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Beschreibung
TECHNISCHER BEREICH

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft humanisierte Antikérper, die von dem chimaren Antikérper NR-LU-13
oder anderen Antikdrpern abgeleitet sind die dieselbe oder ein dhnliche Bindungsspezifitat aufweisen, Frag-
mente (einschliel3lich, z. B. variablen Regionen und scFvs), Konjugate (einschiel3lich Fusionsproteinen), die
solche humanisierten Antikérper oder Fragmente davon enthalten und die Verwendung von solchen humani-
sierten Antikdrpern oder Fragmenten in diagnostischen und therapeutischen Pretargeting-Verfahren und Zu-
sammensetzungen. Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von solchen humanisierten Anti-
kdrpern in herkdmmlichen immuntherapeutischen und immundiagnostischen Verfahren und Zusammenset-
zungen, z. B. fir die Tumorbehandlung und -Darstellung.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Ein bestimmter Antikorper, der bereits als eine effektive Targeting-Gruppe beschrieben wurde, ist
NR-LU-10, ein Maus-monoklonaler Antikérper, der gegen ein menschliches Krebsantigen hergestellt wurde.
NR-LU-10 ist ein nominaler 150 kD Molekulargewichts-Maus-IgG,, Pankarzinom monoklonaler Antikdrper, der
ein ungefahr 40 Kilodalton Glycoprotein-Antigen erkennt, das auf den meisten Karzinomen exprimiert wird.
NR-LU-10 wurde an Hunderte von Patienten in menschlichen klinischen Studien sicher verabreicht. Jedoch ist
sein Nachteil, dal er ein Maus-abgeleiteter monoklonaler Antikérper ist. Dies ist nachteilhaft, da die Immuno-
genizitdt moglicherweise die Targeting-Effizienz verringert, falls der Antikdrper wiederholt verabreicht wird.
Wahrend die therapeutische Effizienz erhalten werden kann, indem eine einzige Verabreichung verwendet
wird, werden im Augenblick mehrfache Verabreichungsprotokolle bevorzugt.

[0003] Als ein Mittel zur Verringerung der Immunogenizitat von Maus-Antikérpern wurden in der Literatur ver-
schiedenen Verfahren berichtet. Solche Verfahren schlieen die Herstellung von chiméren Antikdrpern ein, die
Maus-variable Regionen und menschliche konstante Regionen enthalten, die Herstellung von Sing-
le-Chain-Antikérpern, die variable Bindungssequenzen umfassen die von Maus-Antikérpern abgeleitet sind,
die Herstellung von Antigen-bindenden Fragmenten von Maus-Antikdrpern, die aufgrund ihrer kleineren Grof3e
moglicherweise weniger immunogen sind, die Herstellung von menschlichen monoklonalen Antikérpern und
die Herstellung von ,humanisierten" Antikérpern.

[0004] Maus-monoklonale Antikdrper kdnnen, z. B. durch genetisches Rekombinieren der Nukleotidsequenz,
die die Maus-Fv-Region kodiert (d. h. die Antigen bindenden Stellen enthalt) oder der die Komplimentaritat be-
stimmenden Regionen davon mit Nukleotidsequenzen, die fur die menschliche konstante Regionen kodieren
(die von der Fc-Region des Antikérpers umfallt sind) human-ahnlicher gemacht werden. Diese Antikdrper wer-
den normalerweise als chimare Antikorper bezeichnet.

[0005] In dieser Hinsicht wurde ein chimarer Antikorper, der von NR-LU-10 abgeleitet wurde, bezeichnet als
NR-LU-13, friher beschrieben. Dieser Antikorper enthalt die Maus-Fv-Region von NR-LU-10 und umfaf3t da-
her dieselbe Bindungsspezifitat, wie NR-LU-10. Daher bindet dieser chimare Antikérper an das NR-LU-10-An-
tigen.

[0006] Weiden et al. (J. Nucl. Med. 34: 2111-2119, 1993) beschreiben einen Maus-humanen chimaren mo-
noklonalen Antikérper (NR-LU-13) und seine Verwendung, wenn Radiomarkiert mit einem bifunktionellen Che-
lat. Leung et al. (Molec. Immun. 32: 1413-1427, 1995) beschreiben einen Anti-B-Lymphoma monoklonalen An-
tikérper (LL2), in dem die Glycosylierung entweder durch enzymatische Behandlung oder durch Orts-gerichte-
te Mutagenese eliminiert wurde.

[0007] Die Humanisierung stellt idealerweise einen Antikdrper zur Verfliigung, der nicht-immunogen ist und
mit einer vollstandigen Beibehaltung der Antigen-bindenden Eigenschaften des parenteralen nicht-humanen
Antikérper-Molekils. Die Nicht-Immunogenizitdt ermdglicht die Verabreichung von multiplen Dosierungen
ohne nachteilhafte immunogen Reaktion. Verschiedene Verfahren zur Herstellung von humanisierten Antikor-
pern wurden in der Literatur berichtet. Zum Beispiel kbnnen humanisierte Antikdrper potentiell hergestellt wer-
den: (a) durch Graften der nicht-humanen CDRs auf ein menschliches Gerust und konstante Regionen (Jones
et al., Nature 321: 522-25 (1986); Verhoeyen et al., Science 239: 1534-1536 (1988)); oder (b) durch Trans-
plantieren der gesamten nicht-humanen variablen Domanen (um die Liganden-bindenden Eigenschaften zu
erhalten), jedoch ein ,Bedecken" dieser mit einer human-ahnlichen Oberflache durch Ersetzen von exponier-
ten Resten, um die Immunogenizitat zu verringern (auch als ,veneered" Antikérper bezeichnet) (Padlan, Molec.
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Immun. 28: 489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun. 31(3): 169-217 (1994)).

[0008] Die Beibehaltung von Maus-Resten zusammen mit humanen variable Region-Geritst-Domanen hilft
berichteter Weise dabei, die geeignete Bindungsfunktion des erhaltenen humanisierten Antikdrpers beizube-
halten. Von humanisierten Antikdrpern wurde berichtet, daf} sie potentiell die Immunogenizitat in einem Wirts-
empfanger verringern oder eliminieren, wodurch ein Anstieg in der Bioverfugbarkeit und eine Verringerung in
der Mdglichkeit von nachteilhaften Immunreaktionen ermdglicht wird, was daher potentiell die mehrfache An-
tikérper-Verabreichungen ermdglicht. Auch umfafit die Synthese von scFv und Antikérper-Fragmenten, wie
zum Beispiel Fv-, Fd-, Fab-, Fab'-, und F(ab)',-Fragmenten, abgeleitet von Antikérpern, die eine gewlinschte
Bindungsspezifitat aufweisen, ein anderes bekanntes Mittel zur Herstellung von Targeting-Gruppen, die weni-
ger Immunogenizitat aufweisen, als intakte Antikdrper. Im wesentlichen kénnten Single-Chain-Antikérper und
Antikérper-Fragmente aufgrund ihrer kleineren Gréflie weniger immunogen sein, als intakte Antikorper.

[0009] Es ist auch bekannt, dal rekombinante Proteine, zum Beispiel Antikdrper, in verschiedenen Wirtszel-
len, die fur die Expression verwendet werden, verschieden glycosyliert werden. Im wesentlich haben verschie-
dene Wirtszellen eine charakteristische Weise mit der sie spezifische Stellen auf Proteinen glycosylieren, die
als Glycosylierungsstellen oder Glycosylierungsmotive bezeichnet werden.

[0010] Zum Beispiel glycosylieren Pflanzenzellen Proteine hauptsachlich durch O-verbundene Glycosylie-
rung, wohingegen tierische Zellen Proteine typischerweise durch N-verbundene und O-verbundene Glycosy-
lierung glycosylieren. Auch variieren die spezifischen Kohlenhydrate und die Glycosylierungsmuster in Abhan-
gigkeit von den bestimmten Wirtszellen.

[0011] Es wurde in der Literatur berichtet, daf’ Oligosaccharide insofern signifikant sein kénnen, wie es das
Targeting von Proteinen an bestimmte Stellen betrifft. Dartiber hinaus ist es auch bekannt, daf Kohlenhydrate
eine immunogene Antwort hervorrufen kbnnen. Demzufolge besteht die Moglichkeit, dald in fremden Wirtszel-
len exprimierte Proteine eine immunogene Antwort aufgrund der Kohlenhydratreste hervorrufen kdnnen, die
durch die Wirtszelle eingeflihrt werden, die fliir die Expression verwendet wird. Dies ist besonders problema-
tisch, falls die fremden Wirtszellen sehr unterschiedlich vom Menschen glycosylieren. Zum Beispiel besteht die
Méoglichkeit, dall Saugerproteine, die in Pflanzenzellen exprimiert werden, immunogen sein kénnen, da Pflan-
zen Proteine sehr unterschiedlich zu Saugerzellen glycosylieren.

[0012] Aufgrund der mit der Immunogenitat von Maus- oder chimaren Antikdrpern, die an das durch den An-
tikérper NR-LU-13 gebundene Antigen binden, verbundenen Schwierigkeiten besteht ein Bedarf im Stand der
Technik fur verbesserte Zusammensetzungen und Verfahren. Die vorliegende Erfindung erfullt diesen Bedarf
und stellt weiterhin damit zusammenhangende Vorteile zur Verfigung.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0013] Esist eine Aufgabe der Erfindung humanisierte Antikorper zur Verfligung zu stellen, die von NR-LU-13
(oder von anderen nicht-humanen Antikdrpern, die das durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden) abgeleitet
sind zur Verfigung zu stellen oder Fragmente von solchen humanisierten Antikérpern, die eine verringerte Im-
munogenizitat oder Toxizitat in Menschen zeigen, jedoch ihre Fahigkeit beibehalten, das NR-LU-13-Antigen zu
binden.

[0014] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Konjugate zur Verfiigung zu stellen, die von
NR-LU-13 abgeleitete Antikorper enthalten oder von anderen nicht-humanen Fragmenten davon, die das
durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden.

[0015] Es ist noch eine weitere Aufgabe der Erfindung, verbesserte zwei-Schritt-Pretargeting-Verfahren zur
Verfligung zu stellen, wobei die Verbesserung die Verwendung eines humanisierten Antikorpers als die Targe-
ting-Gruppe umfaldt, der von NR-LU-13 abgeleitet ist oder von einem anderen nicht-humanen Antikérper oder
Fragmenten davon, die das durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden.

[0016] Es ist eine weitere Aufgabe der Erfindung, verbesserte drei-Schritt-Targeting-Verfahren zur Verfligung
zu stellen, wobei die Verbesserung die Verwendung eines humanisierten Antikdrpers als die Targeting-Gruppe
umfaldt, der von NR-LU-13 abgeleitet ist oder von einem anderen nicht-humanen Antikérper oder Fragmenten
davon, die das durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden.

[0017] Es ist noch eine weitere Erfindung der vorliegenden Erfindung, Zusammensetzungen zur Behandlung
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oder der Diagnose zur Verfliigung zu stellen, die Konjugate enthalten, die humanisierte Antikérper umfassen,
die von NR-LU-13 abgeleitet sind oder von anderen nicht-humanen Antikorpern oder Fragmenten davon, die
das durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden.

[0018] Es ist eine genauere Aufgabe der Erfindung, Konjugate zur Verfigung zu stellen, die einen humani-
sierten Antikdrper umfassen, der von NR-LU-13 abgeleitet ist oder ein Fragment davon, das in der Lage ist,
das durch NR-LU-13 gebundene Antigen zu binden, der/das direkt oder indirekt angebracht ist an ein Mitglied
eines Liganden- oder Anti-Liganden-Partners, bevorzugterweise Avidin oder Streptavidin oder ein Fragment
oder ein Derivat davon, das in der Lage ist, Biotin zu binden.

[0019] Es ist eine weitere Aufgabe der Erfindung, ein Konjugat zur Verfiigung zu stellen, das einen von
NR-LU-13 abgeleiteten humanisierten Antikérper umfal3t oder ein Fragment davon, das das durch NR-LU-13
gebundene Antigen bindet, zur Verwendung in einem Verfahren zur Behandlung oder der Diagnose von Krebs.

[0020] Es ist eine noch genauere spezifische Aufgabe der Erfindung, spezifische humanisierte variable
schwere und leichte Kettensequenzen abgeleitet von NR-LU-13 herzustellen, die hier als humanisierte
NRX451 bezeichnet werden, oder Fragmente davon, die an das durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden.

[0021] Es ist eine weitere spezifische Aufgabe der Erfindung, Zusammensetzungen zur Behandlung oder der
Diagnose von Krebs zur Verfugung zu stellen, unter der Verwendung von humanisiertem NRX451 oder Frag-
menten davon, die das durch NR-LU-13 gebundene Antigen binden.

[0022] Es ist eine weitere Aufgabe der Erfindung, Antikérper herzustellen, insbesondere Maus-, chimare oder
humanisierte Antikorper, die mutiert wurden, um so eine oder mehrere potentielle Glycosylierungsstellen zu
eliminieren und dadurch die Immunogenizitat oder Toxizitat zu verringern.

[0023] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Antikorper in Pretargeting-Verfahren und der
herkdmmlichen Antikdrper-Therapie zu verwenden, bevorzugterweise humanisierte Antikorper, die mutiert
wurden, um die N-verbundene Glycosylierung zu eliminieren oder modifiziert wurden, um die N-verbundene
Glycosylierung zu verringern.

[0024] Daher stellt die vorliegende Erfindung, wie beansprucht, einen humanisierten Antikbrper oder Anti-
gen-bindendes humanisiertes Antikdrper-Fragment zur Verfligung, wobei der Antikdrper oder das Antikor-
per-Fragment spezifisch an das durch den Antikérper NR-LU-13 gebundene Antigen bindet, und wobei der An-
tikdrper oder das Antikdrper-Fragment entweder keine N-verbundene Glycosylierung besitzt oder seine N-ver-
bundene Glycosylierung nach der Expression modifiziert wurde, um die Immunogenizitat oder Toxizitat zu ver-
ringern. Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Verfahren zur Verringerung der Immunogenizitat oder Toxizi-
tat eines Antikorpers oder eines Antigen-bindenden Antikérper-Fragments der IgG-Klasse zur Verfigung, um-
fassend die Schritte von (a) Auswahlen eines Pflanzen-Wirtsystems auf die Eigenschaft hin, da das System
einen humanisierten Antikdrper oder Antikérper-Fragment nicht N-verbunden glycosyliert; und (b) Exprimieren
einer Nukleotidsequenz, die Nukleinsduren umfalt (z. B. DNA oder RNA oder funktionelle Aquivalente) die fiir
einen humanisierten lgG-Anitkérper oder Antigen-bindendes Antikérper-Fragment kodiert in dem Pflan-
zen-Wirtsystem. Die vorliegende Offenbarung stellt weiterhin ein Verfahren zur Eliminierung N-verbundener
Glycosylierung in einem Antikorper oder einem Antigenbindenden Antikérper-Fragment der IgG-Klasse zur
Verfligung, um die Immunogenizitat oder Toxizitat zu verringern, umfassend Exprimieren in einem Wirtssystem
einer Nukleotidsequenz, die Nukleinséuren (z. B. DNA oder RNA oder funktionelle Aquivalente) umfaRt, die fiir
einen IgG-Antikérper oder ein Antigen-bindendes Antikdrper-Fragment kodiert, wobei das Wirtssystem den
Antikérper oder das Antikérper-Fragment nicht N-verbunden glycosyliert. Die vorliegende Erfindung stellt wei-
terhin ein Verfahren zur Modifikation der N-verbundenen Glycosylierung eines Antikérpers oder Antigen-bin-
denden Antikérper-Fragments der IgG-Klasse (z. B. um die Immunogenizitat oder Toxizitat zu verringern) zur
Verfligung, umfassend Unterziehen des Antikérpers oder Antikorper-Fragments einer post-Expressionsmodi-
fikations, die die N-verbundene Glycosylierung modifiziert, wobei die N-verbundene Glycosylierung chemisch
modifiziert wird.

[0025] Konjugate werden zur Verfiigung gestellt, umfassend einen humanisierten Antikdrper oder Antikor-
per-Fragment der vorliegenden Erfindung, der direkt oder indirekt an einen Liganden, einen Anti-Liganden, ein
diagnostisches Mittel oder therapeutisches Mittel angebracht ist. Pharmazeutische Zusammensetzungen wer-
den zur Verfligung gestellt, umfassend einen Antikérper oder Antikérper-Fragment oder Konjugat der vorlie-
genden Erfindung in Kombination mit einem pharmazeutisch akzeptablen Trager oder Verdinnungsmittel. Ein
Antikorper oder Antikérper-Fragment oder Konjugat oder Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung wird
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zur Verwendung als ein Diagnostikum oder Medikament zur Verfligung gestellt; zur Verwendung in diagnosti-
schen oder therapeutischen Pretargeting-Verfahren; und zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose
von Krebs oder als Medikament zur Behandlung von Krebs.

[0026] Diese und andere Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden nach Bezug auf die vorlie-
gende genaue Beschreibung und die beigefligten Zeichnungen ersichtlich werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0027] Fig. 1 stellt schematisch die Sequenzanalyse und das Computermodeling dar, die dazu verwendet
wurden, um humanisierte Antikérper von NR-LU-13 zu synthetisieren.

[0028] Fig. 2 enthalt die Nukleotid- und Aminosauresequenzen von NR-LU-13 leichte Kette NR-LU-13 und
schwere Kette variablen Regionen.

[0029] Fig. 3 enthalt die Aminosauresequenz der bevorzugten humanisierten variablen leichten Sequenz, ab-
geleitet von NR-LU-13, bezeichnet als humanisierte NRX451-leicht.

[0030] Fig. 4 enthalt die Aminosauresequenz der bevorzugten humanisierten variablen schweren Sequenz,
abgeleitet von NR-LU-13, bezeichnet als humanisierte NRX451-schwer.

[0031] Fig. 5 zeigt einen Vergleich der schweren und leichten Kette Regionen von NR-LU-13 und den davon
abgeleiteten humanisierten leichten und schweren variablen Regionen, die als NRX451 schwer und NRX451
leicht bezeichnet werden.

[0032] Fig. 6a und 6b enthalten Molekularmodelle von (a) dem Fv von chimarem NR-LU-13 Antikérper und
(b) einem davon abgeleiteten humanisierten Fv (NRX451).

[0033] Fig. 7a-Fig. 7e enthalten Aminosauresequenzen fliir bestimmte Positionen von menschlichen Antikor-
persequenzen.

[0034] Fig. 8 stellt ein Plasmid pcDNAS3 dar, das ein Intermediat flir pNRX451-C ist, einem Plasmid, das dazu
verwendet wurde, um NRX451 zu exprimieren.

[0035] Fig. 9 stellt das Plasmid pNRX451-C dar, das dazu verwendet wurde, um NRX451 zu exprimieren.

[0036] Fig. 10 enthalt Ergebnisse von kappa und gamma ELISAs fiir spezifische NRX451 humanisierter An-
tikdrper produzierende Klone.

[0037] Fig.11 vergleicht die Immunreaktivitdt von humanisiertem NRX451-Antikérper mit intaktem
NR-LU-10-Antikdrper durch kompetitive Immunreaktivitat.

[0038] Fig. 12 vergleicht die Gewebe-Bioverteilung von verschiedenen Radio-markierten Antikérpern, ein-
schliellich humanisierten Antikdrpern, die gemaf der Erfindung hergestellt wurden.

[0039] Fig. 13 vergleicht die Bioverteilung von humanisiertem NR-LU-13 (NRX451), exprimiert in CHO-Zel-
len, Pflanzenzellen und Insektenlarven mit Maus-NR-LU-10, hergestellt in Maus-Hybridomzellen.

[0040] Fig. 14 vergleicht die Lectin Bindungsprofile des oxidierten/reduzierten und nicht-oxidierten reduzier-
ten NRX451.

