft 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 Nukleinsdure weiterhin eine Nukleinsaure, die fur ein Cytokin kodiert, wel-
ches in funktionsfahiger Weise mit dem MN-Genpromotor verknupft ist.

[0019] In einer weiteren Ausfihrungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Identifizieren ei-
nes organischen oder anorganischen Molekiils bereit, welches spezifisch an eine Stelle auf einem MN-Protein
bindet, an das Vertebratenzellen in einem Zell-Adhasionsassay anhaften, wobei diese Stelle aus einer Amino-
sauresequenz besteht, die ausgewanhlt 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 Molekiile im Zell-Adhasionsas-
say und das Identifizieren der Molekile, die die Adhasion der Vertebratenzellen an das MN-Protein inhibieren,
da sie spezifisch an diese Stelle binden, umfasst und das Molekul 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-Adhasionsassay folgendes umfasst:

a) Bindenlassen des MN-Proteins an ein Substrat, an welches die Vertebratenzellen nicht binden;

b) Abspulen ungebundenen MN-Proteins von dem Substrat;

¢) Inkubieren des gebundenen MN-Proteins mit dem Molekil und mit den Vertebratenzellen;

d) Abspllen ungebundener Vertebratenzellen vom MN-Protein; und

e) Bestimmen, ob das Molekll die Adhasion der Vertebratenzellen an das MN-Protein inhibiert.
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[0020] Das Molekdl ist vorzugsweise anorganisch oder organisch oder ist ein Protein oder ein Polypeptid. Ein
solches Protein oder Polypeptid kann eine Aminosauresequenz umfassen, die ausgewahlt ist aus den SEQ ID
NOS: 137 und 138. Besonders bevorzugt ist das Polypeptid aus den SEQ ID NOS: 137 und 138 ausgewahlt.

[0021] Ein solches Verfahren wird bevorzugt, wobei das organische oder anorganische Molekil, 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-Adhasionsassay anhaften, vorzugsweise innerhalb der proteo-
glycan-ahnlichen Doméane des MN-Proteins. Allgemein sind die Vertebratenzellen Sdugerzellen, vorzugsweise
Humanzellen.

[0022] Nach Angeben des Umfangs der vorliegenden Erfindung wird sie nun im Folgenden ausfihrlicher 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-ahnlichen Doméane, AS 61 bis 96 (SEQ ID NO: 97), die eine 6-fache Tan-
dem-Wiederholung aus 6 Aminosauren enthalt und in der sich das Epitop fur den M75-MAK in wenigstens zwei
Kopien befindet und in der vermutlich MN-Bindungsstelle angeordnet ist. Eine alternative MN-Bindungsstelle
kann in der CA-Doméane 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-Adha-
sion und der Bildung interzellularer Kontakte vor.

[0025] Hierin werden Zell-Adhasionsassay-Verfahren offenbart, die zum Identifizieren von (einer) Bindungs-
stelle(n) auf dem MN-Protein, an das Vertebratenzellen, vorzugsweise Saugerzellen, besonders bevorzugt Hu-
manzellen, binden, verwendet werden. Eine solche MN-Bindungsstelle wird dann als therapeutisches Ziel
identifiziert, das mit MN-spezifischen Antikbrpern oder anorganischen oder organischen Molekilen, vorzugs-
weise organischen Molekiilen, 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 Molekilen, bevorzugt jedoch organischen Molekiilen, 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 Molekiile, bevorzugt organischer Molekiile, 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
Aminosauresequenz, die ausgewahlt 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 fihrt.

[0027] Des Weiteren werden andere therapeutische Verfahren bereitgestellt, bei denen das Wachstum einer
preneoplastischen oder neoplastischen Vertebraten-, vorzugsweise einer Sduger-, 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 funktionsfahiger Weise
mit einer Nukleinsaure verknupft ist, die fiir die variablen Domanen eines MN-spezifischen Antikoérpers kodiert,
wobei die Domanen 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
Nukleinsaure umfasst, die fir ein cytotoxisches Protein/Polypeptid, wie beispielsweise HSVtk, kodiert, das
funktionsfahig mit dem MN-Genpromotor verknlpft ist. Ein solcher therapeutischer Vektor kann auch eine Nu-
kleinsdure umfassen, die fur ein Cytokin, wie beispielsweise IL2- oder IFN, kodiert.

[0029] Nachstehend werden hierin offenbarte Aspekte der vorliegenden Erfindung ausfihrlich beschrieben.
Es wird die therapeutische Verwendung organischer oder anorganischer Molekiile, vorzugsweise organischer
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Molekile, offenbart. Solche bevorzugten Molekiile binden spezifisch an eine Stelle auf einem MN-Protein, an
die Vertebratenzellen in einem Zell-Adhasionsassay anhaften, wobei das Molekil, wenn es in vitro getestet
wird, die Adhasion von Zellen an das MN-Protein inhibiert. Weiter werden solche Molekile 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 Sauger-
und besonders bevorzugt Humanzellen.

[0030] Ein solches Moleklil ist vorzugsweise organisch und besonders bevorzugt ist ein solches organisches
Molekil ein Protein oder ein Polypeptid. Noch weiter bevorzugt umfasst das Protein oder Polypeptid eine Ami-
nosauresequenz, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID NOS: 107, 108, 109, 137 und
138. Noch weiter bevorzugt ist das Polypeptid ausgewahlt 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-Adhasionsassay anhaften, befindet
sich bevorzugt innerhalb der proteoglycan-ahnlichen Domane [SEQ ID NO: 50] oder innerhalb der Carboan-
hydratase-Domane [SEQ ID NO: 51] des MN-Proteins. Die Stelle umfasst bevorzugt eine Aminosauresequenz,
die ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus den SEQ ID NOS: 19 und 97 bis 106. Noch weiter bevorzugt
besitzt die Stelle eine Aminosauresequenz, die ausgewahlt 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-Adhasionsassay vermitteln, wobei das MN-Protein oder MN-Polypeptid, wenn
es in die extrazellulare, flissige Umgebung von Vertebratenzellen eingebracht wird, der Bildung interzellularer
Kontakte und der Adhasion der Vertebratenzellen untereinander vorbeugt. Solche MN-Proteine und MN-Poly-
peptide kénnen 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 extrazellulare, flissige Umgebung solcher Vertebratenzellen eingebracht werden. Die Vertebra-
tenzellen sind vorzugsweise Sauger- und besonders bevorzugt Humanzellen.

[0033] Die MN-Proteine oder MN-Polypeptide, die das Anhaften der Vertebratenzellen in einem Zell-Adhasi-
onsassay vermitteln, weisen vorzugsweise Aminosauresequenzen 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 Aminosauresequenzen, die ausgewahlt sind aus den SEQ ID
NOS: 10 und 97 bis 106. Alternativ dazu sind die MN-Polypeptide ausgewahlt 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-Adhasionsassay vermitteln, werden entweder von dem monoklonalen Antikérper 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 Antikérper 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 Antikérpern 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 tGberlappenden Poly-
peptiden von dem MN-Protein bei einem Zell-Adhasionstest 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 funktionsfahiger Weise mit einer Nukleinsdure verknupft ist, die fir die variablen Doma-
nen eines MN-spezifischen Antikérpers kodiert, wobei diese Domanen 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 funktionsfahig mit der Nuklein-
saure verknlpft ist. Weiter bevorzugt besitzt das flexible Linker-Polypeptid die Aminosauresequenz 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 Nukleinsaure umfasst,
die fUr ein cytotoxisches Protein oder ein cytotoxisches Polypeptid kodiert, welches funktionsfahig mit dem
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MN-Genpromotor verknUpft 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 Ausfuhrungsform ist das cytoxische Protein HSV-Thymidinkinase. Der Vektor umfasst vorzugs-
weise eine Nukleinsaure, die fur ein Cytokin kodiert, das funktionsfahig mit dem MN-Genpromotor verknipft
ist. In alternativen und bevorzugten Ausfiihrungsformen ist das Cytokin Interferon oder Interleukin-2.

[0038] Der MN-Genpromotor wird hierin charakterisiert. Es wird die Identifizierung der Bindungsstelle fir ei-
nen Repressor der Transkription von MN offenbart. Eine Mutationsanalyse zeigte, dass die direkte Wiederho-
lung AGGGCacAGGGC [SEQ ID NO: 43] fur 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 filhrt. Es wird erwartet, dass die Unterdriickung der MN-Expression in Tumorzellen durch Uberexpression
eines negativen Regulators zu einer Abnahme des Tumorwachstums fuhrt. 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.

Abkurzungen

[0040] Es werden hierin die folgenden Abklirzungen verwendet:

AS — Aminosaure

ATCC — American Type Culture Collection

bp — Basenpaare

BLV — Rinderleukamievirus

BSA — Rinderserumalbumin

BRL — Bethesda Research Laboratories

CA — Carboanhydratase

CAM — Zell-Adhasionsmolekill

CARP — mit Carboanhydratase verwandtes Protein
CAT — Chloramphenicolacetyltransferase

Ci — Curie

cm — Zentimeter

Ccmv — Cytomegalievirus

cpm — counts per minute, Zerfélle pro Minute
C-Terminus — Carboxy-Terminus

CTL — cytotoxische T-Lymphozyten

°C — Grad Celsius

DEAE — Diethylaminoethyl

DMEM — Dulbeccos Modifiziertes Eagle-Medium

ds — doppelstrangig

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 — Fotales Kalberserum

FITC — Fluoresceinisothiocyanat

FTP — DNase 1-Footprinting-Analyse

GST-MN — Fusionsprotein MN-Glutathion-S-Transferase
GVvC — Ganciclovir

H — HelLa-Zellen

H-E — Hamatoxylin-Eosin

HEF — humane Embryofibroblasten

HelLa K — Standardtyp von HelLa-Zellen

HelLa S — Stanbridges mutante HelLa 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 — intrazellular

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 Antikérper

MCSF — Makrophagenkolonie stimulierender Faktor
ME — Mercaptoethanol

MEM — minimales, essentielles Medium

min — Minute(n)

mg — Milligramm

mi — Milliliter

mM — millimolar

MMC — Mitomycin C

mmol — Millimol

MLV — muriner Leukamievirus

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 Kochsalzlésung

PCR — Polymerasekettenreaktion

PEST — Kombination aus einbuchstabigen Abkirzungen fir Prolin, Glutaminsaure, 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 — Radioimmunprazipitation

RIPA — Radioimmunprazipitationsassay

RNP — RNase-Protektionsassay

RT-PCR — Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
SAC — Staphylococcus aureus-Zellen

S. aureus — Staphylococcus aureus

sc — subcutan

SDRE — fur 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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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 — Trichloressigsaure

TC-Medium — Gewebekulturmedium

TC — Gewebekultur

tk — Thymidinkinase

™ — Transmembran

TMB — Tetramethylbenzidin

Tris — Tris(hydroxymethyl)aminomethan

uCi — Mikrocurie

Mg — Mikrogramm

i — Mikroliter

uM — mikromolar

VSV — vesikularer Stomatitis-Virus

\AY% — Vacciniavirus

X-MLV — xenotroper, muriner Leukamievirus

Zelllinien

AGS — Zelllinie, die von einem primaren 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 erhaltlich;

BL-3 — Rinder-B-Lymphozyten [ATCC CRL-8037; Leukamiezellsuspension; 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 erhaéltlich;

C33A — humane zervikale Karzinomzellen [ATCC HTB-31; J. Natl. Cancer Inst.

(Bethesda) 32: 135 (1964)];
COSs — Affenzelllinie [Gluzman, Y., Cell, 23: 175 (1981)];
HeLa K — Standardtyp von HelLa-Zellen; aneuploid, epithel-ahnliche 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];
— 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 Verfligung gestellt und berichtet in Stanbridge
et al., Science, 215: 252-259 (15. Jan. 1982); Vorganger der Hybridzellen
H/F-N und H/F-T, ebenso von E. J. Stanbridge erhalten;

HelLa D98/AH.2 (auch HelLa s)

KATO Il — 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 erhaltlich;

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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Rat2TK — Zelllinie (Rattenembryo, Thymidinkinase-Mutante) stammte aus einem
Subklon eines 5'-Bromdesoxyuridin-resistenten Stamms der Rattenfibro-
blasten 3T3-ahnlichen Zelllinie Rat1 von Fischer; die Zellen weisen einen
Mangel an annehmbaren Mengen nuklearer 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-
figung gestellt; und

caGL1 — 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).

Symbole der Nukleotid- und Aminosauresequenzen
[0041] Die folgenden Symbole werden hierin zum Darstellen der Nukleotide verwendet:

Base
Symbol Bedeutung
A Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin
Uracil
Inosin
A oder C
A oder G
A oder T/U
C oder G
C oder T/U
G oder T/U
A oder C oder G
A oder C oder T/U
A oder G oder T/U
C oder G oder T/U
X A oder C oder G oder T/U

SIZT-CHOO

ZOWOI<X<O®W

~

[0042] Es gibt zwanzig Aminosauren, 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 verkniipft ist. Hierin wird ein aus drei oder einem Buchstaben bestehendes Ubereinkom-
men dazu verwendet, Aminosauren, wie zum Beispiel in Eig. 1, folgendermalien zu identifizieren:
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Name der Aminosaure 3 Buchstaben Abklrzung 1 Buchstabe Abkirzung
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutaminsaure Glu E
Glutamin Gin Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle 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 \%
unbekannt oder andere X

Kurze Beschreibung der Figuren

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

[0044] Fig. 2A bis F stellt eine 10.898 bp grole, vollstandige genomische Sequenz von MN [SEQ ID NO: 3]
bereit. Die Basenzahlung war folgendermalen: 2654 A; 2739 C; 2645 G und 2859 T. Die 11 Exons sind allge-
mein in GroBbuchstaben 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 vollstandig langen MN-cDNA. Der offene Leserahmen ist als leeres
Kastchen gezeigt. Die dicken Linien unterhalb der Restriktionskarte veranschaulichen die GréRen und Positi-
onen der beiden sich tiberlappenden cDNA-Klone. Die horizontalen Pfeile geben die Positionen der Primer R1
[SEQ ID NO: 7] und R2 [SEQ ID NO: 8], die fur die RACE am 5'-Ende verwendet werden, an. Die relevanten
Restriktionsschnittstellen sind BamHI (B), EcoRV (V), EcoRI (E), Pstl (Ps), Pvull (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 abgeschatzten Transkriptionsinitiationsstellen entspricht.

[0047] Fig. 5 stellt eine Exon-Intron-Karte des humanen MN/CA 1X-Gens bereit. Die Positionen und GréRen
der Exons (nummerierte, querschraffierte Kastchen), der Alu-Wiederholungselemente (leere Kastchen) und ei-
ner mit LTR verwandten Sequenz (erstes, nicht-nummeriertes, getiipfeltes Kastchen) sind an den angegeben
MaRstab angepasst. Die Exons, die den einzelnen MN/CA IX-Proteindomanen entsprechen, sind in gestrichel-
ten Rahmen, die als PG (proteoglycan-ahnliche Domane), CA (Carboanhydratase-Domane), TM (Transmem-
brananker) und IC (intrazytoplasmatischer Schwanz) bezeichnet werden, eingeschlossen. Unterhalb der Karte
veranschaulicht das Alignment von Aminosauresequenzen das Ausmalf’ der Homologie zwischen dem PG-Be-
reich des MN/CA 1X-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 flir 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 Uberstrichen. 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 geschiitzt sind,
und zwei Bereiche (VI und VII), die an dem kodierenden Strang, jedoch nicht an dem nicht-kodierenden Strang
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geschiitzt 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 aulRer Bd3 wurden aus einer
lambda FIX lI-Genbank isoliert, die von HeLa-Zellen stammte. Der Klon Bd3 stammte aus einer humanen, fo-
talen Hirn-Genbank.

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

Ausfuhrliche Beschreibung

[0051] Die Begriffe ,MN/CA IX" und ,MN/CA 9" werden hierin als Synonyme fiir MN betrachtet. Auch das
G250-Antigen wird als Bezeichnung fir 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 groRe Kohlenwasserstoffkette auf und bildet unter nicht-reduzierenden Bedin-
gungen S-S-verknlpfte 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 Zelloberflache positioniert ist,
obwohl es in manchen Fallen im Nukleus nachgewiesen wurde [Zavada et al., Int. J. Cancer, 54: 268-274
(1993); Pastorekova et al., supral.

[0053] MN ist durch ein Doppelprotein, p54/58N in HeLa-Zellen manifestiert. Immunoblots unter Verwenden
eines monoklonalen Antikorpers, 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 Eig. 1A bis Fig. 1C gezeigt ist, die Aminosauresequenz 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
Eig. 2A bis Fig. 2F gezeigt ist. Das MN-Gen ist in 11 Exons und 10 Introns aufgegliedert.

[0055] Die ersten siebenunddreil’ig Aminosauren des in Fig. 1A bis Fig. 1C gezeigten MN-Proteins sind das
putative MN-Signalpeptid [SEQ ID NO: 6]. Das MN-Protein besitzt eine extrazellulare Domane [Aminosauren
(AS) 38-414 der Eig. 1A bis Fig. 1C (SEQ ID NO: 87)], eine Transmembrandomane [AS 415-434 (SEQ ID
NO: 52)] und eine intrazelluldare Domane [AS 435-459 (SEQ ID NO: 53)]. Die extrazellulare Doméane enthalt
die proteoglycan-ahnliche Domane [AS 53-111 (SEQ ID NO: 50)] und die Carboanhydratase-(CA-)Doméane
[AS 135-391 (SEQ ID NO: 51)].

Antikrebs-Medikamente und Antikdrper, die die Wechselwirkung des MN-Proteins mit den Rezeptormolekulen
blockieren

[0056] Es wird angenommen, dass das MN-Protein aus mehreren Griinden ein in einzigartiger Weise geeig-
netes Ziel fir eine Krebstherapie ist. (1) Es ist an der Zelloberflache positioniert, wodurch es zuganglich ist. (2)
Es wird in einem hohen Prozentsatz humaner Karzinome (unter anderem z. B. Gebarmutterzervix-, Nieren-,
Kolon-, Brust-, Speiseréhren-, Lungen-, Kopf- und Halskarzinomen) exprimiert, wird jedoch in keinem signifi-
kanten Ausmal} 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 Dinndarm) exprimiert. Daher besteht eine anatomische Barriere zwischen den MN ex-
primierenden, preneoplastischen/neoplastischen und den MN-exprimierenden, normalen Geweben. Es
kénnen daher Medikamente, einschlielRlich Antikérpern, verabreicht werden, die Tumore erreichen kénnen.
ohne die MN-exprimierenden, normalen Gewebe zu beeintrachtigen.
(4) Der MAK M75 weist eine hohe Affinitat und Spezifitdt 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 Antikorper mit die hochste Aufnahme in Tu-
moren besitzt, die in klinischen Studien mit Antikérpern in festen Tumoren berichtet wurden, wie es fiir den
MN-spezifischen, chimaren Antikdrper G250 in Tierstudien und in klinischen Versuchen der Phase | mit Pa-
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tienten mit Nierenkarzinom gezeigt wurde [Steffens et al., J. Clin. Oncol., 15: 1529 (1997)]. MN-spezifische
Antikérper weisen auch eine geringe Aufnahme in normalen Geweben auf.

[0057] Daten, wie sie z. B. hierin angegeben sind, stimmen mit der folgenden Theorie Uiberein, 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 (fir 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 (fir HeLa-Zellen), der an einen SignallUbertragungsweg gekoppelt ist,
verursacht wird, was zu bdsartigen Tumoren fiihrt. Medikamente oder Antikdrper, die die Bindungsstelle des
MN-Proteins flir den Rezeptor H blockieren, wirden erwartungsgemal eine Umkehrung der preneoplasti-
schen/neoplastischen Zellen in normale Zellen bewirken oder deren Tod induzieren.

Konstruktion und Entwicklung MN-blockierender Medikamente oder Antikérper

[0059] Ein Verfahren zum Konstruieren und Entwickeln MN-blockierender Medikamente, z. B. von Peptiden
mit hoher Affinitat zum MN-Protein, oder von Antikorpern, weist mehrere Schritte auf. Als erstes muss auf Basis
des Zell-Adhasionsassays, der infra beschrieben ist, die Bindung des MN-Proteins an die Rezeptoren getestet
werden. Die gleiche Vorgehensweise wirden auch dazu verwendet werden, Medikamente, die die MN-Prote-
inbindungsstelle blockieren, zu testen. In Anbetracht der alternativen Rezeptoren S und H wiirden 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-Adhasionstest verwendet werden.

[0060] Um die Rezeptorbindungsstelle des MN-Proteins zu identifizieren, kdnnen Deletionsvarianten des
MN-Proteins, denen verschiedene Domanen fehlen, zum Identifizierenden von (einem) Bereich(en), die fir 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 kénnen.
Es wird angenommen, dass eine bevorzugte MN-Bindungsstelle nahe verwandt oder identisch mit dem Epitop
fur den MAK M75 ist, der in wenigstens 2 Kopien innerhalb der 6-fachen Tandem-Wiederholung aus 6 Amino-
sauren [AS 61-96 (SEQ ID NO: 97)] in der proteoglycan-ahnlichen Domane auf dem MN-Protein angeordnet
ist. Innerhalb dieser relevanten Doméane kdnnen 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, durchgefiihrt werden.

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

[0062] Es kdnnen Molekile 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 Affinitat zu den Target-Molekilen zu finden. Die biologische Aktivitat
der identifizierten Peptide wird in vitro durch die Hemmung der Zelladh&sion 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 Nacktmausen durchgefiihrt werden, denen HelLa-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) Antikdrpern, die
die Bindungsstelle erkennen und blockieren, verwendet werden [Siehe z. B. Brooks et al., Cell, 79: 1157
(1994)]. Dann wirde eine ,Impfung" dazu verwendet werden, einen Schutz der Tiere zu testen. Antikdrper ge-
gen die Bindungsstelle von MN kdénnten potentiell dazu verwendet werden, die Wechselwirkung(en) des
MN-Proteins mit anderen Molekilen zu blockieren.

[0064] Zum Konstruieren von Molekilen mit spezifischer Affinitdt zum MN-Protein, das eine sterische Inhibie-
rung zwischen dem MN-Protein und dessen Rezeptor vermitteln wiirde, kann auch eine computergenerierte
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Modellbildung verwendet werden. Ein Computermodell der MN-Bindungsstelle fir den Rezeptor wird raumli-
che, elektrostatische, hydrophobe und andere Eigenschaften dieser Struktur enthalten. Es werden organische
Molekule, die zu der Struktur, die am besten mit der Bindungsstelle tUbereinstimmt, komplementar sind, kon-
struiert werden. In dhnlicher Weise kdnnen auch anorganische Molekdle, die die MN-Bindungsstelle blockieren
kénnten, getestet werden.

[0065] Von Fachleuten wird Ublicherweise 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-
benzoesaure, einem Vorlaufer der Folsdure) 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 Ansatze bei MN ist jedoch neu. Im Vergleich zu anderen mit Tumoren in Ver-
bindung stehenden Molekiilen (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 fir einen vollstandig langen MN-cDNA-Klon bereit, der so,
wie unten beschrieben ist, isoliert wurde [SEQ ID NO: 1]. Fig. 2A bis F stellt eine vollstandige Sequenz des
MN-Genoms [SEQ ID NO: 5] bereit. Eig. 6 zeigt die Nukleotidsequenz fir einen vorgeschlagenen MN-Promo-
tor [SEQ ID NO: 27].

[0068] Es sollte verstanden werden, dass aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes, das heif3t,
dass mehr als ein Codon fir eine Aminosaure kodieren wird [zum Beispiel kodieren die Codons TTA, TTG,
CTT, CTC, CTA und CTG jeweils fur die Aminosaure 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 aquivalentes Protein oder Polypeptid gemaR dieser Erfindung erzeugen wirden. Alle Variationen in den
Nukleotidsequenzen der MN-cDNA und komplementaren Nukleinsduresequenzen sind im Umfang dieser Er-
findung eingeschlossen.

