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A process for detecting the invasiveness and differentiation
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of tumor cells of epithelial origin in which the expression of the su-
perficial antigen E-cadherin in tumour cells is investigated on the
protein plane, especially by monoclonal antibodies, and/or on the
mRNA plane, and the use of a monoclonal antibody agains E-cad-
herin or a nucleic acid probe mNRA-complementary to E-cadher-
in todetect the invasiveness of tumour cells of epithelial origin.

(57) Zusammenfassung

Verfahren zum Nachweis der Invasivitdt und Differenzie-
rung von Tumorzellen epithelialen Ursprungs, bei dem man die
Expression des Oberflichenantigens E-Cadherin in Tumorzelien
auf Proteinebene, insbesondere durch monoklonale Antikdrper,
oder/und auf mRNA-Ebene untersucht, sowie die Verwendung ei-
nes monoklonalen Antikdrpers gegen E-Cadherin oder einer zu E-
Cadherin mRNA komplementidren Nukieinsdure-Sonde zum
Nachweis der Invasivitdt von Tumorzellen epithelialen Ursprungs.
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Verfahren zum Nachweis der Differenzierung
und der Invasivitdt von Karzinomzellen
BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis der Diffe-
renzierung und Invasivitdt von Tumorzellen und Tumoren epi-

thelialen Ursprungs.

Die Karzinogenese ist gewdhnlich ein mit vielen Schritten
ablaufender Prozef3, der unter anderem die Aktivierung, Muta-
tion oder den Verlust von verschiedenen Genen einschlieBt. In
den betroffenen Zellen bewirken diese Verinderungen den Ver-
lust der Wachstumskontrolle, die Invasion von benachbartem
Gewebe, Attraktion von BlutgefdBen (Angiogenese) oder die
Metastasenbildung auch in entfernten Organen (siehe hierzu
auch Nicholson, Biochim. Biophys. Acta 695 (1982), 113-176;
Klein und Klein, Nature 315 (1985), 190-1995). Fiir einige
dieser Tumor-Progressionsschritte ist die Verdnderung von
zelluliren Wechselwirkungen notwendig und daher spielen Zell-

adhisionsmolekiile dabei eine wichtige Rolle.

Karzinome k&nnen aufgrund von morphologischen Kriterien
unterteilt werden. Es gibt differenzierte "well
differentiated") Karzinome, die im wesentlichen die
urspriinglichen epithelialen Zellstrukturen beibehalten und
z.B. gut entwickelte interzelluldre Verbindungen besitzen.
Diese Art von Karzinomen sind meist schwach oder gar nicht
invasiv. Im Gegensatz dazu gibt es entdifferenzierte ("poorly
differentiated") Karzinome, die eine mehr amorphe Gewebe-
struktur besitzen und weniger interzelluldre Verbindungen
aufweisen. Diese Art von Karzinomen ist oft stdrker invasiv
(Gabbert et al., Clin. Exp. Metastasis 3 (1985) 257-273). Da
nachgewiesen wurde, daB das AusmaB an Differenzierung und die
Stirke der Invasivit#it verschiedener Karzinome oft die Uber-
lebensprognose von Patienten bestimmt (Morson und Dawson
(1979), Gastrointestinal Pathology, 2nd ed., Blackwell),
besteht groBes Interesse an der Aufkldrung der molekularen

Charakteristika der einzelnen Karzinomklassen.
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In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe von spezifischen
Zell-Zell- und Zell-Substrat-Adhdsionsmolekiilen identifiziert
und untersucht. Dabei wurde unter anderem festgestellt, daB
das Zell-Zell-Adhisionsmolekiil, welches mit E-Cadherin '
(Arc-1, Uvomorulin, L-CAM oder cell-CAM 120/80) bezeichnet
wird, eng mit der Entstehung von invasiven Karzinomen verbun-
‘den ist. E-Cadherin ist ein 120 kd groBes Zelloberfldchengly-
koprotein, von dem in Gegenwart von Ca?* ein 1l&sliches 80 kd
groBes Trypsin-Fragment abgéspalten werden kann, und das als
135 kd Vorliuferprotein synthetisiert wird (siehe z.B.
Peyrieras et al., Proc. Natl. Acad, Sci. USA 80 (1983), 6274-
6277). Es wurde festgestellt, daB nicht transformierte Epi-
thelzellen dieses Protein auf ihrer Oberfldche tragen, die
Blockierung dieses Proteins durch einen monoklonalen Antikdr-
per aber dazu fiihrt, daB die Zellen invasiv werden, und
schlieBlich, daB viele transformierte Epithelzellen dieses
Protein nicht auf ihrer Oberfliche tragen (Behrens et al.,
J.Cell Biol. 108, 2435-2447 (1989).