[0041] Fig. 15a-Fig. 15¢c zeigen die Komplement vermittelte Cytotoxizitats-(C'MC)-Aktivitat in nicht-modifi-
zierten und modifizierten NRX451.

[0042] Fig. 15d zeigt die Antikdrper-abhangige zellulare Cytotoxizitats-(ADCC)-Aktivitat in nicht-modifizierten
und modifizierten NRX451.

[0043] Fig. 16a-Fig. 16c vergleichen die Bioverteilung einer 50/50 Koinjektion von markiertem NRX451 und
oxidiertem/reduziertem NRX451 in einem Maus-Modell.
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[0044] Fig. 17 vergleicht die Blutentfernung von NRX451 und oxidiertem/reduziertem NRX451 in menschli-
chen Krebspatienten.

[0045] Fig. 18 zeigt die Komplement vermittelte Cytotoxizitat von MCF-7-Zellen, die gegenuber Log-10-Ver-
dinnungen von CHO-exprimiertem NRX451 (-0-), Mais-exprimiertem NRX451 (-O-) und der in Mais exprimier-
ten Asn zu GIn Mutante von NRX451 (-A-) ausgesetzt wurden. Menschliches Serum bei einer finalen Verdiin-
nung von 10% war die Quelle von Komplement. Die Ergebnisse sind als Prozent Cytotoxizitat angegeben.

[0046] Fig. 19 zeigt MCF-7-Zellen, die gegeniber Log-10-Verdinnungen von CHO-exprimiertem NRX451
(0-), Mais-exprimiertem NRX 451 (-0-) und der in Mais exprimierten Asn zu GIn Mutante von NRX451 (-A-)
ausgesetzt wurden. Menschliche periphdare mononukleare Zellen wurden auch bei einem Effektor zu
Ziel-Zell-Verhaltnis von 25:1 hinzugefuigt. Die Ergebnisse sind als Prozent Cytotoxizitat angegeben.

[0047] Fig. 20 vergleicht das Enfernen aus Blut von NRX451 und dem Maus-lgG-Analogon, NR-LU-10, in
Mausen.

[0048] Fig.21a-Fig. 21b vergleichen die Bioverteilung von NRX451 und dem Maus-lgG-Analogon,
NR-LU-10 in Tumor-tragenden athymischen Mausen.

[0049] Fig. 22 zeigt die Bioverteilung von N-verbundenem glycosyliertem Mutanten-NRX451, die chemisch
an Streptavidin konjugiert wurde (SA), exprimiert in Maissamen, in Tumortragenden athymischen Mausen.

[0050] Fig. 23 zeigt Ergebnisse der Entfernung aus Blut des radiomarkierten Mais-exprimierten N-verbunden
glycosylierten Mutanten NRX451/SA-Konjugats mit und ohne die Verwendung eines synthetischen Entfer-
nungsmittels in Mausen.

[0051] Fig. 24a-Fig. 24b enthalten die Bioverteilung in Tumor-tragenden athymischen Mausen von dem ra-
diomarkiertem in Mais exprimierten N-verbunden glycosylierten Mutanten NRX451/SA-Konjugat und anschlie-
Rend verabreichtem "'1-DOTA-Biotin unter der Verwendung von Pretargeting-Verfahren.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0052] Vor der weiteren Beschreibung der Erfindung kann es fiir Verstandnis davon hilfreich sein, Definitionen
von bestimmten Ausdriicken anzugeben, die hier im folgenden verwendet werden sollen.

[0053] Antikérper — Wie hier verwendet, schlielt sowohl polyklonale und monoklonale Antikérper ein und
kann ein intaktes Molekiil, ein Fragment davon (wie zum Beispiel Fv-, Fd-, Fab-, Fab'- und F(ab)',-Fragmente
oder Multimere oder Aggregate von intakten Molekulen und/oder Fragmenten sein, und kann naturlich auftre-
ten oder hergestellt sein, z. B. durch Immunisierung, Synthese oder genetisches Engineering.

[0054] Protein —Wie hier verwendet, schlief’t Proteine, Polypeptide und Peptide ein und kann ein intaktes Mo-
lekdl, ein Fragment davon oder Multimere oder Aggregate von intakten Molekilen und/oder Fragmenten sein
und kann naturlich auftreten oder hergestellt sein, z. B. durch Synthese (einschlieRlich chemischer und/oder
enzymatischer) oder genetischem Engineering.

[0055] Humanisierter Antikdrper — Dies betrifft einen Antikdrper, der von einem nicht-menschlichen Antikérper
abgeleitet ist (typischerweise Maus) oder von einem chimaren Antikdrper abgeleitet ist, der die Antigen-bin-
denden Eigenschaften des parenteralen Antikdrpers beibehalt oder im wesentlichen beibehalt, der jedoch im
Menschen wenig immunogen ist. Dies kann durch verschiedenen Verfahren erreicht werden, einschlielich be-
spielhaft: (a) Grafting nur der nicht-menschlichen CDRs auf ein menschliches Gerist und konstanten Regio-
nen (Humanisierung) oder (b) Transplantieren der gesamten nicht-menschlichen variablen Doméanen, jedoch
sVerhtllen" dieser mit einer Menschen-ahnlichen Oberflache durch Ersetzen von Oberflachenresten (,Venee-
ring"). Solche Verfahren sind zum Beispiel beschrieben in Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Morrison
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 6851-6855 (1984); Morrison und Oi, Adv. Immunol. 44: 65-92 (1988); Verhoey-
er et al., Science 239: 1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun. 28: 489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun.
31(3): 169-217 (1994). In der vorliegenden Erfindung werden humanisierte Antikérper ,humanisierte" und ,ve-
neered" Antikorper einschliel3en, schlieRen jedoch chimare Antikdrper aus. Ein bevorzugtes Verfahren der Hu-
manisierung umfafdt ein Abgleichen der nicht-menschlichen schweren und leichten Kettensequenzen mit
menschlichen schweren und leichten Kettensequenzen, Auswahl und Ersatz des nicht-menschlichen Gertusts
mit einem menschlichen Gerist, basierend auf einem solchen Abgleich, molekulares Modeling, um die Kon-
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formation der humanisierten Sequenz vorherzusagen, und Vergleich mit der Konformation des parenteralen
Antikorpers, gefolgt von wiederholter Mutation von Resten in der CDR-Region, die die Struktur der CDRs st6-
ren, bis die vorhergesagte Konformation des humanisierten Sequenzmodells der Konformation der
nicht-menschlichen CDRs des parenteralen nicht-menschlichen Antikdrpers eng angenahert ist. Dieses Ver-
fahren der Humanisierung wird schematisch in Fig. 1 dargestellt. Auch kénnen solche humanisierten Antikor-
per weiter derivatisiert werden, um die Aufnahme und Ausscheidung zu erleichtern, z. B. Uber Ashwell-Rezep-
toren oder andere Rezeptor-vermittelte Ausscheidungsmechanismen, wie zum Beispiel durch die Inkorporati-
on von Galactoseresten oder anderen Hexosen (z. B. U.S.-Patent-Nrn. 5,530,101 und 5,585,089).

[0056] Humanisiertes Antikorper-Fragment — Dies betrifft Fragmente, die von einem humanisiertem Antikor-
per abgeleitet sind, die Antigen binden und die derivatisiert werden kénnen, um strukturelle Merkmale aufzu-
weisen, die die Ausscheidung und die Aufnahme erleichtern, z. B. durch die Inkorporation von Galactoseres-
ten. Dies schlie3t zum Beispiel F(ab), F(ab)',, ScFyv, leichte Kette variable Region, schwere Kette variable Re-
gion und Kombinationen davon ein.

[0057] Komplementaritats-bestimmende Region oder CDR — Der Ausdruck CDR, wie hier verwendet, betrifft
Aminosauresequenzen, die zusammen die Bindungsaffinitdt und — Spezifitdt der naturlichen Fv-Region einer
nativen Immunglobulinbindungsstelle definieren (Chothia et al., J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987); Kabat et al.,
U. S. Dept. of Health and Human Services NIH Publication Nr. 91-3242 (1991)).

[0058] Geristregion oder FR — Der Ausdruck FR, wie hier verwendet, betrifft Aminosauresequenzen, die zwi-
schen CDRs zwischengelagert sind. Eine Funktion dieser Teile des Antikdrpers ist es, die CDRs in einer ge-
eigneten Orientierung zu halten (es den CDRs zu ermdglichen, das Antigen zu binden).

[0059] Konstante Region oder CR — Der Ausdruck CR, wie hier verwendet, betrifft den Teil des Antikdrpermo-
lekils, der die Effektorfunktionen Gbertragt. In der vorliegenden Erfindung werden Maus-konstante Regionen
durch menschliche konstante Regionen ersetzt. Die konstanten Regionen der hier betroffenen humanisierten
Antikérper sind von menschlichen Immunglobulinen abgeleitet. Die schwere Kette konstante Region kann von
jeder der finf Isotypen ausgewahlt sein: alpha, delta, epsilon, gamma oder mu. Weiterhin sind schwere Ketten
von verschiedenen Unterklassen (sowie den IgG-Unterklasssen der schweren Ketten) fir die verschiedenen
Effektorfunktionen verantwortlich, und daher kdnnen durch Auswahlen der gewiinschten schweren Kette kon-
stante Regionen chimare Antikdrper mit gewlinschter Effektorfunktion hergestellt werden. Bevorzugte humane
konstante Regionen sind gamma 1 (IgG1), gamma (IgG2), gamma 3 (IgG3) und gamma 4 (IgG4). Bevorzugt
ist eine Fc-Region des gamma 1 (IgG1)-Isotyps. Die leichte Kette konstante Region kann vom kappa- oder
lambda-Typ sein und ist bevorzugterweise vom kappa-Typ.

[0060] Chimarer Antikorper — Dies ist ein Antikorper, der Sequenzen enthalt, die von zwei verschiedenen An-
tikdrpern abgeleitet sind (z. B. U.S.-Patent-Nr. 4,816,567), die typischerweise von zwei verschiedenen Spezies
stammen. Die meisten typischen chimaren Antikbrper umfassen menschliche und Maus-Antikérperfragmen-
ten, im allgemeinen menschliche konstante und Maus-variable Regionen.

[0061] NR-LU-10- Ein Maus-monoklonaler Antikdrper des IgG2b-Isotyps, der ein ungefahr 40 Kilodalton Gly-
coprotein-Antigen erkennt, das auf einer grof3en Vielzahl von Karzinomen exprimiert wird. Dieser Antikorper ist
ein Pankarzinom-Antikdrper, der in menschlichen klinischen Studien sicher verabreicht wurde. Das durch
NR-LU-10 gebundene Antigen wird durch Krebsarten, einschlieRlich zum Beispiel kleine-Zelle-Lungen,
nicht-kleine-Zelle-Lungen, Colon-, Brust-, Nieren-, Eierstock- und Pankreas-, unter anderen Karzinomgewe-
ben, exprimiert. Dieser Antikdrper wurde friher als eine Targeting-Gruppe in zwei-Schritt und drei-Schritt-Tar-
geting-Verfahren verwendet.

[0062] NR-LU-13 - Ein chimarer monoklonaler Antikorper, der die variablen leichten und schweren Regionen
von NR-LU-10 und menschliche konstante Regionen enthalt. Dieser Antikérper bindet dasselbe Antigen, wie
NR-LU-10.

[0063] NR-LU-10 oder NR-LU-13 Antigen — Diese Begriffe werden austauschbar verwendet und betreffen das
Antigen, das durch NR-LU-10 oder NR-LU-13 gebunden wird, das ein ungefahr 40 Kilodalton Glycoprotein-An-
tigen ist, das durch viele Karzinome und nicht-Krebsgewebe exprimiert wird.

[0064] Humanisiertes NRX451 oder humanisierte NRX451-leicht oder humanisierte NRX451-schwer — Diese

Begriffe betreffen spezifische humanisierte variable Domanensequenzen, die von dem Fv von NR-LU-13 ab-
geleitet sind.
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[0065] Humanisierte Antikorper oder humanisiertes Antikorper-Fragment oder humanisierte Antikérper-Frag-
ment-Konjugate — Konjugate, die humanisierten Antikorper oder humanisierte Antikérper-Fragmente der Erfin-
dung enthalten. Diese Konjugate kénnen einen Liganden oder einen Anti-Liganden und/oder ein aktives Mittel,
wie infra definiert, einschlieen. Der Ligand, Anti-Ligand oder das aktive Mittel kdnnen direkt oder indirekt an
den humanisierten Antikérper oder das humanisierte Antikdrper-Fragment, z. B. Uiber die Verwendung von be-
kannten Linker, angebracht sein. Diese Konjugate kénnen strukturelle Merkmale aufweisen oder derivatisiert
werden, um die Merkmale aufzuweisen, die eine Aufnahme und Entfernung davon vermitteln, z. B. durch In-
korporation von Hexosen, wie zum Beispiel Galactose, die die Leberaufnahme uber eine Ashwell-Rezep-
tor-vermittelte Entfernung vermitteln.

[0066] Pretargeting — Wie hier definiert, schlieR Pretargeting die Targetstellen-Lokalisierung einer Targe-
ting-Gruppe ein, die mit einem Mitglied eines Ligand-/Anti-Ligand-Paares konjugiert ist; nach einer Zeitdauer
die, fur eine optimale Target-zu-nicht-Target-Anreicherung dieses Targeting-Gruppen-Konjugats ausreichend
ist, wird aktives Mittel, das an das gegenuberliegende Mittel des Liganden-/Anti-Liganden-Paares konjugiert
ist, verabreicht und wird (direkt oder indirekt) an das Targeting-Gruppe-Konjugat an der Targetstelle gebunden.
Das Pretargeting schlie3t gegebenenfalls auch einen weiteren Schritt der Verabreichung eines Entfernungs-
mittels ein.

[0067] Targeting-Gruppe — Ein Molekiil, das eine definierte Population von Zellen bindet. Die Targeting-Grup-
pe kann jedes Target binden, wie zum Beispiel einen Rezeptor, ein Oligonukleotid, ein enzymatisches Substrat,
eine antigene Determinante oder andere Bindungsstelle, die auf oder in der Target-Zell-Population vorhanden
ist. Die Targeting-Gruppe kann ein Protein, Peptid, Antikdrper und Antikdrper-Fragmente, Fusionsproteine und
ahnliches sein. Ein Antikérper wird in der Beschreibung als ein prototypisches Beispiel einer Targeting-Gruppe
verwendet. Ein Tumor wird als ein prototypisches Beispiel eines Targets verwendet.

[0068] Ligand-/Anti-Ligand-Paar — Ein komplementares/anti-komplementares Set von Molekilen, die eine
spezifische Bindung zeigen, im allgemeinen von relativ hoher Affinitat. Beispielhafte Liganden-/Anti-Ligan-
den-Paare schlieBen Zink-Finger-Proteine/dsDNA-Fragment, Enzym/Inhibitor, Hapten/Antikdrper, Lectin/Koh-
lenhydrat, Ligand/Rezeptor und Biotin/Avidin oder Streptavidin ein. Biotin/Avidin oder Streptavidin werden in-
nerhalb der Beschreibung als ein prototypisches Beispiel eines Ligand-/Anti-Ligand-Paares verwendet.

[0069] Ligand — Wie hier definiert, ist ein ,Ligand" ein relativ kleines 16sliches Molekiil, das eine schnelle Se-
rum, Blut- und/oder Gesamtkorper-Entfernung zeigt, wenn intravends an ein Tier oder einen Menschen verab-
reicht. Biotin und Biotin-Analoga werden als der prototypische Ligand verwendet. Analoga von Biotin, die eine
verringerte oder verstarkte Bindungsaffinitdt gegentiber Avidin oder Streptavidin aufweisen, sind im Stand der
Technik gut bekannt.

[0070] Anti-Ligand — Wie hier definiert, zeigt ein ,Anti-Ligand" eine hohe Affinitat und bevorzugterweise eine
multivalente Bindung des komplementaren Liganden. Bevorzugterweise ist der Anti-Ligand, wenn an eine Tar-
geting-Gruppe konjugiert, grol3 genug, um eine schnelle Nierenentfernung zu vermeiden und enthalt ausrei-
chend Multivalenzen, um eine Kreuzvernetzung und Aggregation von Targeting-Gruppen-Liganden-Konjuga-
ten zu erreichen. Univalente Anti-Liganden werden auch durch die vorliegende Erfindung vorgesehen. Die An-
ti-Liganden der vorliegenden Erfindung kénnen strukturelle Merkmale aufweisen oder derivatisiert werden, um
die strukturellen Merkmale aufzuweisen, die die Aufnahme davon vermitteln, z. B. durch die Inkorporation von
Hexoseresten, die die Leber-Aufnahme vermitteln. Avidin und Streptavidin sind hier als prototypische Anti-Li-
ganden verwendet.

[0071] Avidin — Wie hier definiert, schlieBt ,Avidin" Avidin, Streptavidin und Derivate und Analoga davon ein,
die zu einer Hochaffinitats-, multivalenten oder univalenten Bindung von Biotin in der Lage sind. Beispielhafte
Streptavidinmolekiile sind in den U.S.-Patenten Nrn. 5,168,049 und 5,272,254 beschrieben.

[0072] Entfernungsmittel — Ein Mittel, das in der Lage ist mit einer verabreichten Gruppe (z. B. Targeting-Grup-
pe-Ligand, Targeting-Gruppe-Anti-Ligand oder Anti-Ligand alleine) zu binden, zu komplexieren oder sich auf
andere Weise zu assoziieren, die im Kreislauf des Empfangers vorhanden ist, wodurch die Entfernung der zir-
kulierenden Gruppe aus dem Koérper des Empfangers beschleunigt wird, ein Entfernen aus dem Blutkreislauf
oder eine Inaktivierung des selben Kreislauf. Das Entfernungsmittel ist bevorzugterweise durch physikalische
Eigenschaften charakterisiert, wie zum Beispiel GroRe, Ladung, Konfiguration oder eine Kombination davon,
die einen Zugang des Entfernungsmittels zur Population von Ziel-Zellen, die durch eine Targeting-Gruppe er-
kannt werden und in demselben Behandlungsprotokoll wie das Entfernungsmittel verwendet werden, begrenz-
en.
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[0073] Aktives Mittel — Ein diagnostisches oder therapeutisches Mittel, einschliel3lich Radionuklide, Wirkstof-
fe, Anti-Tumor-Mittel, Cytokine, Hormone, Toxine und ahnliches. Radionuklid therapeutische Mittel sind proto-
typische aktive Mittel.

[0074] Target-Ziel-Riickhalt — Die Zeitdauer, die ein Radionuklid oder ein anderes therapeutisches Mittel auf
der Target-Zelloberflache oder innerhalb der Target-Zelle verbleibt. Der Katabolismus von Konjugaten oder
Molekulen, die solche therapeutischen Mittel enthalten, scheint hauptsachlich fir den Verlust der
Ziel-Zell-Rickhaltung verantwortlich zu sein.

[0075] Konjugat — Ein Konjugat ist ein Molekil, das die Kombination von zwei oder mehreren Molekiilen ist
(oder Teilen von einem oder allen), die direkt (z. B. kovalent oder nicht-kovalent) oder indirekt (z. B. inkorporiert
oder indirekt gebunden) miteinander assoziiert sind. Ein Konjugat schliel3t chemische Konjugate (kovalent
oder nicht-kovalent gebunden), Fusionsproteine und ahnliches ein. Konjugate kénnen einen Liganden oder
Anti-Liganden und/oder aktives Mittel besitzen.

[0076] Immunogenizitat — Ein Mal der Fahigkeit eines Targeting-Proteins oder therapeutischen Gruppe, eine
Immunantwort hervorzurufen (humoral oder zellular), wenn an einen Empfanger verabreicht. Die vorliegende
Erfindung betrifft die Immunogenizitat von Konjugaten und deren Komponentteilen.