[0069] Es sollte weiter verstanden werden, dass die hierin beschriebenen und in den Eia. 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. Erwartungsgemal werden
leicht modifizierte Nukleotidsequenzen gefunden werden oder kénnen mit Hilfe im Stand der Technik bekann-
ten Techniken zum Kodieren im Wesentlichen gleicher oder homologer MN-Proteine und -Polypeptide, zum
Beispiel solchen, die dhnliche Epitope aufweisen, modifiziert werden und diese Nukleotidsequenzen und Pro-
teine/Peptide werden flir den Zweck dieser Erfindung als aquivalent angesehen. DNA oder RNA mit aquiva-
lenten Codons sowie synthetische Nukleinsduresequenzen, die fir Proteine/Polypeptide kodieren, die homo-
log oder im Wesentlichen homolog zu den MN-Proteinen/-Polypeptiden sind, sowie solche Nukleinsaurese-
guenzen, die unter stringenten Bedingungen mit diesen beispielhaften Sequenzen [SEQ ID NOS: 1, 5 und 27]
hybridisieren wiirden oder die trotz der Degeneriertheit des genetischen Codes unter stringenten Hybridisie-
rungsbedingungen mit diesen cDNA-Nukleotidsequenzen hybridisieren wirden, werden als im Umfang der Er-
findung enthalten angesehen. Es wird angenommen, dass Modifikationen und Variationen von Nukleinsaure-
sequenzen, wie sie hierin angegeben sind, zu Sequenzen fiuhren, die im Wesentlichen den beispielhaften
MN-Sequenzen und deren Fragmenten gleichen.

[0070] Stringente Hybridisierungsbedingungen werden hierin so betrachtet, dass sie mit den standardmaf3i-
gen Hybridierungsbedingungen, die in der Wissenschaft als stringent angesehen werden, ibereinstimmen.
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 kdnnen durch Zugeben zunehmender Mengen an Formamid, das zum De-
stabilisieren der Hybrid-Duplices dient, sowie durch erhéhte 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 vollstéandig 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 Lange.
Kurz gesagt schlugen Versuche, einen vollstandig langen Klon aus einer urspriinglichen cDNA-Genbank zu
isolieren, fehl. Die Erfinder fuhrten 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 urspriinglichen
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 zuverlassige Sequenz an dem aufiersten 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 durchgefiihrt. 1 yg mRNA (die gleiche wie oben) wurde als Templat fir 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 prazipitiert und mit TdT wurde ein homopolymerer
C-Schwanz an dessen 3'-Ende angehangt. 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 Sall verdaut und in das Plasmid
pBluescriptll KS kloniert. Nach der Transformation wurde die Plasmid-DNA aus der gesamten Population der
transformierten Zellen gereinigt und als Templat fur 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 fétalem 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
stromaufwarts von einer MN-Transkriptionsstartstelle und an der im Innern der MN-cDNA angeordneten Bam-
HI-Restriktionsschnittstelle enden, abdeckte. Andere genomische Klone von MN kénnen in ahnlicher Weise
isoliert werden.

[0075] Fig. 7 stellt ein Schema flir 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 vollstadndigen genomischen Bereichs von MN

[0076] Die vollstandige Sequenz der sich tberlappenden Klone enthalt 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 stromaufwarts gelegenen
und der 6 Alu-Wiederholungselemente auf den Introns gezeigt sind. AuRer dem ersten Exon mit 445 bp sind
alle Exons klein und liegen zwischen 27 und 191 bp. Die GréRRen der Introns liegen zwischen 89 und 1400 bp.
Die CA-Domaéane wird von den Exons 2 bis 8 kodiert, wahrend die Exons 1, 10 und 11 jeweils der proteoglyca-
nahnlichen Domane, 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, einschliellich dem AG-GT-Motiv, Ubereinstimmen [Mount, Nucleic Acids Res., 10: 459-472
(1982)].
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Tabelle 1

Exon-Intron-Struktur des humanen MN-Gens

Exon GroRe Position im Ge- | SEQ ID NO 5'-Splicing-Do- | SEQ ID NO
nom** nor
445 *3507-3951 28 AGAAG gtaagt | 67
2 30 5126-5155 29 TGGAG gtga- | 68
ga
3 171 5349-5519 30 CAGTC gtgagg | 69
4 143 5651-5793 31 CCGAG gt- 70
gagc
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- 74
cag
9 27 9706-9732 36 TGCTG gtgagt | 75
10 82 10350-10431 37 CACAG gtatta | 76
11 191 10562-10752 38 ATAAT Ende
Intron GroRe Position im Ge- | SEQ ID NO 5'-Splicing-Do- | SEQ ID NO
nom** nor
1174 3952-5125 39 atacag GGGAT | 77
2 193 5156-5348 40 ccccag GC- 78
GAC
3 131 5520-5650 41 acgcag TG- 79
CAA
89 5794-5882 42 tttcag ATCCA 80
1400 5976-7375 43 ccececag 81
GAGGG
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- 85
GACA
10 130 10432-10561 48 acacag 86
AAGGG

**Die Positionen beziehen sich auf die Nummerierung der nt in der gesamten genomischen Sequenz, ein-
schlieBlich 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] Zavadaetal., WO 95/34650 beschreiben des Prozess des Kartierens der Transkriptionsinitiations- und
-terminierungsstellen des MN-Gens. Fir 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 HelLa-
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 langsten MN-Trans-
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kripts 30 nt l&nger 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,
fotalen Hirn isoliert wurde, einen Bereich von 3,5 kb stromaufwarts von der Transkriptionsstartstelle des
MN-Gens abdeckt. Er enthalt 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 fir Transkriptionsfaktoren lasst jedoch vermuten, dass dieser Be-
reich einen Promotor fir das MN-Gen enthalten kdnnte. Es gibt mehrere Consensus-Sequenzen fir die Tran-
skriptionsfaktoren AP1 und AP2 sowie flir andere regulatorische Elemente, einschlieBlich einer Bindungsstelle
fur 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 enthalt, weist er keine weiteren Merkmale CpG-reicher Inseln auf, die fur 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 wahrend 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 Uberlappen jedoch nicht den Transkriptionsbeginn (Eig. 6).

[0080] In der Mitte des MN-Gens wurde ein interessanter Bereich gefunden. Der Bereich ist ungefahr 1,4 kb
lang [nt 4.600-6.000 der genomischen Sequenz; SEQ | 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 fiir 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 Lange enthalt
drei Sp1- und drei AP2-Consensus-Sequenzen. Diese Daten zeigen die mdgliche Beteiligung des Bereichs an
der Regulierung der Expression des MN-Gens. Die Funktionalitat 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 fir AP-1, AP-2 sowie auch zwei p53-Bindungsstellen enthalt. Die Sequenz des 5'-Endes des 3,5 kb gro-
Ren, flankierenden Bereichs stromaufwarts von dem MN-Gen hat eine erhebliche Homologie zu der LTE en-
dogener HEV-K-Retroviren gezeigt. Die basale Transkriptionsaktivitat des Promotors ist sehr schwach, wie mit
Hilfe von Analysen unter Verwenden von CAT und neo-Reportergenen bestatigt wurde. Die Expression der Re-
portegene ist jedoch um ein vielfaches erhéht, wenn sie von dem 3,5 kb grof3en, flankierenden Bereich gesteu-
ert wird, was eine Beteiligung putativer Enhancer anzeigt.

[0082] Die Charakterisierung der Funktionen des 3,5 kb grof3en 5' stromaufwartigen Bereichs von MN mittels
Deletionsanalyse fiihrte 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 |-Footprinting offenbarte das Vorhandensein funf geschutzter Bereiche (protected regions, PR)
innerhalb des MN-Promotors. Eine ausfuhrliche Deletionsanalyse des Promotors identifizierte PR 1 und 2 (vom
Transkriptionsbeginn aus nummeriert) als die wichtigsten fir eine transkriptionale Aktivitat. PR4 [SEQ ID NO:
115] beeinflusste die Transkription negativ, da dessen Deletion zu einer erhéhten Promotoraktivitat fiihrte und
bestéatigt wurde, dass es als ein vom Promotor, von der Position und von der Orientierung unabhangiges Si-
lencer-Element fungiert. Eine Analyse der Mutationen zeigte an, dass die direkte Wiederholung AGGGGCa-
cAGGGC [SEQ ID NO: 143] fur 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 erhohte Zelldichte, die bekanntermalRen die MN-Expression induziert, beeinflusste nicht das
Ausmal der Bindung von PR4 in HeLa-Zellen. Im Vergleich zu nicht-tumorgenen, normalen CGL1-HelLa x Fi-
broblasten-Hybrid-Zellen scheint eine signifikant verringerte Repressormenge fur 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 Téten von Tumorzellen vermitteln kann. Das auf Tumorzellen Ubertragene 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 wiir-
de auch dessen alleinige Expression in Tumorzellen, die fur die Biosynthese des MN-Proteins tolerant sind,
ermoglichen und selektiv Tumorzellen, jedoch keine normalen Zellen, in denen die Expression von MN unter-
druckt wird, tten.

[0084] Es wurde ein Plasmidkonstrukt erzeugt, in dem HSVtk stromabwartig 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-Prazipitation und Lipofektion jeweils in
Rat2TK-Zellen und humane CC3-CZervixkarzinomzellen transfiziert. Die Transfektanten wurden af eine Ex-
pression von HSVtk und eine GVC-Sensitivitat geprift. Eine Analyse der Transfektanten zeigte den beachtli-
chen, sogar in geringen Konzentrationen cytotoxischen in vitro-Effekt von GVC (bis zu 95% aller Zellen wurden
getotet).

[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 abzuschatzen. 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, ware ein klassischer Ansatz der Untersuchung aufgrund der relativ
geringen Wirksamkeit transienter Transfektionen (bis zu 10%) beschrankt. Daher wurden stabile, klonale Zell-
linien, die Konstrukte exprimieren, die den mit dem CAT-Gen fusionierten MN-Promotorenthalten, hergestelit.
In solchen klonalen Linien exprimieren 100% der Zellen das von dem MN-Promotor gesteuerte CAT-Gen und
die Aktivitat des Promotors ist daher leichter nachweisbar als bei transienten Versuchen. Die Promotoraktivitat
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
verknupft sind (Calcium-Prazipitation, DEAE-Dextran, kombiniert mit einem DMSO-Schock und/oder Chloro-
chin sowie Elektroporation), verschiedene Verfahren fur einen CAT-Aktivitdtsassay (Szintillationsverfahren,
Dunnschichtchromatographie) und mehrere Empfanger-Zelllinien, die sich in ihrem Ausmalf der MN-Expressi-
on und in der Wirksamkeit der Transfektion unterscheiden (HelLa-, SiHa-, CGL3-, KATO llI-, Rat2TK™ und
C33-Zellen). Die Aktivitdt des MN-Promotors wurde vorzugsweise mittels Elektroporation von CGL3-Zellen
und Dunnschichtchromatographie 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 Aktivitdt des MN-Promotors und zum Abschatzen 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 Aktivitdt wurde mit Hilfe eines CAT-Assays analysiert. [AuRer bei pBLV-LTR (2 pg) wurden in
allen Fallen 8 ug DNA fir 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-Aktivitat nachgewiesen.

[0089] Eine etwas hohere Aktivitat wurde mit den Konstrukten pMN3, pMN4 und pMNG (die entsprechend 446
bp, 243 bp und 58 bp des Promotors enthalten) gefunden. Ein leichtes Aktivitatsmaximum 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 annahernd 500 bp unmittelbar stromaufwarts von der MN-Transkrip-
tionsinitiationsstelle zugeschrieben werden.
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[0090] Interessanter Weise war die Aktivitat des groflen Bd3-Bereichs (der 3,5 kbp stromaufwarts von dem
Transkriptionsstart abdeckt) um ein Vielfaches hoher als die Aktivitat des Kernpromotors. Dessen Ausmal’ 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 Aktivitat der BLV-LTR ohne Transaktivie-
rung. Dass die Aktivitat von Bd3 im Vergleich zu dem Kernpromotor erhdht war, 1asst 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, kbnnen zum Bestimmen der
Position der putativen regulatorischen Elemente verwendet werden.

[0091] Ahnliche Ergebnisse wurden aus dem Transfizieren von KATO llI-Zellen mit Bd3 und pMN4 erhalten.

Die transfizierten Zellen exprimierten eine geringere Menge an MN als die CGL3-Zellen. Entsprechend wurde

gefunden, dass die Aktivitat 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
stromaufwarts von dem neo-Gen kloniert worden war, eine Analyse durchgefihrt. Dieser Ansatz ist dazu
geeignet, schwache Promotoren zu untersuchen, da er viel empfindlicher als ein standardmafiger 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 schutzt, 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 Aktivitat des Promotors kann ent-
sprechend der Anzahl an Zellkolonien, die nach zwei Wochen einer Selektion mit G418 erhalten wurden,
abgeschatzt werden. In den anfanglichen Versuchen wurden drei Konstrukte verwendet — pMN1neo,
pMN4neo und pMN7neo. Da pMN7neo nur 30 bp stromaufwarts von der Transkriptionsstartstelle enthalt,
wurde es als Negativkontrolle betrachtet. Als Positivkontrolle wurde pSV2neo mit einem Promotor, der von
SV40 stammte, verwendet. Als Empfangerzellen wurden Rat2TK™-Zellen verwendet, die mit Hilfe des Cal-
cium-Prazipitationsverfahrens mit hoher Wirksamkeit transfiziert werden kénnen.

[0092] Nach der Transfektion wurden die Zellen einer zweiwochigen Selektion unterzogen. Dann wurde das
Medium entfernt, die Zellen mit PBS gespdlt und die Kolonien mit Hilfe einer Farbung mit Methylenblau sichtbar
gemacht. Die aus drei voneinander unabhangigen Versuchen erhaltenen Ergebnisse bestatigen die Daten aus
den CAT-Assays. Das Promotor-Konstrukt pMN4neo zeigte eine hohere transkriptionale Aktivitat 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 Promotoraktivitat von pSV2neo im Vergleich
zu dem mit Tax transaktivierten pBLV-LTR als auch der verschiedenen Bedingungen fir das Wachstum der Zel-
len nach der Transfektion ergeben. Nach diesem Gesichtspunkt ist eine stabile Transfektion fiir die MN-Ex-
pression wahrscheinlich vorteilhafter, da die Zellen in Kolonien mit engem Kontakt zwischen den Zellen wach-
sen und der Versuch langer dauert, was eine bessere Mdglichkeit zum Nachweisen der Promotoraktivitat be-
reitstellt.
3. Es wurden stabile Transfektanten, die chimare MN-Promotor-CAT-Gene exprimieren, mit Hilfe einer
Co-Transfektion relevanter Plasmide mit pSV2neo erzeugt. Als Empfangerzellen wurden zunachst 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 wahrend des Prozesses der Tumorgenese ihr
genetisches Material, einschlieRlich des chromosomalen Bereichs 9p, der das MN-Gen enthalt, verloren
haben. In diesen Versuchen kann das Nicht-Vorhandensein des MN-Gens einen Vorteil darstellen, da die
Wabhrscheinlichkeit 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 fir anfangliche Versuche zum Analysieren des Ein-
flusses der Zelldichte auf die transkriptionale Aktivitat 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 fiir diese Phase der SignalUbertragung 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 Effektormolekul wirkt, um als solches eine bestimmte bi-
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ologische Funktion auszuuben (d. h. die Kontaktinhibierung zu stéren). Interessanter Weise ist die Aktivitat des
MN-Promotors sogar in sehr sparlichen Zellkulturen nachweisbar, was nahe legt, dass MN in einer sparlichen,
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 fiihrte zu der Synthese ahnlicher 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] stromaufwarts 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 fir eine Verstarkung der basalen Aktivitat 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 Uberlappenden Sequenzen in den Bd3-Deletionsmutanten abgeleitet) angeordnet ist.

Wechselwirkung nuklearer Proteine mit MN-Promotorsequenzen

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

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 nukledren Extrakten, die aus CGL1- und
CGL3-Zellen hergestellt worden waren, mit Proteinen Wechselwirken gelassen. [40 ug der nukleéaren Proteine
wurden mit am 30.000 cpm Ende markierten DNA-Fragmenten in Gegenwart von 2 pg Poly(dldC) inkubiert].
Die DNA-Protein-Komplexe wurden mittels PAGE (nativ 6%) analysiert, wobei die Komplexe zusatzliche Ban-
den erzeugten, die aufgrund der Verschiebung ihrer Mobilitat, die von dem Rest des gebundenen Proteins ab-
hangt, langsamer wanderten als die freien DNA-Fragmente. Der EMSA der MN4- und MN5-Promotorfragmen-
te offenbarte verschiedene DNA-Protein-Komplexe; die entsprechend mit den nuklearen Extrakten von CGL1
und CGL3 erhaltenen Bindungsmuster waren jedoch nicht identisch. Es gibt einen einzigen CGL-1-spezifi-
schen Komplex.

[0098] Der EMSA des MNG6-Promotorfragments fiihrte mit nukledren 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 nukleare Extrakt von CGL1 einen spezifischen Faktor ent-
halt, der an der negativen Regulierung der MN-Expression in CGL1-Zellen beteiligt sein kdnnte. 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 nachste Schritt war eine Reihe von EMSA-Analysen unter Verwenden von doppelstrangigen (ds)
Oligonukleotiden, die gemafl den geschitzten Bereichen in der FTP-Analyse bezeichnet wurden. Ein ds Oli-
gonukleotid, das aus dem geschutzten Bereich PR2 [der sie Sequenz von —72 bis —56 bp abdeckt (SEQ ID NO:
111)] des MN-Promotors stammte, ergab eine Bestatigung der Bindung des AP-1-Transkriptionsfaktors in kom-
petitiven EMSA unter Verwenden kommerzieller ds Oligonukleotide, was die Bindungsstelle fur AP-1 darstellt.

[0101] EMSA von ds Oligonukleotiden, die aus den geschiitzten 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 nuklearer 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 geschutzten 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 nuklearen Proteine von CGL1 bildeten eine im Wesentlichen gro-
Rere Menge an DNA-Protein-Komplexen, was angibt, dass der PR4-Bereich eine Bindungsstelle fur (einen)
spezifische(n) Transkriptionsfaktor(en) enthalt, der (die) einen negativen Regulator der Transkription des
MN-Gens in CHL1-Zellen darstellen kann (k6nnen). Diese Feststellung stimmt mit den vorherigen EMSA-Da-
ten Uberein, 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 pMNG6 (-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 Kiigel-
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. Fur diese Untersuchung wird eine cDNA-Genbank aus HelLa-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 nuklearen 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 Xhol-Schnittstelle (-243/+31*) oder an
der Xbal-Schnittstelle (*—243/+31) markiert]. Der DNA-Protein-Komplex wurde dann einem Angriff der Dnase
| 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 geschiitzt 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 geschutzt waren, sowie zwei Bereiche (VI und VII), die an dem kodierenden Strang, nicht jedoch an
dem nicht-kodierenden Strang geschuitzt waren. Fig. 6 zeigt die allgemeinen Bereiche auf dem MN-Promotor,
die geschitzt waren.

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

PRI — kodierender Strang — fur AP-2, p53, GAL4 nicht kodierender Strang — JCV wiederholt

PRI — kodierender Strang — fir AP-2, CGN4 nicht kodierender Strang — TCF-, dFRA, CGN4

PRI — kodierender Strang — keine bekannte Consensus-Sequenz, nur teilweise Uberlappung mit dem fiir
AP-1 nicht kodierenden Strang — 2 TCF-1-Stellen

PRIV — kodierender Strang — fuir TCF-1, ADR-1 nicht kodierender Strang — CTCF, LF-A1, LBP-1

PRV — kodierender Strang — flr kein bekanntes Consensius-Motiv nicht kodierender Strang — JCV wie-
derholt

PR VI — kodierender Strang — fir kein bekanntes Consensius-Motiv nicht kodierender Strang — T-Antigen
von SV 40, GAL4

PR VII — kodierender Strang — fur NF-uE4, U2snRNA.2 nicht kodierender Strang, AP-2, IgHC.12, MyoD.

[0105] Im Gegensatz zu EMSA stellte die FTP-Analyse keine Unterschiede zwischen nukledren Extrakten von
CGL1 und CGL3 fest. Das Vorhandensein spezifische DNA-Protein-Wechselwirkungen, die in den nukledren
Extrakten von CGL1 mittels EMSA nachgewiesen wurden, kdnnten 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, ware 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-
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ser bestimmten Proteine an den MN-Promotor zu bestatigen, wurde eine Supershift-Analyse unter Verwenden
von Antikérpern, die fur diese Proteine spezifisch sind, durchgefiihrt. Fir diese Analyse wurden DNA-Prote-
in-Komplexe, die so, wie fiir EMSA beschrieben ist, hergestellt wurden, mit MAKs oder polyklonalen Antikor-
pern, die fir potentiell in dem Komplex eingeschlossene Proteine spezifisch sind, Wechselwirken gelassen.
Die Bindung des Antikérpers an das entsprechende Protein fihrt zu einer weiteren Verschiebung (Supershift)
in der Mobilitdt des DNA-Protein-Antikdrper-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 bestatigt. Dieses Verfahren
bewies jedoch nicht die Bindung des AP1-Transkriptionsfaktors. Es ist moglich, 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
Antikérpern erkannt wird, unterscheidet.

[0108] Von ebenso hohem Interesse ist die mdgliche Bindung des Tumorsuppressorproteins p53 an den
MN-Promotor. Es ist allgemein bekannt, dass wt p53 als Transkriptionsfaktor fungiert, der die Expression
wachstumsbeschrankender Gene aktiviert und direkt oder indirekt die Expression von Genen, die fir 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 lasst 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 geschitzt (Fig. 6),
was angibt, dass er an das entsprechende Protein bindet. Daher muss mit geeigneten, nukledren Extrakten,
z. B. aus MCF-7-Brustkarzinomzellen, die wt p53 in ausreichender Menge exprimieren, eine Supershift-Analy-
se durchgefuhrt werden, um zu belegen, dass p53 mit zwei p53-spezifischen Antikdrpern, 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 zellularen 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 erhoht. In Hybridzellen zwi-
schen HelLa und normalen Fibroblasten korreliert die Expression von MN mit der Tumorigenitat. 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 Phanotyp asso-
Ziiert sind: veranderte Morphologie, erhéhte Sattigungsdichte, proliferativer Vorteil in serum-reduzierten Medi-
en, erhdhte DNA-Synthese und Vermdgen zu einem von der Anhaftung unabhangigen 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 Zellgrée und
dem Verlust des Vermogens zu eines Wachstumspause unter ungeeigneten Bedingungen fuhrt. Auch zeigen
die MN exprimierenden Zellen eine verringerte Sensitivitdt gegeniiber dem DNA schadigenden Wirkstoff Mito-
mycin C.

[0111] Nicht-tumorgene Zellen, CGL1-Zellen, wurden auch mit der vollstandig 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 fir eine weitere Analyse ausgewahlt. Als Kontrolle wurden zwei negative Klone,
die aus mit einem leeren Plasmid transfizierten CGL1-Zellen isoliert wurden, dazugegeben. Eine anfangliche
Analyse gibt an, dass die Morphologie und die Wachstumsgewohnheiten der mit MN transfizierten CGL1-Zel-
len nicht drastisch verandert sind, ihre Proliferationsgeschwindigkeit und die Plattierungseffizienz sind jedoch
erhoht.

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 verknUpft wurde und in CGL1-Hybridzellen hybridisiert wurde, war die Expressi-
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on des MN-Proteins unmittelbar nach der Selektion nachweisbar. Dann horte sie jedoch schrittweise auf, was
die Wirkung eines Feedback-Regulators anzeigt. Das putative regulatorische Element schien Uber den
MN-Promotor zu wirken, da kein ahnlicher Effekt beobachtet wurde, wenn die vollstandig 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. Wahrend die transfizierten CGL1-Zellen Kolonien bildeten, die um ein Vielfaches gréRer 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
HelLa-Zellen erhalten.