Wie man weiB, sind 90 % der malignen menschlichen Tumoren
Karzinome, welche aus transformierten Epithelzellen entste-
hen und das darunterliegende Mesenchym invadieren kdnnen. Es
wurde weiter festgestellt, daB die Invasivitét mit der Bdsar-
tigkeit der Tumoren verbunden ist, wogegegen gutartige Tumo-
ren nicht invasiv sind. Diese k&nnen zwar stark expansiv sein
und eine enorme GroBe erreichen, jedoch invadieren sie Binde-
gewebe nicht. B&sartige Tumoren sind dagegen oftmals klein,

jedoch invadieren sie die mesenchymalen Strukturen leicht und

bilden dadurch schnell Metastasen im ganzen Korper.

Es sind bereits einige Verfahren bekannt, welche die Klassi-
fizierung von bestimmten Karzinomen erlauben. So kann durch
Untersuchung von Keratinen und intermedidren Filamentprotei-
nen eine Unterscheidung von Tumoren aus verschiedenen Geweben

erfolgen (Osborn und Weber, Lab. Invest. 48 (1983), 372-394).
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Weiterhin konnen desmosomale Proteine als Marker zur Identi-
fizierung und Klassifizierung gewisser epithelialer Tumore
dienen (Moll et al., Lab. Invest. 54 (1986), 4-25). Weiterhin
kann fiir Karzinome des Verdauungstrakts das karzino-embryoni-
sche Antigen (CEA) als wertvoller Indikator dienen (Mentges,
Dtsch. Med. Wschr. 112 (1987), 1245-1249). Der Ostrogenrezep-
tor ist ebenfalls ein niitzlicher Marker flir das Differenzie-
rungsstadium von Brustkarzinomen (Engel und Young, Cancer
Res. 38 (1978), 4327-4339). SchlieBlich k&nnen auch Onkogene,
z.B. das Ki-ras-Gen (Almoguera et al., Cell 53 (1988), 549-
554) und Tumorsuppressorgene, z.B. das Retinoblastom-Suszep-
tibilitidtsgen (Bookstein et al. (1990), Science 247, 712-
715), das Wilms-Tumorgen (Haber et al. (1990), Cell 61, 1257~
1269) oder das p53-Gen (Tsai et al. (1990), Cancer Res. 50,
44-47) als Indikatoren fiir bestimmte Karzinome dienen. Das
Charakteristische aller dieser Verfahren ist jedoch, daB die
dabei verwendeten Indikatoren jeweils nur bei ganz bestimmten

Tumorarten verwendet werden kdnnen.

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein
einfaches Verfahren zu entwickeln, welches eine generellere
Bestimmung der Invasivitdt von epithelialen Tumorzellen er-
laubt und es dadurch ermdglicht, eine schnelle und zuverlés-
sige Unterscheidung zwischen gutartigen und bdsartigen Tumor-

geweben zu treffen.

Geldst wird die erfindungsgemdBe Aufgabe durch ein Verfahren
zum Nachweis der Differenzierung oder/und Invasivitdt von
Tumorzellen und Tumoren epithelialen Ursprungs, bei dem man
die Expression des Oberflichenantigens E-Cadherin in Tumor-
zellen auf Proteinebene oder/und auf mRNA-Ebene untersucht.
Dabei wurde gefunden, daB die Expression von E-Cadherin beil
allen bisher untersuchten Tumorzellinien und Tumoren epithe-
lialen Ursprungs proportional mit zunehmender Entdifferenzie-

rung und Invasivitdt abnimmt.
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Die verschiedenen getesteten differenzierten und entdifferen-

zlerten menschlichen Karzinoma-Zellinien epithelialen Ur-
sprungs sind von der Tumorbank des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums Heidelberg (DKFZ) und der American Type Culture
Collection (ATCC) erh&ltlich. Es wurden folgende Zellinien
verwendet: RT4 und RT112 (von differenzierten Blasen-Karzino-
men), EJ28 (von einem entdifferenzierten Blasen-Karzinom),
CX-1 WiDr, HCT116, SwW948 und COL0205 (von differenzierten
Colon-Karzinomen), SW620 (von einem entdifferenzierten Colon-
Karzinom), MCF-7 und MDA-MB-361 (von einem differenzierten
Brust-Karzinom), BT-549 (von einem Brustkarzinom mit interme-
diirem Phinotyp), MDA-MB-231, -435S und -436 (von entdiffe-

renzierten Brust-Karzinomen), LX-1 (von einem differenzierten
Lungen-Karzinom), A-427 und A-549 (von Lungen-Karzinomen mit
intermediirem Phenotyp), LXF 289 und SK-MES-1 (von entdiffe-
renzierten Lungen-Karzinomen), Capan-1, Capan-2 und DAN-G
(von differenzierten Pankreas-Karzinomen), Hs 766T (von einem
Pankreas-Karzinom mit intermedidrem Phenotyp) und MIA PaCa-2
(von einem entdifferenzierten Pankreaskarzinom). Detaillier-

tere Hinweise auf diese Zellinien finden sich in Tabelle 1.

Bei Experimenten mit diesen Zellen wurde gefunden, daB bei
allen untersuchten Tumor—Zelllnlen die E-Cadherin-Expression
mit dem Differenzierungsstadium bzw. der Invasivitdt der
jewelllgen Zellinie korreliert. Es ist daher anzunehmen, daB
diese Korrelation nicht auf die oben erwdhnten Zellinien

beschrinkt ist, sondern generell bei Tumorzellinien epithe-

lialen Ursprungs gefunden wird.