[0077] Aglycosylierter Antikdrper oder aglycosylierter humanisierter Antikdrper — Diese Ausdriicke betreffen
Antikorper oder humanisierte Antikdrper oder Antigen-bindende Fragmente davon, die durch Orts-spezifische
Mutagenese mutagenisiert wurden, um die Aminosaurereste an Stellen zu modifizieren, die ansonsten poten-
tiell glycosyliert werden, um so die Glycosylierung zu verringern oder zu beseitigen.

[0078] Humanisierter Antikdrper von verringerter Immunogenizitat — Dies betrifft einen humanisierten Antikor-
per, der eine verringerte Immunogenizitat relativ zu dem parenteralen Antikérper zeigt, z. B. ein humanisierter
Antikorper, der in Bezug auf NR-LU-13 humanisierte NRX451-schwere und humanisierte NRX451-leichte Se-
quenzen enthalt.

[0079] Humanisierter Antikorper, der im wesentlichen die Bindungseigenschaften des parenteralen Antikor-
pers beibehalt — Dies betrifft einen humanisierten Antikdrper, der die Fahigkeit beibehalt, spezifisch das Anti-
gen zu binden, das durch den parenteralen Antikdrper erkannt wird, der dazu verwendet wurde, um solch einen
humanisierten Antikérper herzustellen. Zum Beispiel binden humanisierte Antikérper, die im wesentlichen die
Bindungseigenschaften von NR-LU-13 beibehalten, spezifisch an ein ungefahr 40 Kilodalton Protein, das
durch viele Karzinome exprimiert wird, und weiter bevorzugt an dasselbe Epitop, wie NR-LU-13. Bevorzugter-
weise wird der humanisierte AntikOrper dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Antigen-bindende Affinitat auf-
weisen, wie der parenterale Antikérper. Im allgemeinen wird die Affinitat innerhalb derselben GréRenordnung
liegen, wie die Affinitat des parenteralen Antikdrpers. Verfahren zur Bestimmung der Antigen-bindenden Affi-
nitat sind im Stand der Technik gut bekannt und schlieBen halb-maximale. Bindungstests, Kompetitionstests
und Scatchard-Analysen ein.

[0080] Wo anwendbar, schlieRen die angegebenen Definitionen funktionelle Aquivalente ein, d. h. Molekiile
die in ihrer Lange, Struktur, Komponenten usw. unterschiedlich sind, die jedoch in der Lage sind, eine oder
mehrere der Funktionen der definierten Molekiile durchzufiinren oder zu erreichen. Funktionelle Aquivalente
der oben genannten definierten Molekiile schlieRen funktionelle Aquivalente von Antikérpern oder Antikor-
per-Fragmenten der vorliegenden Erfindung ein. Ein funktionelles Aquivalent ist eine ,mimetische" Verbindung,
d. h. ein organisches chemisches Konstrukt, das so aufgebaut ist, um die geeignete Konfiguration und/oder
Orientierung zur Antigen-Bindung nachzuahmen. Ein anderes funktionelles Aquivalent ist ein kurzes Polypep-
tid, das als ein ,minimales" Polypeptid bezeichnet wird, das unter der Verwendung von Compuer-unterstiitztem
molekularen Modeling konstruiert wurde und Mutanten, die eine veranderte Bindungsaffinitat aufweisen, wobei
minimale Polypeptide die Antigen-bindende Affinitat des Antikdrpers zeigen.

[0081] Wie oben angegeben, ist die vorliegende Erfindung in Richtung auf die Herstellung von humanisierten
Antikérpern und Antigen-bindenden Fragmenten davon, die von NR-LU-13 oder anderen nicht-menschlichen
Antikérpern abgeleitet sind, die das durch NR-LU-13 erkannte Antigen binden (an demselben oder verschie-
denen Epitopen), und deren Verwendung, insbesondere in zwei-Schritt- und drei-Schritt-Pretargeting-Verfah-
ren, gerichtet. Darliber hinaus, unter der Annahme, dal® die betroffenen humanisierten Antikérper typischer-
weise menschliche konstante Regionen enthalten werden, kdnnen sie auch als therapeutische Antikérper ver-
wendet werden. Spezifisch rufen humanisierte Antikdrper, die humanen konstanten Regionen enthalten, typi-
scherweise menschliche Effektor-Funktionen hervor, z. B. eine Komplement-vermittelte Cytotoxizitats-(C'MC)-
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und Antikdrper-vermittelte Zell-Cytotoxizitats-(ADCC)-Aktivitat. Solche Aktivitdt kann zur direkten Tumor-
zell-Lyse durch Komplementproteine oder durch ADCC-Effektorzellen, NK-polymorphornuklearen Zellen und
Monozyten fiuhren. Auch kann solch eine Aktivitdt zu der Induktion einer entzindlichen Antwort (ihren, wie
durch die Infiltration von inflammatorischen Effektorzellen, Makrophagen und polymorphonuklearen Leukozy-
ten typisiert. Daher kénnen diese humanisierten Antikérper eine Tumorzell-Lyse ohne den Bedarf fiir die An-
bringung an ein anderes aktives Mittel, z. B. ein Radionuklid oder ein Toxin, verstarken.

[0082] Alternativ kbnnen humanisierte Antikdrper und Antigen-bindende Fragmente mit oder ohne Effektor-
sequenzen an aktive Mittel angebracht werden, um eine gewlinschte therapeutische Funktion zu bewirken.

[0083] Wie vorher beschrieben, ist NR-LU-13 ein chimarer Antikérper, der Maus-Fv-Sequenzen und mensch-
liche konstante Domanensequenzen enthalt. NR-LU-13 ist ein Antikoérper, der das NR-LU-13-Antigen an dem-
selben Epitop wie NR-LU-10 bindet. NR-LU-10 ist ein Pankarzinom-Antikorper, der ein Maus-monoklonaler An-
tikdrper des IgG2b-Isotyps ist, der ein Molekulargewicht von 150 Kilodalton aufweist. Wie diskutiert, wurde die-
ser monoklonale Antikérper, sowie das Fab-Fragment davon, in klinischen Versuchen an viele hundert Men-
schen sicher verabreicht.

[0084] Radioimmuntests, Immunprazipitation und Fluoreszenz-aktivierte Zell-Sorting(FACS)-Analyse wurde
dazu verwendet, um Reaktivitatsprofile von NR-LU-10 zu bestimmen. Das NR-LU-10-Target-Antigen ist entwe-
der auf fixierten Kulturzellen oder in Detergenzextrakten von verschiedenen Typen von Krebszellen vorhan-
den. Zum Beispiel wird das NR-LU-10-Antigen durch kleine-Zellen-Lungen-, nicht-kleine-Zellen-Lungen-, Co-
lon-, Brust-, Nieren-, Eierstock-, Pankreas- und anderen Karzinomgeweben exprimiert. Die Tumorreaktivitat
des NR-LU-10-Antikdrpers wird in Tabelle A angegeben, wahrend die NR-LU-10-Reaktivitat mit normalen Ge-
weben in Tabelle B angegeben ist. Die Werte in Tabelle B wurden wie im folgenden beschrieben erhalten. Po-
sitive NR-LU-10 Gewebereaktivitat zeigt die NR-LU-10-Antigen-Expression durch das Gewebe an. Das
NR-LU-10-Antigen wurde durch Varki et al., ,Antigens Associated with a Human Lung Adenocarcinoma Defin-
ded by Monoclonal Antibodies”, Cancer Research 44: 681-687 (1984), und Okabe et al., ,Monoclonal Antibo-
dies to Surface Antigens of Small Cell Carcinoma of the Lung," Cancer Research 44: 5273-5278 (1984) ge-
nauer beschrieben.

[0085] Die Gewebeproben wurden in Ubereinstimmung mit drei Reaktivitatsparametern bewertet: (1) der In-
tensitat der Reaktion; (2) der GleichmaRigkeit der Reaktion innerhalb des Zelltyps und (3) dem Prozentsatz
von Zellen, die mit dem Antikorper reaktiv waren. Diese drei Werte wurden in einem einzigen gewichteten Ver-
gleichswert zwischen 0 und 500 kombiniert, wobei 500 die intensivste Reaktivitat ist. Dieser Vergleichswert er-
leichtert den Vergleich von verschiedenen Geweben. Tabelle B schlief3t einen zusammengefaliten Reaktivi-
tatswert, die Zahl von untersuchten Gewebeproben und die Zahl von Proben ein, die mit NR-LU-10 positiv re-
agierten.

[0086] Verfahren zur Herstellung von Antikdrpern, die an Epitope des NR-LU-10-Antigens binden, sind eben-
falls bekannt und sind in U.S.-Patent Nr. 5,084,396 beschrieben. Kurz gesagt, kdnnen solche Antikérper durch
das folgende Verfahren hergestellt werden:
— Absorbieren eines ersten monoklonalen Antikdrpers, der gegen ein erstes Epitop eines polyvalenten An-
tigens gerichtet ist auf einer inerten unléslichen Matrix, die in der Lage ist, Immunglobulin zu binden, wo-
durch ein Immunsorbent gebildet wird;
— Kombinieren des Immunsorbents mit einem Extrakt, der polyvalentes NR-LU-10-Antigen enthalt, Bilden
eines ungeldsten Immunkomplexes, worin das erste Epitop durch den ersten monoklonalen Antikorper
maskiert wird;
— Immunisieren eines Tiers mit dem unléslichen Immunkomplex;
— Fursionieren von Milzzellen aus dem immunisiertem Tier mit Myelomzellen, um ein Hybridom zu bilden,
das in der Lage ist, einen zweiten monoklonalen Antikdrper herzustellen, der gegen ein zweites Epitop des
polyvalenten Antigens gerichtet ist;
— Kultivieren des Hybridoms, um den zweiten monoklonalen Antikérper herzustellen; und
— Sammeln des zweiten monoklonalen Antikérpers als ein Produkt des Hybridoms.

[0087] Monoklonale Antikérpe NR-LU-01, NR-LU-02, NR-LU-03 und NR-LU-06, die in Ubereinstimmung mit
den in dem oben genannten Patent beschrieben Verfahren hergestellt wurden, sind beispielhafte Antikorper,
die dasselbe Krebsantigen binden, wie NR-LU-10, die zur Verwendung in Pretargeting-Verfahren geeignet
sind.

[0088] Zusatzliche Antikdrper, die mit dem NR-LU-10-Antigen reaktiv sind, kbnnen auch durch Standardhyb-
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ridomproduktion und Screening-Verfahren prapariert werden. Jeder so produzierte und indentifizierte Hybri-
domklon kann wie oben beschrieben weiter gescreent werden, um die Antigen- und Gewebereaktivitat zu ve-
rifizieren.

TABELLE A
Organ-/Zelltyp-Tu- #Pos/Unt | Intensitat Durch- Prozent Durch- Gleichmafigkeit
mor ersucht schnittlicher Bereich schnittlicher Bereich Durchschnittlicher

Bereich

Pankreaskarzinom 6/6 3 3 100 100 2,3 2,3
Prostatakarzinom 9/9 2,8 2,3 95 80-100 2 1,3
Lungenadenokarzi- 8/8 3 3 100 100 2,2 1,3
nom
Lunge-kleine-Zel- 2/2 3 3 100 100 2 2
le-Karzinom
Lunge-squamo- 8/8 2,3 2,3 73 5-100 1,8 1,3
se-Zell-Karzinom
Nierenkarzinom 8/9 2,2 2,3 83 75-100 1 1
Brustadenokarzinom | 23/23 29 2,3 97 75-100 2,8 1,3
Colonkarzinom 12/12 2,9 2,3 98 95-100 29 2,3
Malignes Melanom 0/2 0 0 0 0 0 0
Auge
Malignes Melanom 0/11 0 0 0 0 0 0
Eierstockkarzinom 35/35 29 2,3 100 100 2,2 1,3
Nicht-differenziertes 11 2 2 90 90 2 2
Karzinom
Osteosarcom 11 2 2 20 20 1 1
Synoviales Sarkom on 0 0 0 0 0 0
Lymphom 0/2 0 0 0 0 0 0
Liposarkom 0/2 0 0 0 0 0 0
Uterines Leiomyosar- | 0/1 0 0 0 0 0 0
kom

TABELLE B
Organzelltyp #Pos/Untersucht Zusammengefallte Reaktivitat
Adenoid
Epithel 3/3 433
Lymphoid-Follikel-zentral 0/3 0
Lymphoid-Follikel-peripher 0/3 0
Schleimhautdrise 2/2 400
Adiposes Gewebe
Fettzellen 0/3 0
Adrenal
Zona Fascitulata Cortex 0/3 0
Zona Glomerulosa Cortex 0/3 0
Zona Reticularis Cortex 0/3 0
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Medulla 0/3 0
Aorta

Endothel 0/3 0
Elastisches Inneres 0/3 0
Tunica Adventitia 0/3 0
Tunica Media 0/3 0
Hirn-Zerebellum

Axone, myeliniert 0/3 0
Microglia 0/3 0
Neurone 0/3 0
Purkenjes Zellen 0/3 0
Hirn-Zerebrum

Axone, myeliniert 0/3 0
Microglia 0/3 0
Neurone 0/3 0
Hirn-Mittelhirn

Axone, myeliniert 0/3 0
Microglia 0/3 0
Neurone 0/3 0
Colon

Mucosa Epithel 3/3 500
Muskulares AuReres 0/3 0
Muskulare Mucosa 0/3 0
Nervenganglien 0/3 0
Serosa 0/1 0
Duodenum

Mucosa Epithel 3/3 500
Muskulare Mucosa 0/3 0
Epididymis

Epithel 3/3 419
Glatter Muskel 0/3 0
Spermatozoe 0/1 0
Speiserdhre

Epithel 3/3 86
Schleimhautdrise 2/2 450
Glatter Muskel 0/3 0
Gallenblase

Schleimhaut-Epithel 0/3 467
Glatter Muskel 0/3 0
Herz

Myocard 0/3 0
Serosa 0/1 0
lleum

Lymphknoten 0/2 0
Schleimhaut-Epithel 0/2 0
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Muskulares AuReres 0/1 0
Muskulare Mucosa 0/2 0
Nervenganglien 01 0
Serosa 0/1 0
Jejunum

Lymphknoten 0/1 0
Schleimhaut-Epithel 2/2 400
Muskulares AuReres 0/2 0
Muskulare Mucosa 0/2 0
Nervenganglien 0/2 0
Serosa 0/1 0
Niere

Sammelréhren 2/3 160
Distale Konvolutréhren 3/3 500
Glomerulares Epithel 0/3 0
Mesangium 0/3 0
Proximale Konvolutréhren 3/3 500
Leber

Gallengang 3/3 500
Zentrale lobulare Hepatozyten 1/3 4
Periportale Hepatozyten 1/3 40
Kupffer-Zellen 0/3 0
Lunge

Alveolare Macrophagen 0/3 0
Bronchialepithel 0/2 0
Bronchialer glatter Muskel 0/2 0
Pneumozyte Typ | 3/3 354
Pneumozyte Typ I 3/3 387
Lymphknoten

Lymphoid-Follikel-zentral 0/3 0
Lymphoid-Follikel-peripher 0/3 0
Brustdrise

Alveolares Epithel 3/3 500
Gang-Epithel 3/3 500
Myoepithel 0/3 0
Skelettmuskel

Muskelfaser 0/3 0
Nerven

Axon, myeliniert 0/2 0
Endoneuronium 0/2 0
Neurolemma 0/2 0
Neuron 0/2 0
Perineurium 0/2 0
Eierstock

Corpus Luteum 0/3 0
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Epithel 11 270
Granulosa 1/3 400
Serosa 0/3 0
Theca 0/3 0
Oviduct

Epithel 11 500
Glatter Muskel 0/3 0
Pankreas

Acinuszelle 3/3 500
Gang-Epithel 3/3 500
Insel-Zelle 3/3 500
Peritoneum

Mesothel 0/1 0
Pituitar

Adenohypophyse 2/2 500
Neurohypophyse 0/2 0
Plazenta

Trophoblasten 0/3 0
Prostata

Konkretionen 0/3 0
Drisen-Epithel 3/3 400
Glatter Muskel 0/3 0
Rektum

Lymphknoten 0/2 0
Schleimhaut-Epithel 0/2 0
Muskuldres AuReres 0/1 0
Muskulare Mucosa 0/3 0
Nervenganglien 0/3 0
Speicheldriise

Acinares Epithel 3/3 500
Gang-Epithel 3/3 500
Haut

Apocrine Drisen 3/3 280
Basallage 3/3 33
Epithel 1/3 10
Follikel 11 190
Hornhaut 0/3 0
Ruckenmark

Myelinierte Axone 0/2 0
Microglia 0/2 0
Neurone 0/2 0
Milz

Lymphoid-Follikel-zentral 0/3 0
Lymphoid-Follikel-peripher 0/3 0
Trabecularer glatter Muskel 0/3 0
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Magen

Kochzellen 3/3 290
Schleimhaut-Epithel 3/3 367
Muskulare Mucosa/AulReres 0/3 0
Parietale Zellen 3/3 290
Glatter Muskel 0/3 0
Stromagewebe

Adipos 0/63 0
Arteriolarer glatter Muskel 0/120 0
Endothel 0/120 0
Fibroses Bindegewebe 0/120 0
Macrophagen 0117 0
Mastzellen/Eosinophile 0/86 0
Testis

Interstizielle Zellen 0/3 0
Sertoli-Zellen 3/3 93
Thymus

Hassals Epithel 3/3 147
Hassals Keratin 3/3 333
Lymphoid Cortex 0/3 0
Lymphoid Medulla 3/3 167
Thyroid

C-Zellen 0/3 0
Colloid 0/3 0
Follikulares Epithel 3/3 500
Tonsilen

Epithel 1/3 500
Lymphoid-Follikel-zentral 0/3 0
Lymphoid-Follikel-peripher 0/3 0
Schleimdrise 11 300
Stria-Muskel 0/3 0
Nabelschnur

Epithel 0/3 0
Harnblase

Schleimhaut-Epithel 3/3 433
Serosa 0/1 0
Glatter Muskel 0/3 0
Uterus

Endometrielles Epithel 3/3 500
Endometrielle Drisen 3/3 500
Glatter Muskel 0/3 0
Vagina/Cervix

Epitheldriisen 11 500
Glatter Muskel 0/2 0
Squamoéses Epithel 1/1 200
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[0089] Jedoch, wahrend der NR-LU-13-Antikérper und andere Antikdrper nicht-menschlichen Ursprungs, die
das NR-LU-10-Antigen binden, eine therapeutische und diagnostische Verwendung insbesondere als Targe-
ting-Gruppen in Pretargeting-Verfahren besitzen, leiden sie an einem potentiellen Nachteil. Besonders weil sie
nicht-menschliche (z. B. Maus-)Sequenzen enthalten, kdnnen sie in Menschen immunogen sein. Dies ist nach-
teilhaft, da diese Immunogenizitat die Targeting-Effizienz nach wiederholter Verabreichung von Antikérper ver-
ringern kann.

[0090] Daher stellt die vorliegende Erfindung Targeting-Gruppen zur Verfliigung, die im wesentlichen dieselbe
Antigen-bindenden Eigenschaften wie NR-LU-13 aufweisen, die jedoch eine verringerte Immunogenizitat auf-
weisen. Genauer gesagt, stellt die vorliegende Erfindung humanisierte Antikérper und Antigen-bindende hu-
manisierte Antikdrper-Fragmente zur Verfigung, die von NR-LU-13 oder anderen nicht-menschlichen Antikor-
pern abgeleitet sind, die spezifisch dasselbe durch NR-LU-13 erkannte Krebsantigen und weiter bevorzugt
dasselbe Epitop binden. Wie hier verwendet, bedeutet ein humanisierter Antikérper oder humanisiertes Anti-
korper-Fragment das an das durch den Antikdrper NR-LU-13 gebundene Antigen ,spezifisch bindet", daf3 der
Antikérper oder der das Antikérper-Fragment eine Bindungsaffinitat von mindestens ungefahr 10* mol™ auf-
weist. Bevorzugterweise ist die Bindungsaffinitat mindestens ungefahr 10 M~ und weiter bevorzugt mindes-
tens ungefahr 108 M.