[0114] Bei solchen Versuchen stammte der Teil des Promotorbereichs, der durch eine BamHI-Schnittstelle
mit der MN-cDNA verknupft war, von einem Ncol- BamHI-Fragmnt des genomischen Klons von MN [Bd3] und
stellt einen Bereich ein paar hundert bp stromaufwarts 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 gewahrleistet und anschlieRend
mit Hilfe einer Restriktionsanalyse Uberprift. 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 zweiwdchiger Selektion in einem Medium, das G418 enthielt, waren die merklichen Unterschie-
de zwischen den Anzahlen und Grdf3en der angeziichteten 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 Unterdriickung von MN getestet. Die isolierten, transfi-
zierten CGL1-Klone waren MN-positiv (obwohl die Menge kleiner war als diejenige, die mit der vollstandig 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 aufzuhd-
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 (gemaR SP-RIA, diejenigen mit den kleinsten Mengen an MN) zu expandieren
und sie gingen wahrend der Passagierung verloren. Einige Klone behoben jedoch das Problem und exprimier-
ten wieder MN. Es ist moglich, dass, wenn diese Zellen eine héhere 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 fir 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 Verstandnis, wie sie die MN-Expression regulieren,
kdnnte zu ihrer therapeutischen Verwendbarkeit zum Modulieren der MN-Expression fuhren.

[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 fiir 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 ermdglicht 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 gegentiber sparlicher Verteilung von HeLa-Zellen und Suspension gegentber
adharenten HelLa-Zellen.

[0119] In Versuchen mit mit HPV immobilisierten, zervikalen Zellen (HCE 16/3) wurde festgestellt, dass sich
die Regulierung der MN-Expression von derjenigen vollstandig 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 adharenten 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 kénnen bei der Suche nach MN-spezifischen Transkrip-
tionsfaktoren und bei der Modulation der MN-Expression fiir therapeutische Zwecke verwendet werden.

Abgeleitete Aminosauresequenz

[0121] Der ORF derin Fig. 1 gezeigten MN-cDNA weist das Kodierungsvermogen fir ein 459 Aminosauren
umfassendes Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 49,7 kDa auf. Die insgesamte Aminosau-
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 |X-Proteins aus CGL3-Zellen mittels zweidimensionaler Elektro-
phorese, gefolgt von einem Immunoblotting hat gezeigt, dass das MN/CA X, in Ubereinstimmung 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 Aminosauresequenzen beurteilt wurde, kann die abgeleitete Primarstruktur
des MN-Proteins in vier verschiedene Bereiche unterteilt werden. Der anfangliche hydrophobe Bereich aus 37
Aminosauren (AS) entspricht einem Signalpeptid. Das reife Protein weist einen N-Terminus oder extrazellula-
ren Teil aus 337 Aminosauren [AS 38-414 (SEQ ID NO: 87], einen hydrophoben Transmembranabschnitt aus
20 Aminosauren [AS 415-434 (SEQ ID NO: 52)] und einen C-terminalen Bereich aus 25 Aminosauren [AS
435-459 (SEQ ID NO: 53)] auf.

[0123] Der extrazellulare Teil besteht aus zwei verschiedenen Domanen: (1) einer proteoglycan-ahnlichen
Domane [AS 53-111 (SEQ ID NO: 50)]; und (2) einer CA-Doméne, die in der Ndhe der Plasmamembran loka-
lisiert ist [AS 135-391 (SEQ ID NO: 51)]. [Die Nummern der Aminosauren sind an diejenigen der Eig. 1 ange-
passt].

[0124] Eine detailliertere Kenntnis der Primarstruktur 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 Uberein, 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] enthalt (eines der beiden liegt in dem Si-
gnalpeptid), die von Suzuki, J. Mol. Biol., 207: 61-84 (1989) als Motive definiert sind, die haufig in den genre-
gulatorischen Proteinen gefunden werden. Es bestehen jedoch nur zwei von diesen aus der vorgeschlagenen
Consensus-Aminosauren.

[0125] Versuche haben gezeigt, dass das MN-Protein an Zink-Kationen binden kann, wie mit Hilfe von Affini-
tatschromatographie unter Verwenden von Zn-geladener, chelatbildender Sepharose gezeigt ist. Es wurde
festgestellt, das das aus HelLa-Zellen mit Hilfe des MAK M75 immunoprazipierte MN-Protein eine schwache
katalytische Aktivitat von CA besitzt. Die CA-ahnliche Doméne von MN weist eine strukturelle Disposition auf,
um als Bindungsstelle fir kleine I6sliche Doméanen zu dienen. Das MN-Protein kdnnte daher eine bestimmte
Art und Weise der Signalubertragung vermitteln.

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

CA-Domane, die fiir die Anhaftungsunabhangigkeit jedoch fir die erhdhte Proliferation transfizierter NIH
3T3-Fibroblasten erforderlich ist

[0127] In transfizierten NIH3T3-Fibroblasten induziert das MN-Protein eine morphologische Transformation,
eine erhohte Proliferation und eine Anhaftungsunabhangigkeit. Es wurden die Folgen der konstitutiven Expres-
sion von zwei MN-trunkierten Varianten in NIH3T3-Zellen untersucht. Es wurde festgestellt, dass der proteo-
glycan-ahnliche Bereich fiir die morphologische Anderung transfizierter Zellen ausreicht und die wachstums-
fordernde Aktivitat zeigt, die vermutlich mit der Stérung einer Kontaktinhibierung verbunden ist.

[0128] Die CA-Domane ist fur die Induktion einer Anhaftungsunabhangigkeit wesentlich, wohingegen der

TM-Anker und der IC-Schwanz fir die biologische Wirkung unwichtig sind. Das MN-Protein ist auch in der La-
ge, ein Krauseln der Plasmamebran in den transfizierten Zellen zu bewirken und scheint an deren Verknupfung
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mit dem festen Trager beteiligt zu sein. Die Daten zeigen die Beteiligung von MN an der Regulierung der Zell-
proliferation, -adhasion und interzellularer Kommunikation.

Sequenzahnlichkeiten

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

[0130] Die proteoglycan-ahnliche Domane [AS 53-111 (SEQ ID NO: 50)], die zwischen dem Signalpeptid und
der CA-Domane liegt, zeigt eine signifikante Homologie (38% lIdentitat und 44% Positivitat) mit einer Keratan-
sulfat-Verknupfungsdomane eines humanen, grof3en, aggregierenden Proteoglycanaggrecans [Doege et al.,
J. Biol. Chem., 266: 894-902 (1991)].

[0131] Die CA-Domane [AS 135-391 (SEQ D NO: 51)] ist iber 265 AS verteilt und zeigt 38,9% Aminosaurei-
dentitat 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 Il in einer 261 AS umfassenden Uber-
lappung [Montgomery et al., Nucl. Acids Res., 15: 4687 (1987)], 31,8% mit CA | in einer 261 AS umfassenden
Uberlappung [Barlow et al., Nucl. Acids Res., 15: 2386 (1987)], 31,6% mit CA IV in einer 266 AS umfassenden
Uberlappung [Okuyama et al., PNAS (USA) 89: 1315-1319 (1992)] und 30,5% mit CA Ill in einer 259AS um-
fassenden Uberlappung (Lloyd et al., Genes Dev., 1: 594-602 (1987)].

[0132] Neben der CA-Domane hat MN/CA IX sowohl N-terminale als auch C-terminale Extensionen erlangt,
die nicht mit anderen CA-Isoenzymen verwandt sind. Die Aminosauresequenz 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 fur 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% wir-
den miteinander unter stringenten Bedingungen hybridisieren. Ein Sequenzvergleich der in Eia. 1 gezeigten
MN-cDNA-Sequenz und einer entsprechenden cDNA der humanen Carboanhydratase Il (CA Il) zeigte, dass
es keine Ausdehnungen (,stretches") der Identitat zwischen den beiden Sequenzen gibt, die lang genug wa-
ren, ein Hybridisieren eines Abschnitts der CA 1I-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, aulRer 6 vollstandige 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 groRe Sequenz, die in der Nahe des 5'-Endes des genomi-
schen Bereichs liegt, eine enge Homologie mit einem Bereich der NERV-K-LTR zeigt.

[0136] Allgemein kdnnen Nukleotidsequenzen, die nicht in den Alu- oder LTR-ahnlichen Bereichen aus unge-
fahr 25 Basen oder mehr, weiter bevorzugt 50 Basen oder mehr, liegen, routinemalig 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-ahnlichen, 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-ahnlichen Bereichen von MN
und standardmafigen Alu-J-Sequenzen sind wie folgt angegeben:

25/118



DE 699 37 364 T2 2008.07.17

Homologiebereich innerhalb der SEQ ID NOS: % Homologie mit der gesamten
genomischen Sequenz von MN Alu-J-Sequenz

[SEQ ID NO: 5; Figur 2A bis F]

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 Halfte der
Alu-J-Sequenz

8301-8405 65 88,8%

10040-10122 66 73,2%

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 gemal dieser Erfindung weist die in Fig. 1 gezeigte, abgeleitete
Aminosauresequenz auf. Bevorzugte MN-Proteine/-Polypeptide sind solche Proteine und/oder Polypeptide,
die eine wesentliche Homologie mit dem in Eig. 1 gezeigten MN-Protein besitzen. Zum Beispiel sind solche im
Wesentlichen homologen MN-Proteine/-Polypeptide jene, die mit den MN-spezifischen Antikdrpern dieser Er-
findung, bevorzugt den MAKs M75, MN12, MN9 und MN7 oder deren Aquivalenten, reagieren.

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

[0139] N-Proteine zeigen verschiedene interessante Merkmale: Anordnung der Zellmembran, von der Zell-
dichte abhangige Expression in HelLa-Zellen, Korrelation mit dem tumorgenen Phanotyp 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 Gegensttick 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 bésartige Tumore zeigen, exprimiert. Insgesamt lassen diese Merkmale
eine mdgliche Beteiligung von MN in der Regulierung der Zellproliferation, -differenzierung und/oder -transfor-
mation vermuten.

[0140] Es kann geschatzt werden, dass ein Protein oder Polypeptid, das mit Hilfe einer neoplastischen Zelle
in vivo erzeugt wurde, in seiner Sequenz gegenuber derjenigen, die mit Hilfe einer Tumorzelle in einer Zellkul-
tur oder mit Hilfe einer transformierten Zelle erzeugt wurde, verandert werden kénnte. Die MN-Proteine
und/oder -Polypeptide, die verschiedene Aminosauresequenzen, einschlieflich und ohne Einschrankung Ami-
nosauresubstitutionen, -extensionen, -deletionen, -trunkationen und Kombinationen daraus aufweisen, sind
daher im Umfang dieser Erfindung enthalten. Es kann auch geschatzt werden, dass eine Proteinverlangerung
in Korperflissigkeiten degenerativen Prozessen, wie beispielsweise proteolytischen Prozessen unterzogen
wird; somit kdnnen MN-Poteine, die wesentlich trunkiert sind und MN-Polypeptide in Kérperflissigkeiten, wie
beispielsweise Seren, gefunden werden. Der Begriff ,MN-Antigen" wird hierin verwendet, um MN-Proteine
und/oder -Polypeptide einzuschliel3en.

[0141] Ferner wird geschatzt, dass die Aminosauresequenz der MN-Proteine und -Polypeptide mit Hilfe ge-
netischer Techniken modifiziert werden kann. Es kénnen eine oder mehrere Aminosauren deletiert oder sub-
stituiert sein. Solche Aminosaurednderungen miissen keine messbare Anderung der biologischen Aktivitat des
Proteins oder Polypeptids bewirken und flihren zu Proteinen oder Polypeptiden, die innerhalb des Umfangs
dieser Erfindung liegen, sowie zu MN-Muteinen.

[0142] Die MN-Proteine und -Polypeptide dieser Erfindung kénnen gemaf dieser Erfindung auf vielerlei We-
gen, zum Beispiel rekombinant, synthetisch oder auf andere Weise biologisch, das heilt durch enzymatisches
und/oder chemisches Spalten langerer Proteine und Polypeptide, hergestellt werden. Ein bevorzugtes Verfah-
ren zum Herstellen von MN-Proteinen erfolgt mit Hilfe rekombinanter Mittel. Besonders bevorzugte Verfahren
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zum rekombinanten Herstellen von MN-Proteinen sind nachstehend fiir 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 ware, das vollstandig 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 fir die Expression und ein
Leu-Glu-His-His-His-His-His-His [SEQ ID NO: 22], das zur Reinigung an den C-Terminus angefiigt wurde, auf.

[0145] Um den Abschnitt der flir MN kodierenden Sequenz fir das GST-MN-Fusionsprotein in andere Expres-
sionssysteme zu insertieren, wurde ein Primerset fiir 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.

Primer Nr, 20: N-Terminus ~Translationsstart
5'GTCGCTACCTCCATGGGTCATATGCAGAGGTTGCCCCGGATGCAG ¥
Nhel  Ncol Ndel  «M\N-cDNANp.1 [SEQIDNO:17]

Primer Nr. 19: C-Terminus
r Translationsstopp

5'GAAGATCTCTTACTCGAGCATTCTCCAAGATCCAGCCTCTAGG 3°
Bglll Xhol +MN-cDNA [SEQ ID NO: 18]

[0146] Die Primer mit den SEQ ID NOS: 17 und 18 wurden zum Amplifizieren der fir MN kodierenden Se-
quenz, die in dem GEX-3X-MN-Vektor vorhanden ist, unter Verwenden standardmafiger 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 durchgefihrt; die 1,3 kb groRe Bande wurde herausgeschnitten; und die
DNA unter Verwenden des Gene Clean II-Kits gemal den Anweisungen des Herstellers [Bio101; Lajolla, CA
(USA)] rickgewonnen.

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 chimare MN-Fc-cDNA wurde durch Substitution der MN-cDNA-Sequenzen, die sowohl fiir den Transmem-
brananker als auch den intrazellularen Schwanz des MN-Proteins kodieren, mit der cDNA die fiir 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-Antikorper erzeugt, hergestellt.

[0148] Die chimare 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

27/118



DE 699 37 364 T2 2008.07.17

(aufgrund des fehlenden Transmembranbereichs) in das TC-Medium der transfizierten Zellen freigesetzt, mit-
tels Affinitadtschromatographie auf einer Protein A-Sepharose gereinigt und fir 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, SwaM-Px und ECL detection®
[ECL® - verbessertes chemoluminszentes System zum Nachweisen phosphorylierter Tyrosinreste;
Amersham; Arlington, Hts., IL (USA)] analysiert. Die Gro3e des MN-Fc-Proteins, das von dem pSG5C-Vektor
exprimiert wurde, entspricht dem mit Hilfe eines Computers vorhergesagten Molekulargewicht.

[0150] Das *S-markierte MN-Fc-Protein wurde in einem Zelloberflaichenbindungsassay verwendet. Es wurde
gefunden, dass es an verschiedene Saugerzellen, z. B. Hela, Raiji, COS, QT35, BL3 bindet. Ahnliche Ergeb-
nisse wurden in einem Zell-Adhéasionstest 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 llI die Fahigkeit fehlt, mit dem MN-Fc-Protein wechselzuwirken. Diese Erkenntnis ermdglichte uns
die Verwendung von KATO llI-Zellen fiir Expressionsklonieren und Screenen der cDNA, die fir das Mn binden-
de Protein kodiert.

[0151] Die cDNA-Expressions-Genbank in dem pBK-CMV-Vektor wurde aus dichten HelLa-Zellen erzeugt
und fiir die Transfektion der KATO lll-Zellen verwendet. Fir die erste Runde des Screenens wurden KATO
[lI-Zellen mittels Elektroporation transfiziert. Nach zweitagiger Inkubation wurden die Liganden exprimierenden
Zellen an das MN-Fc-Protein binden gelassen, dann wurde Protein A mit Biotin konjugiert und schlieRlich durch
Herunterziehen mit Streptavidin-beschichteten, magnetischen Kiigelchen 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 IlI-Zellen mit Hilfe des DEAE-Dextran-Verfahrens
transfiziert. Um den Pool, der die cDNA fiir 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 uber ihre Fahigkeit, 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 llI-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 erwartungsgemaf einen Klon, der die cDNA enthalt, die fir den putativen Partner des MN-Proteins
kodiert. Dieser Klon wiirde dann sequenziert werden und das Expressionsprodukt mit Hilfe eines Zell-Adhasi-
onsassays als an das MN-Protein bindend bestatigt werden. (Far-Western Blotting, Co-Prazipitation usw.) Hy-
bridome, die MAK zu dem Expressionsprodukt erzeugen und die Analyse der biologischen Eigenschaften des
Proteinpartners von MN erlauben, wirden dann hergestellt werden.

Herstellung von MN-spezifischen Antikrpern

[0154] Der Begriff ,AntikOrper" ist hierin so definiert, dass er nicht nur vollstandige Antikérper, sondern auch
biologisch aktive Fragmente von Antikdrpern, vorzugsweise Fragmente, die die Antigen bindenden Bereiche
enthalten, einschlief3t. In der Definition der Antikdrper sind ferner bispezifische Antikorper eingeschlossen, die
fur das MN-Protein und ein anderes gewebespezifisches Antigen spezifisch sind.

[0155] Zavada et al., WO 93/18152 und WO 95/34650 beschreiben ausfihrlich Verfahren zum Herstellen von
MN-spezifischen Antikérpern und ausfihrliche Schritte zum Herstellen charakteristischer, MN-spezifischer An-
tikorper, wie den monoklonalen M75-, MN7-, MN9- und MN12-Antikérpern. 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 Antikdrper. Bispezifische Antikdrper kdnnen durch chemisches Koppeln von zwei Anti-
kdrpern mit der gewlinschten Spezifitat hergestellt werden. Bispezifische MAK kdnnen 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 kdnnen durch Fusionieren eines Hybridoms, das MN-Spezifische
MAKSs erzeugt, mit einem Hybridom, das MAKs erzeugt, die fiir 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 Antikdrper gegen eine cytotoxische Zelle erzeugt, ge-
bildet wurde, einen Hybridantikbrper mit einer Spezifitat fur die Vorganger-Antikorper 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-Antikorper erzeugt, fusioniert werden, um eine Zelllinie zu erhalten, die
einen fur MN/T3 bispezifischen Antikdrper erzeugt, der cytotoxische T-Zellen zu MN exprimierenden Tumor-
zellen as Target verwenden kann.

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

Epitope

[0158] Die Affinitat eines MAK gegentiber einem Epitop enthaltenden Peptiden hangt 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 langeren AS-Sequenzen flankiert ist oder ob die Peptide wahrend des Testens auf ein Epitop
in Losung oder auf einer Oberflache immobilisiert sind. Fachleute wiirden daher erwarten, dass die hierin fir
die MN-spezifischen MAK beschriebenen, charakteristischen Epitope zusammen mit der Verwendung solcher
MAK variieren wirden.

[0159] Der Begriff ,entspricht einem Epitop eines MN-Proteins/-Polypeptids" wird so verstanden werden, dass
er die praktische Moéglichkeit einschlie3t, dass die Variationen von Aminosauresequenzen eines naturlich vor-
kommenden Proteins oder Polypeptids in manchen Fallen antigen sein kann und eine schiitzende Immunitat
gegen eine neoplastische Erkrankung und/oder antitumorgene Wirkungen verleihen kann. Mégliche Sequenz-
variationen schlieRen ohne Einschrankung Aminosauresubstitutionen, -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 enthalt, immunogen ist und dass Anti-
korper, die gegen ein solches Polypeptid oder Protein ausgeldst werden, in ausreichenden Umfang mit nattir-
lich vorkommenden MN-Proteinen und -Polypeptiden kreuzreagieren, um eine schiitzende Immunitat und/oder
antitumorgene Aktivitat bereitzustellen, wenn es als Impfstoff verabreicht wird.

Epitop fir den MAK M75

[0160] Es wird angenommen, dass das M75-Epitop in wenigstens zwei Kopien innerhalb der 6x-Tandem-Wie-
derholung aus 6 Aminosauren [AS 61-96 (SEQ ID NO: 97)] in der Proteoglycan-Domane des MN-Proteins vor-
handen sind. Beispielhafte Peptide, die dieses Epitop, das von dem Zusammenhang abhangt, darstellen, kén-
nen die folgenden Peptide aus dieser Tandem-Wiederholung einschliefen: 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 fiir die EC-Doméane 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 enthalt 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 Antikérper 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 MAKSs, die dem MAK MN9 entsprechen, kdnnen durch Screenen einer Reihe von MAKs gegen ein
MN-Protein/-Polypeptid, wie beispielsweise das GST-MN-Fusionsprotein, gegen die Peptide, die das Epitop
fur die MAKs M75 und MN9 darstellen, reproduzierbar hergestellt werden. Alternativ dazu kénnte 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 Antikdrper MN12 (MAK MN 12) wird mit dem murinen lymphozytischen
Hybridom MN 12.2.2, das unter der ATCC HB 11647 hinterlegt worden war, hergestellt. Antikdrper, die dem
MAK MN12 entsprechen, kdnnen ebenso, analog zu dem Verfahren, das fur den MAK MN9 angegeben ist,
hergestellt werden, indem eine Reihe von Antikdrpern, die gegen ein MN-Protein/-Polypeptid, gegen das Pep-
tid, das das Epitop flir den MAK MN 12 wiedergibt, gescreent werden. Das Peptid entspricht der AS 55 bis AS
60 der Fig. 1 [SEQ ID NO: 11]. Ebenso kénnte das Novatope-System dazu verwendet werden, Antikdrper zu
finden, die fur dieses Epitop spezifisch sind.

[0165] MAK MN7. Der monoklonale Antikérper MN7 (MAK MN7) wurde aus MAK ausgewahlt, die so, wie
oben beschrieben ist, gegen nicht-glycosyliertes GST-MN erzeugt wurden. Er erkennt das Epitop, das durch
die Aminosauresequenz 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 fiir die MAKs MN9 und MN12 Verfahren kdnnen MAKs, die dem MAK MN7
entsprechen, durch Selektieren von MAKSs, die gegen ein MN-Protein/-Polypeptid hergestellt wurden, der mit
dem Peptid mit der SEQ ID NO: 12 reagiert, oder durch die angegebenen alternativen Moglichkeiten hergestellt
werden.

MN-spezifische Intrakdrper — Gezieltes Abtéten von Tumoren mit Hilfe der intrazellularen Expression MN-spe-
zifischer Antikdrper zum Blockieren des Transports des MN-Proteins an die Zelloberflache

[0166] Das Gen, das fur die Antikdrper kodiert, kann so manipuliert werden, dass die Antigen bindende Do-
mane intrazellular exprimiert werden kann. Solche ,Intrakérper”, die gegen den Lumen des endoplasmatischen
Retikulums gerichtet sind, stellen einen einfachen und wirksamen Mechanismus zum Inhibieren des Trans-
ports von Plasmamembranproteinen an die Zelloberflache 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 praklinische Studien aus Laboren weltweit zusam-
men, die Intrakdrper 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 Intrakérper kdnnen die Reifung und den Transport eines MN-Proteins an die Zellober-
flache verhindern und somit dem Funktionieren des MN-Proteins in einem onkogenen Prozess vorbeugen. An-
tikorper, die gegen die EC-, TM- oder IC-Doménen von MN gerichtet sind, kdnnen in dieser Hinsicht nitzlich
sein. Es wird angenommen, dass das MN-Protein durch Ubertragen von Signalen von der EC-Doméne zu dem
IC-Schwanz und dann Assoziieren mit anderen intrazellularen Proteinen im Innern der Zellen eine Signaltber-
tragung vermittelt. MN-spezifische Intrakdrper kdnnten diese Assoziierung unterbrechen und die MN-Funktion
storen.