Weiterhin wurden auch Untersuchungen an verschiedenen mensch-
1lichen Tumoren auf die Expression von E-Cadherin durchge-
fiihrt. Bei Larynx- und Pharynx-Plattenepithelkarzinomen, bei
lobuliren Brustkarzinomen sowie bei Ovarialkarzinomen wurde
festgestellt, daB Normalgewebe und differenzierte Tumore E-
Cadherin exprimieren, wihrend weniger differenzierte
("moderately well differentiated") und dedifferenzierte Tumo-

re wenig oder kein E-Cadherin exprimieren.
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Zum Nachweis von E-Cadherin in Tumorzellen und Tumoren konnen
prinzipiell zwei Verfahren verwendet werden. Die Expression

von E-Cadherin kann auf Proteinebene oder/und auf mRNA-Ebene

untersucht werden.

Ein Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung von
monoklonalen Antikdrpern gegen E-Cadherin zum Nachweis der
Differenzierung und Invasivitdt von Tumorzellen, wobei man
die Tumorzelloberflidche oder Gewebeschnitte auf Anwesenheit
von E-Cadherin durch Bindung eines der erfindungsgemdBen
monoklonalen Antikdrper in markierter Form untersucht. Hier-
bei kann davon ausgegangen werden, daf3 Zellen oder Gewebe,
welche E-Cadhérin an ihrer Oberfl&che tragen, weniger invasiv
sind und daher die Gefahr der Invasion und Metastasierung der
Zellen geringer ist. Weisen die Zelloberfldchen oder Gewebe-
schnitte jedoch kein E-Cadherin auf, an das die monoklonalen
Antikdrper binden, muB davon ausgegangen werden, daB es sich

um eher bdsartige, n&mlich invasive Tumorzellen handelt.

Fiir die Durchfiihrung des erfindungsgemé&Ben Verfahrens zum
Nachweis der Invasivitdt oder/und Differenzierung von Tumor-
zellen mit Hilfe von markierten monoklonalen Antikdrpern sind
alle an sich bekannten Arten der Markierung des Antikorpers,
sowie des Nachweises der Markierung und alle fiir die Untersu-
chung mit einem monoklonalen Antikdrper gebrduchlichen Test-
anordnungen geeignet. Zur Markierung der erfindungsgemé&Ben
monoklonalen Antikdrper werden vorzugsweise Fluoreszenzmar-
kierungen eingesetzt, wodurch eine einfache Detektion ermdg-
licht wird. Weiter kann jedoch auch beispielsweise eine

Immuno-Gold-Farbung durchgefiihrt werden.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform des erfindungsgeméBen
Verfahrens werden Extrakte von Tumorzellen (d.h. Gesamtex-
trakte oder proteolytisch behandelte Extrakte) auf die Anwe-
senheit von E-Cadherin oder eines Fragments davon durch

Bindung von Antikdrpern gegen E-Cadherin untersucht. Beson-
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ders bevorzugt fiir dieses Verfahren ist die Verwendung des

monoklonalen Antikdrpers 6F9 zum Nachweis von E-Cadherin oder

eines Fragments davon.

Die erfindungsgemdBen monoklonalen Antikdrper erkennen und
binden spezifisch an das zell-Adhisionsmolekiil E-Cadherin.
Der bevorzugte Antikdrper 6F9 wird von den bei der GBF Braun-

schweig hinterlegten Hybridomazellinie 6F9 (HEinterlegungsnum-

mer ACC 1006) sekretiert.

zum Nachweis von E-Cadherin sind jedoch neben den genannten
Antikdrpern ebenso auch andere monoklonale Antikdrper (z.B.
15G7 und 15C12) gegen dieses Protein geeignet. Die Herstel-
lung solcher Antikdrper kann auf iibliche Weise durch Immuni-
sierung von Versuchstieren mit E-Cadherin oder einem Fragment
davon und anschlieBender Gewinnung der resultierenden Anti-

kdrper erfolgen.

‘Durch das erflndungsgemaﬁe vVerfahren zum Nachweis von E-Cad-
herin mit monoklonalen Antikdrpern wird es ermdglicht, mit-
' tels einfacher Untersuchung festzustellen, ob ein eher
gutartiger oder bésartiger Tumor vorliegt, d.h. um das Risiko

der Invasivit#it und Metastasierung einzuschédtzen.

Weiterhin ist es auch mdglich, die Expression von E-Cadherin
auf mRNA-Ebene nachzuweisen. Der Nachweis von mRNA erfolgt
dabei auf an sich bekannte Weise durch Hybridisierung mit
einer Nukleinsiure-Sonde. Die Nukleinsiure-Sonde kann z.B.
ein cDNA-Fragment oder ein synthetisches Oligonukleotid sein.