[0091] Wie diskutiert, wurde in der Literatur berichtet, da® humanisierte Antikdrper mdglicherweise von
Maus-Antikdrpern abgeleitet werden kdnnen, die dieselben oder im wesentlichen einige Antigen-bindende Ei-
genschaften zeigen, die jedoch eine verringerte Immunogenizitat zeigen.

[0092] Humanisierte Antikdrper kdbnnen durch eine Vielzahl von Verfahren hergestellt werden. Diese Huma-
nisierungsverfahren schlielen ein: (a) Graften von nur nicht-menschlichen CDRs auf menschliches Gerust und
konstante Regionen (z. B., Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986) (herkémmliche humanisierte Antikorper)
Verhoeyen et al., Science 239: 1534-1536 (1988); und (b) Transplantieren der gesamten nicht-menschlichen
variablen Domanen, jedoch Verdecken (Veneering) dieser Domanen durch Ersetzen von exponierten Resten
(um die Immunogenizitat zu verringern) (z. B., Padlan, Molec. Immun. 28: 489-498 (1991) (veneered Antikor-
per). Wie supra angegeben, schlieBen humanisierte Antikorper wie hier definiert sowohl herkémmliche "huma-
nisierte" als auch "veneered" Antikorper ein.

[0093] Innerhalb der vorliegenden Erfindung wurde die Auswahl getroffen, NR-LU-13 unter der Verwendung
eines Humanisierungsprotokolls zu humanisieren, das eine Serie von Sequenzanalyse- und Molecular-Mode-
ling-Schritten einschlief3t. Diese Protokoll ist schematisch in Eig. 1 dargestellt. Im wesentlichen umfalit es den
Vergleich der Sequenzen der Maus schweren und leichten variablen Kette mit einer Datenbank von Sequen-
zen der menschlichen schweren und leichten variablen Region; Auswahl der am meisten dahnlichen menschli-
chen Geristsequenzen; Ersetzen von ausgewahlten Gerustresten, basierend auf der Sequenzahnlichkeit; Er-
zeugung von molekularen Modellen, die den parenteralen Maus- und putativen humanisierten Sequenzen ent-
sprechen; Ruckmutieren, um die Reste zu modifizieren von denen angenommen wird, daf} sie die Konforma-
tion von Komplementaritat bestimmenden Regionen (CDRs) stéren, durch Vergleich mit dem molekularen Mo-
dell, das der parenteralen Aussequenz entspricht; Konstruieren eines molekularen Modells, basierend auf der
modifizierten Sequenz und Vergleich dieses Modells mit der parenteralen Maussequenz. Diese Analyse wird
fortgeflhrt, bis die Konformation der CDRs in den humanisierten Modell eng mit der CDR-Konformation in dem
parenteralen Mausmodell tbereinstimmt. Dieses Protokoll kann auch dazu verwendet werden, um andere
nicht-menschliche (z. B. Maus) Antikdrper zu humanisieren, die fir das durch NR-LU-13 gebundene Antigen
spezifisch sind und weiter bevorzugt Antikorper, die dasselbe Epitop wie NR-LU-13 binden.

[0094] Wie genauer zur Humanisierung von NR-LU-13 ausgeflihrt wird, wurden DNA-Fragmente, die fir den
NR-LU-13 Antikorper kodieren kloniert und diese DNA-Fragmente wurden durch bekannte Verfahren sequen-
ziert, wobei die gesamten variablen schweren und leichten Domanen eingeschlossen wurden, die die Komple-
mentaritat bestimmenden Regionen (CDRs) und die Gerustregionen (FRs) einschlieRen. Die Aminosaurese-
quenzen, die die Maus variablen schweren und leichten Sequenzen kodieren, wurden mit einer Datenbank von
menschlichen Sequenzpaaren (Immunglobulin leichten und schweren Ketten, die von demselben Klon ab-
stammten) verglichen. Die DNA-Sequenzen und abgeleiteten Aminosauresequenzen der klonierten schweren
und leichten Kette variablen Regionen von NR-LU-13 ist in Eig. 2 dargestellt. Die fur einen solchen Vergleich
verwendeten Immunglobulin-Sequenzdaten wurden von Kabat et al., "Sequences of Proteins of Immunological
Interest," U. S. Dept. Health and Human Services, Fifth Ed. 1991, erhalten. Die strukturellen Daten wurden von
Bernstein et al., "The Protein databank: A computer based archival file for macromolecular structures, J. Mol.
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Biol. 112: 535-542 (1977), erhalten.

[0095] Nach dem Sequenzvergleich wurde die am meisten identische menschliche Antikbrpersequenz aus-
gewahlt, um das Ausgangsgerust fur den "grafted" Antikdrper zur Verfligung zu stellen. Als das am meisten
identische Sequenzpaar wurde dasjenige des Klons R3.5H5G'CL (Manheimer-Lory et al., J. Exp. Med., 174
(Dez. 1991) 1639-1642) gefunden. Die Sequenz der Ausgangs-Maus-CDRs abgeleitet von NR-LU-13 wurden
dann in die ausgewahlte menschliche Geruststruktur transferiert. Dieses Verfahren fihrte zu einer anfangli-
chen putativ humanisierten Fv-Sequenz. Die anfangliche putativ humanisierte Sequenz wurde einer Serie von
Mutationen unterzogen, wie vorher beschrieben.

[0096] Die anfangliche putativ humanisierte Sequenz wurde dann durch Testen der Sequenz in dreidimensi-
onalen Modellen "verfeinert". Ein molekulares Modell wurde von der Ausgangs-Maussequenz und der anfang-
lichen humanisierten Sequenz erstellt. Aquivalente Restpositionen in Mausmodell und dem humanisierten Mo-
dell wurden verglichen. Die Reste in dem humanisierten Modell, von denen vorhergesagt wurde, dal} sie die
Struktur der CDRs stéren wirden, wurden "zurlickmutiert". Ein molekulares Modell wurde dann von der modi-
fizierten putativ humanisierten Sequenz erstellt und nochmals mit dem Maus molukularen Modell verglichen.
Dieser Zyklus von putativ humanisierter Sequenz molekularem Modeling und "Ruckmutation”, gefolgt durch
Vergleich des sich ergebenden modifizierten humanisierten Sequenzmodells mit dem Mausmodell wird wie-
derholt, bis die Konformation der CDRs in dem humanisierten Modell eng mit der CDR-Konformation des
Mausmodells Ubereinstimmten. Das Humanisierungsprotokoll ist schematisch in Fig. 1 dargestellt.

[0097] Unter der Verwendung dieser Methodologie mit variablen schweren und leichten Sequenzen, abgelei-
tet von NR-LU-13 (bezeichnet als NRX451-leichte und NRX451-schwere Sequenzen), wurden humanisierte
NRX451 schwere und leichte Sequenzen erhalten. Diese humanisierten leichten und schweren Sequenzen
sind jeweils in Eig. 3 und Eig. 4 angegeben. In beiden dieser Figuren sind die variablen schweren oder leichten
Gerustreste, die sich von den parenteralen NRX451 schweren und leichten Sequenzresten unterscheiden, in
fetten Buchstaben angegeben.

[0098] Es kann nach einer Betrachtung der Fig. 3 und Fig. 4 gesehen werden, dal} die humanisierten variab-
len schweren und leichten Sequenzen (bezeichnet als NRX451-schwere und NRX451-leichte Sequenzen) sich
von den parenteralen Mausantikorper variablen Sequenzen hauptsachlich an der Basis der Fv-Domane in
Richtung des C-Teils des Fab-Fragmentes unterscheiden. Die Numerierung der jeweiligen NRX451-Maus und
humanisierten Sequenzen entspricht der UDB-Numerierung. Von diesen humanisierten variablen schweren
und leichten Sequenzen wird vorgesehen, dal} sie zu humanisierten Antikérpern flihren, die weniger Immuno-
genizitat aufweisen, als NR-LU-13.

[0099] Wahrend es vorgesehen ist, dal die NRX451-Sequenzen (unter Berlcksichtigung ihrer Sequenzahn-
lichkeit zu menschlichen Immunglobulinen), die in Eig. 3 und Eig. 4 dargestellt sind, zu Antikérpern flhren, die
eine verringerte Immungenizitat in Menschen (verglichen zu Maus-NR-LU-10 oder chimarem NR-LU-13) her-
vorrufen und daruber hinaus eine verbesserte Serumhalbwertszeit zeigen kdnnen, liegen andere Modifikatio-
nen der oben angegebenen NRX451-Sequenzen innerhalb des Bereichs der vorliegenden Erfindung. Zum
Beispiel kbnnen diese humanisierten Sequenzen weiter durch Deletions-, Additions- oder Substitutionsmutati-
on verandert werden. Insbesondere kdnnen sie durch die Substitution von einen oder mehreren exponierten
Gerustresten gemaR des Verfahrens von Padlan, Molec. Immunol. 28: 489-498 (1991), auf das hier Bezug ge-
nommen wird, modifiziert werden. Zum Beispiel ist ein fur die Substitution vorgesehener besonderer Amino-
saurerest das Cystein an Position 60 der schweren Kette durch eine andere Aminosaure, zum Beispiel Serin.

[0100] Insbesondere umfaldt die Erfindung Substitutionsmodifikationen, die die Antigenbindung nicht wesent-
lich negativ beeintrachtigen. Zum Beispiel schlie3t dies konservative Aminosauresubstitutionen ein, z. B. die
Substitution einer sauren Aminosaure durch eine andere saure Aminosaure. Konservative Aminosaure-Sub-
stitutionsmutationen sind im Stand der Technik gut bekannt.

[0101] Darlber hinaus umfaft die Erfindung spezifisch NRX451-schwere und NRX451-leichte Sequenzen
und Fragmente davon, die in pNRX451 enthalten sind, das ein Plasmid ist. Ein Plasmid von NRX451
(PNRX451) ist ein Sdugerexpressionsvektor, abgeleitet von pcDNA3 (Invitrogen), der eine cDNA enthalt, die
fur humanisierte schwere und leichte Ketten kodiert.

[0102] Auch koénnen diese durch die Deletion von einer oder mehreren Aminosaureresten verklrzt werden,

um funktionelle (Antigen-bindende) humanisierten Sequenzen herzustellen. Zum Beispiel wurde wahrend der
Expression der betreffenden humanisierten Antikérper in CHO- und Insektenzellen beobachtet, dal Fragmen-

17/74



DE 697 24 428 T3 2009.07.23

te (die offensichtlich aufgrund eines zellularen Spaltmechanismus oder des Aufreinigungsverfahrens herge-
stellt wurden), denen Reste der betroffenen humanisierten NRX451-Sequenzen fehlen, funktionell sind, d. h.
sie binden immer noch das NR-LU-13-Antigen. Insbesondere wird beobachtet, dafl humanisierte Fv-Sequen-
zen, die die oben genannten humanisierten Sequenzen enthalten, denen jedoch die ersten sieben N-termina-
len Reste NRX451 humanisierter schwere Kettensequenz fehlen, funktionell sind. Basierend auf diesen Ergeb-
nissen wird erwartet, da® andere Deletionen, z. B. andere N-terminale und C-terminale Deletionen der betrof-
fenen humanisierten NRX451 auch funktionell sein sollten (Antigen binden). Funktionelle Deletionen kénnen
durch die. aufeinander folgende Expression von verschiedenen Deletionen und Screenen der sich ergebenden
Deletion, um deren Fahigkeit zu bestimmen, das NR-LU-13-Antigen zu binden, identifiziert werden. Wie unten
beschrieben, kdnnen mutierte Antikbrpersequenzen in jeder einer Vielzahl von Wirtssystemen exprimiert wer-
den, z. B. Saugerzellen (wie zum Beispiel CHO-Zellen, Insekten, Pflanzenzellen, transgenen Pflanzen und
transgenen Tieren). Wie oben angegeben, betrifft die vorliegende Erfindung weiterhin die Modifikation von An-
tikdrpern (insbesondere der IgG-Klasse), um die N-verbundene Glycosylierung zu eliminieren (d. h. pra-Ex-
pressionsmodifikation von Antikérpern, um die N-verbundene Glycosylierung zu verhindern) oder die N-ver-
bundene Glycosylierung zu modifizieren (d. h. post-Expressionsmodifikation von N-verbundener Glycosylie-
rung von Antikdrpern). Wie hier beschrieben, weist die Eliminierung oder Modifikation von N-verbundene Gly-
cosylierung die vorteilhafte Eigenschaft der Verringerung der Immunogenizitat und/oder Toxizitat auf. Antikor-
per sind Glycoproteine, die an charakteristischen Stellen in Abhangigkeit von ihrem Isotyp glycosyliert werden.
Zum Beispiel werden die IgGs als ein biantennarer Komplex an dem Asn-Xaa-Ser(Thr)-Motiv in jeder der
C,,2-Doméanen (wobei in diesem Motiv Xaa jede Aminosaure ist und Ser und Thr austauschbar sind) N-verbun-
den glycosyliert. Die Glycosylierung tritt als ein posttranslationales Ereignis auf, wenn Oligosaccharide, die in
ihrer Grofde von 8 bis 90 Sacchariden reichen, an das Motiv am Asn-Rest (297) N-verbunden werden.

[0103] Die Effekte der Glycosylierung auf die Tertiarstruktur von Antikérpern und insbesondere der Fe-Region
davon ist als strukturell signifikant bekannt. Zum Beispiel wurde eine solche Signifikanz durch NMR-Untersu-
chungen aufgezeigt (siehe, R. A. Dwek et al. J. Anat. 187: 279-292 (1995), "Glycobiology: The function of su-
gar in the 1IgG molecule"). Darliberhinaus ist die Glycosylierung signifikant, da die Clg-Bindung und die Anti-
kdrperbindung an Monocyten in glycosylierten monoklonalen Antikérpern signifikant verringert ist.

[0104] Auch wurde von der Modifikation von Glycosylierungsmustem in IgG berichtet, daf} diese mit vielen
Erkrankungen assoziiert sind, einschlief3lich rheumatoider Arthritis, Alterung und Schwangerschaft (siehe,
Dwek et al., Ibid). Konsequenterweise flhrte die Glycosylierung bei der kommerziellen Herstellung von mono-
klonalen Antikérpern kirzlich zu Bedenken. Genauer gesagt, fihrten ungeeignete Glycosylierungsmuster zu
Bedenken, da sich die monoklonale Antikdrperproduktion auf den Einschlufd von neuen Organismen ausdehn-
te, von denen viele Proteine im Vergleich zu menschlichen Zellen unterschiedlich glycosylieren. Friiher wurden
monoklonale Antikérper nur in Sdugerzellen exprimiert. Jedoch kdnnen aufgrund der Entwicklung von neuen
und verbesserten Vektorsystemen, Proteinreinigung und Kulturverfahren Antikorper, z. B. Maus, chimare und
humanisierte Antikdrper in vielen Wirten und Wirtszellsytemen exprimiert werden, z. B. Sdugetier-, Hefe-, In-
sekten- und Pflanzenzellen. Wahrend dies signifikante Vorteile bietet, z. B. stellen Insekten typischerweise
eine hohe Expression von rekombinanten Proteinen zur Verfiigung, besteht mindestens ein potentielles Pro-
blem bei der Expression von Proteinen in verschiedenen Wirten. Genauer gesagt, wahrend die Genauigkeit
der Proteinexpression in verschiedenen Wirten gut kontrolliert wird, ist die posttranslationale Modifikation eine
inharente Eigenschaft der einschlagigen Zellinie. Im allgemeinen glycosylieren Wirtszellen Proteine auf eine
charakteristische Weise, d. h. einem Glycosylierungsmuster.

[0105] Von dem posttranslationalen Verfahren der Glycosylierung in neuen Expressionssystemen wurde ge-
glaubt, daB sie besonders problematisch sind, da sie die Bioverteilung des sich ergebenden Glycoproteins auf-
grund von veranderter Kohlenhydraterkennung beeintrachtigen kénnten. In dieser Hinsicht ist weit akzeptiert,
dafy Oligosaccharide als Erkennungselemente fungieren. Zum Beispiel weise viele tierische Proteine, die aus
Zellen und Geweben isoliert wurden, Sequenzmotive auf, die Kohlenhydratdomanen erkennen. Daher wirde
von der Modifikation von Glycosylierungsstellen erwartet, dal} sie die Bioverteilung eines Proteins verandern.

[0106] Darlber hinaus, weil die Oligosaccharide die Antikdrperstruktur verandern, kann von der Modifikation
von Glycosylierungsstellen méglicherweise erwartet werden, dal sie potentiell die Struktur und die Bindungs-
konformation des Antikdrpermolekiils negativ beeintrachtigen.

[0107] Jedoch, wie in der Beschreibung der vorliegenden Erfindung gezeigt, wurde es entdeckt, dal} die Be-

seitigung oder Modifikation der Kohlenhydratgruppen von Antikérpern (insbesondere humanisierten Antikor-
pern gegen das NR-LU-13-Antigen) eher vorteilhafte als nachteilhafte Effekte aufwies.

18/74



DE 697 24 428 T3 2009.07.23

[0108] Um die Immunogenizitat oder Toxizitat von IgG-Klasse Antikdrpern zu verringern oder zu beseitigen,
stellt die vorliegende Erfindung eine pra-Expressions- oder post-Expressionsmodifikation von Antikérpern zur
Verfligung, um eine N-verbundene Glycosylierung zu verhindern oder zu modifizieren. Die Beseitigung von po-
tentiellen Glycosylierungsstellen in monoklonalen Antikérpern, z. B. chimaren und humanisierten Antikdrpern
und Fragmenten davon, kann durch Orts-spezifische Mutagenese erreicht werden. Genauer gesagt, schlief3t
die vorliegende Erfindung eine Orts-spezifische Mutagenisierung von DNA-Sequenzen ein, die fur Antikorper
oder Antikérperfragmente kodieren, bevorzugterweise humanisierte Antikdrper oder humanisierte variable Se-
quenzen, die Substitutionsmutationen in oder nahe einer oder mehrere Glycosylierungsstellen einfihrt.

[0109] Dies wird durch Orts-spezifische Mutagenese eines Kodons in einer DNA erreicht, die fiir eine Immu-
noglobulinsequenz kodiert, die einem Aminosaurerest entspricht, der innerhalb einer Glycosylierungsstelle
enthalten ist oder der ausreichend nahe dazu ist, so daf3 die Modifikation einer solchen Aminosaure zur Besei-
tigung der Glycosylierung an der Glycosylierungsstelle fihrt. Im allgemeinen wird dies eine Orts-spezifische
Mutagenese der Asn-Xaa-Ser(Thr)-Glycosylierungsmotive einschlief3en, die im Immunglobulin vorhanden
sind. Zum Beispiel ist von solchen Asn-Xaa-Ser(Thr)-Motiven bekannt, daf} sie in der C,2-Doméne von IgGs
an konservierten Stellen in dem Antikdrpermolekil vorhanden sind.

[0110] Die Beseitigung der Glycosylierung an solchen Stellen/solcher Stelle wird durch Orts-spezifische Mu-
tagenese einer Glycosylierungsstelle erreicht, die in einer Antikbrpersequenz enthalten ist, um eine oder meh-
rere der Aminosauren, die darin enthalten sind, zu verandern (zu substituieren oder zu deletieren) und dadurch
die Glycosylierung an solcher Stelle zu verhindern. Verfahren zur Einflihrung von Orts-spezifischen Mutationen
in DNA-Sequenzen an einer gewunschten Stelle sind im Stand der Technik gut bekannt.