[0168] Das Inaktivieren der Funktion des MN-Proteins kdnnte zu einer Umwandlung von Tumorzellen in einen
nicht-transformierten Phanotyp fliihren [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
Unterdrickung des Wachstums transfizierter Zellen gefiihrt hat. In ahnlicher Weise wird erwartet, dass die
Hemmung des MN-Proteintransports zu der Zelloberflache ahnliche Effekte haben wirde. Das Klonieren und
die intrazellulére Expression des variablen Bereichs des MAK M75 sollen untersucht werden, um diese Erwar-
tung zu bestatigen.

[0169] Vorzugsweise sind die intrazellular erzeugten MN-spezifischen Antikdrper Einzelketten-Antikorper,

30/118



DE 699 37 364 T2 2008.07.17

insbesondere Fragmente des Einzelketten-variablen Bereichs oder sFv, in denen die schwere- und leichte-Ket-
te-variablen Doméanen als einzelnes Polypeptid synthetisiert und durch ein flexibles Linkerpeptid, bevorzugt
(Gly,-Ser), [SEQ ID NO: 116] voneinander getrennt.

[0170] MN-spezifische, intrazellular erzeugte Antikérper kdnnen 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 Nukleinsaure umfasst, die fir Frag-
mente des variablen Bereichs eine MN-spezifischen Antikérpers kodiert und der funktionsfahig mit einer Ex-
pressionssteuersequenz verknupft ist, transfiziert wird. Eine solche Expressionssteuersequenz wiirde vor-
zugsweise den MN-Genpromotor umfassen.

Uber Antikérper vermittelter Gentransfer unter Verwenden MN-spezifischer Antikérper oder Peptide gegen
MN-exprimierende Tumorzellen als Targets

[0171] Ein MN-spezifischer Antikdrper oder ein Peptid, das kovalent mit Polylysin, einem Plykation, das in der
Lage ist, DNA zu verdichten und deren negative Ladungen zu neutralisieren, verknupft ist, wirde erwartungs-
gemal eine biologisch aktive DNA in effizienter Weise in eine MN-exprimierende Tumorzelle Ubertragen.
Wenn die gepackte DNA das HSVtk-Gen unter der Steuerung des MN-Promotors enthélt, wirde das System
eine doppelte Spezifitat fur die Erkennung und die Expression in nur MN exprimierenden Tumorzellen aufwei-
sen. Die gepackte DNA konnte auch fur Cytokine, um eine CTL-Aktivitat zu induzieren, oder fur andere biolo-
gisch aktive Molekule kodieren. Der MAK M75 (oder zum Beispiel als ein Einzelketten-Antikorper oder als des-
sen variabler Bereich) ist ein Beispiel fur einen solchen MN-spezifischen Antikorper.

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

Beispiel 1
Transiente Transformation von Saugerzellen 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, hauptsachlich hinsichtlich des Gesichtspunktes
der Beteiligung des MN-Proteins an der Onkogenese; (2) bestimmt, ob das MN-Protein eine Carboanhydrata-
se-Aktivitat austibt und ob eine solche Aktivitat fir die morphologische Transformation der Zellen relevant ist;
und (3) testet, ob das MN-Protein ein Zell-Adhasionsmolekil (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-Farbung nachgewiesen; in allen Tests wurde der MN-spezifische, monoklonale Anti-
korper M75 (MAK M75) verwendet. Die Carboanhydrataseaktivitat wurde durch die Ansauerungsgeschwindig-
keit eines Carbonatpuffers in CO,-Atmosphére 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 Pha-
notyp zuriick. (2) Diese Umwandlung war nicht die Folge des Verlusts, Silencing oder einer Mutation des
MN-Inserts. (3) Das MN-Protein besitzt die Enzymaktivitat der Carboanhydratase, die mit Acetazolamid inhi-
biert werden kann; die Inhibierung der Aktivitdt des Carboanhydratase-Enzyms beeinflusste jedoch nicht die
Transformation. (4) Das MN-Protein ist ein Adhasionsprotein, das an den Zell-zu-Zell-Kontakten beteiligt ist.

Hintergrund
[0176] Dieses Beispiel betrifft die Transformation von Saugerzellen mit Hilfe einer MN-cDNA, die in die von
Retroviren stammenden Expressionsvektoren insertiert wurde. Solche Vektoren sind fir einen effizienten und
stabilen Einbau in zellulare DNA und fir 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 Phanotyp zurick.

[0177] Sulfonamide, einschlieBlich 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 Griinde daflir zu glauben dass das MN-Protein an direkten Zell-zu-Zell-Wechselwirkungen be-
teiligt sein kénnte: A) vorhergehende Beobachtungen zeigten eine funktionelle Ahnlichkeit des MN-Proteins mit
Glycoproteinen an der Oberflache umhillter Viren, die eine Adsorption der Viren an die Rezeptoren auf der
Zelloberflache vermitteln, und MN war an der Bildung phanotypisch vermischter Virionen des vesikularen Sto-
matitis-Virus beteiligt. B) Die Induzierbarkeit der Expression des MN-Proteins durch Wachsenlassen der He-
La-Zellen in dicht gepackten Monoschichten lasst vermuten, dass es an direkten Wechselwirkungen zwischen
Zellen beteiligt ist. C) SchlieBlich besteht eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem MN-Protein und dem Re-
zeptor Tyrosinphosphatase 3, der ebenso Proteoglycan- und Carboanhydratase-Domanen aufweist; diese Do-
manen 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
Zelloberflache 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 ausgesat, um Kolonien zu erhalten, die von einer einzelnen Zelle aus starteten. Die am
meisten normal scheinende Kolonie, die als Subklon 2 bezeichnet wurde, wurde fiir eine Verwendung in den
Versuchen, die in diesem Beispiel berichtet werden, gepickt.

Expressionsvektoren

[0180] Die volistandig 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 spatere
Genexpression verringern kénnten. wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefuhrt. Der 5'-Primer
TAGACAGATCTACGATGGCTCCCCTGTGCCCCAG [SEQ ID NO: 88] umfasst eine Translationsstartstelle
und eine Bglll-Klonierungsstelle und der 3'-Primer ATTCCTCTAGACAGTTACCGGCTCCCCCTCAGAT [SEQ
ID NO: 89] umfasst einen Stopp-Codon und eine Xbal-Klonierungsstelle. In der Reaktion wurde die vollstandig
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 fir MN kodierende Sequenz tragt, 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-
moglicht und ein neo-Gen fir die Selektion von Transformanten in Medien, die mit Geneticin-(G418-)Antibiotika
erganzt worden sind, enthalt. 2. Der retrovirale Expressionsvektor pGD [Daleyet al., Science, 247: 824-829
(1990); der freundlicherweise von Prof. David Baltimore New York-Cambridge zur Verfiigung gestellt wurde)],
der den MLV-LTR-Promotor und das neo-Gen fiir eine G4 18-Antibiotika-Selektion enthalt. 3. Vacciniavirus-Ex-
pressionsvektor pSC11 [Chakrabarti et al., Mol. Cell. Biol., 5: 3403-3409 (1985)]. Die Transfektion wurde durch
ein Calciumphosphat-Prazipitat gemafl Sambrook et al. (Hrsg.), Molecular cloning. A laboratory manual, 2.
Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) durchgefiihrt.

[0182] Der Vacciniavirusstamm Praha-Klon 13 wurde als Vorganger-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 pg/ml) plaque-gereinigt. Blaue Plaques wurden durch Uberziehen mit Agar, der
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal) (200 pg/ml) identifiziert.

CA-Assay

[0183] Die Carboanhydratase-Aktivitdt wurde mit einem Mikro-Verfahren gemessen [Brion et al., Anal. Bio-
chem., 175: 289-297 (1988)]. Im Prinzip wird die Geschwindigkeit der Reaktion CO, + H,0 - H,CO, lber die
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Zeit, die fur die Ansaduerung des Carbonatpuffers erforderlich ist, gemessen und mit Phenolrot als pH-Indikator
nachgewiesen. Diese Reaktion lauft sogar in Abwesenheit des Enzyms ab, wobei t, = Kontrollzeit (diese wurde
auf 60 Sekunden eingestellt). Die Carboanhydratase verringert die Zeit der Ansauerung auf t; eine Einheit er
Enzymaktivitat verringert die Zeit auf die Halfte der Kontrollzeit: t/t, = 1/2.

[0184] Fur 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 immunoprazipitiert.
Der MN + Antikérper-Komplex wurde anschlielend an Protein A — Staphylococcus aureus-Zellen adsorbiert
[Kessler, S. W., J. Immunol., 115: 1617-1624 (1975)] und 2x mit PBS und 2x mit 1 mM Carbonatpuffer, pH 8,0
gespult. Das Prazipitat 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 fir die Immunprazipitation 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 '?I-markierten M75 und Autora-
diographie wurden so wie vorher durchgefiihrt [Pastorekova et al., Virology, 187: 620-626 (1992); und Zavada
(1993), supral.

Adhasionsassay

[0186] Fur den Adhasionsassay [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 pl Aliquots
des MN-Proteins (affinitdtsgereinigtes 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 zirkulare, 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 pg/ml verdiinnt. Stellen
mit adsorbierten Kontrollproteinen wurden auf ahnliche Weise hergestellt. Diese schlossen die Collagene Typl
und IV, Fibronectin, Laminin und Gelatine (Produkte von Sigma) ein, die entsprechend den Empfehlungen des
Herstellers verdiinnt und adsorbiert worden waren; FKS und BSA waren ebenso eingeschlossen. Nach Ansau-
gen der Tropfen wurden die Schalen 2x mit PBS gespllt und 1 Stunde lang mit MEM, das mit 5% FKS erganzt
worden war, geséattigt. Die Platten wurden mit 5 x 10° Zellen in 5 mI DMEM + 5% FKS angeséat und Gber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden mit PBS gespllt und die angehafteten Zellen wurden mit Formaldehyd
fixiert, mit Methanol nachfixiert und mit Giemsa angefarbt.

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 Tumorigenitat 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. Wahrend 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 urspringlichen 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 ,eeren" 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 fir 7 Tage mit 5 ug/ml Dexametha-
son erganzt worden waren, verstarkte die Erzeugung des MN-Proteins, die Morphologie der Zellen kehrte je-
doch nicht zu der transformierten zurtick.

2. Ruckgewinn von transformierendem MN aus den Revertanten

[0190] Die Umkehr mit MN transformierter Zellen zu dem normalen Phanotyp kénnte 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 fir ein Produkt kodiert, das die transformierende Aktivitat
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 Leukamievirus — MLV stammte, in-
sertiert. Dadurch wurde ein defekter Virus erzeugt, der das MN-Gen und den selektiven Marker neo anstelle
der Gene, die fur virale, strukturelle Proteine kodieren, enthielt. Mit diesem Konstrukt wurden murine
NIH3T3-Zellen transfiziert. In Medien, die mit Geneticin erganzt worden waren, bildeten die Zellen Kolonien mit
Phanotypen, die von stark transformierten bis hin zu augenscheinlich normalen variierten. Alle transformierten
Kolonien und ungefahr 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 Anhaftunsabhangigkeit widerspiegelt, die fur die Zelltransformation charakteristisch ist. Wahrend des
Passagierens kehrten die Zellen, die aus den transformierten Kolonien isoliert worden waren, zu der normalen
Morphologie zuriickkehrten und sie gleichzeitig das Vermdgen 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 heil3t den Verlust oder das Silencing des MN-Gens als
Ursache fir die Umkehr aus.

[0192] Um aus den anderen 3 Alternativen zu entscheiden, wurden die Revertanten mit lebenden, replikati-
onskompetenten MLV superinfiziert. Dieser Virus wachst ohne irgendwelche morphologischen Erscheinungs-
formen in NIH3T3-Zellen und es fungiert als ,Helfer" fur das pGD.MN-Konstrukt. Die virale Nachkommenschaft
aus den mit MLV infizierten Revertanten stellt einen kinstlichen 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, umhdlit war. Der Virus-
komplex war fur frische NIH3T3-Zellen infektids; diese induzierten in ihnen erneut eine morphologische Trans-
formation und das Vermdgen, 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
Phanotyp zurlick, obwohl sie weiter den infektiésen [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
fur die Umkehr — aus.

[0194] Normale NIH3T3-Zellen bildeten eine kontaktinhibierte Monoschicht aus flachen Zellen, die sich mit
dem MAK M75 und der Immunperoxidase farbte. 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 spater
kehrte die Zellpopulation infolge eines haufigen Hervortretens von Revertanten und ihrer selektiven Vorteile
(schnelleres Wachstum und eine hdhere Effizienz beim Ausplattieren) vollstdndig zu dem urspriinglichen Pha-
notyp zurtick. Tatsachlich schienen die Revertanten mit einer etwas geringeren Sattigungsdichte als die ur-
sprunglichen NIH3T3-Zellen z wachsen, was einen héheren Grad der Kontaktinhibierung zeigt.

[0195] Die Kontroll-NIH3T3-Zellen enthielten kein MN-Protein (Western Blot); wahrend beide transformierten
Zellen und Revertanten die gleiche Menge und den gleichen Anteil von 54 und 58 kDa groRen 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 annahernd 40 ng MN/mg Gesamtprotein
sowohl in den transformierten Zellen als auch den Revertanten gefunden.
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Carboanhydratase-Aktivitat und deren Inhibierung

[0196] Da die Carboanhydratase-Domane einen beachtlichen Teil des MN-Proteins wiedergibt (siehe Fig. 8),
wurden Tests durchgefihrt, 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 fir das MN-Protein. Die Zellen wurden mit
RIPA-Puffer extrahiert und das MN-Protein wurde aufkonzentriert und durch Prazipitation mit dem MAK M75
und SAC partiell gereinigt. Das Immunprazipitat wurde auf CA-Aktivitat getestet. 78 pl des Prazipitats 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 Immunpra-
zipitat aus den mit Kontrollvirus infizierten Vero-Zellen zeigte keine Enzymaktivitat. Die Aktivitat der MN-Car-
boanhydratase wurde durch Acetazolamid inhibiert; 1,53 x 10 M Konzentration des Wirkstoffs verringerten
die Enzymaktivitat auf 50%.

[0197] Vorherige Tests zeigten, dass konfluente Kulturen von Hela- oder NIH3T3-Zellen 107 bis 10~ M Kon-
zentration von Acetazolamid 3 Tage lang ohne irgendwelche Anzeichen von Toxizitat und irgendeine Wirkung
auf die Zellmorphologie tolerierten. In sparlichen Kulturen inhibierten 10 M Acetazolamid nicht das Wachs-
tum, 10™ M verursachten jedoch bereits eine partielle Inhibierung. Daher wurden 10~ Acetazolamid zu den
NIH3T3-Zellen, die frisch mit dem [pGD.MN + MLV]-Komplex transformiert worden waren, zugegeben. Nach
4-tagiger Inkubation wurden die Kolonien fixiert und angefarbt. 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 Aktivitdt der Carboanhydratase ist daher fiir die trans-
formierende Aktivitat des MN-Proteins nicht relevant.

4. Zell-Adhasionsassay

[0198] Um zu bestimmen, ob das MN-Protein ein Zell-Adhasionsmolekil (CAM) ist oder nicht, wurden Adha-
sionsassays in bakteriologischen Petrischalen aus Kunststoff (die fir eine Verwendung mit Gewebekulturen
nicht behandelt wurden) durchgefiihrt. Die Zellen hafteten nicht an den Oberflachen 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 auRerhalb 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 | 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 Leukédmiezelllinien zeigten je-
doch keine Adharenz. 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 M Acetazolamid in den Medien beeinflussten
nicht die Zell-Adhasion.

[0201] Um die Spezifitat der Adhasion zu bestatigen, wurde das MN-Protein mit SAC, das mit dem MAK M75
(der gegen MN gerichtet war) oder mit dem MAKMG67, der gegen ein nicht verwandtes Antigen (Pastorevka et
al., supra) gerichtet war, beladen war, adsorbiert, bevor es auf die Oberflache der Petrischalen aufgebracht
wurde. Die Adsorption mit dem SAC-M75-Komplex hob die Aktivitat der Zellbindung vollstandig auf, wohinge-
gen die Absorption mit SAC-M67 ohne Wirkung war.

Weitere Ergebnisse der Zell-Adhéasion

[0202] Ein verkirztes MN, dem die TM- und IC-Abschnitte fehlen, wird durch 5ET1-Zellen (einem HelLa x-Fi-
broblastenhybrid, das zu CGL3-Zellen, die das MN-Protein im UbermaR 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-Adhasions-
tests getestet. Die Zellen hafteten an, verteilten sich und wuchsen nur an den Stellen, die mit dem adsorbierten,
vollstandigen MN-Protein bedeckt waren, jedoch nicht an den Dots mit MN, dem die TM- und IC-Bereiche fehl-
ten. Analoge Ergebnisse wurden auch fiir einige andere Adhasionsmolekiile beschrieben. Eine Vielfalt von Zel-
len (NIH3T3, CGL1, CGL3, HelLa, XC), die an die Dots mit MN-Protein anhafteten, lasst vermuten, dass der
(die) MN-Rezeptor(en) auf der Oberflache von Vertebratenzellen Gblich ist.
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[0203] Es wurden auch Tests mit extrazellularen Matrixproteinen oder Kontrollproteinen, die einem Dot mit
Nitrocellulose unterzogen wurden, durchgefiihrt. Die Dot-Blots wurden mit einer MN-Proteinldsung behandelt.
Das gebundene MN-Protein wurde mit dem MAK M75 nachgewiesen. Das MN-Protein absorbierte die Dots
mit Collagen | und IV, jedoch nicht die mit Fibrobectin, Laminin, Gelatine oder BSA.

[0204] Aussichten fir eine Therapie. Es gibt viele neue Grundlagen fir eine Krebstherapie, die Onkoproteine
oder Molekule 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 fir solche Zwecke besonders geeignet zu sein.

Beispiel 2
Identifizierung der Bindungsstelle von MN

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

[0206] Die Reihe von Oligopeptiden wurde mit Hilfe der Vorgehensweise eines Zell-Adhasionstests getestet,
der im Wesentlichen so war, wie er oben in Beispiel 1 beschrieben wurde. Die synthetischen Oligopeptide wur-
den auf hydrophoben Kunststoffoberflachen immobilisiert, um zu sehen, ob sie die Anhaftung, das Verteilen
und das Wachstum der Zellen vermitteln wirden. Es wurde auch untersucht, ob die Oligopeptide oder Antikor-
per die Anhaftung der Zellen (NIH3T3, HeLa und CGL1) an das gereinigte MN-Protein, das auf solchen Kunst-
stoffoberflachen aufgetragen worden war, inhibierten. Das MN-Protein war auf Agarose, die kovalent mit Sul-
fonamid verknupft worden war, affinitatsgereinigt, da das MN-Protein eine CA-Doméane 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 interzellularer Kontakte; (iv) eine Be-
handlung des immobilisierten MN-Proteins und der aktiven Peptide mit dem MAK M75 hebt ihre Affinitat fur die
Zellen auf; und (v) es wurde bestimmt, dass die Bindungsstelle von MN eng verwandt oder identisch mit dem
Epitop fur den MAK M75 ist, wobei wenigstens zwei Kopien desselben in der 6-fachen Tandem-Wiederholung
aus 6 Aminosauren [AS 61-96 (SEQ ID NO: 97)] in der proteoglycan-ahnlichen Domane 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, fur das therapeutische Mittel konstruiert werden kénnen.

Materialien und Methoden

[0209] Affinitatschromatographie von MN/CA IX. MN/CA IX wurde mit Hilfe eines einzigen Zyklus aus Adsorp-
tion-Flution auf Sulfonamid-Agarose gereinigt, wie flir andere CAs beschrieben wurde [Falkbring et al., FEBS
Letters, 24: 229 (1972)]. Wir verwendeten Saulen aus p-Aminoethylbenzolsulfonamid-Agarose (Sigma). Die
Séulen mit adsorbiertem MN/CA IX wurden ausgiebig mit PBS (NaCl 8,0 g/l, KCI 0,2 g/l, KH,PO, 0,2 g/l
Na,HPO, 1,15 g/I, 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 durchgefiihrt. Die vollstandi-
ge MN/CA IX+ wurde mit 1% Triton X-100 in PBS aus Vero-Zellen, die mit Vaccinivirus, der ein Insert aus einem
vollstandigen kodierenden Bereich von MN/CA IX enthalt, 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
verdinnt und 1 Stunde lang bei 1500 x g zentrifugiert. Aus einem analogen Konstrukt wurde trunkiertes MN/CA
IX ATM AIC erzeugt, aulRer, dass der 3' stromaufwartige Primer fur die PCR: 5'-CGT CTA GAA GGA ATT CAG
CTAGAC TGG CTC AGC A-3'[SEQ ID NO: 117] war. MN/CA IX A wurde in das Medium eingebracht, aus dem
es, wie oben, nach der Zentrifugation affinitatsgereinigt wurde. Alle Reinigungsschritte wurden mittels
Dot-Blots uberwacht.

[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-Adhasionsassay. Die Bedingungen des Assays sind im Grunde so, wie die in Beispiel 1 beschrie-
ben wurden. In Kiirze: 1 pg/ml gereinigtes MN/CA 1X in 50 mM Mono-Bicarbonatpuffer, pH 9,2, wurden in 30
pl Tropfen auf dem Boden der bakteriologischen 5 cm-Petrischalen 1,5 Stunden lang adsorbiert. Dann wurden
die Tropfen mittels Ansaugen entfernt und die Schalen 3x mit PBS gespdlt 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 (10° Zellen/ml) angesat. Nach
Inkubation Uber Nacht wurden die Kulturen mit PBS gespililt, fixiert und angefarbt. 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 ul Tropfen
der Zellsuspension in Wachstumsmedium, das die zugegebenen Oligopeptide enthielt (oder die Kontrolle ohne
Peptide war) gegeben. Nach Inkubation, Spulen und Fixierung wurden die Kulturen 1 Stunde lang mit 0,5 %
Trypan-Blau in 50 mM Tris-Puffer, pH 8,5 angefarbt, mit Wasser gespiilt und getrocknet. Die angefarbten Be-
reiche der angehafteten Zellen wurden mit 10% Essigsaure extrahiert, die Extrakte auf Platten mit 96 Vertie-
fungen Ubertragen und die optische Dichte bei 630 nm auf einem Mikroplatten-Lesegerat 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 pl/Vertiefung der Antikérper + Antigen-Mischun-
gen zugegeben. Die Endverdiinnung der MAK 75-Aszitesfllissigkeit betrug 107%; die Konzentration der Peptide
variierte entsprechend ihrer Affinitat fir 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 Antikérper wurde mit Hilfe eines Antimaus-lgG-Konjugats mit Peroxidase (SwAM-Px, SEVAC, Prag=,
das 1:1000 verdinnt 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 H,O, bis zu einer Endkonzent-
ration von 0,03% gegeben. Dieses System ist ausgeglichen, um so einen Assay flir ein Konkurrieren des An-
tigens um M75 sowie um Peptide, die an das Epitop von immobilisiertem GST-MN binden, zu erméglichen.

[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 Peptidsduren 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 fliissiges Wasserstofffluorid vorgenommen. Die Peptide wurden mit-
tels C18-RP-HPLC gereinigt und mit Hilfe von Aminosaureanalyse und FAB-MS-Spektroskopie charakterisiert.

[0214] Western Blots. Die MN/CA IX-Proteine aus den PAGE-Gelen wurden auf PVDF-Membrane (Immobilon
P, Millipore) tUbertragen und mit M75 entwickelt, worauf AWAM-Px (siehe oben) und Diaminobenzidin (Sigma)
mit H,0O, folgten. Fir die Dot-Blots wurden Nitrocellulose-Membranen verwendet.

[0215] Phage-Display. Fur 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-stiindiges Inkubieren von 2 x 10" Phage mit der beschichteten
Platte als Target wurde Biopanning durchgefiihrt. Ungebundene Phagen wurden mit TEST (50 mM Tris-HCI,
pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) weggewaschen und spezifisch gebundene Phagen wurden mit
M75-Antikorper (2 pg in 100 pl TBS/Vertiefung) eluiert. Eluierte Phagen wurden amplifiziert und fir weitere Bin-
dungs- und Amplifikationszyklen dazu verwendet, den Pool fir die Bindungssequenz anzureichern. Nach 5
Runden wurden einzelne Klone gepickt, amplifiziert und unter Verwenden des T7-Sequenzierungskits (Phar-
macia) sequenziert.