Sie muB jedoch zur E-Cadherin mRNA komplementdr sein und eine

ausreichende Linge besitzen, so daB ein eindeutiger Nachweis

von E-Cadherin mRNA erfolgen kann. Die Nukleinsdure-Sonde
kann dabei die gesamte fiir E-Cadherin kodierende cDNA oder

einen Teil daraus umfassen. Vorzugsweise enthdlt die Nuklein-

siure-Sonde ein mindestens 14 Basen langes, zu E-Cadherin

" mRNA komplementdres Fragment. Vorzugsweise kann die in Fig. 1
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dargestellte DNA-Sequenz des Klons HC6-1 oder eine mindestens
14 Nukleotide lange Teilsequenz dieser DNA-Sequenz verwendet
werden. Die fiir das erfindungsgemdBe Verfahren verwendete
Nukleinsiure-Sonde sollte markiert sein, d.h. sie enthdlt
radicaktive oder auf andere Weise markierte (z.B. biotiny-
lierte) Nukleinsiurereste. Die Markierung selbst kann auf
eine dem Fachmann bekannte Weise am Ende oder/und innerhalb
der Nukleinsdure-Sonde angebracht werden (z.B. durch Kinasie-

rung, Nicktranslation, Random-Priming etc.).

Zum Nachweis von E-Cadherin mRNA wird die RNA aus Tumorzellen
isoliert. Dies kann auf an sich bekannte Weise geschehen,
vorzugsweise jedoch durch Lysis der Zellen mit einem nicht-
ionischen Detergens in Gegenwart von RNAsin und anschlief3en-
der heiBer Extraktion mit Phenol. Gegebenenfalls kann
anschlieBend eine Anreicherung der poly-A*-RNA erfolgen. Das
Vorhandensein von E-Cadherin mRNA wird durch Northern Blot
Hybridisierung mit der oben beschriebenen Nukleinsdure-Sonde
durchgefiihrt. Dabei kann die RNA vor der Hybridisierung elek-
trophoretisch aufgetrennt werden und anschlieBend auf eine
Membran transferiert werden, so da eine eindeutige Identifi-
zierung anhand ihrer L&nge mdglich ist. Alternativ kann die
Methode der RNAase-Protektion angewandt werden. Ist eine
elektrophoretische Auftrennung nicht erforderlich, so kann
die E-Cadherin mRNA-Expression auch durch Dot-Blot-Hybridi-
sierung nachgewiesen werden. Eine weitere Moglichkeit besteht
darin, Gewebeschnitte mit der Methode der "in situ"-Hybridi-

sierung auf E-Cadherin-Transkripte zu untersuchen.

Die folgenden Beispiele erldutern in Verbindung mit den Figu-

ren 1 und 2 die Erfindung weiter.

Fig. 1 zeigt die Nukleotidsequenz des E-Cadherin cDNA-
Klons HC6-1.

Fig. 2 zeigt die Invasivitdt von Tumorzellinien in Korre-

lation zur E-Cadherin-Expression.
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Beispiel 1

Herstellung von Antikdrpern gegen E-Cadherin

l.l

l.2

Reinigung des 80 kd Trypsin-Fragments von menschlichem

E-Cadherin

7ur Herstellung des 80 kd Trypsin-Fragments von mensch-
lichem E-Cadherin wurden A-431 Zellen (ATCC CRL 1555,
menschliche Vulva-Karzinomzellen) mit einem Gummischaber
von der Kultutschale abgeldst. Die Kultivierung von
A-431 Zellen erfolgte wie in Beispiel 2.1 beschrieben.
Das Zellgewebe wurde homogenisiert, abzentrifugiert,
resuspendiert und mit Trypsin in Gegenwart von Ca?*
behandelt (Behrens et al., J. Cell. Biol. 108 (1989),
2435-2447). Das solubilisierte Materlal wurde auf einer
Affinitdtssaule chromatographiert, die durch Kopplung
von 40 mg der IgG-Fraktion von Kaninchen-Anti Hund-
Arc-1/Uvomorulin-Antiserum an 5 ml CNBr-Sepharose herge-
stellt wurde. Das 80 kd Trypsin-Fragment wurde spezi-
fisch mit 5 mmol/l EDTA, 500 mmol/l NaCl, 50 mmol/1
Tris-HCl, pH 8,5 eluiert und durch Acetonfdllung bei
-70°C konzentriert. Aus 1 g NaBzellen konnten gewdhnlich

1,5 pg des 80 kd Trypsin-Fragments von menschlichen E-

cadherin isoliert werden.