[0111] Im allgemeinen wird daher das Verfahren das Klonieren einer DNA-Sequenz, die fur einen gewunsch-
ten Antikérper kodiert, umfassen, Identifizieren der darin enthaltenen Glycosylierungsmotive und Modifizieren
eines oder mehrerer Kodons in den Glycosylierungsmotiven um so eine Aminosauresubstitutionsmutation ein-
zuflihren, so dafd nach der Expression einer solchen DNA in einer ausgewahlten Wirtszelle der erhaltene An-
tikérper nicht an der Stelle glycosyliert ist.

[0112] Wie angegeben, sind Verfahren zur Orts-spezifischen Mutagenese im Stand der Technik gut bekannt.
Bei der Orts-gerichteten Mutagenese wird die Substitution durch die chemische Synthese eines Oligonukleo-
tids, das den gewlinschten Basenaustausch enthalt, hybridisieren des Oligonukleotids an die DNA, die fur die
zu andernde Sequenz kodiert und Verlangern des falsch gepaarten Primers mit einer DNA-Polymerase um die
neue Gensequenz zu erzeugen, erreicht. Das mutierte Gen kann anschlieBend in einen geeigneten Wirtsor-
ganismus oder Expressionssystem eingefuhrt werden, um die Mutanten-DNA oder -RNA zu ergeben oder das
veranderte Proteinprodukt herzustellten. Typischerweise wird eine solche Modifikation den Asparaginrest in ei-
nem Glycosylierungsmotiv durch eine andere Aminosaure substituieren.

[0113] Alternativ kann ein Glycosylierungsmotiv durch Deletion des DNA-Kodons fiir entweder Asparagin
oder Serin/Threonin in der Sequenz Asn-Xaa-Ser/Thr verandert werden, was ein Auftreten der Glycosylierung
an dieser Stelle verhindern wirde. Zum Beispiel kbnnen DNA-Sequenzen zwischen zwei einmalig auftreten-
den Restriktionsstellen, die die Glycosylierungsstelle flankieren, ohne das Asparaginkodon chemisch synthe-
tisiert werden. Die Ausgangs-Wildtyp-DNA-Sequenz kann dann durch die veranderte Sequenz in dem Plas-
midkonstrukt unter der Verwendung der zwei Restriktionsstellen ersetzt werden.

[0114] Zum Beispiel umfalit ein Mittel die Synthese von zwei verschiedenen Oligonukleotiden, die die Zielse-
quenz Uberlappen, die modifiziert werden soll, d. h. den Teil der DNA, der fir das Asn-Xaa-Ser(Thr)-Motiv ko-
diert, von denen eine die Mutation enthalt, die eingefiihrt werden soll; Durchfiihren von zwei getrennten Poly-
merase-Kettenreaktionen, wobei in der ersten Reaktion das Mutanten-Oligonukleotid amplifiziert wird; und
Durchfuhren einer zweiten Polymerase-Kettenreaktion, wobei eine PCR "Nahreaktion" durchgefiihrt wird. Dies
fuhrt im wesentlichen zur Kombination des mutierten Oligonukleotids mit dem zweiten Oligonukleotidprimer,
um eine einzige Mutanten cDNA zu erzeugen, die die gewiinschte Mutation enthalt. Die amplifizierte cDNA,
die die Mutation enthalt, wird dann in die geeignete Insertionsstelle in einen Vektor eingefuhrt, der die Aus-
gangs-(nicht-mutierte)-Antikdrper-DNA-Sequenz enthalt. Die erhaltenen Klone werden dann sequenziert, um
sicherzustellen, dal} die Mutation an der geeigneten Stelle eingefiihrt wurde.

[0115] Mutationen von Glycosylierungsstellen kdnnen in jede klonierte Antikbrpersequenz, z. B. Maus-Anti-
korpersequenzen, chimare Antikorpersequenzen und humanisierte Antikérpersequenzen eingefihrt werden.
Die erhaltenen mutierten Antikérper-DNA-Sequenzen werden dann in einem gewtlinschten Expressionssystem
exprimiert, um AntikGrper zu erhalten, die eine verringerte oder keine Glycosylierung aufweisen.

19/74



DE 697 24 428 T3 2009.07.23

[0116] Alternativ kann die N-verbundene Glycosylierung (gegebenenfalls die O-verbundene Glycosylierung)
eines IgG-Antikdrpers post-Expression modifiziert werden. Es liegt weiter innerhalb des Bereichs der vorlie-
genden Erfindung, einen Antikérper (oder Fragment) sowohl pra-Expression und post-Expression zu modifi-
zieren. Die Modifikation post-Expression bedeutet ein Beseitigen oder Modifizieren (z. B. ein Verringern) der
N-verbundenen Glycosylierung post-Expression. Post-Expressionsmodifikationen schliel3en ein: die Expressi-
on von Antikérpersequenzen in Wirtssystemen (Expressionssystem) die einen Antikérper oder ein Antikdrper-
fragment nicht N-verbunden Glycosylieren; chemische Modifikation und enzymatische Modifikation. Wirtssys-
teme werden genauer unten diskutiert. Die Glycosylierungsstellen auf einem Antikérper kdnnen enzymatisch
entfernt werden. Es gibt eine Zahl von Glycosidasen, die in der Lage sind, die Kohlenhydrate auf Proteinmo-
lekilen abzuspalten. Beispiele von solchen N-Glycosidasen, die herkdmmlich fir die Deglycosylierung von
N-verbundenen Kohlenhydraten verwendet werden, schlieRen ein: N-Glycosidase H, die Hoch-Mannosetyp-
und Hybridoligosaccharidketten spaltet; Endoglycosidase F, die biantennare Komplextyp-Oligosaccharide
spaltet und Peptid N-Glycosidase F, die tri- und tetraantennare Komplextypketten sowie andere spaltet, die
durch die oben beschriebenen N-Glycosidasen gespalten werden. O-verbundene Kohlenwasserstoffe kdnnen
auch enzymatisch unter der Verwendung von O-Glycanase und ahnlichen entfernt werden. Glycosidasen sind
kauflich erhaltlich (z. B. Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Diese Enzyme und andere, die dem Fachmann
im Stand der Technik bekannt sind, sind in der Lage, einige der angegebenen Kohlenhydrate unter der Ver-
wendung von milden Reaktionsbedingungen zwischen pH 4,0 und 9,0 zu entfernen. Zum Beispiel ist PNGase
F am meisten aktiv bei pH 8,0, wird jedoch geeignet bei + einem pH-Wert funktionieren.

[0117] Die chemische Modifikationsmethodologie der vorliegenden Erfindung zur Modifizierung von Antikor-
pern um so die Immunogenizitat und/oder Toxizitat zu verringern, ist eine Oxidation, die gegebenenfalls von
einem Reduktionsschritt gefolgt werden kann. Die Oxidation von Kohlenhydraten auf dem Antikérper erzeugt
Aldehydgruppen, die zu ihren entsprechenden Alkoholen reduziert werden kénnen. Das Verfahren schlief3t die
Verwendung eines mild oxidierenden Mittels, wie zum Beispiel Natriummetaperjodat, gefolgt von Reduktion mit
einem mild reduzierenden Mittel, wie zum Beispiel Natriumborhydrid ein. In dem Oxidationsverfahren kénnen
Thioether oder Thioether-enthaltende Verbindungen, wie zum Beispiel Methionin gegebenenfalls zu dem Re-
aktionsgemisch hinzugefiigt werden, um Oxidations-sensitive Aminosauren in der Komplement-bestimmen-
den Region des Antikorpers zu schitzen. Andere wasserlosliche Thioester kdnnten auch fir denselben Zweck
verwendet werden. Es wird fur einen Fachmann im Stand der Technik ersichtlich sein, daf} die Verwendung
solch einer Verbindung fir den bestimmten Antikorper, der oxidiert wird, optimiert werden kann. Auch kann die
Molaritat der Oxidations- und Reduktionsmittel sowie andere Reaktionsparameter, die in dem Verfahren der
vorliegenden Erfindung verwendet werden, fir jeden Antikérper optimiert werden.

[0118] Andere Verfahren kénnen bei der Handhabung (z. B. Stabilisierung) der reaktiven Aldehyde, die durch
oxidierende Mittel erzeugt werden, verwendet werden. Zum Beispiel, wenn der Reduktionsschritt nach der Oxi-
dation ausgelassen wird, kénnten Aldehyde zu den entsprechenden Carbonsauren oxidiert werden. Diese
Uberfiihrung ist eine einfache Reaktion und kann in dieser Verwendung einer Vielzahl von milden Oxidations-
mitteln, zum Beispiel Sauerstoff, Wasserstoffperoxid, N-Bromsuccinimid, Silberoxid, Natriumpermanganat und
ahnlichen erreicht werden. Eine noch andere Methodologie schliet die Schatzung von Aldehyden ein, um sie
inaktiv gegenlber allen anderen Funktionalitdten zu machen, die innerhalb des Antikdrpers vorhanden sind.
Schitzende Mittel schlielen Hydroxylamine, wie zum Beispiel Carbomethoxyamin oder Hydrazidderivate wie
zum Beispiel Essighydrazid und Methylhydrazino-Carboxylat ein. Die Reaktion von jeder dieser zwei Klassen
von schiitzenden Mitteln filhrt zur Bildung von stabilen Addukten. Ein anderes Verfahren schliet die Uberfiih-
rung des Aldehyds zu einem stabilen Amin durch reduktive Alkylierung mit einem primaren Amin (z. B. Glyzin)
und Natriumcyanoborhydrid ein. Alle der oben angegebenen Mittel sind kauflich erhaltlich (z. B. Aldrich Che-
mical Co., Milwaukee, WI and Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), und Verfahren zu deren Verwendung sind
dem Fachmann bekannt.

[0119] In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung inaktivierte die Oxidation der Kohlenhydrate auf
NRX451 unter der Verwendung von Natriummetaperjodat (NaJO,), gefolgt von der Reduktion mit Natriumbor-
hydrid (NaBH,) erfolgreich die Komplementvermittelte Cytotoxizitats-(C'MC)-Aktivitadt des Antikdrpers, ohne
eine Beeintrachtigung der Antikérper-abhangigen zellularen Cytotoxizitats-(ADCC)-Aktivitat. Zum Beispiel wird
N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNac) zwischen Kohlenstoffen 3 und 4 zu entsprechenden Aldehydgruppen oxi-
diert. In dieser Ausfihrungsform wurde Methionin zu dem Reaktionsgemisch hinzugefiigt, um Oxidations-emp-
findliche Aminosauren in der Komplement-bestimmenden Region des Antikdrpers zu schiitzen. Es wurde fri-
her in der Literatur berichtet (Awwad et al., Cancer Immunol. Immunother. 38: 23-30 (1994)), dal} die Oxidation
mit NaJO, nicht die C'MC-Aktivitat eines monoklonalen Antikérpers veréndert. Jedoch wurde tUberraschender-
weise und vorteilhafterweise wie hier beschrieben entdeckt, da das Oxidations-/Reduktionsverfahren der vor-
liegenden Erfindung die C'MC-Aktivitat verandert, ohne die ADCC-Aktivitat zu beeintrachtigen. Das Ausmaf}
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der Kohlenhydratmodifikation wurde durch Lectin-Eindungs-ELISA verfolgt. Die C'MC- und ADCC-Aktivitat
wurde unter der Verwendung von in vitro 3'Cr-Freisetzungs-Cytotoxizitatstests gemessen, die gut im Stand der
Technik bekannt sind.

[0120] Derin CHO-Zellen produzierte Antikbrper NRX451 zeigte eine Toxizitat, wenn an menschliche Patien-
ten in einem Phase | klinischen Versuch verabreicht. Es wurde in in vitro-Analysen bestimmt, dal der bestimm-
te Antikdrper ADCC und C'MC-Aktivitat aufwies. Auch war dieser monoklonale Antikdrper mit Antigenen, die
im Darm von Menschen lokalisiert sind kreuzreaktiv, was der Grund der Toxizitat sein kann, zusatzlich zur Re-
aktivitat an Tumorstellen. Daher beschreibt die vorliegende Erfindung die chemische Modifikation der Kohlen-
hydrate, die eine C'MC-Aktivitat und die in Patienten gezeigte Toxizitat entfernt. Die Ergebnisse von klinischen
Untersuchungen, aus der Verwendung des chemisch modifizierten NRX451 flihrte zu keinen toxischen Effek-
ten in Patienten. Daten von sieben Patienten, die mit dem oxidierten/reduzierten humanisierten Antikérper
NRX451 untersucht wurden, zeigen, dalk der Antikdrper sicher verabreicht werden kann.

[0121] Unter der Verwendung der oben beschriebenen Methodologie oder anderen Humanisierungsverfah-
ren, die hier angegeben sind, kdnnen humanisierten Sequenzen von anderen Antikérpern abgeleitet werden,
die gegen das Krebsantigen hergestellt wurden, das durch NR-LU-13 gebunden wird. Solche Antikérper wer-
den in dem hier erwadhnten U.S. Patent Nr. 5,084,396 beispielhaft dargestellt. Diese Antikorper schlielen
NR-LU-01, NR-LU-02, NR-LU-03 und NR-LU-06 und Fragmente davon ein.

[0122] Nachdem die humanisierten variablen Sequenzen identifiziert sind, werden die entsprechenden
DNA-Sequenzen synthetisiert und zur Herstellung von humanisierten Antikérpern verwendet. Wie supra dis-
kutiert, werden diese humanisierten Antikdrper bevorzugterweise eine Antigen-bindende Affinitat fiir das durch
NR-LU-13 gebundene Antigen aufweisen. Im allgemeinen wird die Bindungsaffinitdt von mindestens ungefahr
10* M™" sein; bevorzugterweise mindestens ungefahr 10¢ M~' und weiter bevorzugt mindestens ungefahr 108
M. Tests zur Bestimmung der Affinitat von Antikérpern fiir ein Antigen sind im Stand der Technik gut bekannt
und schlief3en beispielhaft halb-optimale Bindungstests, Kompetitionstests und Scatchard-Analysen ein.

[0123] Die humanisierten Antikérper werden durch die Expression der humanisierten variablen schweren und
leichten Ketten in einem geeigneten Wirtssystem erhalten. Im wesentlichen, wie hier verwendet, betrifft ein ge-
eignetes "Wirtssystem" jedes Expressionssystem, einschlief3lich Wirtszellgewebe oder multizellularen Orga-
nismus und Vektor oder Vektoren, die Nukleinsduresequenzen enthalten, die fir die vorliegenden humanisier-
ten Antikorper oder Fragmente kodieren, die in Kombination eine Expression von funktionellen Antikbrpern zur
Verflgung stellen, d. h. die die humanisierten schweren und leichten Ketten assoziiert, um die charakteristi-
sche Antigen-bindende Struktur herzustellen.

[0124] Die folgenden Referenzen sind fur Verfahren und Wirtssysteme beispielhaft, die fiir die Expression von
rekombinanten Immunoglobulinen geeignet sind: Weidle et al., Gene 51: 21-29 (1987); Dorai et al., J. Immu-
nol. 13(12): 4232-4241 (1987); De Waele et al., Eur. J. Biochem. 176: 287-295 (1988); Colcher et al., Cancer
Res. 49: 1738-1745 (1989); Wood et al., J. Immunol. 145(a): 3011-3016 (1990); Bulens et al., Eur. J. Biochem.
195: 235-242 (1991); Beggington et al., Biol. Technology 10: 169 (1992); King et al., Biochem. J. 281: 317-323
(1992); Page et al., Biol. Technology 9: 64 (1991); King et al., Biochem. J. 290: 723-729 (1993); Chaudary et
al., Nature 339: 394-397 (1989); Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Morrison and Oi, Adv. Immunol.
44: 65-92 (1988); Benhar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 12051-12055 (1994); Singer et al., J. Immunol.
150: 2844-2857 (1993); Cooto et al., Hybridoma 13(3): 215-219 (1994); Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86: 10029-10033 (1989); Caron et al., Cancer Res. 32: 6761-6767 (1992); Cotoma et al., J. Immunol.
Meth. 152: 89-109 (1992).

[0125] Expressionswirtssysteme, einschlieBlich Vektoren, Wirtszellen, Geweben und Organismen, die in der
Lage sind, funktionelle rekombinante Antikérper herzustellen, und insbesondere humanisierte und chiméare An-
tikorper, sind im Stand der Technik gut bekannt. Dariber hinaus sind die fiir die Expression von rekombinanten
Antikdrpern geeignete Wirtssysteme kauflich erhaltlich.

[0126] Wirtszellen, von denen bekannt ist, das sie in der Lage sind Immunglobuline oder Antikérperfragmente
zu exprimieren, schlieBen beispielhaft Sdugerzellen, wie zum Beispiel Chinese Hamster Ovary(CHO)-Zellen,
COS-Zellen, Myelomzellen; Bakterien, wie zum Beispiel Escherichia coli; Hefezellen wie zum Beispiel Saccha-
romyces cerevisiae; Insektenzellen, wie zum Beispiel Spodoptera frugiperda neben anderen Wirtszellen ein.
CHO-Zellen werden von vielen Forschern aufgrund ihrer Fahigkeit verwendet, Immunglobuline effektiv zu ex-
primieren und zu sekretieren. Auch sind Insektenzellen wiinschenswert, da sie zu einer hohen Expression von
rekombinanten Proteinen in der Lage sind.
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[0127] Die Expression in Insektenzellen oder Insekten wird bevorzugterweise unter der Verwendung eines re-
kombinanten Baculovirusvektors bewirkt, der in der Lage ist, heterologe Proteine (hier humanisierte Immun-
globulinsequenzen) unter der transkriptionellen Kontrolle eines Baculovirus Polyhydrin-Promotors zu exprimie-
ren. (z. B. U.S. Patent Nr. 4,745,051, das ein Baculovirus/Insektenzell-Expressionssystem betrifft). Polyhydrin
ist ein hoch-exprimiertes Protein, weshalb sein Promotor eine effiziente heterologe Proteinproduktion zur Ver-
figung stellt. Der bevorzugte Baculovirus ist Autographa californica (ACMNPV). Geeignete Baculovirusvekto-
ren sind von Invitrogen kauflich erhaltlich.

[0128] Im wesentlichen werden diese Vektoren modifiziert, z. B. durch homologe Rekombination, um rekom-
binanten Baculovirus herzustellen, der humanisierte NR-LU-13 variable schwere und leichte Sequenzen ent-
halt, die operativ mit dem Polyhydrinpromotor verbunden sind. Insekten oder Insektenzellen werden dann mit
dem rekombinanten Baculovirus infiziert. Bevorzugterweise wird der Baculovirus in die Zellen der Wand des
Insektendarms eindringen, zum Kern dieser Zellen wandern und sich replizieren, was zu AusschluRkérperchen
fuhrt, die sich in infizierten Zellen und Geweben ansammeln, die letztendlich das Insekt lysieren. Die exprimier-
ten humanisierten Antikbrper werden dann von dem Insekt oder den Insektenresten erhalten.

[0129] Auch kénnen die betreffenden humanisierten Antikérper in transgenen Pflanzen oder Tieren exprimiert
werden. Die betreffenden humanisierten Antikdrpersequenzen kénnen operativ mit einem Promotor verbunden
werden, der spezifisch in Sdugergewebe aktiviert wird, wie zum Beispiel einem Milch-spezifischen Promotor.
Solche Verfahren sind in U.S. Patent Nr. 4,873,316 und U.S. Patent Nr. 5,304,498 beschrieben.

[0130] Typischerweise werden solche Verfahren einen Vektor verwenden, der ein Signalpeptid enthalt, das
die Sekretion einer operativ verbundenen Polypeptidsequenz ermoglicht, einen Milch-spezifischen Promotor,
wie zum Beispiel den Caseinpromotor, eine Enhancer-Sequenz und humanisierte Immunglobulinsequenzen
spezifisch fur das NR-LU-10-Antigen, z. B. humanisierte Sequenzen, abgeleitet von NR-LU-13.