Ergebnisse

[0216] Affinititschromatographie des MN/CA IX-Proteins. Fur die Reinigung des MN/CA IX-Proteins ent-
schieden wir, eine Affinitdtschromatographie auf einer Sulfonamid-Agarose-Saule, wie sie vorher fir 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-
fuhrt wird. Ein Vacciniavirus-Vektor mit einem Insert der vollstandigen MN/CA9-cDNA, oder mit trunkierter
cDNA (der die Transmembran- und intrazellularen Doméanen fehlten) wurde als Quelle fur 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 IXA 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 Gro-
Re wie MN/CA IX+, das aus dem Vacciniaviruskonstrukt gereinigt worden war.

[0218] Adhésion von Zellen an das MN/CA IX-Protein. MN/CA 1X, das auf hydrophoben Kunststoff immobili-
siert worden war, ermdglichte eine Anhaftung, Verteilung und Wachstum der Zellen. AuBerst geringe Konzen-
trationen von MN (CA X, das 1 pg/ml des gereinigten Proteins in Adsorptionspuffer entspricht, waren ausrei-
chend, um diesen Effekt zu bewirken; andere Zell-Adh&sionsmolekile werden mit 10-50-fach héheren Kon-
zentrationen verwendet. In dem Zell-Adh&sionstest war nur das vollstandige MN/CA IX-Protein aktiv, trunkier-
tes MN/CA IX unterstitzte Uberhaupt nicht die Adhasion von Zellen oder zeigte eine nur geringe Adhasions-
aktivitat und fungierte in manchen Fallen sogar als Zell-,Vertreiber".

[0219] Die Behandlung der Dots mit immobilisierter MN/CA IX mit dem MAK M75 stellte dessen Vermogen,
an die Zellen anzuhaften, ein, der Kontroll-MAK M16, der fir 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 fir die Zellrezeptoren identisch ist oder mit dieser Uberlappt.

[0220] Identifizierung des von dem MAK M75 erkannten Epitops. Eine vorhergehende Kartierung des
M75-Epitops, das partielle Sequenzen der extrazellularen Teile der MN/CA9-cDNA, die aus Bakterienvektoren
exprimiert und auf Western Blots getestet worden war, verwendete, lokalisierte es in dem PG-Bereich. Fir eine
exakte Kartierung war unsere Strategie, die sich partiell Gberlappenden Oligopeptide von 15-25 AS, die die
PG-Domane 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-Doméane
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 X und Oligo-
peptiden, die entsprechend den partiellen Sequenzen des PG-Bereichs synthetisiert wurden, angegeben.
MN/CA IX+ und A, die in Sdugerzellen hergestellt wurden, besallen eine hdhere serologische Aktivitat 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 tberlappen 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 enthalt daher nicht das M75-Epitop.

[0222] Der nachste Schritt zum Identifizieren des Epitops war, Oligopeptide zu synthetisieren, die alle zirku-
laren 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 ug/ml als im Wettbewerb negativ herausgestellt. Ferner
konkurrierte keines der noch kirzeren 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 Aminosaure als

Saure vor, wahrend die C-terminale Aminosaure in allen anderen Oligopeptiden als Amid vorlag. Es ist klar,
dass die Affinitat zwischen dieses Oligopeptiden und dem MAK M75 stark mit der Grofe des Peptidmolekiils
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zunimmt.
Versuche, die Adhasion von Zellen an immobilisierte Oligopeptide zu zeigen.

[0224] Unser anfanglicher Plan war, der Pionierarbeit von Piersbacher und Ruoslahti, PNAS, 81: 5985 (1984)
zu folgen. Mit Hilfe des Vernetzungsmittels SPDP (N-Succinimidyl-3-[pyridylhydro]propionat) verknupften sie
getestete Oligopeptide mit adsorbiertem Rinderserumalbumin. Aus diesem Grund flugten wir an das C-Ende
der Oligopeptide SEQ ID NOS: 104 bis 106 Cystein an, das eine gerichtete Verkniipfung mit adsorbiertem Al-
bumin ermdglichen wirde. Durch eine Immunoperoxidase-Farbung mit M75 zeigten wird das direkte Verknup-
fen der Peptide in Petrischalen. Unglucklicherweise 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 verkniipften Oligopeptiden der Fall ist. Wir waren nicht in der Lage, die unspezifische Adhasion
einzustellen. Die Oligopeptide SEQ ID NOS: 104 bis 106 adsorbieren nur sehr schwach an bakteriologische
Petrischalen, wodurch sie das Durchflihren des Zel-Adhasionsassays nicht zulassen.

[0225] Alternativ dazu testeten wir die Inhibierung der Zell-Adh&sion 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 pg/ml getestet. Keines von diesen inhibierte reproduzierbar die Adhasion von CGL1-Zellen.

[0226] Oligopeptide mit Affinitat zu dem M75-Epitop, die die Adhasion von Zellen an MN/CA [X inhibieren. Als
Alternative zu den monoklonalen Antikdrpern begannen wir, Oligopeptide, die eine Affinitdt zum M75-Epitop
sowie zu der MN/CA |X-Rezeptorbindungsstelle aufweisen, aus einer Phage Display-Genbank zufalliger Hep-
tapeptide — Ph. D.-7 — zu selektieren. Unser Ziel war, durch Panning auf dem immobilisierten Peptid SEQ ID
NO: 106 und anschlieBender Elution mit M75 Phagen zu selektieren, die die gewlinschten Heptapeptide ent-
hielten. Der eluierte Phage wurde in geeigneten Bakterien vervielfacht und vier weiteren Zyklen aus Panning
und Elution unterzogen. Aus der ausgewahlten Phagenpopulation wurden 10 Plaques gepickt, amplifiziert und
der fur Heptapeptide kodierende Bereich wurde sequenziert. Es sind nur 3 Heptapeptide dargestellt. Diese drei
Heptapeptide sind, nach Anfligen 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 angefligten, 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 Affinitdt zu dem aktiven Zentrum der MN/CA |X-Carboanhydratase auf. Wir synthetisierten diese
Peptide aus 7 + 2 AS und testeten sie in einem Kompetitions-ELISA und einer Inhibierung der Zell-Adhasion.
Beide Tests ergaben im Wesentlichen Ubereinstimmende Ergebnisse: das Peptid SEQ ID NO: 138 zeigte die
hdéchste Aktivitat; das Peptid SEQ ID NO: 137 war weniger aktiv; das Peptid SEQ ID NO: 139 war nur in ELISA
geringfiigig positiv und das Peptid SEQ ID NO: 140 war inaktiv. In allen 4 Nonapeptiden lag das C-terminale
Amid als Amid vor.

Erérterung

[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 AICATM, das in das
Medium sekretiert wurde. Tatsachlich wurde das trunkierte MN/CA IX mit einer hdheren Reinheit als MN/CA
IX+ erhalten. Unglucklicherweise war dieses Protein fir unsere Zwecke von geringem Nutzen, da es in dem
Zell-Adhasionsassays inaktiv war. Eine solche Situation wurde auch fur andere Zell-Adhasionsmolekdile be-
schrieben: ihre eingebrachte, verkirzte Form setzt entweder eine inaktive Konformation voraus oder es adsor-
biert ,von oben nach unten" an hydrophoben Kunststoff, wohingegen vollstandige Proteine durch hydrophobe
TM-Abschnitte in der ,richtigen" Position adsorbieren.

[0228] Das MN/CA IX-Protein bildet Oligomere mit 150 kDa, die Gber Disulfidbriicken verknipft 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 angefarbten Gel keine weiteren Banden mit einer Intensitat, die mit den 2 fir MN/CA IX
spezifischen Banden, vergleichbar war, erschienen. Es ist auch unwahrscheinlich, dass ein weiteres Protein
vorhanden sein kénnte, das mit einer der 2 Hauptbanden von MN/CA IX mitwanderte, da die Intensitat ihrer
Farbung auf dem Gel und des Western Blots gut vergleichbar ist.

[0229] Es kann kein Zweifel an der Spezifitdt der Anhaftung der Zellen an gereinigtes MN/CA X+ bestehen.
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Sie wird durch den spezifischen MAK M75, in einer Verdiinnung von 1:1000 Aszitesflissigkeit eingestellt. Dies
ist eine Berichtigung unseres friheren 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-Adhasion unterstiitzen, wir realisierten jedoch nicht, dass der GST-Anker selbst eine weitere
Bindungsstelle enthalt, die nicht von M75 blockiert wird.

[0230] Der MAK M75 reagiert bei jeder Bedingung — mit nativem Antigen auf der Oberflache 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 X, was nahe legt, dass das Epitop klein und zu-
sammenhangend ist. Bei einem Kompetitions-ELISA war die kleinste Sequenz, die mit M75 reagierte 7 + 2 AS,
die Affinitdt zwischen M75 und den getesteten Peptiden hing jedoch stark von ihrem Molekulargewicht ab. In
Bezug auf Gewicht/Volumen-Konzentration war die vollstandige MN/CA X 100.000x aktiver als das kleinste,
serologisch aktive Peptid. In molaren Konzentrationen ausgedriickt ware der Unterschied 150.000.000x. Oli-
gopeptide mit mittlerer Grof3e zeigten auch mittlere Aktivitaten. Es bleibt zu klaren, ob sich solche Aktivitatsun-
terschiede aus der Konformation, die von der Grofte des Moleklls abhangt oder aus der Tatsache, dass
MN/CA IX mehrere Kopien des Epitops, das kleinste Molekdl jedoch nur eine Kopie enthalt, ergeben.

[0231] Unter Beachtung der Mdglichkeit, dass das Epitop mit der Struktur der Zell-Adhasion in MN/CA X
identisch ist, kdnnen wir verstehen, warum bei uns die Inhibierung der Zell-Adhasion 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] Naturlich kann argumentiert werden, dass die Gréf3e von MN/CA X ungefahr derjenigen des Immun-
globulin-Molekiils 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 lasst stark vermuten, dass das Epitop und die Bindungsstelle tatsachlich identisch sind.

[0233] MN/CA IX und dessen PG-Bereich scheinen insbesondere aus den folgenden Griinden ein potentiel-
les Target-Molekilil flir eine Therapie zu sein: (i) es wird auf der Zelloberflache exprimiert; (ii) es ist in einem
hohen Prozentsatz bestimmter humaner Karzinome vorhanden; (iii) es ist normal in der Schleimhaut des Ver-
dauungstrakts, der fir zirkulierende Antikdrper, im Gegensatz zu Tumoren, nicht zuganglich ist, exprimiertes
MN/CA 1X; (iv) es wird nicht (oder nur minimal) in die Kdrperflussigkeiten eingebracht; (v) das Motiv GEEDLP
[SEQ ID NO: 98] wird auf der Oberflache jedes MN/CA IX-Molekuls 18x wiederholt. In den ersten Schritten der
Entwicklung neuer Medikamente werden Oligopeptid-Display-Genbanken verwendet [Winter, J., supra]. Selek-
tierte Oligopeptide kénnen als fliihrende Verbindungen fiir die computergestutzte Konstruktion neuer Molekdile,
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 fir 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 durchgefihrt.

[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 fiur 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 frihreife Terminierung der Translation und fiihrte zu der Synthese der Prote-
inmolekdule, die in grolRer Mehrheit mit vollstandiger Lange 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 fiir zwei weitere Screeningrunden verwendet.
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[0235] Nach dem Sequenzieren mehrerer unabhangiger 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 ahnliche 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 Carboanhydrataseaktivitat, eluieren, gibt an, dass die Peptide an die CA-Doméane des MN-Proteins bin-
den.
(b) Analoges Screenen der Heptapeptid-Phage-Display-Genbank wird unter Verwenden von Collagen |,
von dem gezeigt wurde, dass es an das MN-Protein bindet, fur die Elution der Phagen durchgefihrt. Ver-
schiedene(s) Peptid(e), die an (einen) andere(n) Teil(e) des MN-Proteinmolekiils binden, werden erwar-
tungsgemal identifiziert. Nach dem Identifizieren solcher MN bindenden Peptide sollen die entsprechen-
den, synthetischen Peptide dann auf ihre biologischen Wirkungen analysiert werden.

Beispiel 4
Zuganglichkeit des in Tumorzellen und im Magen exprimierten MN-Proteins in vivo

[0237] Lewis-Ratten (384 g), die einen subcutanen BP6-Tumo (ungefahr 1 cm Durchmesser), der das
MN-Protein von Ratten exprimierte, trugen, wurden intraperitoneal (i. p.) mit '®I-M75-MAK (2,5 x 10° cpm) in-
jiziert. Funf Tage spater wurden 0,5-1 g-Stiicke des Tumors und der Organe gewogen und ihre Radioaktivitat
wurde mit Hilfe eines Gamma-Zahlers gemessen.

[0238] Tabelle 2 fasst die Ergebnisse zusammen. Die héchste Radioaktivitat war in dem Tumor vorhanden.
Eine relativ hohe Radioaktivitat 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 Hohe an Radioak-
tivitat bei, was anzeigt, dass der M75-MAK nur einen begrenzten Zugang zu dem MN-Protein besal}, das der
Magenschleimhaut ausgesetzt wurde.

Tabelle 2

Verteilung der Radioaktivitat von '°I-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
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 gegeniber 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
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MN-Proteinen betrachtet. Ein Western Blotting erkennt jedoch keine kleinen Unterschiede auf der Ebene des
Proteins. Im Gegensatz dazu ermdglicht FACS den Nachweis einzelner, MN-positiver Zellen, eine Berechnung
ihres Prozentsatzes in der analysierten Population, eine Abschatzung 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 Oberflache 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 adharenten Zellen wie in HeLa-Zellen von der Zelldich-
te abhangig 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 flihrte eine Abnahme der Serumkonzentration, wahrscheinlich aufgrund einer geringeren Dichte, die die
Zellen wahrend 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 ungeféhr 5% héheren Pro-
zentsatz an Zellen im Zyklus. Diese Tatsache gab Anlass zu der Analyse der Verteilung der Zellzyklen der
MN-positiven CGL3-Zellen unter ungiinstigen Wachstumsbedingungen nach der Induktion der Apoptose.

Apoptose

[0243] Die CGL3-Zellen wurden mit verschiedenen Wirkstoffen einschlief3lich Cycloheximid, Actimonycin D
und Dexamethason zu einem apoptotischen Tod stimuliert.

[0244] Die FACS-Studie zeigte, dass der Ausbruch der Apoptose in MN-positiven Zellen verzogert ist, was
eine schiitzende Rolle von MN in diesem Prozess nahe legt. Es wurde auch beobachtet, dass die Induktion
von Apoptose zu der Herunterregulierung der MN-Expression auf zeitabhangige Weise fiihrte. Das gleiche
Phanomen wurde fir das anti-apoptotische Protein Bcl-2 beschrieben und es besteht die Meinung, dass die
Herunterregulierung bestimmter Gene wahrend der Apoptose die Zellen dafiir sensitiviert, einen apoptotischen
Tod zu durchlaufen. Um die Rolle von MN in der Apoptose zu belegen, wurde eine dhnliche Studie mit Zellen,
die mit MN-cDNA transfiziert worden waren, durchgefihrt.

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

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 Uiber die Internationale Anerkennung hinterlegter Mikroorganis-
men zum Zwecke von Patentverfahren und Regulierungen desselben (Budapester Vertrag) vorgenommen.
Das Aufrechterhalten einer lebensfahigen Kultur wird vom Tag der Hinterlegung an dreiRRig Jahre lang gewahr-
leistet. Die Hybridome und Plasmide werden durch die ATCC gemal den Bestimmungen des Budapester Ver-
trags zuganglich gemacht und sind Gegenstand einer Ubereinkunft zwischen den Anmeldern und der ATCC,
die die uneingeschrankte Zuganglichkeit der hinterlegten Hybridome und Plasmide fiir die Offentlichkeit und
gleichzeitig das Erteilen des Patents aus der vorliegenden Anmeldung gewabhrleistet. Die Verfligbarkeit des
hinterlegten Stamms soll nicht als Erlaubnis zum Ausflihren der Erfindung in Zuwiderhandlung der Rechte, die
unter der Autoritat jeder Regierung entsprechend den geltenden Patentgesetzen erteilt werden, angesehen
werden.
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Hybridome Hinterlegungsdatum ATCC Nr.
VU-M75 17. September 1992 HB 11128
MN 12.2.2 9. Juni 1994 HB 11647
Plasmide Hinterlegungsdatum ATCC Nr.
Ada 6. Juni 1995 97199
XE1 6. Juni 1995 97200
XE3 6. Juni 1995 97198

[0247] Die Beschreibung der vorhergehenden Ausfihrungsformen der Erfindung wurde zum Zweck der Ver-
anschaulichung und Beschreibung angegeben. Sie soll nicht vollstadndig sein oder die Erfindung auf eine exakt
offenbarte Form einschranken und es ist offensichtlich, dass in Anbetracht der obigen Lehren viele Modifikati-
onen und Variationen mdglich sind. Die Ausfihrungsformen wurde dazu ausgewahlt und beschrieben, um die
Prinzipien der Erfindung und ihre praktische Anwendung zu erldutern, um so anderen Fachleuten zu ermdgli-
chen, die Erfindung in verschiedenen Ausfihrungsformen und mit verschiedenen Modifikationen, wie sie fur
den bestimmten Zweck in Betracht gezogen werden, zu verwenden.

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

caaatccagg

actcagggaa

atatecceat
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ctacectettt acctgettce tggtggagte

cagceagagg

ggaagcagge

cetgcatagt

tgectgtgea

ggcacaggge

gagtcagect

cgtacagcee

tgcecccagee

ctgetgergt

gaggattcec

etgeecagty

ggagaggagg

gagggeteec

ccccagaata

ttecaggagyg

acatggggygg

cagggttage

gecaggtggt

cacacctgec

Cagataaace

geteeoetee

gtacacaccg

cctggcteee

eactgetget

ccktgggagy

aagaggatte

atctacetgg

tgaagttaga

atgcccacag

ttcatgacte

ccccagetee

tgaggetgge

gecttgggtt

cctcacteca

tgtgagactt

aggcttgete

tgtgetggga

tctgttgate

tectggtgeet

aggctettcet

acccagagag

agaggaggat

ggatctacct

ggacaaagaa

ceetegeata

ggaggggaga cigtactcee cacagaagee

agggatgtat
cctgeettte
tggcaageag
ccaagetagt
cececcatect
tggctecate
cteoceccace
caceccacag
ceggecectg
gtecateces
ggggaagatyg
gaggatccac
ctacctgaag
actgttgagg
ggtaagtggt
ccccngcct;

cttccagagg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3730

3780

3840

3900

3960

40320

4080

eccccactete ggaggtagas agggacagat gtggagagaa 4140
aataaamagg gtgcaaaagg agagaggtga getggatgag atgggagaga agggggagge 4200

tggagaageg aaagggatga gaactgeaga tgiagagaiaaa satgtgcaga cagaggaaan 4360

aaataggtyy agaaggagag tcagagagtt tgaggggaag agasaaggaa agettgggayg 4320

gtygasgtggg taccagagac aagcaagaag agetggtaga agtcoatetca tettaggeta 4380

caatgaggaa ttgagaccta ggasgaaggg acacsgeagg tagagaaacy tggettettg 4440

actcccaage caggaatttg gggaaagggg ttggagacca tacaaggcag agggatgagt 4500
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ggggagaaga

tgaagtgece

caggctggag

tgattctect

ceggetastt

cgaactectg

cgtgagccae

ttgcaagcetg

tetectgtge

gcatctgegt

cggtteatec

acacccacee

cgtcectgaa

tttctaccey

caccecagyge

cccggtggat

cctgggette

aagaagggag

actcacttee

tgcaatggeg

gecteagoct

tttgtatttt

atctcaggty

agegeetgge

gtaggattge

tttgcacctyg

ttgtgacate

ttttcattta

getgeacaga

cactggtecc

ggttecctaa

gaceccgeect

atcegecece

cagetecege

DE 699 37 364 T2 2008.07.17

aaaggaaaga
| $344-1-2-1.3 4]
cgatetegge
ctagecaagt
tagtagagac
atceaaccac
ctgaagecage
tgtttggece
gcocgettaa
gttttggteg
tacaggggat
cccaatotygg
gggegteeca
gticctgace
ggceccgggt
agetegecge

cgeteecaga

tggtgtacte

tttttgagac

tcactgcaac

agetgegatt

ggggtttege

cetggeetee

cactcacttt

acccagetge

ggeatttgtt

ccaggaaggg

gaccagagtc

gaacccaget

ceLgecgeee

taggcgteag

gtecccages

cttetgeecy

actgegecty

actcatttgg
aaacttteac
ctecacctee
acaggceatge
catgttggte
caaagtgety
tacagaccet
ggtgttgagt
acccgtaaty
attggggete
attggegeta
ctgtggatct
accgteccac
acttecteac
tgcegegggec
geectgegec

cgcaacaatg

gactcaggac

ttttgttgee

cgggtteaag

goecaccacge

aggctggtet

ggattatagg

asgacaatga

ttgggtgegy

ctectgtaag

taagecttgag

tggaggtgag

ccectacage

ccectcacet

tatactetee

gectteocagte

ccctggaact

gecacagtgyg

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

8320

5280

5340

5400

5460

5520

tgagggggte teceegecga gacttgggga tggggegggg cgoagggaayg ggaacegteyg 5580
cgeagtgoct gecegggggt tgggetggec ctacegggeg gggecggetc acttgoctot 5640

cectacgeag tgeaactgac cetgectect gggetagaga tggetetggg teccgggegg 5700

gagtaceggg ctctgeaget goatctgeac tggggggetg caggtcgtee ggacteggag 5760

cacactgtgg aaggccacceg tttecctgec gaggtgageg eggactggec gagaagggge $820

Aanggageqgy ggoggacggy ggccagagac gtggecctet cctacccteg tgteetttte 5880

agatccacgt ggttcaccte agcacegeet ttgecagagt tgacgaggec ttggggegee 5540
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cygggaggaect
teceogettt
cagcaagcectc
cacecactgt
tctaaggage
taaagatggt
aggtgttcat
atggctacat
gctaggttca
ccaggc;gga
gggattctee
agctaattet
caaactcety
tgagccaceqg
tcagagaaat
cttaacatta

gtecaggacct

ggcegtgttg

gcecateeccat

actcaggece

gaaccagygca

ccacagecag

ggtcacagag

tgcagaggaa

acaccatgat

ctcactcact

gtgcagtggt

tgeecteaget

teteegtatt

gecteaagty

tgcccageda

gectecatea

ggttcataag

cacctgaaaa
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gecgectttc tggaggtace agatcctgga

getecteceqg
ctggetgaca
ceageecceea
tgggggagge
gaggtgacac
acagaatgtg
tagaggagge
tttatttatg
gtgatecttgg
tectgagtag
tttagtagac
atccgeetga
cactecactga
tagcatgtea
caaaataaga