Herstellung monoklonaler AntikOrper

- Zur Herstellung monoklonaler Antikdrper wurden BALB/c-

Miuse mit dem Antigen (3 pg pro Tier und Immunisierung)
immunisiert unter Verwendung des ABM-Adjuvans-Systems
(zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA).
Milzzellen von immunisierten Mdusen wurden auf bekannte
Weise mit P3-X63-Ag 8.653 Maus-Myelomzellen fusioniert
(Kearney et al., J. Immunol. 123 (1983), 1548-1550). Die

resultierenden Hybridom-Zellinien wurden auf Gewebekul-

turplatten kultiviert.
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Die Hybridom-Ubersténde wurden in einem Enzym-gekoppel-
ten Immuntest unter Verwendung von Mikrotiterplatten mit
96 Ldchern (NUNC, Danemark) untersucht, die mit 75 ng
pro Loch des Trypsin-Fragments von menschlichem E-Cadhe-
rin beschichtet waren. Antikdrper mit Bindungs-Affinitat
an das Festphasen-Antigen wurden unter Verwendung von
Peroxidase-gekoppelten Ziegen-Anti-Maus-Antikdrpern
gefunden, die spezifisch fiir IgG waren (Jackson Immuno
Research Laboratories, West Grove, PA). Positive Hybri-
dom-{liberstinde wurden durch Immunfluoreszenz auf mensch-
lichen A-431-Karzinomzellen, Gefrierschnitten von
menschlichem Diinndarm und durch Western-Blot-Analyse von
A-431 Zellextrakten getestet. Zur Immunfluoreszenz von
A-431-Zellen wurden die Kulturen mit 4 % Formaldehyd in
PRS fixiert, mit 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert und
mit den Hybridom-Uberstdnden und einem geeigneten zwei-
ten, Fluorescein- oder Rhodamin-gekoppelten Antikdrper
inkubiert (Behrens et al., (1989), supra). Zur Immun-
fluoreszenz von Gefrierschnitten von menschlichem Diinn-
darm (8 pm) wurde das Gewebe mit Ethanol bei -20°C
fixiert und wie beschrieben mit den Antikdrpern inku-
biert (Behrens et al., (1989), supra). Mit Western Blots
wurden die verschiedenen Hybridom-Uberstidnde auf Reak-
tion sowohl mit dem 80 kd Trypsin-Fragment von E-Cadhe-
rin und mit der 120 kd reifen Form des Molekiils gete-
stet. Zur Sichtbarmachung der 120 kd Bande wurden frisch
abgeschabte A-431-Zellen 5 Minuten lang bei 96°C mit 2 %
SDS, 5 % 2-Mercaptoethanol in L-CAM-Testpuffer
(Cunningham et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81
(1984), 5787-5791) lysiert. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei 100.000 g (2 Stunden bei 12°C), SDS-
Gelelektrophorese und Western Blot Analyse (siehe
Behrens et al., Supra). Die Protein-A-Bindung der Anti-
kérper wurde durch Adsorption der Hybridom-Ubersténde an
fixierte Staphylococcus aureus Zellen in Gegenwart von

1 & Triton X-100 getestet, gefolgt von einer Analyse der
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SpS-Extrakte durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
unter reduzierenden Bedingungen. Die Antikdrper-Isotypen
wurden unter Verwendung eines Maus-monoklonalen Isotyp-

Kits (Serotec, Oxford, England) bestimmt.

Von 1200 getesteten Hybridom-Ubersténden enthielten etwa
30 IgG-Antikdrper, die mit dem 80 kd-Fragment von E-Cad-
herin in einem Enzym-gekoppelten Immuntest reagierten.
Davon waren 13 auch bei der Immunfluoreszenz, sowohl bei
A-431 menschlichen Karzinomzellen (d.h., daB die Zell-
7zell-Kontaktstellen gefidrbt wurden) als auch an Gefrier-
schnitten des menschlichen Diinndarms (d.h., daB die
lateralen Rinder der Epithelzellen gefirbt wurden) posi-
tiv. Diese Antikdrper zeigten eine Immunreaktion mit dem
120 kd reifen E-Cadherin-Protein und mit dem 80 kd Tryp-
‘sin-Fragment auf Western Blots. Weiterhin zeigten sie
Bindung an Protein A. Die weiteren Experimente wurden
mit 3 dieser Antikdrper 6F9, 15C12 und 15G7 durchge-
fithrt, die von den entsprechenden Hybridom-Zellinien
sekretiert werden und hochspezifisch mit den 120 und
80 kd E-Cadherin-Banden bei Western Blots reagieren. Der
Antikdrper 6F9 ist von Bissendorf Chemlkallen, Hannover
und Eurodiagnostics kommerziell erhdltlich. Die entspre-
chende Hybridomzellinie ist bei der GBF Braunschweig
unter der Nummer ACC 1006 hinterlegt. Alle drei monoklo-
nalen Antikérper 6F9, 15C12 und 15G7 waren in der Lage,
spezifisch das Epithel von menschlichem Diinndarm anzu-
firben. Die Firbung war auf die lateralen Rinder der
epithelialen Zellen beschrénkt und eine Intensivierung

der Firbung war im Bereich des Verbindungskomplexes zu

sehen.
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Beispiel 2

Immunologischer Nachweis der E-Cadherin-Expression in ver-

schiedenen menschlichen Tumor-Zellinien.

2‘2

Zellinien

Die verschiedenen getesteten, differenzierten und ent-
differenzierten menschlichen Karzinom-Zellinien sind
entweder bei der Tumorbank des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums (DKFZ) oder bei der American Type
Culture Collection (ATCC) erhdltlich. Die Literatur
stellen, in denen die verschiedenen getesteten Zellinien
beschrieben werden, sind aus Tabelle 1 ersichtlich. Die
7ellinien wurden in DMEM mit 10 % foetalem Kalbserum
unter Standard-Zellkultur-Bedingungen kultiviert.