[0131] Dieser Vektor wird in einen geeigneten Wirt eingefuihrt, z. B. Rinder-, Schaf-, Schwein-, Kaninchen-,
Ratte-, Frosch- oder Mausembryo, typischerweise durch Mikroinjektion unter Bedingungen, bei denen der Ex-
pressionsvektor in das Genom des bestimmten Embryos integriert. Der erhaltene transgene Embryo wird dann
in eine Leihmutter transferiert und die Nachkommen werden gescreent, um diejenigen Transgene zu identifi-
zieren, die die humanisierten Antikérper in ihrer Milch enthalten und exprimieren. Transgene, die die Antikor-
persequenzen enthalten und/oder exprimieren, kdnnen z. B. durch Southern Blot- oder Western Blot-Analyse
identifiziert werden. Die von solchen transgenen Tieren produzierte Milch wird dann gesammelt und daraus
humanisierte Antikdrper isoliert. Wie angegeben, sind solche Verfahren genau in U.S. Patent Nrn. 4,873,316
und 5,304,498 beschrieben.

[0132] Die entsprechenden humanisierten Antikdrpersequenzen kénnen auch in Pflanzen exprimiert werden,
z. B. transgenen Pflanzen, Pflanzengeweben, Pflanzensamen und Pflanzenzellen. Solche Verfahren sind zum
Beispiel in U.S. Patent Nr. 5,202,422 beschrieben.

[0133] Fur die Transformation von Pflanzen, Pflanzengeweben und Pflanzenzellen geeignete Expressions-
vektoren sind im Stand der Technik bekannt. Im allgemeinen schlieRen solche Vektoren die DNA von Interesse
(hier humanisierte Antikdrpersequenzen), einen geeigneten Promotor (typischerweise Pflanzen-, bakterieller
oder viraler Promotor) und einen Pflanzen- oder Pflanzenzellen-funktionellen selektierbaren Marker ein. Ver-
fahren zur Einfihrung von gewtinschten DNAs in Pflanzen und Pflanzenzellen schlieRen beispielhaft Agrobak-
teriumvermittelte Transformation, Protoplastentransformation, Gentransfer in Pollen, Injektion in reproduktive
Organe und die Injektion in unreife Embryos ein.

[0134] Die transformierten Embryos oder Pflanzen werden dann dazu verwendet, um Nachkommen durch
herkdmmliche Verfahren, z. B. Kreuzung, Rickkreuzung, usw. herzustellen. Nachkommen, die den humani-
sierten Antikdrper exprimieren, werden dann z. B. durch Western Blotting, Zellbindungstests usw. identifiziert.
Diese Nachkommen werden dann kultiviert und geerntet und zur Ausbeute von Antikérpern verwendet. Solche
Verfahren sind genau in U.S. Patent Nr. 5,202,422 und U.S. Patent Nr. 5,004,863 beschrieben. Fir die Expres-
sion von heterologen Proteinen geeignete Pflanzen sind gut bekannt und schlief3en beispielhaft Tomaten-, Ta-
bak-, Mais-, Sojabohnen- und Baumwollpflanzen ein. Zum Beispiel werden die betreffenden humanisierten An-
tikorper, die gegebenenfalls weiter mutiert werden um Glycosylierungsstellen zu entfernen, in Pflanzenzellen
exprimiert, die Antikdrper und Antikérperfragmente nicht N-verbunden Glycosylieren und/oder O-verbunden
Glycosylieren.

[0135] Die rekombinante Expression von funktionellen humanisierten Antikérpern kann durch eines von zwei
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allgemeinen Verfahren bewirkt werden. Im ersten Verfahren werden der Wirt oder die Wirtszellen mit einem
einzelnen Vektor transfiziert, der die Expression von sowohl schweren und leichten variablen Sequenzen zur
Verfligung stellt, die an geeignete konstante Regionen fusioniert sind. Im zweiten Verfahren werden Wirtszel-
len mit zwei Vektoren transfiziert, die jeweils die Expressionen von entweder der variablen schweren oder
leichten Sequenz, fusioniert an eine geeignete konstante Region, zur Verfuigung stellen. Die vorliegenden hu-
manisierten Sequenzen, abgeleitet von NR-LU-13, werden in geeigneten Wirtszellen unter Bedingungen ex-
primiert, so daf ein funktionelles Antikérperfragment (z. B. Fv) oder gesamter Antikérper erhalten wird. Bevor-
zugterweise werden solche Sequenzen an geeignete menschliche konstante Sequenzen, z. B. menschliche
schwere oder leichte konstante Sequenzen fusioniert. Die menschlichen konstanten Sequenzen sind gut be-
kannt und wurden in der Literatur beschrieben. Zum Beispiel enthalt Kabat et al., "Sequences of Proteins of
Immunological Interest," 5™ Ed., U. S. Dept. Health & Human Services (1991) solche Sequenzen. Bekannte
menschliche konstante Sequenzen, die fur die Produktion von humanisierten Antikérpern verwendet werden,
schliel3en beispielhaft menschliches Gamma 1, Gamma 3 und Gamma 4 (menschliche schwere konstante Se-
quenzen) und Kappa und Lambda (menschliche leichte konstante Sequenzen) ein. Die ausgewahlte mensch-
liche konstante Sequenz beeintrachtigt die Effektorfunktion des humanisierten Antikorpers.

[0136] Bei der Expression von rekombinanten Antikdrpern in Zellkultur, z. B. in CHO-Zellen oder Insektenzel-
len, ist es bevorzugt, die Sekretion des Antikdrpers durch die Wirtszelle zur Verfligung zu stellen. Dies schlief3t
ein operatives Verbinden der DNAs, die fur die humanisierten schweren und leichten Kettensequenzen kodie-
ren, an geeignete Signalpeptidsequenzen ein, d. h. diejenigen, die durch die bestimmte Wirtszelle erkannt und
prozessiert werden. Signalpeptide sind gut bekannt und erhaltlich. Typischerweise wird ein Signalpeptid aus-
gewabhlt, das mit der Wirtszelle oder dem exprimierten Protein homolog ist. Zum Beispiel kénnen die endoge-
nen Signalpeptide von Maus NR-LU-10 verwendet werden. Das Expressionssystem (z. B. der Expressions-
vektor) wird bevorzugterweise Sequenzen enthalten, die die Selektion von Transfektanten und die Expression
von humanisierten Antikdrpern zur Verfugung stellen werden. Daher wird bevorzugterweise der Vektor oder die
Vektoren Gene enthalten, die eine Selektion ermdglichen, z. B. Antibiotika-(oder Wirkstoff-)Resistenzgene.
Auch wird der Vektor bevorzugterweise Promotoren enthalten, die eine effiziente Expression der schweren und
leichten Ketten zur Verfiigung stellen, sowie andere regulatorische Sequenzen, z. B. Polyadenylierungsregio-
nen, Enhancer-Regionen, usw. Der Aufbau von Systemen, die fir die Expression von rekombinanten Antikor-
pern geeignet sind, ist gut bekannt und liegt innerhalb des Bereichs des Durchschnittsfachmanns, wie durch
die oben angegebenen Referenzen belegt, die sich auf die Expression von rekombinanten Immunglobulinen
beziehen.

[0137] Ein gut bekanntes Beispiel von flr die Expression von Immunglobulinen geeigneten Wirtszellen sind
CHO-Zellen. Bei der Expression von Immunglobulinen in CHO-Zellen oder anderen Saugerzellen ist es wiin-
schenswert, eine Sequenz einzuschlielen, die eine Amplifikation zur Verfligung stellt, um so die Vektorkopi-
enzahl zu erhdhen und die Antikdrperausbeute zu erhéhen. Solche Sequenzen schliel3en beispielhaft domi-
nante selektierbare Marker, wie zum Beispiel unter anderem Dihydrofolatreduktase (DHFR), Neomycinphos-
photransferase (NEQO), Glutaminsynthase (GS), Adenosindeaminase (ADA) ein.

[0138] Beispiele fiir geeignete Promotoren, die fiir die Expression von Proteinen in Sdugetierzellen brauchbar
sind, schlieBen beispielhaft virale Promotoren, wie zum Beispiel den menschlichen Cytomegalovirus (CMV)
frGhen Promotor, SV40 friihe und spate Promotoren und den RSV-Promotor und -Enhancer ein. Auch kénnen
Saugetierpromotoren verwendet werden, z. B. Immunglobulinpromotoren, Wachstumshormonpromotoren, wie
zum Beispiel Rinderwachstumshormonpromotor, usw. Es ist bevorzugt, einen starken Promotor auzuwahlen,
d. h. einen, der hohe Transkriptionsspiegel zur Verfligung stellt.

[0139] Auch wird der Vektor bevorzugterweise Polyadenylierungssequenzen (polyA) Sequenzen enthalten,
die eine Polyadenylierung von mRNA zur Verfugung stellen, die dazu beitragt, um die mRNA-Stabilitat zu ver-
bessern und dadurch die Proteinproduktion zu verstarken. Beispiele von geeigneten polyA-Sequenzen schlie-
Ren beispielhaft unter anderem SV40 polyA-Sequenzen und Rinderwachstumshormonpromotor (BGH) po-
lyA-Sequenzen ein.

[0140] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wurde ausgewahlt, die entsprechenden huma-
nisierten Sequenzen in CHO(dhfr)-Zellen zu exprimieren, wobei die Zellen mit einem Vektor transfiziert wur-
den, der von einem kauflich erhaltlichen Vektor abgeleitet wurde, der jedoch modifiziert wurde.

[0141] Der Plasmidvektor pcDNA3 wurde von Invitrogen Corp. (San Diego, CA) erhalten. Dieser Vektor ent-

halt zur Zielgenexpression den menschlichen Cytomegalovirus(hCMV)-Promotor und -Enhancer (Boshart et
al., Cell 41: 521-530 (1985)), ein Neomycin-Resistenzgen zur Selektion in Sdugerzellen und einen prokaryon-
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tischen Origin-of-Replication und das Beta-Lactamase-Gen zur Vervielfaltigung und Selektion in E. coli. Der
Vektor pcDNA3 wurde modifiziert, um einen zweiten hCMV-Promotor und -Enhancer zu enthalten, auch ein
DHFR-Gen fiir die Genamplifikation und zusatzliche Restriktionsstellen, um die Antikdrpergene aufzunehmen.

[0142] In einer Ausfiuihrungsform wurde es ausgewahlt, die schweren und leichten NRX451 humanisierten va-
riablen Sequenzen an menschliche y1 und K konstante Regionen zu fusionieren. Jedoch kdnnen andere
menschliche konstante Regionen daflir ersetzt werden. Die genauen Verfahren, die verwendet wurden, sind
im Detail in den Beispielen beschrieben. Darlber hinaus wird erwartet, dal® humanisierte Antikorper, die die
vorliegenden NXR451 humanisierten schweren und leichten Sequenzen enthalten, unter der Verwendung von
anderen konstanten Regionen oder anderen Wirtssystemen exprimiert werden kénnen, die in der Lage sind,
funktionelle rekombinante Antikérper zu exprimieren. Insbesondere wird erwartet, daf? die vorliegenden huma-
nisierten Antikérper in transgenen Pflanzen oder Tieren oder in Insekten, wie oben beschrieben, exprimiert
werden kénnen.

[0143] Nachdem die humanisierten Antikdrper exprimiert werden, werden sie gereinigt und dann auf ihre Fa-
higkeit hin getestet, Antigen zu binden. Verfahren zur Reinigung von rekombinanten Immunglobulinen sind gut
bekannt und sind in den hier aufgenommenen Referenzen beschrieben, die sich auf die Produktion von rekom-
binanten Antikdrpern beziehen. Zum Beispiel schlielt ein gut bekanntes Verfahren zur Reinigung von Antikor-
pern eine Protein A-Reinigung ein, aufgrund der Neigung von Protein A, an die Fc-Region von Antikérpern zu
binden.

[0144] Die Fahigkeit der vorliegenden humanisierten AntikGrper, Antigen zu binden, wird durch jedes einer
Vielzahl von bekannten Verfahren zum Testen auf Antigen-Antikdrper-Affinitat bestimmt. Wie diskutiert, bindet
der parenterale Mausantikérper NR-LU-13 ein ungefahr 40 Kilodalton Glycoprotein, das auf zahlreichen Kar-
zinomen exprimiert wird. Dieses Antigen wurde in Varki et al., Cancer Res. 44: 681-687 (1984); Okabe et al.,
Cancer Res. 44: 5273-5278 (1989) charakterisiert, auf das hier Bezug genommen wird. Daher ist es Routine,
die Fahigkeit von humanisierten Antikérpern die gemafl der Erfindung hergestellt wurden zu testen, das
NR-LU-13-Antigen zu binden. Darlber hinaus sind Verfahren zur Evaluierung der Fahigkeit von Antikérpern,
an Epitope dieses Antigens zu binden, bekannt.

[0145] In einem Aspekt der Erfindung waren die humanisierten Antikdrper (oder Fragmente davon) der vor-
liegenden Erfindung brauchbare Werkzeuge in Verfahren zur medizinischen Diagnostik und therapeutischen
Zwecken. Ein diagnostisches Verfahren oder therapeutisches Verfahren zum Nachweis der Anwesenheit oder
Abwesenheit einer Zielstelle innerhalb eines Saugetierwirts wird beschrieben. Bei der Bestimmung der Kriteri-
en zur Anwendung von humanisierten Antikérpern oder Antikérperkonjugaten fir die in vivo-Verabreichung fur
therapeutische Zwecke ist es wiinschenswert, dal} das allgemein erreichbare Zielverhaltnis hoch ist und das
die absolute Dosis von therapeutischem Mittel, das dem Tumor zugefiihrt wird ausreichend ist, um eine signi-
fikante Tumorantwort hervorzurufen. Verfahren zur Verwendung der humanisierten Antikorper, die in der vor-
liegenden Erfindung beschrieben werden, kdnnen zum Beispiel in den U.S. Patenten Nrn. 4,877,868,
5,175,343, 5,213,787, 5,120,526 und 5,202,169 gefunden werden.

[0146] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein Antikdrperkonjugat oder eine Zusam-
mensetzung der vorliegenden Erfindung in Pretargeting-Verfahren verwendet. Im wesentlichen sind solche
Pretargeting-Verfahren durch ein verbessertes Zielverhaltnis oder eine erhdhte absolute Dosis an den Zielzell-
stellen im Vergleich zu herkémmlicher Krebsdiagnose oder -therapie gekennzeichnet. Eine allgemeine Be-
schreibung von Pretargeting-Verfahren kann in U.S. Patent Nr. 4,863,713, 5,578,287 und 5,630,996 gefunden
werden. Darlber hinaus sind typische Pretargeting-Ansatze unten zusammengefaldt.

[0147] Pretargeting-Verfahren bestehen aus zwei allgemeinen Typen: Drei-Schritt-Pretargeting-Verfahren
und Zwei-Schritt-Pretargeting-Verfahren.

[0148] Das Drei-Schritt-Pretargeting-Protokoll schlie3t die Verabreichung eines Targeting-Gruppe-Liganden-
konjugates ein, dem es ermoglicht wird, sich an einer Zielstelle anzusammeln und im Kreislauf verdinnt zu
werden. Dies wird von der Verabreichung eines anti-Liganden gefolgt, der an das Targeting-Gruppe-Ligand-
konjugat bindet und ungebundenes Targeting-Gruppe-Ligandenkonjugat aus dem Blut entfernt, sowie an Tar-
geting-Gruppe-Ligandenkonjugat an der Zielstelle bindet. Daher erfiillt der anti-Ligand eine zweifache Funktion
bei der Entfernung von Target-Gruppe-Ligandkonjugat, das nicht an der Zielstelle gebunden ist, sowie die An-
bindung an die Zielstelle, um einen Targeting-Gruppe-Liganden:anti-Ligandenkomplex zu bilden. Zuletzt wird
ein diagnostisches oder therapeutisches aktives Mittel-Ligandenkonjugat, das eine schnelle Gesamtkor-
per-Entfernung aufweist, verabreicht.
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[0149] Wenn das aktive Mittel-Ligandenkonjugat im Kreislauf in die Nahe des an die Zielstelle gebundenen
Targeting-Gruppe-Liganden:anti-Ligandenkomplex kommt, bindet der anti-Ligandteil des Komplexes an den
Ligandenteil des zirkulierenden aktiven Mittel-Ligandenkonjugats, was ein Targeting-Gruppe-Ligand:anti-Li-
gand:Ligand-aktives Mittel "Sandwich" an der Zielstelle bildet. Weiterhin, da das nicht-gebundene diagnosti-
sche therapeutische aktive Mittel an einen schnell entfernenden Liganden angebracht ist (anders als eine lang-
sam entfernte Targeting-Gruppe, wie zum Beispiel Antikdrper, Antikbrperfragment) stellt diese Technik eine
verringerte nicht-Target-Aussetzung gegeniiber dem aktiven Mittel zur Verfligung.

[0150] Alternativ beseitigen die Zwei-Schritt-Pretargeting-Verfahren den Schritt der Verabreichung des oben
angegebenen anti-Liganden. Diese "Zwei-Schritt"-Verfahren umfassen die Verabreichung von Targeting-Grup-
pe-Ligand oder Targeting-Gruppe-anti-Ligand, gefolgt von der Verabreichung von aktivem Mittel, konjugiert an
das gegenuberliegende Mitglied des Ligand/anti-Ligand-Paares.

[0151] Als ein optionaler Schritt in den Zwei-Schritt-Pretargeting-Verfahren der vorliegenden Erfindung wird
Ligand oder anti-Ligand, der spezifisch so aufgebaut wurde, um eine Entfernungs-Funktion zur Verfiigung zu
stellen, verabreicht, um die Entfernung von zirkulierenden Targeting-Gruppe-Ligand oder Targeting-Grup-
pe-anti-Ligand zu beschleunigen. Daher wird in dem Zwei-Schritt-Pretargetingansatz das Entfernungs-Mittel
nicht entweder direkt oder durch das vorher verabreichte Zielzell-gebundene Targeting-Gruppe-anti-Ligand
oder Targeting-Gruppe-Ligandkonjugat an die Zielzellpopulation gebunden.

[0152] Eine Targeting-Gruppe in den Pretargeting-Verfahren der vorliegenden Erfindung wiest die funktionelle
Eigenschaft auf, dal sie an eine definierte Zielzellpopulation bindet, wie zum Beispiel Tumorzellen. Bevorzugte
Targeting-Gruppen, die in dieser Hinsicht brauchbar sind, sind Antikérper (polyklonal oder monoklonal, wie
zum Beispiel menschliche monoklonale Antikdrper oder "humanisierte" Maus- oder chiméare Antikdrper, die
auch als Targeting-Gruppen in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung brauchbar sind. Einige Bei-
spiele von humanisierten Antikérpern schlieen diejenigen ein, die CHO produziert sind, in Wirtszellen wie zum
Beispiel Pflanzen (z. B. Mais, Sojabohne, Tabak und ahnliches), Insekten, Saugern, Hefen und Bakterien. Die
humanisierten Antikérper kdnnen diejenigen sein, die an das durch den Antikdrper NR-LU-13 gebundene An-
tigen binden. Bevorzugterweise kann der humanisierte Antikérper keine N-verbundene Glycosylierung besit-
zen oder seine N-verbundene Glycosylierung wurde post-Expression modifiziert, um die Immunogenizitat oder
Toxizitat zu verringern.

[0153] Die vorliegenden humanisierten Antikdrper kdnnen potentiell anti-Tumoraktivitat aufweisen, auch ohne
die Anbringung an andere diagnostische oder therapeutische aktive Mittel, aufgrund der Anwesenheit von
menschlichen konstanten Sequenzen, die menschliche Effektorfunktionen zur Verfigung stellen kénnen. Je-
doch, wahrend Antikdrper(therapeutische oder diagnostische Mittel)-Konjugate eine allein in der Therapie und
Diagnostik bekannte Anwendung aufweisen, werden in den bevorzugten Ausfihrungsformen der vorliegenden
Erfindung humanisierte Antikdrper in den Pretargeting-Verfahren als prototypische Targeting-Gruppen verwen-
det werden.