gecaaacaca

gactctateg

aactcattca

acaaggattc

tgacatgaca

ttaaagectt

caaagactca

ccagtaaagy

tatttatttt

gtcactgecaa

ctggggtrac

agggttteac

eteagectac

ttctttaaty

atatgttcat

aaaaagaata

gaatcatgaa

tggagecaga

cgcactgttt

tgaagetgta

gacacatagg

cactggtaga

gaatatggce

gaagggatygg

tttgacagte

ctteegeoete

aggtgtgtge

catgttggte

caaagtgctg

ccagccacac

actecttaggt

ataaataaaa

ggtgaatgea

caceeectac

gacceccarce

gttcatttaa

ggtecettgec

aaggacatag

aaagaaaagg

tatttaggga

tgagatgect

tetotatege

ccgggttcaa

caccatgece

aggetggtet

attacaagtg

agcacaaagt

tcatgatgtt

gaagtggcat

gaggtgacac

6000

6060

6120

61860

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

€780

§040

6500

6960

caacacaaag gtgtatatat ggtttcctgt

ggggagtatg tacggaggea geagtgagtg 7020

agactgcaaa cgtcagaagg gcacgggtca ctgagagect agtatcctag taaagtggge 7080
tetcteccte totoctecage ttgtcattga aanccagtee accaagettg ttggttegea 7140
cagcaagagt acatagagtt tgaaataata cataggattt taagagygag acactgtetc 7200
taaaaaasnas Aacaacagca aAcaacaaaad geaacaacea ttacaatttt atgttecete 7260
agecattcetca gagetgagga atgggagagg actatgggaa cccectteat gttecggeet 7320

tcagccatgy cectggatac atgcactcat ctgtettaca atgtcattec coccaggaggg 7380
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cccggaagaa
aggtcagttt
tggagettca
gagceagege
ctgcetacag
ccageacttt
gccaacatgg
gggtgectgt
ggcagaagtt
gactcttgee
aaaaasacaag
cterttetga
ttattggaaa
ctagaccttt
gttttgtata
tetrtttett

gecaggetgce
gggattcatt

atggtacaca
‘cétcécttcc
caggectett
agggectgea
gaaactgtat

tagatcctet

aacagtgeet
gttaggtetgy
ggtetgagge
tcatcttgat
attgaaaacc
gggaggccaa
tgaaacccca
aatcccaget
gcagtgagee
tcaadaaaaa
accaaaaaat
gaactgttta
tegttetett
taggttictg
gttatcaata
teeeeetete

tectcaaacte
ttttetetet

gagttaagag
cteoeeacett
ccagtﬁgctc
cttagtgasag
ccetatacee

tcacaggcte
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atgagcagtt

ccactaatet

tggagatagg

aataaccatg

aagcasaaac

ggcaggtgga

tetetactaa

actcegggagyg

gagategtge

AAAAAadDADE

ggtgtttgga

tctttaataa

cttagtcact

ctagactagg

tteatattta

ttttttacat

ctgaccttgt

aatgtgctct
tgtagactea
ceettetete
caaageecty
aagtggtcte
tgaagettta

agagactcag

gcetgtetege

ctgtggeeta

ctecctocag

aagctgacag

cgeegggeac

teacgaggte

aaatacgaaa

ctgaggcagqg

cactgeacte

gaaaaccaag

aattgtcaag

gcatcaaata

cttgggteat

tagaactetg

tttacaagtt

ctttagtaga

gatccaccag
gggcttaaac

gacggtette

cttectttet

tacttetstt

agagttgagt

agggggtgca

gtcecaggac

ttggaagaaa

gttcataaag

tgcaggaggg

acacagttac

ggtggeteac

aagagatcaa

aaatagccag

agaatggecat

cageetggge

caaaaaccaa

gtcaagtety

ttttaacttt

tttaaatcte

cctttgcatt

attcagatcea

gacagggttt

ceteggecte
ttgtggeaca

cttetttect

ttettectet

tgagttaacg

taccttggct

atgtagatga

tggacatate
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tegetgagga

aatcaccctt

attgaagcat

ccgeaaacgg

gectgtaate

gaccatcctyg

gegtggtage

gaaccoggga

aacagageya

aatgagacaa

gagagctaas

gtaaatactt

acttactcta

tottgtgtet

ttttrretty

caccatattg

ccaaagtget
gcactttatg

tetettectt

cttgetteet

tottatggga

tetgygaggt

gaccecaaca

tgcacteetyg

7440

7500

7860

1620

7680

7740

7800

7860

7320

7980

8040

8100

8160

8120

8280

8340

8400
B460

8520

8580

8640

8700

8760

8820



cectetgact
cagggtgtca
ctggggtaty
caggagaaga
gggaggctga
agtgtgacec
gtatgcggee
gagtttgaga
atttatttat
cctgaggggc
cceacactgt
gtgactctcy
aggcctcctc
tgtoctggtet
attggtggte
geetggetge

ccatteagec

teageegeta

tctggactgt

tgtggacaca

aagaaatcaa

gatgggagaa

catctetace

tagtcecage

ctgeagtgag

aaaagaaate

tggttgtgag

ccactgacet

gctacagetg

ceotgetgga

ceceoeccages

acagccegece

tggtgagteot

ccagggetge
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¢ttecaatat

gtttaaccag

gtgggtgcegg

ggctgggete

taggtttgage

aaaaaaacce

tactcaagga

ctatgatece

aagaggetgyg

ctggectggy

ceetagetec

aacttocgag

gtggacagcea

agtagtcect

tctcacatet

gececetecte

gaggggtete

acagtgatge

gggaaagagyg

tgtggettac

ccaggagtte

Caacaszaacc

ggetgagota

accactgcet

atggggaata

accettgtte

acaccctote

cgacgcagce

gtecteggge

tatcotecea

cettettete

ttogtoctga

tgactacace

tgagtgctaa

atgtaagatg

geetataate

aagacaagge

asaaatagcee

ggaagatcge

accatcttta

caggagetygg

cctgteoatge

tgacaccety

tttgaatggg

tgetgageea

tgtgtgtgcec

tocagtecag

tgocaggaga

tcaggaccge ctcotgetece tectoetttte
accccaacee caatattaga gaggcagatc atggtgggga ttcceccatt

gctaattgat tagaatgaag cg:glgnlat

ccocceetttt tttaaagata gggtotcact

cgatcatagc tcactgcage ctcgaactee

ctcaaageac tgggactgta ggcatgagcc

ttggcetttta ggaageaaaa acggtgetta

cecttggetg gectottetg gagactgagqg

cteceageat ceetetegea

ctgtttgece caggetaggs

taggetesagy caatecttte

actgtgectg gocecaaacy

tottacccet totogtgtat

cactatyggy ctygectgaga
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gecetgtgee

gecaggtggge

agatgagaaa

ccaccacgtt

ggggcaacat

gggecatggty

ttgattccag

ggatacattt

agggtggage

catgaaccea

tggggaccty

cgagtgatty

ggtacagett

agtgtetgte

ctgaattect

cteetecagea

tgcagaacag
gtccccagag

aaagaatcec

tgttgtggea

accttagcett

geecttttac

ccacceteat

actegggygca

88nq

8940

5000

9060

9120

9180

$240

9300

95360

8420

9480

9540

9600

9660

8720

8780

9840
99500

9960

10020

lo080

10140

10200

10260



g93g9tggtyg
aaagcagece
ttttgetgte
tgacccttte
atgcaaatga
gaaggyugaac
agaggcetgga
actgtectgt
aatatttata
gaatttccta
tcggecteet
<210> 6
<2il> 37
<212> PRT

<213>»

<400> 6

agtgeactga

tctetgetet

accagegteg

ttcaggcaca

gectgcteety

caaagggggt

tettggagaa

cctgotcatt

ataaaatatg

ttactgttat

tecacacate

BUMAN
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ggcaggtgte
ccategeagy
cgttecttgt
agcttececeec
ggccagtttt
gtgagctace
tgtgagaage
atgccactte
tgttagtcac
tagcaccaat

actccaatgt

gaggaactct

tgacatccta

gcagatgaga

acecttgtyy

ctgattagec

gcocagcaga

cagccagagg

cttttaactg

ctttgtteee

ttagtggtaa

gttgetee

gcagacccet

gecctggttt

aggcagcaca

agtcacttea

ttteotgttyg

gytageccyay

catctgaggg

ccaagaaatt

caaatcagaa

tgcatttatt

ctteccttece
ttggectect
ggtattacac
tgcaaagege
tgtacacaca
actggagect
ggagecggta
ttttaaaata
ggaggtattt

ctattacagt

Bet Ala Pro Leu Cys Pro Sexr Pre Trp Leu Pro Lou Leu Ile Pxo Ala

i

10

is

Pro Ala Pro Gly Leu Thr Val Gln Leu Leu Leu Sex Leu Leu Leu Leu

20

Mot Pro Val Hig Pro

35

<2105 7
<231> 25
«212> DEA
<213> EUMAN

<400> 7

tggggttectt gaggatctoc aggag

25

30
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10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10898

25



<210>
<21ll>
<212>
<213>

<400>

L]

26
DRA
HUMAN
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ctetaactte agggagecet cttctt

<210>
<211>
<212»
«213>»

<220>»
<221>»

<222>

<400>

48

Primer Bind
(1) .. (48)

cuacuacuac uaggccacge gtegactagt acgggnnggg nngggnng

<210> 10
<211> 6
<212> PRT
<213> HUMAX

<400> 10

Glu Glu Asp Leun Pro Ser
5

1

<210> 11

<211l>

&

<212> PRT
<213> HUMAN

<400>

Gly Glu Asp Asp Pro Leu

1

<210>
<211>»
<212>
<213>

<400>

11

5

12
21
PRT

12
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Asn Asn Ala His Arg Asp Lys Glu Gly Asp Asp Glm Ser His Trp Arg
1 5 10 i5

Tyr Gly Gly Asp Pro
20

<210> 13
<211> 16
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 13
His Pro Gln Arg Leu Pro Arg Met Gln Glu Asp Ser Pro Leu Gly Gly
by s 10 15

<210> 14
<211> 24
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 14
Glu Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu
1 5 10 15

Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly
20

<210> 15
<211> 13
<212> PRT
<213> EUMAN

<400> 15
Leu Glu Glu Gly Pro Glu Glu Asn Ser Ala Tyr Glu Gin
1 s 10

<210> 16
<211> 16
<212> PRT
<213> HUMAW

<400> 16

" Met Arg Arg Gln His Arg Arg Gly Thr Lys Gly Gly Val Ser Tyr Arg
1l S 10 15
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<210> 17
<211> 45
<212> DRA
<213> EUMAN

<400> 17
gtcgetaget ceatggatcea tatgcagagg ttgeccceggs tgcag 45

<210> 18
<211> 43
<212> DHA
<213> EUMAN

400> 18
gaagatctet tactegagceca ttetecaage tecagectet agg 43

<210> 1%
<211> 10
212> DHA
<213> HUMAN

<400> 1%
ctecatetet 10

<210> 20
<211> 10
<212> DHA
<213> EUMAN

<400> 20
ccaccceccat 10

<210> 21
<3ll> 205
<212> DHA
<313> HUMAR

<400> 21
acetgecect cacteccacee ccatcetage tttggtatgg gggagaggge acagggaccag 60

acaaacctgt gagactttgg ctccatetet gcaaaaggge gotetgtgag tcagectget 120
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ccectocagg cttgetecte ceccacecag ctotegttte caatgcacgt acagccegta 180

cacaccgtgt gcotgggacac cocac 205

<210> 22
<211» B
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 22
Leu Glu Bis Eis Bis His His His
1 5

<210> 23
<211> 10
<212> DNA
<213> HUMAN

<220>

<321> versch Eigenschaften
<222> {1)..(10)

<400> 23
YYycayyyyy 10

<210> 24
<211» 10
<212> DRA
<213> HUMAN

<300>
<301» Locker und Buzard,

<3035 DHA-Sequenzierung und Kartierung
<304> 1

<306> 3-11
<307> 19890

<400> 14
tgtgagactt 10

<210> 325
<211> 4
<212> PRT
213> BEUMAN
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<220>
<221> Stelle

<222> {1)..(4)

<400> 25
Ser Pro Xaa Xaa
b1

<210> 26
<211> 4
<212> PRT
<213> HUMAN

<220>

<221> Stelle
€222> {(})..{4)

<400> 26
Thr Pro Xaa Iaa
1

«210> 27
<211> 540
<212> DMA
<213> RUMAN

<220>
«221> Promotor

<222> (1)..(540)

<400> 27

cttgetttte

ggetececta

acatgagetyg

ccottctgty

ctgggtagtg

ccatggecee

agetttggta

attcaagete

gcagoeotgee

etttcectet

cctggagetg

ccagggagayg

gataacctte

tgggggagag

DE 699 37 364 T2

aagtttgtct
qtacctctt:
cagccagagyg
ggaagcagge
cctgcatagt
tgectgtgea

ggcacaggge

cccacatace
acetgettee
acatggggag
cagggttage
gccaggtggt
cacacctgee

cagacaaacc

cattacttaa

tggtggagte

cceotagetee

tgaggcetgge

gccttgggtt

cetecacteca

tgtgoagactt
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etcaccectey

agggatgtat

cctgecttte

tggcaagcayg

ccaagetagt

cccecatect

tggctecate

120

180

240

00

350

420
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totgecaaaag ggegetotygt gagteagect getecectec aggettgete cteccccace 480

cagetctegt ttocaatgca cgtacageecc gtacacaceg tgtgotggga caceccacag 540

<210> 28
<211> 445
<212> DHMA

<213> HUMAM

<220>

<221> Exon

<222> (1)
<223>

<400> 28
gcecegtacac

cctgtgecee

gecteactgt

ccccagaggt

ttctggggaa

attcacccag

gaggatctac

agaagaggge

gagatcctea

<210> 29

<211> 30
<212> DHA

1. Exon von MN

acecgtgtget

agcecectgge

gcaactgetyg

tgceccggat

gatgacccac

agaggaggat

ctggagagga

tccetgaagt

aAgaaccccag

<213> RUMAN

<220>
<221> Exon
<222>» {1)

<223> 2. Exon von MH

<400> 2%

gggatgacca gagtcattgg cgotatggag

gggacacece

tocetetgtt

ctgtcactgce

gcaggaggat

tgggegagga

coaceceggag

ggatctacct

tagaggatet

aataatgecc

acagtcagce

gatceéggee

tgettetggt

tcecocettgg

ggatctgsec

aggaggatct

gaagttaage

acctactgtt

acagggacaa

gecatggcetee

eetgetecag

gcctgtecat

gaggaggete

agtgaagagy

acctggagay

ctaaatcaga

gaggetecty

agaag
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50

100

150

200

250

300

350

400

445

30
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«210> 30
<21i> 171
<212> DHA
<213> HUMAN

<220>

<221> Exon

222> {1)

<223> 3, Exon von MN

<400> 30
gegaccegee ctggececgg gtgtoceceag cctgcgegygg cegettccay 50

tccceggtgg atatcecgeoec ccagetegec goecttetgee cggccetgeg 100

cecccetggaa ctectggget tecagetece geegetoesa gaactgegee ' 150

tgegeaacaa tggecacagt g m

«210> 3%
<211> 142
<212> DRA
€213> HUMAN

<220> ,

«221> Exon

<222 (1)

<223> 4. Exon von MN

<400> 31
tgcaactgac cekgectect gggetagaga tggetctygg tecegggegy 50

gagtaccgygg ctctgcaget geatctgeac tggggggctg caggtegtee 100

gggcteggag cacactgtgg aaggccaceg tttecctgec gag 143

<210> 32
<211> $3
<212> DNA
<213> HUMAN

<220>

<221> Exon

<222> (1)

<223> 5. Exon von MNH

64/118



DE 699 37 364 T2 2008.07.17

<400> 32
atccacgtgg ttcaccteag cacegecttt gecagagttyg acgaggectt

ggggeygeceg ggaggeetgy cegtgttgge cgeectitety gag

<210> 33
<211> &7
<212> DNA
€213> HUMAN

<220>

<221> Exon

«222> (1)

<223> 6. Exon von MN

<400> 133
gagggccegy aagaaaacag tgoctatgag cagttgergt ctegettgga

agaaatcget gaggaag

<210> 34
«211> 158
<212> DNA
<213» HUMAN

<220>

<221> Exon
<222> (1)
<223» 7. Exon von MH

<400> 24
getcagagac tcaggtcecca ggactggaca tatctgeact ccectgocetet

. gacttcagec gcotacttoca atatgagggg tototgacta caceogecctg

tgcccagggt gtcateolgga ctgtgtttaa ccagacagtyg atgetgagtg ctaageag

<110> 35
<211> 145
<232> PHA
<213> HUMAN

<220>
221> Exon
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<222> (1)
<223> 8. Exon von MH

<400> 35
ctccacacee tctotgacac cctgtgggga cctggtgact cteggctaca 50

goetgaacttc cgagegacge agectttgaa tgggcgagts attgaggccet 100

ccttecctge tggagtggac ageagteoete gggetgetga gecag 145

<210> 36
<211> 27
<212> DHA
<213> HUMAN

<220>
<221> Exon
<222>» (1)

«223> 9. Exon von MN

<400> 36
tecagetgaa ttcetgeeotg getgety ] 27

<210> 37
<21il> 82
<212> DEA
<213> HUMAN

<220>

<321> Exon

<222> (1)

<223> 10. Exon von MH

<400> 37
gtgacatect agccctggtt tttggeetee sttttgetgt caccagegte 50

gegtteettg tgeagatgag aaggcagoac ag 82
<210> 38

<211> 191

<212> DHA

<213> HUMAN

<220>
<221> Exon
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€222» {1)
<223> 11. Exon von MH

<400> 38
aaggyyaacce aaagggogtyg tgagctaccg cccagcagag gtagecgaga 50

ctggagcceta gaggetggat cttggagaat gtgagaagec agccagagge 100
atctgagggy gagceeggtaa ctgtectgte ctgetecatta tgecacttee 150
ttttaactge caagaaattt tttaaaataa atatttataa t 151
<210> 39

<21)> 1174

<212> DNA

<213> HUMAN

<220>

¢221> Intron

<222» {1)..{13174)
«223> 1. Intron von MN

<400> 39
gtaagtggtc atcaatctec asatceaggt tecaggaggt teatgactee ccteccatac 60

ccecagectag getetgttca ctocagggaag gaggggagac tgtactccec acagaagece 120
ttecagaggt cccataccaa tatecccate cccacteteg gaggtagaaa gggacagatg 180
tggagagaaa ataaaaaggg tgcasaagga gagaggtgag ctggatgaga tgygagagaa 240
gggggaggct ggagaagaga aagggatgag aactgcagat gagagaaaaa atgtgcagac 300

agaggaaaaa aataggtgge gaaggagagt cagagagttt gaggggaaga gaaaaggaaa 360
gettgggagg tgaagtgggt accagagaca agcaagaaga getggtagaa gteatoteat 420
cgtaggetuc aatgaggaat tgagacctag gaagaaggga cacageaggt agagaaascgt 480
ggcttcctga cteccaagee aggaatttgg ggaaaggggt tggagaccat acaaggeaga 540
gggatgagty gugagaagaa agaagggags aaggaaagat ggtgtactea ctcatttggg 600
actcaggact gaagtgeeca ctcacttttt tttttttttt ttttgagaca aactttcact 660

tttgttgece aggcetggagt geaatggege gatctogget cactgcaace tecacerees 720
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gggttcaagt gatteteetg cetcagecte tagecaagta getgegatta caggeatgeg 780
ccaccacgee cggetaattt ttgtattttt agtagagacg gggtttegec atgttggtca 840
ggetggtoete gaactectga totcaggtga tecaaccace ctggectecc aaagtgetgg 300
gnttntaggé gtgagccaca gegectggee tgaagecagee actcactttt acagacceta 9§60
agacaatgat tgcaagctgg taggattget gtttggececa cccagetgeg gtgttgagtt 1020
tgggtgecggt ctectgtget ttgeoacctgg ccocgettaag geatttgtta cccogtaatge 1080
tcetgtaagg catctgegtt tgtgacateg tittggtege caggaaggga ttggggetet 1140
sagctitgage ggttcatcot tttcatttat acag 1174
<210> 40
<211> 193
x212> DEA
<213> HUMAM
<2230>

221> Intron
€222> {31)..(193)

<223> 2, Intron von MN

<400> 40
gtgagacacc cacccgetye acagacccaa totgggaace cagetetgtg gatcteceet 60

acagccgtee ctyaacactyg gteccggygceyg teccaccege cgeccacegt cecacecect 120

caccttttet accegggtte cctaagttece tgacctagge gtcagactte ctcactatac 180

tcteecacee cag 183

<210> 41
<211: i3
<212> DHA
<213> HUMAN

<220>»

<221> Intron

<222> {1)..(131)

<223> 3. Intron von MN

<400> 43
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gtgagggggt ctccccgecg agacttgggg atgggagogog gcgeagggaa gggaaccgte 60
gegoagtgce tgoceggggg ttagactgge cctacceggge ggggecgget cacttgecte 120

tcectacgea g 131

«210> 42
<211l> BY
<212> DNA
<213> HBUMAN

<220>»

<221> Intron

<222> {1),.(89)

<223> 4. Intron von MN

<400> 42
gtgagegegg actggecgad aaguggcaaa ggagcgagge ggacggggge cagagacgtg 60

geectetecot accctegtgt cetttteag 89
«210> 43

<211> 1400

<212> DHA

<213> HUMAN

<220

221> Intron

<222> (1)..(1400)

<223» 5. Intron von MN

«<400> 43
gtaccagatc ctggacacce cctactesee gettteccat cccatgetee tcceggacte 60
tatcgtggag ccagagacec catcccagea agetcactea ggecectgge tgacaaacte 120

nttcacgpac tgtttgttca tttaacaccc actgtgaacc gggcaccagc ceccaacaag 180
gattctgaay ctgtaégtcc ttgcctotas ggageccaca goeagtgggg gaggctgaca 240
tgacagacac ataggaagga catagtaaag atggtggtca cagaggaggt gacacttaaa 300
gecttcactg gtagaaasaga asaggaggtg ttcattgcag aggaaacaga atgtgcaaag 360

actcagaata tggectattt agggaatgge tacatacace atgattagag gaégccaagt 420
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aaagggaagg

attteettga
tgcaacttee
gttacaggtg
ttecaccatgt
cctaccaaayg
taatgcecage
ttcatactct
gaataataaa
atgaaggtga
gtatgtacgg
agectagtat
agtecaccaa
gattttaaga
aaccattaca
gggaacccee

ttacaatgte

<210>
<21ll>
<212>»
<213>

44
1334
DRA
RUMAR

<220>
<2231>
<222>
<2323>»

(1) - e

<400> 44

gatggtgaga
cagtetetet
gecteeecqgygy
tgtgccacca
tggtcaggct
tgctgattac
cacacagcac
taggtteatg
taasagaagt
atgcagaggt
aggcagcagt
cctagtaaay
gettgttggt
gggagacact
attttatgtt
ttcatgttes

atteccccag

Intron

(1334)
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tgectgetag gttcactocac tocacttttat ttatttattt

gtegeccagy

ttcaagggat

tgeccageta

ggtctcaaac

aagtgtgage

aaagttcaga

atgttcttaa

ggcatgteag

gacaccaaca

gagtgagact

tgggetotet

tcgeacagea

gtctctaaaa

cectcageat

ggecttcage

6. Intron von MH

ctggagtgca

toctectgect

atttetetet

tecctyggeete

caccgtgeee

gaaatgocte

cattaggtte

gacctcacet

caaaggtgta

gcaasacgtea

ceetetetet

agagtacata

aaaaaaacaa

tcteagaget

catggcectg

gtggtgtgat
cagcettectg
gtatttttag
aagtgatceg
agecacacte
catcatagea
ataagcaaas
gaaaagccaa
tatatggttt
gaagggcacg
ccagettgte
gagtttgaaa
cagcaacaac
gaggaatggy

gatacatgca

cttgggtcac

agtagetggy

tagacagggt

cectgacteag

actgattctt

tgtcaatatyg

taagaaaaaa

acacagaate

cetgtgggga

ggtcactgag

attgaaaacce

taatacatag

A3AA4AgCAAC

agaggactat

cteatetgte

480

540

600

€60

720

780

840

%00

960

1620

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1400

gtcagtttgt tggtotggee actaatctet gtggectagt tcataaagaa tcaccetteg 60
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gagcttcagg

gccagegetce

gectacagat

agcactttgy

caacatggtg

gtgeetgtaa

cagaagttge

ctettgtete

aaaacaagac

ttttctgaga

gttggaaate

agacctttta

tttgtatagt

trettetete

caggetgete

gattcatttt

ggtacacaga

tetgaggetrg

atcttgataa
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gagatggget ccctceagtg caggagggat tgaagcatga

taaccatgas

tgaaaaccaa gcaaaaaccyg

gaggccaagyg
aaaccceate
tcccagctac
agtgagccega
aaaaaddaaa
caaaaaatgyg
actgtttate
gttetettet
ggttrectget
tatcaatatt
tetetetete
tcaaactect

tectttttaa

caggtggate
tetactanaa
tecgggagget
gategtgeca
aaaiaaaaga
tgtttggaaa
tttaataage
tagtcactet
agactaggta
catatteatt
ttttn&a:ct
gaccttgtga

tttgetotgg

getgacagac

ccgyggeacgg

acgaggtcaa

atacgaaaaa

gaggcaggag

ctgcactcea

aaaccaagca

ttgtcaaggt

atcaaatatt

tgggtcattt

gaactetgec

tacaagttat

ttagtagaga

tccaccagec

gottanactt

gttaagagty tagactcaga cggtctttet
teccttecet cccaccettec cttctoteoet tectttettt cttoctetet tgottecteca 1140

acagttacece

tggeteacge

gagatcaaga

atagecagge

aatggcatga

gectgggcaa

aaaaccaaaa

caagtetygga

ttaactttgt

taaatcteac

tttgcattte

tcagatcatt

cagggtttea

tcggectece

gtggcccage

tetttcette

gcaaacgget

ctgtaateece

cecatectgge

gtggtggcgg

acccgggagg

cagagcgaga

tgagacaaaa

gagctaaact

aaatactitt

ttactctact

ttgtgtetgt

ttetottete

ccatattgge

aaagtgetgg

actttatgat

tcttecttee

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

ggectettce agttgcoteca aagccctgta cttttitttg agttaacgte ttatgggasg 1200

ggeectgcact tagtgaagaa gtggtctcag agttgagtta cctiggette tgggaggtga 1260

aactgtatce ctataccctg aagetttaag ggggtgcaat gtagatgaga ccccaacats 1320

gatcctette acag

<210> 45
<21i> 512
<212> DNA
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<213>»

<220>
«221> Intron

222> (1)..(512}
223> 7.