Immunologische Analyse der E-Cadherin-Expression

zur Immunfluoreszenz von E-Cadherin in Gewebekulturzel-
len wurden mit 100.000 g zentrifugierte Hybridomiiber-
stinde oder Protein A gereinigte Antikdrper (mit

50 mmol/l Ethanolamin, pH 11 von Protein-A-Sepharose
eluiert) verwendet. Die Immunfluoreszenz der Cytokerati-
ne wurde nach Sun und Green, Cell 14, 469-476 13978)
unter Verwendung von Breitspektrum-Antikdrper (Jackson
Immunoresearch Laboratories und Cammon Laborservice,
Wiesbaden) durchgefithrt. Fiir Western Blot Experimente
wurden 50 pg des Gesamt-Zellproteins auf eine Gelspur
geladen und die Nitrozellulose-Blots wurden mit den
entsprechenden Hybridom-Uberstédnden und einem geeigneten
zweiten Antikdrper inkubiert. Die quantitative Antikor-
per-Bindung an fixierte Gewebekultur-Zellen wurde im
wesentlichen wie bei Behrens et al. (1989) supra be-
schrieben durchgefiihrt, abgesehen davon, daf3 ein Radio-

jodierter zweiter Antikdrper verwendet wurde. Menschli-
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che Karzinomzellen wurden iiber Nacht in flexiblen Mikro-
titerplatten mit 96 L&chern (5x10% Zellen pro Loch)
kultiviert, mit Formaldehyd fixiert und mit Triton X-100
permeabilisiert. Nach Inkubation mit den entsprechenden
Hybridom—ﬁbersténden (diese waren eine Stunde lang bei
Raumtemperatur iiber fixierten MRC-5 menschlichen Lungen-
fibroblasten priabsorbiert) wurden die Zellen gewaschen
" und mit einen Ziegen-Anti-Maus-IgG (Jackson), markiert
mit 125I, unter Verwendung der Lactoperoxidase-Methode
(2x107 Ipm/pg, 5x105 Ipm pro Loch) inkubiert. Die Locher
wurden dann ausgeschnitten und die Radioaktivitdt aus

dreifach durchgefiihrten Experimenten in einem ¥-Z3hler

bestimmt.

Es wurde gefunden, daB die Zellen aus differenzierten
Tumoren im allgemeinen eine epitheloide Morphologie in
Gewebekultur aufwiesen, wdhrend die aus entdifferenzier-
ten Tumoren erhaltenen Zellen eine fibroblastoide Ge-

stalt aufwiesen (siehe Tabelle 1).

Durch Immunofluoreszenz von Cytokeratineh unter Verwen-
dung eines Breitspektrum-Antiserums wurde bestdtigt, daB

alle untersuchten Tumor-Zellinien epithelialen Ursprungs

warerne.

Durch immunologische Untersuchung mit den monoklonalen
Antikdrpern 6F9, 15G7 und 15C12 wurde gefunden, daB die
differenzierten Karzinom-Zellinien im allgemeinen

' E-Cadherin exprimierten, wdhrend die entdifferenzierten
Karzinom-Linien negativ fiir dieses Zell-Adhdsions-Mole-
kiil waren. Zum Beispiel wurde bei einem Immunfluores-
zenz-Test mit dem Antikdrper 6F3 wurde festgestellt, daB
die differenzierte Blasen-Karzinom-Zellinie RT4 in Ge-
bieten mit Zell-Zell-Kontakt E-Cadherin stark exprimier-
te, wihrend die entdifferenzierte Blasen-Karzinom-

gellinie EJ28 keine Fluoreszenz und demnach auch keine
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Expression von E-Cadherin zeigte. Ebenso exprimierten
die differenzierten Brust- (MCF-7 und MDA-MB-361),
Lungen- (LX-1) und Pankreas- (DAN-G) Karzinom-Zellinien
E-Cadherin, wdhrend die entsprechenden entdifferenzier-
ten Brust- (MDA-MB-435S, MDA-MB-436 und MDA-MB-231),
Lungen- (LXF289) und Pankreas- (MIA-PaCa2) Karzinom-
Zellinien negativ waren. 4 differenzierte Colon-Karzi-
nom-Zellinien (CX-1, WiDr COLO205 und HTC 116) waren
ebenso im Immunfluoreszenz-Test positiv, wdhrend die
entdifferenzierte Colon-Karzinom-Zellinien SW620 haupt-
sichlich aus spherischen Zellen ohne E-Cadherin-Expres-
sion und einer epitheloiden E-Cadherin-positiven Subpo-
pulation bestand. Bei dén intermedidren Lungenkarzinom-
Zellinien A-427 und A-549 exprimierten nur epitheloide

Subpopulationen E-Cadherin.