[0154] Ligand/anti-Ligand-Paare, geeignet zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung schlieRen Bio-
tin/Avidin oder Streptavidin, Haptene und Epitope/Antikérper, Fragmente oder Analoga davon, einschlieRlich
Mimetika, Lectine/Kohlenhydrate, Zinkfingerproteine/dsDNA-Fragmente, Enzyminhibitoren/Enzyme und Ana-
loga und Derivate davon ein. Bevorzugte Liganden und anti-Liganden binden mit einer Affinitat von mindestens
ungefahr K, 2 10°M™" oder K, < 10° M aneinander. Biotin/Avidin oder Streptavidin ist ein bevorzugtes Li-
gand/anti-Ligand-Paar.

[0155] Im allgemeinen werden solche Pretargeting-Verfahren bevorzugterweise die Verabreichung eines an-
ti-Liganden einschlielen, der eine Entfernungs-Funktion zur Verfugung stellt. Diese Entfernung kann mdgli-
cherweise der Kreuz-Vernetzung und/oder Aggregation von Konjugaten zugeordnet werden, die im Blut zirku-
lieren, was zu einer Komplex/Aggregatentfernung durch das RES (Reticuloendothel-System) des Empfangers
fuhrt. In einer Ausfliihrungsform der Erfindung wird die anti-Ligand-Entfernung dieses Typs bevorzugterweise
mit einem multivalenten Molekdl erreicht. Jedoch kann ein univalentes Molekdil von ausreichender GréRRe, daly
es durch das RES selber entfernt wird, ebenfalls verwendet werden.

[0156] Alternativ kénnen Rezeptor-basierte Entfernungsmechanismen, z. B. Ashwell-Rezeptor oder andere
Rezeptoren durch Hinzugabe von Hexoseresten, wie zum Beispiel Galactose- oder Mannoseresten ausge-
nutzt werden, um eine Entfernungdes anti-Liganden, anti-Ligandkonjugates oder humanisierten Antikdrpers
Uber die Leber zur Verfiigung stellen. Solche Entfernungsmechanismen sind weniger von der Valenz des Ent-
fernungsmittels abhangig als die oben beschriebenen RES-Komplex/Aggregat-Entfernungsmechanismen.
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[0157] Zum Beispiel, falls der Targeting-Gruppe-Ligand oder Targeting-Gruppe-anti-Ligand derivatisiert wur-
de, um eine Entfernung zur Verfiigung zu stellen (d. h. Hinzufligung eines Hexoserests) sollte ein Entfernungs-
mittel nicht erforderlich sein. Bevorzugte Entfernungsmittel sind in U.S. Patenten Nrn. 5,624,896 und 5,616,690
sowie der PCT-Anmeldung Veréffentlichungsnummer WO 95/15978 beschrieben.

[0158] Diagnostische und therapeutische aktive Mittel der vorliegenden Erfindung schlieen anti-Tumormittel,
wie zum Beispiel Radionuklide, Zytokine, Wirkstoffe und Toxine ein.

[0159] Innerhalb der vorliegenden Erfindung brauchbare Radionuklide schlieRen Gamma-Emitter, Positro-
nen-Emitter, Auger-Elektronen-Emitter, Rontgenemitter und Fluoreszenzemitter ein, wobei beta- und al-
pha-Emitter fur die therapeutische Verwendung bevorzugt sind. Radionuklide sind im Stand der Technik gut
bekannt und schlieBen 123J, 125J, 130J, 131J, 133J, 135J, 47SC, 72AS, 7286, QOY, 88Y, 97RU, 100Pd’ 101de, 1198b, 12883,
197Hg, 211At, 212Bi7 153Sm’ 169EU, 212Pb, 109Pd, 111|n7 67Ga, 68Ga, 64CU, 67CU, 7SBr.7 76BI’, 77BI', gngC, 11C, 13N, 1507 166H0
und "®F ein. Bevorzugte therapeutische Radionuklide schlieBen **Re, '®Re, 2%Pb, '?Pb, 2'Bi, '®Pd, ®Cu,
67CU, QOY, 125J, 131J, 77Br, 211At, 97RU, 105Rh, 198AU, 166H0 und 199Ag oder 177|_u ein.

[0160] Andere anti-Tumormittel, z. B. Mittel, die gegen sich teilende Zellen aktiv sind, sind in der vorliegenden
Erfindung brauchbar. Beispielhafte anti-Tumormittel schlieRen Cytokine, wie zum Beispiel IL-2, IL-12, Interfe-
ron a, B oder y, Tumornekrosefaktor oder dhnliches, Lectinentziindliche Antwortpromotoren (Selektine) wie
zum Beispiel L-Selektin, E-Selektin, P-Selektin und ahnliche Molekdle ein.

[0161] Zur Verwendunghier geeignete Wirkstoffe schlieRen herkdmmliche chemo-Therapeutika, wie zum Bei-
spiel Vinblastin, Doxorubicin, Bleomycin, Methotrexat, 5-Fluoruracil, 6-Thioguanin, Cytarabin, Zyklophospha-
mid und Cisplatin sowie andere herkémmliche chemo-Therapeutika wie Beschrieben in Cancer: Principles and
Practice of Oncology, 2d ed., V. T. DeVita, Jr., S. Hellman, S. A. Rosenberg, J. B. Lippicott Co., Philadelphia,
PA, 1985, Chapter 14 ein. Ein innerhalb der vorliegenden Erfindung bevorzugter Wirkstoff ist ein Trichothezen.
Andere bevorzugte Wirkstoffe, die zur Verwendung hier als ein diagnostisches oder therapeutisches aktives
Mittel bei der Durchfihrung der vorliegenden Erfindung geeignet sind, schliel3en experimentelle Wirkstoffe, wie
in NCI Investigational Drugs, Pharmaceutical Data 1987, NIH Publication No. 88-2141, Revised November
1987 beschrieben, ein.

[0162] Verschiedene der innerhalb der vorliegenden Erfindung brauchbaren potenten Toxine bestehen aus
einer A- und einer B-Kette. Die A-Kette ist der cytotoxische Teil und die B-Kette ist der Rezeptor-bindende Teil
des intakten Toxinmolekils (Holotoxin). In dieser Hinsicht bevorzugte Toxine schlieRen Holotoxine, wie zum
Beispiel Abrin, Ricin, Modeccin, Pseudomonas Exotoxin A, Diphtheria Toxin, Pertussistoxin und Shiga-Toxin;
und A-Ketten oder "A-Ketten-ahnliche" Molekile ein.

[0163] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird die Targeting-Gruppe in den Pretargeting-Verfahren einen
humanisierten Antikdrper oder ein humanisiertes Antikérperkonjugat der vorliegenden Erfindung umfassen,
das Ligand/anti-Ligand-bindende Paar wird Biotin/Avidin (z. B. Streptavidin) sein und das aktive Mittel wird ein
Radionnuklid sein. Das besonders bevorzugte Pretargeting-Verfahren ist das Zwei-Schritt-Verfahren und die
Verwendung eines Entfernungsmittels. Die bevorzugte humanisierte Antikérper-Targeting-Gruppe ist ein Anti-
korper, der spezifisch an das durch NR-LU-13 gebundene Antigen bindet und der humanisierte Antikérper be-
sitzt keine Glycosylierung oder seine Glycosylierung wurde chemisch modifiziert.

[0164] Der Fachmann im Stand der Technik kann leicht auf Basis der Lehren dieser Anmeldung und den hier
genannten Anmeldungen eine effektive diagnostische oder therapeutische Dosis und ein Behandlungsproto-
koll bestimmen. Dies wird von Faktoren wie zum Beispiel dem bestimmten ausgewahlten therapeutischen oder
diagnostischen Mittel, der Zufihrroute, dem Typ von Target-Stellen, der Affinitat der Targeting-Gruppe fir die
Target-Stelle von Interesse, jeglicher Kreuzreaktivitat der Targeting-Gruppe mit normalem Gewebe und dem
Zustand des Patienten abhangen, ob die Behandlung neben anderen Faktoren allein oder in Kombination mit
anderen Behandlungen durchgefuhrt wird.

[0165] Zum Beispiel wird im Fall von humanisiertem Antikérper-Avidin- oder Streptavidinkonjugaten in Pretar-
geting-Strategien eine geeignete Dosis von ungefahr 10 bis ungefahr 2500 mg, weiter bevorzugt von ungefahr
50 bis 1500 mg und am meisten bevorzugt von ungefahr 100 bis 800 mg reichen. Die Dosierung des Li-
gand-aktiven Mittelkonjugats, zum Beispiel einem Radionuklid — Biotin-enthaltenden Konjugat wird im allge-
meinen von ungefahr 0,001 bis ungefahr 10 mg und weiter bevorzugt von ungefahr 0,1 bis 2 mg reichen. Zum
Beispiel reicht eine geeignete Dosierung von Ligand-aktivem Mittel, Y-90-DOTA-Biotin, von ungefahr 10 bis
300 mCi in 0,1 bis 2,0 mg. Auch kann In"" bei 1-10 mCi allein oder in Kombination mit Y** verwendet werden.
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Die Radioaktivitatsbereiche hangen von dem verwendeten Isotop ab.

[0166] Im allgemeinen werden solche Pretargeting-Verfahren die Verabreichung eines Entfernungsmittels
einschlielen. Die Dosierung des Entfernungsmittels wird eine Menge sein, die ausreichend ist, um das vorher
verabreichte Konjugat aus dem Kreislauf wesentlich zu entfernen, d. h. mindestens ungefahr 50%, weiter be-
vorzugt mindestens ungefahr 90% und am meisten bevorzugt annédhernd oder 100%. Im allgemeinen wird dies
mehrere Tage nach der Verabreichung des humanisierten Antikdrper — Streptavidinkonjugats verabreicht, be-
vorzugterweise 1 bis 5 Tage danach, weiter bevorzugt mindestens 1 bis 2 Tage danach. Im allgemeinen hangt
die Bestimmung, wann man das entfernende Mittel verabreicht, von der Targetaufnahme und dem endogenen
Entfernen des Targeting-Gruppen-Konjugats ab. Besonders bevorzugte Entfernungsmittel sind diejenigen, die
eine Ashwell-Rezeptor-vermittelte Entfernungzur Verfiigung stellen, wie zum Bespiel galactosylierte Proteine,
z. B. galactosyliertes biotinyliertes humanes Serumalbumin (HSA) und kleine Molekile-Entfernungsmittel, die
Galactose und Biotin enthalten. Im Fall von HSA-basierten Entfernungsmitteln wird eine typische Dosierung
das Entfernungsmittels im Bereich von ungefahr 100 bis 1000 mg und weiter bevorzugt ungefahr 200-500 mg
liegen.

[0167] Falls ein Entfernungsmittel verabreicht wird, wird das Ligand-aktive Mittelkonjugat bevorzugterweise
ungefahr 2 bis 12 Stunden danach verabreicht.

[0168] Die Konjugate kénnen durch bekannte Verfahren der Verabreichung verabreicht werden. Bekannte
Verfahren der Verabreichung schlieRen beispielhaft unter anderem intraperitoneale Injektion, intravenése In-
jektion, intramuskulare Injektion, intranasale Verabreichung ein. Die intravendse Verabreichung istim allgemei-
nen bevorzugt.

[0169] Die vorliegende Erfindung wird weiterhin durch die Prasentation der folgenden Beispiele beschrieben.
Diese Beispiele werden zur Verdeutlichung und nicht zur Begrenzung angeboten.

Beispiele
BEISPIEL 1
HUMANISIERTE SEQUENZEN VON NRX451

[0170] Im wesentlichen wurde die cDNA-Sequenz, die fur die variablen Regionen von NR-LU-13-Antikérper
(das Hybridom, dal den Antikérper herstellte, wurde bei der American Type Culture Collection als ATCC Zu-
gangsnummer SD3273, umgewandelt zu ATCC Zugangsnummer CRL-12360 hinterlegt) durch bekannte Ver-
fahren kloniert und sequenziert. Die cDNA-Sequenzen der klonierten leichten und schweren Sequenz von
NR-LU-13 sind in Fig. 2 enthalten. Unter der Verwendung dieser Sequenzen wurde die Aminosauresequenz
der Fv-Region von NR-LU-13, die die gesamte variable leichte und schwere Region enthielt, aufgeklart.

A. Humanisierungsprotokoll

[0171] Kurz gesagt, umfallt das Humanisierungsprotokoll einen Zyklus von Sequenzanalyse und molekula-
rem-Modeling, wie in Eig. 1 dargestellt wird. Sequenz-humane Ab-Daten wurden aus der Immunglobulin-Se-
quenzdatenbank erhalten (E. A. Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Department
of Health and Human Services, Fifth Edition, 1991) und strukturelle Daten wurden aus der Brookhaven-Daten-
bank erhalten (F. C. Bernstein et al., J. Molec. Biol. 112: 535-42, (1977)).

[0172] Die Antikérper schwere und leichte Kettensequenzen von NR-LU-13 wurden mit einer Datenbank von
menschlichen Sequenzpaaren (Immunglobulin leichte und schwere Ketten, die von demselben Klon abstamm-
ten) verglichen. Basierend auf diesem Vergleich wurde die ahnlichste menschliche Sequenz ausgewahlt, um
das GerUst fir den grafted-Antikérper zur Verfligung zu stellen. Die Sequenzen der Maus Komplementari-
tat-bestimmenden Regionen (CDRs) von NR-LU-13 wurden dann auf das ausgewahlte menschliche Gertist
Ubertragen. Dieses Verfahren ergab die "anfangliche" humanisierte Fv-Sequenz.

[0173] Diese anfangliche humanisierte Sequenz wurde dann durch Testen von Sequenzen in dreidimensio-
nalen Modellen verfeinert. Ein Modell der Ausgangs-Maussequenz und der Ausgangs-putativen humanisierten
Sequenz wurde konstruiert. Aquivalente Restpositionen in den Mausmodell und dem humanisierten Modell
wurden verglichen. Reste in dem humanisierten Modell, von denen vorhergesagt wurde, dal} sie die Struktur
der CDRs storen wirden, wurden "rickmutiert”, d. h. die MausgerUstreste wurden wieder hergestellt. Die Mo-
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delle wurden dann unter der Verwendung der modifizierten Sequenzen konstruiert und wurden nochmals mit
dem Maus-Fv-Modell verglichen. Dieser Zyklus von Modellierung einer "Ruckmutation” und Vergleichen der-
selben mit dem Mausmodell wurde fortgefiihrt, bis die Konformation der CDRs in dem humanisierten Modell
eng mit den CDR-Konformationen in dem parenteralen Mausmodell Gbereinstimmten. Das spezifische schritt-
weise Verfahren, das zu den vorliegenden humanisierten schweren und leichten Sequenzen abgeleitet von
NR-LU-13 fiihrte, ist in Fig. 1 enthalten.

B. Sequenzanalyse

[0174] Die variablen Sequenzen des NR-LU-13-Antikérpers wurden mit 58 Paaren von K-schwere Kettenpaa-
ren verglichen, die bekannte CDR sind, die als funktionelle Antikérper zusammen exprimiert werden. Das am
meisten identische Sequenzpaar wurde als dasjenige des menschlichen Antikérperklons R3.5H5G'CL gefun-
den (A. Manheimer-Lory et al., J. Exp. Med. 174: 1639-52, (1991)). Der NR-LU-13-Antikérper enthalt ein
KV/hllc-Kettenpaar. Der R3.5H5G'CL-Antikorper ist ein Kl/hl-Kettenpaar. Daher wurden beide leichte und
schwere Ketten aus den am meisten homologen menschlichen Klassen ausgewahit.

[0175] Die NR-LU-13 leichte und schwere Kettensequenzen wurden mit einer Datenbank von Immunglobu-
lin-Sequenzen verglichen, um abnormale Sequenzpositionen zu identifizieren. Die jeweilige Sequenz fir jede
Restposition zeigte, dafl} die schwere Kette-Gerlstregion 3 (HFR3) die am meisten abnormale Region inner-
halb der NR-LU-13-Antikdrpersequenz war, und insbesondere war Position Cys 181 abnormal. In den meisten
untersuchten Sequenzen (90%) wurde diese Position durch einen Tyr-Rest besetzt, der einen integralen Teil
der V,/V,;-Schnittstelle bildete. Die Restfrequenzen innerhalb von ausgewahlten Positionen sind in Eig. 7a-7f
dargestellt.

C. Modell-Konstruktion
i. Modell-Protokoll

[0176] Die Modelle wurden unter der Verwendung des vorher durch Martina et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA
86: 926872 (1989) und Pedersen et al., Immunomethods 1: 126-36 (1992) beschriebenen kombinierten Al-
gorithmus konstruiert.

[0177] Wennimmer mdglich, wurden die CDRs aus kanonikalen Schieifen (Chothia et al., Nature 342: 877-83
(1989)) modelliert. Die verbleibenden Schleifen wurden unter der Verwendung einer Kombination von Daten-
banksuchen und ab initio-Verfahren unter der Verwendung des konformationellen Suchprogramms CONGEN
von R. E. Bruccoleri und M. Karplus, Biopolyers 26: 137-68 (1987) modelliert. Im Fall von NRX451 wurden die
CDRs L1, L2, L3, H1 und H2 aus kanonikalen Schleifen gebildet. Die CDR H3 wurde unter der Verwendung
einer Datenbanksuche an der Basis der CDR und einer ab initio-Fragmenterzeugung fiir den zentralen Teil der
Schleife konstruiert, um zu versuchen, den konformationellen Raum zu fillen. Die CDR H3 wurde auf eine
kombinierende Stelle aufgebaut, die nur die Riickgradatome der kanonikalen Schleifen und alle Atome aus den
Gertstresten enthielt. Alle CDR-Seitenketten wurden unter der Verwendung von CONGEN rekonstruiert.

[0178] Die Modelle wurden Energie-minimiert. Bei der Minimierung wurde das Rickgrad des Gerustes fixiert,
obwohl es den Rickgrad-Seiteketten und den CDRs erlaubt wurde, sich zu bewegen.

ii. Uberblick iber "Riickmutationen"

[0179] Anfangliche "Rickmutationen" (Ersetzen von Mausgerustresten) von CDR-grafted NRX451 (der "an-
fanglichen" nominalen Sequenz) wurden identifiziert, wo die kanonikale Klassifizierung der CDRs durch die
Veranderung in der GerlUstsequenz verandert wurde. Nur eine solche Position wurde identifiziert — Arg 193
(R3.5H5G'CL)/Ala 193 (NRX451). Diese Position ist eine kanonikale Determinate fur CDR H2 (die in Graft 2
und danach inkorporiert wurde). Jede Restposition innerhalb 5A eines CDR-Rests, der einen veranderten
Resttyp in der R3.5H5G'CL-Gerustsequenz aufwies, wurde "zurlickmutiert”, falls die Seitenketten oder Riick-
gradkonformation signifikant zwischen dem NRX451 und R3.5H5G'CL-Modell verandert wurde. Auf diese Wei-
se wurden Restpositionen Ser 55, Thr 141, Tyr 181, Ala 182, Met 191, Ser 198 und Ala 218 "rickmutiert" (in-
korporiert in Graft 4 und danach).

[0180] Zuletzt wurden alle Restunterschiede zwischen dem R3.5H5G'CL-Gertist und dem NRX451-Gerlst vi-

suell inspiziert. Zwei weitere Restpositionen nahe den CDRs wurden identifiziert (Thr 75 und Phe 77) und
"rickmutiert".