<400> 45
gtgggectygg gotgtgtgty

gagaaacagg agaagaaaga
cacgttggga ggctgaggty
caacatagtg tgaccccate
atggtggtat geggectagt
ttecaggagt ttgagactge
acatttattt atttataaaa
tggagccctg aggtgctggt
aacccaccca cactgtecac
<210> 46

<211> 114

<212> DHA
<213> HUMAN

<220>
<221>
<222>
<223>

Intron
(1)..{114)

c400> 46
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Intron von MH

gacacagtgg

aatcaagget

ggagaatggt

tetaccaaaa

cecagetact

agtgagcetat

gaaatcaaga

tgtgagetgy

tgacctecct

8. Intron von MN

gtgeggggga

gggctctgty

ttgagcccag

aaacceccaac

caaggaggct

gatcecasca

ggctggatgg

cotgggacee

ag

aagaggatgt

gettacgect

gagttcaaga

aaaaccaaaa

gaggtgggaa

ctgectacea

ggaatacagg

ttgtttectg

aagatgagat

ataatcceccac

caaggcggdag

atageeggge

gatcgettga

tctttaggat

sgctggagag

tcatgcecatg

120

180

240

300

360

420

480

512

gtacagettt gtetggtttc cccccageca gtagteoctt atccteccat gtgtgtgeca 60

gtgtetgtea ttggtggtca cageccgeet cteacatete ctttttctet ccag

<210> 47
<211> 617
<212> DNA
<213> HUMAN
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 47
gtgagtetge

agggetgete

atattagaga

gaatgaagct

tasagatagyg

actgcageet

ggactgtagy

aagcaaaaac

ctettetgga

tgcactgagg

tetgetetee

<210>

<211>

212>
<213>

48
130
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 48

Intron
{3)..{617)
9. Intron von MH

ccetectett

aggaccgect

ggcagatcat

tgagaaatct

gtcteactct

cgaactccta

catgagecac

ggtgettate

gactgaggcea

caggtgttga

atcgecag

BEUMAN

Intron
(1)..(130)
10. Intron von MH
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ggtectgatg

ctgcteccte

ggtggggatt

cccageatec

gtttgeecea

ggcteaggea

tgtgeetgge

ttaccectte

ctatgggget

ggaactetge

¢caggagact

tcettttety

ccececatigt

ctctegcaaa

ggctggggtyg

atectttcac

cccaaacgge

tegtgtatee

gootgagaac

agacecectet

ccteageace

cagaacagac

ccccagagge

agaatececc

ttgtggeacyg

cttagettet

gccttttactt

acccteatee

teggggeagg

tectteccaa

attcageece

cccaacccca

taattgatta

ccectttttt

atcatagote

caaagcacty

ggcettttagy

cttggetgge

ggtggtagag

agcagecete

60

120

180

240

300

360

420

480

$40

§00

617

gtattacact gaccctttct tcaggcacaa gettecceea cecttgtgga gtcactteat 60

geaaagegea tgcaaatgag ctgotectgy gecagittte tgattagocct ttcectgttgt 120

gtacacacag

<210> 49
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<211> 1401
<212> DHA

<213> HUMAN

<400> 49
caaactttca

cctcecaccte
tacaggcatg
ccatgttggt
ccaaagtget
ttacagacce
cggﬁgttgag
tacccgtaat
gattggggoet
cattggeget
tetgtygate
caccgtoeca
gacttocctea
ctgegeggge

ggecetgege

cttttgttge

cegggttcaa

cgecaccacg

caggetgygte

gggattatag

taagacaatg

tttgggtgeg

geteotgtaa

ctaagettga

atggaggtga

tececcotacay

ccoceteace

ctatactete

cgettecagt

eecctggaac
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cecaggetgga
gtgattctcece
ceeggetaat
tegaactect
gegtgageca
attgcaaget
gtctcetgty
gucatetgeg
geggtteate
gacaccecacce
ccgtecctga
ttttctaccq
CCaccccagy
ccecgatgga

tecetgggett

gtgcaatgge

tgecteagec

ttetgtattt

gatctcaggt

cagegeckgg

ggtaggacty

ctttgcaccet

trtgtgacat

ctttteatte

cgetgeacay

acactggtec

gggttcecta

cgaccegeae

tatcegecee

ccageteeey

geyatetegy

tctageocaag

ttagtagaga

gatceaacea

cctgaagcag

ctgttiggee

ggeecgetta

cgttttggte

atacagggga

acccaatety

cgggegtece

agttcotgac

tggecceygy

cagctcgecg

cegetoceag

ctcactgeaa
tagctgegat
eggggriteyg
cectggecte
écactcactt
cacccagetyg
aggeatttgt
gecaggaagg
tgaccagagt
ggaacccage
accegeegee
ctaggcgtea
tgtccoccage
cettetgeee

aactgecgect

gcgcaacaat ggecacagtg gtgagggggt ctecccgeeg agacttgggg atgggucogg

gcgeagggaa gggaaccgte gégcagtgcc tgcecggggg ttgggetgge

ggggcegget cacttgeete tcoctacgea gtgoaactga cectgecteoe

atggetetgg gtecegggeg ggagtacegg getctgeage tgcatctgea

gcaggtegte cgggetegga geacactgtg gaaggecace gttteectge

geggactgge cgagaagggg caaaggageg gggeggacgyg gggccagaga

tectaccete gtgtoccttit cagatcecacg tggttecacct cageacegece
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cetaceggge

tgggctagag

ctgggggget

cgaggtgage

cgtggeccte

tttgecagag

120

180

240

300

3&¢0

420

480

540

6§00

660

720

780

840

900

960

1020

1060

1140

1200

1260

1320
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ttgacgagge cttggyggege ccgygaggec tggecgtgtt ggccgecttt ctggaggtac 1380

cagatcetygg acacccccta © 1401

<210> 50
<211> 5%
«212> PRYT
«213> HUMAN

<400> 50
Ser Ser Gly Glu Asp Asp Pro Leu €ly Glu Glu Asp Leu Pro Ser Glu
1 5 10 15

Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro
20 25 30

Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Glu Val Lys Pro
35 40 ) 45

Lys Ser Glu Glu Glu Gly Ser Leu Lys Leu Glu
50 55

<210> 51
<211> 287
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 51
Gly Asp Asp Gln Ser Eis Trp Arg Tyr Gly Gly Asp Pro Pro Trp Pro
1 5 10 15
Arg Val Ser Pro Ala Cys Ala Gly Arg Phe Gln Ser Pro Val Asp Ile
' 20 25 30

Arg Pro Gln Leu Ala Ala Phe Cys Pro Ala Leu Arg Pro Leu Glu Leu
35 40 45

Lau Gly Phe Gln Leu Pro Pro Leu Pro Glu Leu Arg Leu Arg Asa Asn
50 55 £0

Gly His Ser Val Gln Leu Thr Leu Pro Pro Gly Leu Glu Met Ala Xeu
65 10 75 BO

Gly Pro Gly Arg Glu Tyr Arg Ala Leu Gln Leu ¥is Leu Eis Trp Gly
8s 8o 95

75/118



Ala

Pro

Asp

Len

145

Axg

Leu

Leu
235

Phe

Fro

Ala Gly

Ala Glu

115

Glu Ala
130

Glu Glu

Leu Glu

Asp Ile

Glu Gly

198

val Phe
210

8ex Asp

Arg Ala

<210> 52
<211> 20
<212> PRT
<213> HUMAR

<400> 52
Xle Leu Ala Leu Val Phe Gly Leu Leu Phe Ala Val Thr Sexr Val Ala

1

Arg

100

Ile

Leu

Gly

Glu

Ser

180

Sex

Asn

Thr

Thr

Phe Lou Val Gln

20

Pro Gly

HEis val

Gly Arg

Pre Glu

1590

Ile Ala
16%

Ala Leu

Leu Thr

Gln Thr

Leu Trp
430

Gln Pro
245

5
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Ser Glu His Thr Val Glu Gly His

Yal

Pro

138

Glu

Glu

Leu

Thr

val

215

Gly

Leu

His

120

Gly

Asn

Glu

Pro

Pro

200

Met

Pro

Asn

105

Leu

Gly

Ser

Gly

Ser

185

Pro

Leu

Gly

Gly

8er

Leu

Ala

Ser

170

Asp

Cys

Ser

Asp

Arg
250

30

Thr Ala

Ala Val
140

TYr Glu
185

Glu Thr

Pha Seor

Ala Gln

Ala Lys

220

Ser Aryg
235

val Ile
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Phe

125

Lou

Gin

Gln

arg

Gly

208

Gln

Leu

Glu

110

Ala

Ala

Leu

Val

Tyx

180

val

Leu

Gln

Ala

Arg
arg
Ala
Leu
Pro
175
Phe
Ile
His
Leu

Sex
355

15

Phe

Val

Phe

Ser

160

Gly

Gln

Trp

Thr

Asn

240

Phe
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<210> 53
<211> 2§
€212> PRYT
<213> HUMAN

<400> 53

Met Arg Arg Gln Ris Arg Arg Gly Thr Lys Gly Gly Val Ser Tyr Arg
1 5 10 15

Pro Ala Glu Yal Ala Glu Thr Gly Ala
20 25

<210> 54
<211> 5%
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 54
Ser Ala Ser Glu Glu Pro Ser Pro Ser Glu Val Pro Pho Pro Ser Glu
1 5 10 s

Glu Pro Ser Pro Ssar Glu Glu Pro Phe Pro Ser Yal Axrg Pro Phe Pro
20 25 30

Ser Val Yal Leu Phe Pro Ser Glu Glu Pro Phe Pro Ser Lys Glu Pro
35 40 45

Sexr Pro Ser Glu Glu Pro Ser Ala Ser Glu Glu
50 5%

<210> 55
<211> 470
<212> RNA
<213> BRUMAN

<400> §5
cauggecccg auaaccuuncu gocugugeac acaccugece cuncacuecac ccccaunccua 60

geunugguau gggggagagy gcacagggce agacaaaccu gugagacunu ggouccaucu 120
cugcaaaagyg goegoeuncugug agucagecug cuccocucca ggouugeucce ucccccacec 180
ageucucguu UCCAAUGCAC Juacageccg BVACACACCOU gugeugggac accccacagu 240

cagecgeaug gouccecocugu gocccagece cuggoucceu cuguugauce cggccceouge 300
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uccaggecuc acugugcaac ugcugeuguce acugougcoun cuggugecug wecauccceca 360
gagguugece cggaugcagg aggauuccec cuugggagga ggoeucuucug gggaagauga 420
cccacuggge gaggaggauc ugcccaguga agaggauuca cccagagagy 470
<210> 56
<211> 292

<212> DRA
<213> HUMAR

<400> 56 .
gtttttttga gacggagtet tgcatctgte atgeccagge tggagtagea gtggtgecat $0

ctcggetcac tgcaagetee acctecogag ttcacgcococat tttectgect cagecteceg 120
agtagctggg actacaggeg cccgecacca tgeccggeta atttttegta ttittggtag 180
agacggggtt tcaccgtgtt agccagaatg gtctegatet cetgactteg tgatecaccee 240

geocteggeet cccaaagttc tgggattaca ggtgtgagee accgeacetg ge 292

<210> 87
<211> 262
<212> DRA
<213> HUMAR

<400> §7
tttetttttt gagacagggt cttgctctgt cacccaggeoc agagtgcaat ggtacagtet 60

cagctcactyg cagectcaac cgectegget caaaccatea tcccatttea geetcctgag 120

tagetgggac tacaggcaca tgccattaca cctggetaat ttttttgtat ttctagtaga 180
gacagggttt ggccatgttg cccgggetgg tctecgaacte ctggactcaa gcaatccace 240
cacctcagee tcccaaaatg ag 262
<210> 58

<211> 2501

<212> DHA

<213> HUMAN

<320>
221> versch Merkmale
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<222> (1),

<400> 58
tgttgacteyg

agggttaaat

gcatgoetegt

gcggaaggcec

tgacettece

agaattatca

aaaagactta

catattcaaa

cattgteatt

taattacgtt

ttgagccatyg

ctttacctet

atggatgcac

gtaggtacte

tggcctttat

tgtttgtttg

. (2501)

tgaccttace

ggattaaggg

taagagtcat

gcagggtect

tccactateg

ataaaaaaat

¢gaatagtta

accagacyggce

ctttggatte

coaaacattt

agttgtagga

aagtcagttyg

tgtgaatett

agttttcagt

ctgtaataty

ttegtttett
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cccaacecty

cggtgcaaga

caccaateee

ctgcctagga

tecatgacce

aaatttaaaa

ttgataaatg

catcateaca

actagattag

aggggttaca

atgatgagtt

ggtageettt

gctatgatag

aattgettac

ggcatattta

tgagacggag

geagtggtyge catetegoct cactgcaage

cctgagcctc
gtatttttgg
tegtgateca
ctggccaatt
acatttectt

atatgctact

cegagtaget gggactacag

tagagacggg gtttcaccgt

ceecgectegg coteccaaay

ttttgagtet tttaaagtaa

ttattaatgt ggtgctgacg

ttttgeagte ctttcattac

tgcetetctga

tgtgetttgt

taatctcaag

aaaccagaga

tgccaaatee

aaaaaataca

aatagctatt

getcaagtet

tcatcateet

tgaagettga

tacacettac

ggettatttt

ttttecteca

ctaagacect

atacaatata

tottgeatet

aacatgagct

taaacagatg

taatcaggga

cctttgttca

ccetetgtga

aaalaadaaaa

ggtaaagceca

acctgatttg

caaaattete

acctactace

atgetgggga

tgtagetaat

cactttgeca

aagccctatt

atttttggayg

gtcatgecea

gtgtecacte

cttgaaggea

cacaaacact

cttgtttate

gaaacaceca

aaaaaaazaa

agtaaatgat

atctetttat

cecccaagtte

ttctttgett

ttaatttaaa

tttgtagtea

ctaggggtag

tetettgtac

ttttttegee

ggctggagta

tcecacercee gagticacge cattttectg

gegceegeea ccatgeccqgy

gttagecaga atggtctega

ttetgggatt acaggtgtga

asatatgtcet tgtaagetgg

gtcatatagyg ttettttgag

atttttotet ctteakttga
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¢taattttet
tetectgact
gecaccgead
taactatggt
tttggeatge

agagcatgtt

120

180

240

oo

360

420

460

540

§00

§60

720

780

840

900

560

102¢.

1080

1140

1200

1260

1320

1380



atatetttta

ttggtaccac

tgtaagaggg

attectetga

tttecttaage

tgcatcaagt

gttttatgct

ttgttattgy

taatctcaat

ttggtaggaa

tttecttett

atcatgatet

aagataattt

gggcgcagty

atttgectac

gatattgaca

gttterigte

gettcactty

ttggatcata

atgattcagg

cattgctgta

aagatatgct

gagaacatat

tttatataga

atatcatcat

tctgteagaa

ataagaatgt

actgtgttaa

ttasagatca

gtctttaaca

gctcacacet

ttotatatta

gggtttgece

tttgtttttg
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gettaaaagg ttceteteatt agectaacac

agtggasaaaa
tgaatetgac
tataggettt
aaagtttigt
aatgtetgea
cagggaaact
tggeccacys
ttggtacaa§
gaaactette
aaaaaagtat
ataatataat
gaatcaataa
gtaatcccag
tettctaaag
tcactcacta

ttettoetett

cagtcaagaa

actaagaaac

tectttguca

gagcectteet

tgtttocata

tgtteccteag

tttetgacet

aaatagetge

agttggtgtyg

gatettgete

cctttcaagy

tataatecect

cactttgggt

cagaattcat

gattgtgage

ttgagacagyg

attgcacagt

tcccctacct

gectgtgact

ccagagagag

tttcaggaat

tgacccaaaa

tggaaacaat

tatgtttectt

tgtcectngt

tgagaggtga

attatgtett

taaaggatta

ggccaaggtg

ctctetteee

teetgetecag

gtettgetet

agtgtcattg
aatacttgtt
gaggtetgag
geggactatt
gtctecatate
gtttgettgt
gaggtgggaa
taagggttca
gacattccac
ttttttgeaa
ggcattctta
tattataata
tatctttget
gaaggatcaa
tcaatatgat
ggcaggtage

gtcacccagyg

1440

1500

1560

1620

1€80

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2160

2320

2280

2340

2400

ccagagtgca atggtacagt ctcagetcac tgcagecteca accgeetegg cteaaaccat 2460

catcccattt cagectectg igtagctggg actacaggca ¢

<210> 59
<211> 292
<212> DHA
<213> HUMAN

<220>

<221> versch Merkmale

<222> {1)
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<400> 59
tttttttgag

teggetecact

gtagctggga

gaesgggattt

ccteggecte

acggagtctt

gcaagcteca

ctacaggege

cacegtgtta

ccaaagttct

<210> 60
<211> 262
<212> DBA
<213> HUMAN

<400> 60
ttettttitg agacagggte

agctcactyc agectcaace

agctgggact acaggcacat

acagggtttg gecatgttge

acctcagect coccaaaatyga

<210>

<211>

<212>
<213>

[ 31
254
DNA

<800> 61
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gcatctgtca tgeccagget

cetecegagt tcacgecatt

cegecaccat geceggetaa

gecagastgg teotegatete

gggattacay gtgtgageca

ttgetetgte acccaggeca

gecteggete aaaccatcat

gecattacac ctggetactt

cegggctggt ctcgaactee

ag

ggagtagcag

tteetgeoete

ttteetgtat

ctgacttegt

cegeaccetgy

gagtgcaatg

cccatttcag

tetttgtatt

tggactcaag

tggtgeccate

agecteecga

ttetggtaga

gatecacceg

cc

gtacagtcte

cctectgagt

tetagtagag

caatccacec

13¢

180

240

292

60

130

180

240

262

tttttttttg agacaaactt tcactttigt tgeccagget ggagtgcaat ggegegatet 60

cggetcactg caacctecac cteecegggtt caagtgatte toctgectcoa gectetagee 120

aagtagetyge gattacaggce atgegecace acgeccgget aatttttgta tttttagtag 180

agacggggtt tegecatgtt ggtecaggetg gtetegaact cetgatctea ggtgatcecaa 240

ccaccctgge ctcCcaaagt getgggatta taggcegtgag ecacagegee tgge

<210> 62
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<211> 276
<212> DNA
<213> HUMANW

<400> 62
tgacagtcte tetgtegecoce

teegecteoe gggttcangy
gtgtgtgeca ccatgeccag
tgttggtcag getggtctca
aagtgctgat tacaagtgtry
<210> 63

<211> 289%

<212> DHA

<213> EUMAN

<400> 63
cgeegggeac ggtggotoac

tcacgaggtc aagagatcaa
aaatacgaaa aaatagccag
ctgaggcagg agaatggeat

¢actgcacte cagcctggac

<110> 64
<211> 258
<212> DNA
<213> HUMAN

<400> 64
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aggetggagt geagtggtgt gatottgggt cactgceaact
gattctectyg cctcagette ctgagtaget ggggttacag
ctaattttett tttgtatttt tagtagacag ggtttcacca
aactectgge ¢ctcaagtgat ccgectgact cagectacca

agccacegtg cccage

gcctgt&atc ccageacttt gggaggecaa ggcaggtgga
gaccatecty gecaacatgyg tgaaacceea tctotactaaz
gegtggtage gagtgeetgt aatcccaget actceggoagyg
gaacceggga ggcagaagtt gcagtgagec gagategtge

aacagagcga gactcttgtc tecaaasaaa

aggetggget ctgtggetta cgoctataat cecaccaegt tgggaggetg aggtgggaga

atggtttgag cccaggagtt caagacaagg cggggcaaca tagtgtgacc ccatctctac

caaaanaacc ccaacaasac caasaatagec cgygeatggt ggtatgegge ctagteccag

ctactcaagg aggctyaggt gggaagateg cttgattcca ggagtttgag actgeagtga

gctatgatec caccactgee taccatcttt aggatacatt tatttattta taaaagaa
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60

120
180
240

276

60

120
180
240

2889

60

120
180
240

298
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<210> €5
<2115 105
<212> DNA
«<213> HUMAN

<400> 65
ttttttacat ctttagtaga gacagggttt caccatattg gccaggetge tctcaaacte 60

ctgaccttgt gatccaccag coteggcctc ccaaagtgct gggat 105

<210> &6
<211l> B3
<212> DHA
<213> HUMAR

<400> 68
cctegaactc ctaggetceag geaatecttt caccttaget totcaaagea ctgggactgt 60

aggcatgagc cactgtgect gge a3

<210> 67
<211» 11
<212> DHA
<213> HOMAW

<400> 67
agaaggtaag t . 11

<210> 68
<213> 11
<212> DRA
<213> HUMAN

<400> 68

tggaggtgag a . 11

<210> 69
<211> 1l
<212> DRA
<213> HUMANX

<400> 69
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cagtegtgag g

<210> 70
<211» 11
<212> DNA
<213> HUMAN

<400> 70
eccgaggtgag ¢

<210> 71
<211> 11
<212> DNA
«213> HUMAN

<400> 71
tggaggtace a

<210 72
<211> 11

' <212> DNHA
<213> HUMAN

<400> 72
ggaaggtcag t

<210> 73
<21l> 11
<2125 DNA
<213> HUMAN

<400> 73
agcaggtggg ¢©

<210> 74
<211» 11
<212> DEA
<213> HUMAN

<400> 74
gccaggtaca g
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11

11

11

11

11

11
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<31l0> 78
<211> 11
<212> DNA
<213> HUMAN

<400> 75
tgetggtgag t

<210> 76
<211> 11
<212> DNA
<213> HOMAN

<400> 76
cacaggtatt a

<210> 77
<211> 11
<212» DNA
<213> HUMAN

<400> 77
atacagggga t

<210> 78
«211> 13
<212> DHN’
<213> HUMAN

<400> 78
coocaggega ¢

<210> 79
<21l> 11
<212> DNA
<213> HUMAN

<400> 79
acgcagtgca &

<210> 80
<21l1> 11
<212> DNA
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11