Die relativen Firbintensit&ten von E-Cadherin bei der
Immunfluoreszenz korrespondieren mit der beim Western-
blot gefundenen Menge des Molekiils. Zum Beispiel waren
Extrakte der differenzierten Blasen- und Brust-Karzinom-
Zellinien RT112, RT4 und MCF-7 positiv flr das reife

120 kd Polypeptid, wdhrend die entdifferenzierten Blasen
(EJ28) und die drei Brust MDA-MB-Karzinom-Zellinien
negativ waren. Diese Unterschiede bei der Expression von
E-Cadherin zwischen den epitheloiden und fibroplastoiden
Karzinom-Zellinien wurden ebenso bei anderen getesteten

Antikdrpern, z.B. 15C12 und 15G7 gefunden.
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Beispiel 3
Nachweis von E-Cadherin auf mRNA-Ebene
3.1 Herstellung einer Nukleinsaure-Sonde

Um eine geeignete cDNA-Probe zur Analyse des E-Cadherin-
Gens und seiner Expression in den verschiedenen Karzi-
nom-Zellinien zu erhalten, wurde eine menschliche Leber-
cDNA-Bank (im kommerziell erhdltlichen Plasmid-Expres-
sions-Vektor pUEX1) untersucht. Aus 1,6x10° Klonen wurde
der positive Klon HC6-1 isoliert und die Insertion in
M13-Phagen subkloniert und mittels der Dideoxymethode
unter Verwendung von T7-DNA-Polymerase (Pharmacia) in
beiden Richtungen sequenziert. Die DNA-Sequenz der In-
sertion von HC6-1 ist in Fig. 1 dargestellt. Der paxr-
fielle cDNA-Klon HC6-1 Uberlappt mit 142 bp einer
anderen partiellen menschlichen cDNA (Mansouri et al.,
Differentiation 38 (1988), 67-71) und ist zur Maus cDNA
homolog (Nagafuci et al., Nature 329 (1987), 341-343).

3.2 Isolierung von RNA aus Zellkulturen

Kultivierte Zellen wurden mit PBS gewaschen, von den
Platten mit einem Gummischaber entfernt und auf Eis in

1 % Nonidet P40, 140 mmol/l NaCl, 1,5 mmol/l MgCl,, 100
Einheiten RNasin/ml, 10 mmol/l Tris-Cl, pH 8,0 lysiert.
Nach Zentrifugation bei 12.000 Upm wurde der Uberstand
bei 65°C mit ungepuffertem Phenol mit 1 % SDS, 10 mmol/1l
EDTA extrahiert. Anschliefend folgte eine Extraktion bei
Raumtemperatur mit Tris-gepuffertem Phenol, Phenol/Chlo-
roform, Chloroform. Dann erfolgte eine Prazipitierung
der Nukleinsauren bei -20°C mit Ethanol. Poly-A*-RNA
wurde durch Affinitdts-Chromatographie der Gesamt-RNA an
0ligo-dT-Zellulose unter Verwendung der Spun-Column-
Methode (Pharmacia) erhalten. Die RNA wurde auf Glyoxal-
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gelen elektrophoretisiert (Maniatis et al., Molecular
Cloning (1982), Cold Spring Harbor Press, New York,
USA). Dann erfolgte ein Blotten auf eine Hybond-N-Mem-
bran (Amersham). Die Hybridisierung der Blots mit .der
Nick-translatierten Nukleinsdure-Sonde wurde uUber Nacht
bei 64°C in 5xSSC, 5x Denhardt's-Ldésung, 10 % Dextran-
sulfat (Pharmacia), 0,5 % SDS, 100 pg/ml erhitzte Lachs-—
sperma-DNA durchgefihrt. Die Filter wurden bei Raunmtem-
peratur mit 2xSSC (zweimal 10 Minuten) und anschliefend.
nmit 0,5xSSC, 0,1 % SDS bei 64°C (zweimal 15 Minuten)

gewaschen, anschliefend erfolgte eine Autoradiographie

bei -70°C.

Bei Untersuchung der in Tabelle 1 dargestellten mensch-
1ichen Karzinom-Zellinien durch Northern Blot Analyse
von Poly-A* -RNA unter Verwendung der HC6-1 cDNA-Probe
wurden fiir die einzelnen Zellinien Unterschiede in der
E-Cadherin-Expression gefunden, die denen der immunolo-
gischen Experimente entspraéhen. Zum Beispiel exprimier-
ten die differenzierten Karzinom-Zellinien RT112, RT4
(Blase), MCF-7 (Brust), LX-1 (Lunge), Capan-2, DAN-G '
(Pankreas), CX-1 und HCT116 (Colon) E-Cadherin-mRNA in
hohem Ausmaf, wahrend die korrespohdierenden'entdiffe—
renzierten Karzinom-Zellinien EJ28 (Blase), die drei
MDA-MB-Linien (Brust), SK-MES-1 und LXF289 (Lunge) kei-
nerlei mRNA zeigten. Die Zellinien mit intermedidren
Phianotypen, z.B. A-427 (Lunge) und Hs 766T (Pankreas)

exprimierten geringe Mengen an mRNA.
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Beispiel 4
Test auf Invasivitdt von Tumor-Zellinien
4.1 Herstellung von Collagengelen

Typ I Collagen (5 mg/ml, mit 1l%iger Essigsdure aus
Kalbshaut extrahiert, (Mauch et al., Exp. Cell Res. 163
(1986), 294-300) wurde gegen 0,05%ige Essigsdure dialy-
siert. 1/10 Volumen von 1l0fach konzentriertem DMEM (mit
22 mg/ml Natriumbicarbonat) wurde anschliefend zugege-
ben. Dann wurde die Lésung neutralisiert. Aliquots von

1,2 ml pro Loch wurden zur Gelbilduné in Sechsloch-Kul-

turschalen (Nunc) bei 37°C gegeben.