11

11

11

11
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<213> HUMAN

<400> B8O
tttcagatec a

«210> 81
<211> 31
<212> DNA
<213> HUOMAN

<400> 81
ccccaggagy ¢

<210> 82
<211>» 1}
<212>» DEA
<213> EUMAN

<400> 82
tcacaggete a

€210> 83
<211» 11
<212> DRA
<2131> HUMAM

<400> 83
ccetagetee a

<210> 84
<211> 11
<212> DRA
€213> HUMAN

<400> 84
ctecagteca g

<210> 85
<211> 12
<212> DNA
<213> HUNMAN

<400> B85
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11

11

11

11

11
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tegocaggtaga ¢a

<210> B6
<211i> 11
<212> DMA
<213> HUMANW

<§00> 86
acacagaagg g

<21C> 87
<211> 377
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 87
Gln Arg Leu Pro Arg Met Glmn Glu Asp Ser Pro Leu Gly Gly
1 5 10

Ser Gly Glu Asp Asp Pro Leu Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ser
20 25 30

Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu
s 40 45

Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Glu Val Lys
50 55 60

Ser Glu Glu Glu Gly Ser Leu Lys Leu Glu Asp Leu Pro Thr
&5 70 15

Ala Pro Gly Asp Pro Gln Glu Pro Gln Asn Asn Ala His Arg
8% 90

Glu Gly Asp Asp Gln Ser His Trp Arg Tyx Gly Gly Asp Pro Pro
' 100 s 110

Pro Arg Val Ser Pro Ala Cys Ala Gly Arg Phe Gln Ser Pro Val
115 120 125

Ile Arg Pro Gln Leu Ala Ala Phe Cys Pro Ala Lou Arg Pro Leu
13¢0 135 140

Leu Leu Gly Phe Gla Leu Pro Pro Leu Pro Glu Leu Arg Leu Arg
145 150 15§
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Gly
15

Gly

Pro

Pro

val

Asp

95

Trp

Asp

Glu

Asn
160

8er
Glu
Gly
Lys
Glu

80

Lys

12

11



Asn Gly His

Leu Gly
Gly Ala
Pha Pro

210

val Asp
225

Phe Leu

Ser Arg

Gly Leun

Gin Tyr
290

Trp Thr
308

Thr Leu

Pro

Ala

185

Ala

Glu

Glu

Leu

Asp

275

Glu

val

Ser

Ser

Gly

180

Gly

Glu

Ala

Glu

Val

165

Arg

Arg

Ile

Leu

Gly

245

Glu

260

Ile

Gly

Phe

Asp

Glu

Sex

Ser

Asn

Thx
125

Gln

Glu

Fro

His

Gly

230

Pro

Ile

Ala

Leu

Gln

310

Leu
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Leu Thr Leu Pro Pro

Tyx

Gly

Val
215

Arg

Glu

Ala

len

Thr

298

Thr

Trp

Arg

Ser

200

val

Fro

Glu

Glu

Len

280

Thy

Val

Gly

Asn Phe Arg Ala Thr Gln Pro Leu Asn
340

345

Phe Pro Ala Gly Val Asp Ser Ser Pro
3ss

360

Leu Asn Ser Cys Lsu Ala Ala Gly Asp
378

370

<210> 88
<211> 34
<212> DHA

<21)> HUMAW

Ala

i8s

Glu

His

Gly

Asn

Glu

265

Pro

Pro

(3 4

Pro

170

Leu

Bis

Leu

Gly

Ser

as0

Gly

fex

Fro

Lesu

Gln

Thr

Ser

Leu

235

Ala

Ser

Asp

Cys

Ser
318

Gly

Leu

val

Thr

220

Ala

Glu

Phe

Ala

300

Ala

Gly Asp Ser

3o

Leu

Hig

Glu

205

Ala

val

Glu

Thr

Ser

285

Gln

Lys

Arg

Glu

Leu

1%0

Gly

Phe

Leu

Gln

Gln

270

Gly

Gln

Leu

Mot

175

His

His

Ala

Ala

Leou

255

val

Tyr

val

Leu

Gln
338

Gly Arg Val Ile Glu Ala Ser
350

Arg Ala Ala Glu Pro Val Gln
k133
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Ala -

Trp

Arg

Arg

Ala

240

Lau

Pro

?he

Ile

Ris

320

Leu



<400> 88
tagacagatc tacgatggcet

<210> 89
<21l1> 34
<212> DEA
<213> HUMAN

<400> 89

attecctotag acagttaceg

%0
3532

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220
<21)>
<A22>

niec_feature
(1} ..{3532)

<4bo> 90
tgttgactog tgaccttace

agggttaaat ggattaagyg
gecatgetegt taagagtcat
gceggaaggee geagggteet
tgaccttece tecactattg

aganttatca ataaaasaaat
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cecocctgtgee ccag

gectececcte agat

cccaacecety tgetetetga
cggtgcaaga tgtgetttgt
caccaatece taatctcaay
ctgeetagga aaaccagaga
tccatgacee tgccaaatce

aaatttaaaa aaaaaataca

aacatgaget gtgtcecacte

taaacagatyg cttgaaggea

taatcaggga cacaaacact

cetttgttca cttgtttate

ccctctgtga gaaacaccea

Aa2aAA33A3 AdaARALDAA

34

34

60

120

180

240

300

360

nllagactﬁa
catatfcaan
cattgteatt
taattacgtt
ttgagecaty
ctttacetct

atggatgcac

cgaatagtta

accagacgge

ctttggatte

ccaaacattt

agttgtagga

aagtcagttg

tgtgaatctt

ttgataaatg satagctatt
catcatcaca gectecaagtct
actagattag teatcatect
aggggttaca tgaagottga
atgatgagtt tacaccttac
ggtagecettt ggettatttt

gctatgatag ttttoccteea

ggtasagcca agtaaatgat 420

acctgatttg atctetttat 480
caaaattete ccccaagttc 540
acctactacc ttetttgett 600
atgetgggga ttaatttaaa 660
tgtagcgﬁat tttgtagtta 720

cactttgcea ctaggggtag 780
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gtaggtacte
tggcectttat
tgtttgtttg
geagtggtge
cetcagecte
gtatttttgg
tcgtgateca
ctggccaatt
acatttectt
atatgctact
atatctttita
ttggtaccac
tgtaagaggyg
attecctetga
tct=£taagc
tgcatcaagt

gttttatgct

agttttcagt

ctgtaataty

tttgtetett

catetegget

ccgagtaget

tagagacggg

cccgoectegg

ttttgagtet

ttattaatgt

ttttgecagte

gottcacttg

ttggatcata

atgattcagg

cattgetgta

aagatatgct

gagaacatat

tttatataga
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aattgettac

ggeatattta

tgagacggag

cactgcaage

gggactacag

gtttcaccgt

ccteccaaag

tttaaagtaa

ggtgctgacg

ctttcattac

gcttaaaagyg

agtggaaaaa

tgaatetgac

tataggettt

aaagttttgt

aatgtetgea

cagggaaact

ctaagaccet

atacaatata

tettgecatet

tcecaccteee

gegecogeca

gttagccaga

ttctgggatt

aaatatgtet

gtcatatagg

atectttetet

ttcteteatt

cagtcaagaa

actaagaaac

tectttgaca

gagecttttt

tgtttccata

tgttectcag

aagccctatt

atttttggag

gtecatgecca

gagttcacge

ccatgecegy

atggtctega

acaggtgtga

tgtaagctgg

ttcttttgag

cttcatttga

agecetaacac

attgecacagt

tcecctacet

gcetgtgact

ccagagagag

ttteaggaat

tgacccaaaa

tetcttgtac

teeeeetgtt

ggctggagta

cattttectg

ctaatttttt

tctectgact

gecacegeac

taactatggt

tttggeatge

agagcatgtt

agtgtcattg

aatacttgtt

gaggtctgag

gcggactatt

gtctcatatce

gtttgcttgt

gaggtgggaa

ttgttattgg atatcatcat tggeccacge tttctgacct tggaaacaat taagggttea

taatctcaat tctgtcagaa itggtacaag

ttggtaggas ataagaatgt gaaactcttce

ttteettott actgtgttaa aaaaaagtat

atcatgatct ttaaagatca ataatataat

aagataattt gtctttaaca gaatcaataa

gagcgecagtyg getcacacct gtaateccag

asatagctge tatgtttett gacattecac

agttggtgtg tgtoecctngt ttttttgeaa

gatettgete tgagaggtga ggcattetta

cotttcaagg attatgtett tattataata

tataatccet taaaggatta tatctttget

cactttigggt ggccaaggtg gaaggatcaa
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840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%20

1880

2040

2100

2160

2220



atttgeccetac

gatattgaca

gttrrttgtt

ccagagtagca

catcccattt

attttttegt

tectggacte

atttecatgt

tgttgaatge

aaaggttigg

agacaagatg

caatgtgcat

tgtgttgaaa

tttcattcaa

cctageagee

getgetttee

tgtgectgga

ttctatatta
gggtttgcce
tttgtrtetyg
atggtacagt
cagccteety
atttctagta
aagcaatcca
ecetagtecea
aatagtaaat
agaaaaaaat
gaaaggtete
atcgtggcag
aatasatata
gocteaagttt
tgcectacct
cteteageea

getgggaage
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tottetaaag cagaatteat ctetettece

tcactcacta
ttetteoctet
ctcagcoteac
agtagetggg
gagacagggt
cccaccteag
tagcccagtg
agcatttcag
aatagtttaa
ttgggcaagy
geagtgggga
ggttaaacct
gtcteccaca
stttacetge
gaggacatgg

aggccagggt

gattgtgage

ttgagacagg

tgcagcctea

actacaggca

ttyggcecatgt

ccteccaaaa

ctggacctat

ggagcaagaa

tttggctaga

ttttgaagga

gccaatgaag

atcagagccc

tacccattac

ttococtggtgg

gygaccccag

tagctgagygce

tcctgetcag

gtettgetet

accgeetegy

catgccatta

tgeccggget

tgagggaceg

ggtagtacta

ctagattaac

gtatgaggga

agttggaagt

gottttgage

ctctgacaca

ttaactecace

agtcagggat

ctcecectgee

tggctggcaa

tcaatatgat
ggcaggtage
gtcacccagg
ctcaaaccat
cacctggeta
ggtctegaac
tgtettatte
aataaatatt
aaaggtggta
gagtagtagg
cagaagtaca
aggagagtaa
tacacttget
ctcgggetec
gtatacatga
ttteeccctte

gcagetgggt

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

ggtgccaggyg agagectgea tagtgocagg tggtgccttg ggttecaage tagtccatygg 3300
ccccggtaac cttetgeetg ﬁgcacaclcc tgceecteac tecacececa toctagettt 3360
ggtatggggg agagggcaca gggecagaca aacctgtgag actttggoctc catctotgea 3420
aaagggeget ctgtgagtca gectgotece ctecaggett getecteoee cacccagote 3480

tegtttecaa tgeacgtaca geccgtacac accgtgtget gggacacecc ac 3532

<210> 91
<231> 204
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«212> DHA
<213> EUMAN

<400> 91
cctgocecte actcecacece catcctaget ttggtatggy ggagagggcs cagggccaga 60

caaacctgtg agactttgge tocatctetg caaaagggeg ctetgtgagt cagecetgete 120
cecteceagge ttgetectee cccacceage totogttioc aatgcacgta cageccgtac 160
acaccgtgtg ctgggacacc ccac 204
210> 92

<21l> 132

<2312> DHA

<213> HUMAN

<400> 52
ggatcetgtt gactegtgac cttaccceca accctgtger ctotgaaaca tgagectgtgt 60

ccactcaggg ttaaatggat taagggogat geaagatgtg ctttgttaaa cagatgettg 120
aaggcagcat gc 132
«210> 93

<211> 27§

<212> DNA

<213> HUMAN

<400> 93 .
geatagtgee aggtggtgcece ttgggttcca agetagtcca tggecccgat aacctteotge 60

ctgtgcacac acctgeccet cactccacec ccatcetage tttggtatgg gggagaggge 120
acagggecag acaaacctgt gagactttgg ctecatcetet geaaaaggge getoetgtgag 180
teagcctgcé ccectocagg cttgotecte ceccacceag ctetegttic caatgcacgt 240
acageccgta cacacegtgt gctgggacac cccac 275
<210> 954
<211> 89

<212> DHA
<313> EUMAN
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<400> 54
ctgeteccet ccaggcttge tectecccca cecagetcte gtttccaatg cacgtacage 60

ccgtacacac cgtgtgetgg gacacccca 89

<210> 95
<21l> 61
<212> DRA
<213> EUMAN

<400> 85
cacecagete tegtttccaa tgcacgtaca gecegtacac accgtgtget gggacaccec 60

a 61

<210> 96
<2115 116
<212> DEA
<213> HUMAN

<400> S6
acctgeccet cactccacce ccatectage tttggtatgg gggagaggge acagggecag 60

acaaacctgt gagactttgg ctecatctet geaaaaggge getctgtgag tcagec 116

<210> 87
<211> 36
<212> PRT
<213> BUMAN

<400> 37
Gly Glu Glu Asp Leu Prxo Ser Glu Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp
1 5 10 is

Pro Pro Gly Glu Gln Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu
20 s 30

Glu Asp Leun Pro
35

<210> 88
<2i1> 6
<212> PRT
<213> HUMAN
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<400> 98
Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 s

<210> 39
<211> 4
«212> PRT
<213> HUMAN

<400> 99
Glu Glu Asp Leu
1

<210> 100
<211> 5
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 100
Glu Glu Asp Leu Pro
1 g

<210> 101
<211» 6
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 101
Glu Asp Leu Pro Ser Glu
1 s

<210> 102
<21l>» 7
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 102

Glu Glu Asp Leu Pro Ser Glu
1 5

<210> 103
<211> &
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<212» PRT
<213> HUMAN

<400> 1983
Asp Leu Pro Gly Gla Glu
1l 5

<210> 104
<21l> 23
«212» PRT
<213> EUMAK

<400> 104
Gly Gly Ser Ser Gly Glu Asp Asp Pro Leu Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 5 10 15

Sar Glu Glu Asp Ser Pro
20

<210> 105
<211> 2§
<212> PRYT
«213> HUMAN

<400> 105
Gly Glu Glu Asp Leu Prc Sexr Glu Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp
1 5 10 15

Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu Prxo Gly
20 . 25

<210> 106
<211> 24
<212> PRT
<213> EUMAN

<400> 106

Glu Asp Pro Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 5 10 15

Gly Glu Glu Asp Leun Pro Glu Val

20

<210> 107
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<211> 7
<212> PRT
<213> HEUMAN

<400> 107
Gly Glu Thr Arg Ala Pro Leu
1 5

<210> 108
<211> 7
<212> PRYT
<213> EUMAN

«<300> 108
Gly Glu Thr Arg Glu Pro Leun
1 5

<210> 108
<211> 7
<212> PRT
<213> BEUMAN

<400> 109
Gly Gln Thr Arg Ser Pro Leu
1 5

<210> 110
<211> 1247
<2312> DHA
«213> EUMAN

<220>
<221> versch Merkmale
<222> {1)..(1247)

<400> 110
tatgetactt tttgcagtce tttcattaca tttttotcete ttcatttgaa gagcatgtta 60

tatettttag cttcacttgg cttasaaggt tetcteatta gectaacaca gtgtcattgt 120
tggtaccact tggatcataa gtggasaaac agtcaagasa ttgcacagta atacttgttt: 180
gtaagaggga tgattcaggt gaatctgaca ctaagaaact cccctacctg aggtetgaga 240

ttcototgac attgeotgtat ataggetttt cotttgacag cctgtgactyg cggactattt 300
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ttcttaagea

gcatcaagtg

ttttatgett

tgttattgga

aatctcaatt

tggtaggasa

ttcettotta

teatgatett

agataatttg

ggcgcagtgg

tttgectact

atattgacag

ttrtrtgtet

cagagtgcaa

atceccatttc

ttetetegta

<210> 111
<211> 17
<212> DHA

<213> BUMAN

<400> 111

agatatgeta
agaacatata
ttatatagac
tatecatcatt
ctgtcagaat
taagaatgtg
ctgtgttaaa
taaagatcaa
tctttaacag
ctcacacetyg
tctatattat
ggtttgeect
tegttttegt
tggtacagte
agectectga

tttetagtag

ctetgtgagt cagectyg

<210> 112
<211> 23
<212> DHRA

<213> HUMAN
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aagttttgty agcetttite cagagagagg

atgtctgcat
agggaaactt
ggeccacget
tggtacaaga
aaactcttca
asaaagtaty
taatataatc
aatcaataat
taatcceage
¢ttctaaage
cactcactag
ttteettttt
tcagctoact
gtagctggga

agacagggtt

gtttccatat
gttectcagt
ttetgacett
aataggtqct
gttggtgtgt
atcttgetet
ctttcaagga
ataatcectt
actttgggtg
agaattcate
attgtgaget
tgagacaggg
gecagectcaa
ctacaggcac

tggccatgtt

ttcaggaatg

gacccaaaag

ggaaacaatt

atgtttettg

gtccetngtt

gagaggtgag

ttatgtctit

aaaggattat

gecaaggtygg

tetetteeoct

eectgeteagy

tettgetety

cegectegyc

atgecattas

geecggy

97/118

tctecatatet

tttgcttgtyg

aggtgggaat

aagggttcat

acattccact

tetetgocaat

geattottaa

attataataa

atctttgetg

aaggatcaaa

caatatgatg

geaggtageg

tcacccagge

tcaaaccate

acctggctaa

360

420

480

540

00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1247

A7



DE 699 37 364 T2 2008.07.17

<400> 112
aggettgete ctccecccace cag

<210> 113
<211> 18
<212> DNA
«<213> HUMAN

<400> 113
agactttggc tccatctc

<210> 114
<211>» 20
<212> DNA
<213> HUMAN

<400> 114
cactccacce ccatcctage

<210> 115
<21l> 26
212> DNA
<213> HUMAN

<400> 115
gggagagggc acagggecag acaaac

<210> 116
<211> 15
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 116

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
10

1 5

<210> 117
<21l> 34
<212> DNA
<213> HUMAN
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<400> 117
cgtectagaag gaattcaget agactggotc agcea

<210> 118
<21l> 15
<212> PRT
«213> HUMAN

<400> 118
Glu Val Lys Pro Lys Ser Glu Glu Glu Gly Ser Leu Lys lLeu Glu
1 5 10 is

<210> 118
€211> 12
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 119
Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 5 10

<210> 120
<211> 12
<212> PRT
<213> HUMAR

«400> 120
Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 121
<211> 10
<213> PRT
<213> HUMAN

<400> 121
Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro
1 5 10

<210> 122
<211> 12
«212> PRY
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<213> RUMAN

<400> 122
Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu
1 5 10

<210> 123
<211> 12
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 123
Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp
1 5 10

<210> 134
<211> 12
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 124
Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu
1 5 10

«210> 125
<2il> 8§
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 125
Ala Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ala
1 ]

<210> 126
<211> 9
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 126
Ala Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Ala
1 5

<210> 127
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<211> 9
212> PRT
<213» HUMAN

<400> 127
Ala Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Ala
1l 5

<210> 128
<211> 9
<212> PRYT
«213> HUMAN

<400> 128
Ala Glu Asp Lsu Pro Gly Glu Gluv Ala
1 5

«210> 129
<21l> 9
212> PRT
<213> EUMAN

<400> 129
Ala Asp Leu Pro Gly €Glu Glu Asp Ala
1 5

<210> 130
<211> 9
<212> PRY
<213> HUMAR

«<400> 130
Ala Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Ala
1 5

<210> 131
<211> @
<dl2> PRT
«213> HUMAN

<400> 131

Ala Gly Glu Glu Asp Leu Pro Ala
1 s
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<210> 132
<211> 8
<212> PRT
<213> HUMAH

<400> 132
Ala Glu Glu Asp Leu Pro Gly Ala
1 ‘ 5

<210> 133
<211> 8
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 133
Ala Glu Asp Leu Pro Gly Glu Ala
i 5

<210> 134
<211> 8
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 134
Ala Asp Leu Pro Gly Glu Glu Ala
1 5

<2310>» 135
<211> 8
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 135 )
Ala Leu Pro Gly Glu Glu Asp Ala
b 5

<210> 136
<211> 8
€212> PRT
<213> HUMAN

<400> 136
Ala Pro Gly Glu Glu Asp Leu Ala
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<210> 137
<211> 9
«212> PRT
<213> HUMANW

<400> 137
Ala Lys Lys Met Lys Arg Arg Lys Ala
1 5

<210> 138
<21l1l> 9
<2125 PRT
<213> HUMAN

<400> 138
Ala Ile Thr Phe Asn Ala Gln Tyr Ala
1 5

<210> 139
<211>» 8§
<212> PRT
€213> HUMAN

<400> 139
Ala Ser Ala Ser Ala Pro Val Ser Ala
1 5

<400> 139
Ala Ser Ala Ser Ala Pro Val Ser Ala
1 5

<210> 140
<211> §
‘€212> PRT
«213> HUMAN

<400> 140
Ala Gly Gln Thr Arg Ser Pro Leu Ala
1 s

€210> 141
<211> &
<212> PRY
<213> HUMAW
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<400> 141
Ser Glu Glu Asp Ser Pro
1 5

<210> 142
<211> 6
<212> PRT
<213> HUMAN

<400> 142
Arg Glu Glu Asp Pro Pro
1 5

«210> 143
<211> 12
<212> DHA
<213> HUMAN

<400> 143
agggeacagyg gc 12

Patentanspriiche
1. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, dass es ausgewahlt 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
verknupft an Polylysin, an das eine Nukleinsdure gebunden ist, die fir ein cytotoxisches Protein oder ein cyto-
toxisches Polypeptid kodiert, welches funktionsfahig verknipft 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 Nukleinsaure weiterhin eine Nukleinsaure umfasst, die fir
ein Cytokin kodiert, welches in funktionsfahiger Weise an den MN-Genpromotor verkniipft ist.

7. Verfahren zur Identifizierung eines organischen oder eines anorganischen Molekiils, welches spezifisch
an eine Stelle auf einem MN-Protein bindet, an die Vertebratenzellen in einem Zell-Adhasionsassay anhaften,
wobei diese Stelle aus einer Aminosauresequenz besteht, ausgewahlt aus SEQ ID NOS: 10 und 97 bis 106,
wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dass es das Testen organischer und anorganischer Molekiile
im Zell-Adhasionsassay und das Identifizieren der Molekiile, die die Adhasion der Vertebratenzellen an das
MN-Protein inhibieren, als an diese Stelle spezifisch bindend umfasst, und das Molekil bei der Behandlung
einer preneoplastischen und/oder neoplastischen Erkrankung einsetzbar ist, welche durch abnormale Expres-
sion des MN-Proteins gekennzeichnet ist, wobei der Zell-Adhasionsassay folgendes umfasst:

(a) Bindenlassen des MN-Proteins an ein Substrat, an welches die Vertebratenzellen nicht binden;
(b) Abspiilen ungebundenen MN-Proteins vom Substrat;
(c) Inkubieren des gebundenen MN-Proteins mit dem Molekil und mit den Vertebratenzellen;
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(d) Abspllen ungebundener Vertebratenzellen vom MN-Protein; und
(e) Bestimmen, ob das Molekil die Adhasion der Vertebratenzellen an das MN-Protein inhibiert.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Molekil ein anorganisches Molekl ist.
9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Molekdl ein organisches Molekill ist.
10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Molekiil ein Protein oder ein Polypeptid ist.

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

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Polypeptid ausgewahlt ist aus SEQ ID NOS: 137 und 138.
13. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das organische oder anorganische Molekiil, 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-Adhasionsassay anhaften, innerhalb der proteoglycanahnlichen Domane des MN-Proteins ist.

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

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

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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