4.2 Test auf Invasivitat

zur Durchfithrung der Tests auf Invasivitat wurden 4x105
Zellen (in 1,5 ml DMEM und 10 % foetalem Kalbserum) pro
Loch auf die Collagenoberfldchen ausplattiert. Nach
dreitdgiger Kultivierung auf den Collagengelen erfolgte
eine Quantifizierung der invasiven Zellen im Lichtmi-
kroskop (Behrens et al., (1989), supra). Die Expression
von E-Cadherin wurde in einem indirekten Zellbindungs-
test unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers 6F9

und 125 I markiertem Ziegen-Anti-Maus-IgG als zweitem

Antikérper bestimmt.

Beim Test der menschlichen Karzinom-Zellinien auf Invasivitat
in vitro wurde gefunden, daB die Zellinien mit E-Cadherin-Ex—
pression im allgemeinen nicht in Collagen-Gele eindrangen,
wihrend die E-Cadherin negativen Zellinien invasiv waren
(Abb. 2). Dies ist besonders deutlich bei den Blasen- und
Brust-Karzinom-Zellinien. Bei den Brust~- und Lungen-Karzinom-
7Zellinien ist eine stufenweise Verédnderung vom E-Cadherin-

exprimierenden nicht invasiven Zustand zum nicht-exprimieren-
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'_den invasiven Zustand klar erkennbar. Die differenzierten
".Colon- und Pankreas-Karzinom-Zellinien waren ebenfalls nicht

invasiv. Die intermedidre Pankreas-Karzinom-Zellinie Hs 766T

zeigte nur eine geringe Invasivitéat.

Eine entdifferenzierte Karzinom-Zellinie (LXF283) ist in Abb.
2 nicht aufgefiihrt, da sie sich schlecht an die Mikrotiter-
schalen anlagerte und daher die Bindung nicht guantifiziert
werden konnte. Diese Zellinie war in allen anderen Tests
eindeutig E-Cadherin-negativ und invadierte das Collagen-Gel
(322 Zellen pro cm?). Die entdifferenzierte menschliche
Vulva-Karzinom-Zellinie A431, die zur Gewinnung von E-

Cadherin verwendet wurde, war im Gelinvasionstest negativ.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zum Nachweis der Differenzierung oder/und
Invasivitdt von Tumorzellen und Tumoren epithelialen
Ursprungs, dadurch

gekennzeichnet, daB man die Expres-
sion des Oberflichenantigens E-Cadherin (L-CAM, Arc-1,
Uvomorulin, cell-CAM 120/80) in Tumorzellen und Tumoren

auf Proteinebene oder/und auf mRNA-Ebene untersucht.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, da man Gewebeschnitte

oder/und Extrakte von Tumorzellen und Tumoren auf Anwe-
senheit von E-Cadherin oder eines Fragments davon durch

Bindung eines monoklonalen Antikdrpers gegen E-Cadherin

untersucht.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, daB man den monoklonalen

Antikérper, der von der Hybridom-Zellinie 6F9 sezerniert

wird, zum Nachweis von E-Cadherin oder eines Fragments

davon verwendet.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB man Gewebeschnitte
oder/und Extrakte von Tumorzellen und Tumoren auf Anwe-
senheit von E-Cadherin mRNA durch Hybridisierung mit

einer, der E-Cadherin mRNA komplementdren Nukleinsdure-

Sonde untersucht.

Verfahren nach Anspruch 4,

dadurch gekennzeichnet,
daB man als Nukleinsiure-Sonde zum Nachweis der E-Cadhe-
rin mRNA die gesamte fiir E-Cadherin kodierende cDNA oder

ein mindestens 14 Nukleotide langes Fragment davon ver-

wendet.
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Verfahren nach Anspruch 5,
dadurch gekennzeichnet,

daB man eine Nukleins#ure-Sonde aus der in Fig. 1 darge-

stellten Nukleinsaduresegquenz des Klons HC6-1 verwendet.

Nukleinsdure-Sonde, dadurch
gekennzeichnet, daB sie die in Fig. 1

dargestellte Nukleinsduresequenz des Klons HC6-1 oder

ein mindestens 14 Basen langes Fragment der E-Cadherin-

cDNA enthalt.

Verwendung einer zu E-Cadherin mRNA komplementédren
Nukleinsiure-Sonde zum Nachweis der Differenzierung

oder/und Invasivit#t von Tumorzellen epithelischen Ur-

sprungs.
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