28/74



DE 697 24 428 T3 2009.07.23

iii. Humanisiertes Modell

[0181] In den finalen NRX451/R3.5H5G'CL-Modellen liegen die Reste der leichten und schweren Kette vari-
able Regionen, die sich zwischen NR-LU-13 und NRX451-humanisierten Sequenzen unterscheiden, haupt-
sachlich an der Basis der Fv-Domane in Richtung des C-Teils des Fab-Fragments (siehe Fig. 5). Die Modelle
wurden unter der Verwendung von ProCheck (v.2.1) (R. A. Laskowski et al., Instruction Manual, "Procheck
v.2.1: Programs to check the stereochemical quality of Protein studies", Oxford Molecular Ltd. (1993)) analy-
siert. Die Fig. 6 enthalt molekulare Modelle von NR-LU-13 und dem ersten humanisierten Fv abgeleitet davon,
NRX451.

4. Humanisierte Sequenz
[0182] Die humanisierten leichten und schweren Sequenzen sind jeweils von NR-LU-13 abgeleitet, bezeich-

net als NRX451 schwere und leichte Ketten und sind in Fig. 3 und Fig. 4 dargestellt. Die variablen Sequenzen
von NR-LU-13 und humanisiertem NRX451 sind in Fig. 5 verglichen. Die Ketten sind getrennt numeriert.

[0183] Daher wurden basierend auf diesen Sequenzen DNAs synthetisiert, die flir solche humanisierten va-
riablen Regionen kodierten.

BEISPIEL 2
ALLGEMEINE METHODOLOGIE ZUR KONSTRUKTION VON HUMANISIERTEN VARIABLEN REGIONEN
Synthese variabler Regionen

[0184] Die humanisierten variablen Regionen wurden als eine Serie von uberlappenden Oligonukleotiden
synthetisiert. Jede vollstandige variable Region war 400 bis 450 Basen lang.

[0185] Ungefahr 16 Oligonukleotide (Oligos) wurden synthetisiert, um sowohl die schweren und leichten Ket-
ten abzudecken. Die Oligos erreichten in ihrer Gré3e von 40 bis 88 Basen. Die anhybridisierten Genfragmente
wurden durch PCR amplifiziert und kloniert. Jede variable Region schlof3 Restriktionsstellen ein, um eine Klo-
nierung zu erleichtern, eine Leadersequenz, um die Sekretion aus eukaryontischen Zellen zu steuern und eine
Splice-Donor-Stelle, um eine prazise Zusammenfiigung mit der konstanten Region zu ermdglichen.

Eukaryontischer Expressionsvektor

[0186] Ein Vektor wurde konstruiert der in der Lage war, stabil eukaryontische Zellen zu transfizieren und
hohe Expressionsspiegel der Antikdrperketten zu vermitteln. Ein kauflich erhaltlicher Vektor, der den CMV-Pro-
motor und -Enhancer und das Neomycin-Resistenzgen enthielt wurde modifiziert, um einen zweiten CMV-Pro-
motor und -Enhancer, Immunglobulin-konstante Regionen und ein DHFR-Gen zu enthalten.

[0187] Der Vektor pPCDNA3 wurde von Invitrogen Corp. (San Diego, CA) erworben. Dieser Vektor ist in Fig. 8
dargestellt. Das Neomycin-Resistenzgen von pCDNA3 ermdglicht die Selektion von G418 resistenten Trans-
fektanten in eukaryontischen Zellen. Dieser Vektor enthalt prokaryontische Elemente, die eine Selektion und
Vermehrung in E. coli erméglichen.

[0188] Ein zweiter CMV-Promotor und eine Enhancer-Region wurden unter der Verwendung PCR, um die exi-
sitierenden CMV-Elemente zu kopieren, gefolgt von Einfiigung in pCDNAS, hinzugefligt. Genauer gesagt, wur-
den Oligonukleotide NX62 (CCTGACGAATTCGTTGACATTGATTATTGAC). und NX63 (CCTGACGCGGC-
CGCTTCGATAAGCCAGTAAGC) synthetisiert, um an jeweils die 5'- und 3'-Ende von CMV zu hybridisieren.
NX62 und NX63 wurden synthetisiert, um jeweils EcoRI- und Notl-Restriktionsstellen einzufiihren. Die
PCR-Verfahren wurde durch Standardverfahren durchgefiihrt, und das sich ergebende Fragment wurde mit
EcoRI- und Notl-Restriktionsstellen verdaut. Plasmid pCDNA3 wurde ebenfalls verdaut, und das Fragment
wurde durch Standardverfahren, die im Stand der Technik gut bekannt sind, eingefligt. Das erhaltene Plasmid
wurde als pCMV4 bezeichnet.

[0189] Die kappa-konstante Region und das vorhergehende Intron wurden aus menschlicher peripherer Blut-
lymphozyten-DNA durch PCR isoliert. Die Oligonukleotide NX64 (GTTCGGCTCGAGCACAGCTAGCAT-
TATCTGGGATAAGCATGCTG) und NX65 (GTTACGGGGCCCCTAACACTCTCCCCTGTTGAAG) wurden
synthetisiert, um jeweils an das Intron, das dem konstante Region Exon voranging und dem 3'-Ende der kon-
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stanten Region, zu hybridisieren. NX64 enthielt sowohl Xhol- und Nhel-Restriktionsstellen. NX65 enthielt eine
Apal-Restriktionsstelle, im Anschlu® an das konstante Region Stocodon. PCR wurde durch Standardverfahren
durchgefiihrt. Die Fragmente wurden durch Xhol und Apal verdaut und in pCMV4 durch Standardverfahren
eingefligt. Das erhaltene Plasmid wurde als pC4-CK3 bezeichnet.

[0190] Die menschliche gamma 1-konstante Region, einschief3lich dem vorhergehenden Intron und der an-
schlielfenden Polyadenylierungsstelle wurde aus menschlichem Plasmacytom (MC/CAR, ATCC CRL 8083)
DNA durch PCRisoliert. Die Oligonukleotide NX66 (GTACGCCGGATCCCAGACACTGGACGCTG) und NX67
(CATTCGGAATTCGAACCATCACAGTCTCGC) wurden synthetisiert, um jeweils an das vorhergehende Intron
und die Polyadenylierungsstelle zu hybridisieren. NX66 enthielt eine BamHI-Stelle. NX67 enthielt eine Eco-
RI-Stelle im Anschluf3 an die Polyadenylierungsstelle. Die PCR wurde durch Standardverfahren durchgefuhrt.
Das Fragment wurde in pCDNAS3 durch Standardverfahren eingefiigt. Das erhaltene Plasmid wurde pGamma
1-4 genannt.

[0191] Die humanisierten variablen Regionen der schweren und leichten Ketten wurden auf ahnliche Weise
synthetisiert. Eine Serie von acht tiberlappenden Oligonukleotiden wurden fir jede variable Region plus native
Maus-Leader-Sequenz synthetisiert. Die internen 6 Oligonukleotiden reichten von 79 bis 88 Basen in der Lan-
ge mit Uberlappungen von 19 bis 26 Basenpaaren. Die AuRerhalb-Oligonukleotide waren 40 bis 44 Basen in
der Lange, und schlossen Restriktionsstellen ein (Vh; Hindlll und BamHI, Vk; Notl und Nhel). Die 3'-Aul3er-
halb-Oligonukleotide schlossen auch Intron-Splice-Donorstellen ein. Die PCRs enthielten jeweils ein pmol der
internen Oligonukleotide und 30 pmol jedes der Auf3erhalb-Primer. Das Temperaturprofil der Reaktion war wie
folgt: 1 Zyklus von 5 min bei 94°C, und 1 Zyklus von 5 min bei 72°C. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit
den geeigneten Enzymen Restriktions-verdaut und in pC4-CK3 (Vk) oder pGamma 1-4 (Vh) eingefugt, um
Plasmide pVKE und p4gammaB jeweils entstehen zu lassen. Beide Plasmide wurde mit Bglll und EcoRI-Re-
striktonsendonuklease gespalten. Ein 6 Kilobasen(kb)-Fragment aus pVKE und 3,2 kb-Fragment von
p4gammaB wurden zusammengefigt, um pWE1A2 zu bilden. Das Plasmid pWE1A2 enthielt die vollstandigen
humanisierten schweren und leichten Ketten in im wesentlichen genomischer (Intron-enthaltender) Form. Die
Antikérperexpression von COS- und CHO-Zellen, transfiziert mit pWE1A2, war sehr schlecht.

[0192] Das Plasmid wurde modifiziert, um die Antikdrpergene in cDNA-Form zu enthalten. Eine zusatzliche
BGH-Polyadenylierungsregion wurde hinzugefiigt, um sich an die schwere Kette cDNA anzuschlieRen. Das
DHFR-Gen und Kontrolelemente wurden hinzugeflgt.

[0193] Die BGH-Polyadenylierungsregion wurde aus pCDNAS3 unter der Verwendung von PCR kopiert und in
pWE1AZ2 als ein BamHI-/EcoRI-Fragment eingefugt. Dem erhaltenen Plasmid fehlte die gamma-konstante Re-
gion, es konnte jedoch nun die cDNA-gamma-Kette als ein Xbal-/BamHI-Fragment aufnehmen.

[0194] RNA wurde von pWE1A2 transfizierten CHO-(dhfr)Zellen mit einem kauflich erhaltlichem RNA-Extrak-
tionskit (Glass Max, Gibco BRL) extrahiert. Eine reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurde, wie durch den
Hersteller angegeben, durchgefiihrt (Perin Elmer Cetus). In diesem Verfahren wurde NX109 (GCTGACG-
AATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAG), der an den 3'-Terminus der gamma-Kette konstanten Region an-
hybridisierte, verwendet, um spezifisch eine reverse Transkriptase-Reaktion zu primen, in der die gamma-Ket-
ten-Messenger-RNA in cDNA kopiert wurde. NX109 und NX110 (CCGTCTATTACTGTTCTAGAGAGGTC), die
innerhalb der schwere Kette variablen Region anhybridisierten wurden verwendet, um die in der reversen Tran-
skriptions-Reaktion erzeugte cDNA zu amplifizieren. Die PCR-Primer enthielten BamHI-(NX109) und
Xbal-(NX110) Restriktionsstellen, um eine Klonierung zu erleichtern. Das verdaute PCR-Produkt wurde in das
Plasmid eingefligt, um p1A2.C1 zu bilden.

[0195] Eine DHFR-Gen-Transkriptionseinheit wurde zu dem Plasmid hinzgefiigt, um eine Genamplifikation in
eukaryontischen Zellen zu ermoglichen. Vor der DHFR-kodierenden Sequenz befand sich ein SV40-Promotor
und danach folgte ein SV40-Polyadenylierungssignal. Die DNA, die fir DHFR und die Kontrollelemente kodier-
te, wurde durch PCR erzeugt und in p1A2.C1 eingefiigt, um Plasmid p6.1.1 zu bilden.

[0196] Die leichte Ketten-Gene wurden in cDNA durch den identischen Prozess, der fur die schwere Kette
verwendet wurde, Uberfiihrt. Oligonukleotid NX65 (GTTACGGGGCCCCTAACACTCTCCCCTGTTGAAG), das
an das 3'-Ende der kappa-konstanten Region anhybridisiert, wurde firr die reverse Transkription verwendet
und dann wurden NX65 und NXK1 (CAGCGTGCGGCCGCACCATGGACATCAGGGCTCCTGCTCAG) zur
PCR-Amplifikation des gesamten kappa-Ketten-Gens verwendet. Das PCR-Produkt wurde in p61.1 eingefugt,
um pNRX451 zu bilden. Dieses Plasmid ist in Eig. 9 dargestellt.
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BEISPIEL 3

EXPRESSION UND ISOLIERUNG VON FINALEM KLON NRX451
c2-451c4-100NM HP-2 pM HP-161E13-50 uM-12G4-3E7

[0197] CHO(dhfr-)(ATCC CRL 9096)-Zellen wurden in 6-Well Platten unter der Verwendung von Lipofecta-
ce™ (Gibco) mit linearisiertem pNRX451-Plasmid transfiziert. Den transfizierten Zellen wurde es erméglicht,
sich in Iscoves modifizierten Dulbeccos Medium (IMDM) (Gibco), enthaltend 10% dialysiertes fotales Rinder-
serum (dFBS) (Sigma) und einmal Hypoxanthin und Thymidin (Gibco), zu erholen. Nach 2 Tagen Erholung
wurden die transfizierten Zellen anfangs in IMDM selektiert, das 10% dFBS und 800 pg/ml Geneticin® (Gibco)
enthielt, dem jedoch Hypoxanthin und Thymidin fehite.

[0198] Die uberlebenden Zellen wurden einer Genamplifikation bei 1.000 Zellen/Napf in 96-Well Platten in
IMDM, enthaltend 10% dFBS und 100 nm Methotrexat (Sigma) unterzogen. Vierzehn Tage-Ubersténde wur-
den in gamma/kappa ELISA auf Antikérper-Produktion getestet. Die am hdchsten produzierenden Wells wur-
den ausgewahlt vereinigt und als C2-451C4-100 nm HP bezeichnet.

[0199] Diese Zellen wurden auf 100 Zellen/Well in 96-Well Platten in IMDM, enthaltend 10% dFBS und 2 pM
Methotrexat, amplifiziert. Vierzehn Tage-Uberstande wurden in gamma/kappa ELISA getestet. Die am hdchs-
ten produzierenden Wells wurden ausgewahlt und vereinigt und als C2-451C4-100 nm HP-2 yM HP bezeich-
net.

[0200] Dieser Pool wurde bei 1 Zelle/Napf in 96-Well Platten in IMDM, enthaltend 10% dFBS und 2 yM Me-
thotrexat, kloniert. Vierzehn-Einundzwanzig Tage-Uberstédnde wurden in gamma/kappa ELISA getestet. Die
hdéchsten produzierenden Klonen wurden in IMDM, enthaltend 10% dFBS und 2 yM Methotrexat, gehalten und
in IMDM, enthaltend 10% dFBS und 10, 50 oder 200 uM Methotexat, passiert.

[0201] Der am héchsten produzierende Klon wurde ausgewahlt (C2-451C4-100 nm HP-2 pM HP-161E12-50
pMM) und 2 Runden von begrenzter Verdinnungsklonierung in 96-well Platten in IMDM, enthaltend 10% dFBS
und 50 uM Methotexat, vor der Zellbank unterzogen. Der finale Klon wurde als C2-451C4-100 nm HP-2 uM
HP-161E12-50 uM-12G4-3E7 bezeichnet.

BEISPIEL 4
IMMUNREAKTIVITAT VON NRX451

[0202] Von dem humanisierten NRX451-Antikérper wurde gezeigt, dald er eine Immunreaktivitat zeigte, wie
durch kompetitiven Immunreaktivitats-ELISA unter der Verwendung des Maus-NR-LU-10 als einem Vergleich.
Diese Ergebnisse sind in Fig. 11 gezeigt. Diese Ergebnisse zeigen, dal® der humanisierte Antikbrper mehr als
65% der Immunreaktivitat von NR-LU-10 zeigte.

[0203] Das Protokoll fir den kompetitiven Immunreaktivitats-ELISA ist im folgenden angegeben.
Kompetitiver Immunreaktivitats-ELISA

[0204] Die Immunreaktivitdt wird in einem kompetitiven Bindungs-ELISA ermittelt, wo es Standard
Maus-NR-LU-10 und Testantikorper ermdglicht wird, mit Peroxidase-markiertem Maus NR-LU-10 um die Bin-
dung an einen NP40(Sigma)-Extrakt der KSA-Antigen-positiven LS174 Zellinie kompetitiv zu sein.

Plattenherstellung: Beschichtet 96-Well Platte mit 100 pl/w11 optimierter Verdiinnung von
NP40-Extrakt von LS174. Inkubiere auf Trocknung Gber Nacht bei 37°C.
Reagenzherstellung:
VerdUnnungsmittel: PBS + 5% Huhnerserum (Sigma) + 0,5% Tween 20 (Sigma) (PCT)
Standard- und Testanti-
korper:
Verdunne Standard- und Testantikérper auf 12 pyg/ml in PCT. Fihre 9
log2-Verdunnungen in PCT durch.
Peroxidase-NRLU-10:
Verdiinne auf optimierte Konzentration in PCT.
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[0205] Fuge 100 pl Peroxidase-NR-LU-10 zu 500 pl von jeder Verdiinnung von Standard- und Testantikérper
fur finale Konzentrationen von 10 pg/ml (66,67 nm) auf 0,2 pg/ml hinzu.

Test: Wasche Platte in PBS + 0,5% Tween 20 unter der Verwendung eines automatisierten Platten-
waschgerats.
Flge 100 pl Verdiinnung in zweifachen Ansatzen zur Platte hinzu. Inkubiere bei Raumtempe-
ratur fir 60 Minuten. Wasche wie oben. Fuge 100 pl Substrat-Puffer zu jedem Well hinzu. In-
kubiere bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten. Ablesen auf automatisiertem Plattenlesegerat.
Berechnun- Unter der Verfolgung einer log-logit-Transformation der Daten, wo Kurven an die selbe Stei-
gen: gung angepalst werden, wird die Konzentration des nicht-markierten Kompetitor-Antikorpers,
die flir 50% Inhibierung (k) bendétigt, bestimmt.
k Standard-/k-Test x 100 = % Immunreaktivitat

BEISPIEL 5

[0206] Einige Variabilitdt in der Gewebeaufnahme von radiomarkierten Antikérpern von Untersuchung zu Un-
tersuchung wird beobachtet. Das beste Verfahren fir einen in vivo-Vergleich von zwei verschiedenen Antikor-
per-Konstrukten schlielt eine Markierung jedes mit verschiedenen Isotopen (z. B. 1-131 und I-125) und Koin-
jizieren eines dquimolaren Gemisches der Antikérper in Tumor-tragende Nacktmause ein. Experimentell ent-
fernt dies ein Ausmal} von Inter-Tier-Variabilitdt aus den Bioverteilungsdaten. Dies wurde zum Vergleich von
CHO-produzierten humanisiertem NR-LU-13 (,NRX451") und Hybridomproduziertem Maus-NR-LU-10 durch-
gefihrt. Da dies zwei vollstandig verschiedene Proteine sind, wurden einige Unterschiede in den absoluten
Pharmakokinetiken erwartet und beobachtet. Jedoch, wenn auf die verschieden Blut-Pool-Konzentrationen,
die in jedem Gewebe vorhanden waren, korrigiert, wurde von diesen beiden Proteinen gefunden, dal} sie zu
jedem Zeitpunkt analoge Profile an Bioverteilung zeigten. Dies kann aus Eig. 12 enthommen werden. Der in
Fig. 12 gezeigte Wert sind die Verhaltnisse, definiert durch Nehmen (% injizierte Dosis/Gramm Gewebe), ge-
teilt durch die (% injizierte Dosis/Gramm an Blut) fiir jedes Antikdrper-Konstrukt. Gewebeproben waren Blut,
Schwanz (die Stelle der Injektion), Haut, Muskel, Knochen, Lunge, Leber, Milz, Magen, Niere, Intestine und
Tumor (subkutaner SW-1222 Colonkarzinom-Xenografte). Mit einer Ausnahme blieben die durchschnittlichen
Werte jeder Gewebe alle unterhalb 1,0 fir alle hauptsachlichen Organe und Gewebe, was von wenig spezfi-
scher Riickhaltung von radiomarkiertem Antikérper auRerhalb des Blutstammenden Beitrags an Radioaktivitat
anzeigend war. Die Ausnahme ist Tumor, wo beide Konstrukte Ubereinstimmende zunehmende spezifische Lo-
kalisierung Uber die Zeit von nahezu identischer GréRenordnung zeigen. Diese Daten unterstitzen die in vit-
ro-Vermittlung, so daf eine volle Immunreaktivitdt durch das humanisierte Konstrukt zurtickerhalten wurde und
so dal® wenig Stérung in der insgesamten Nicht-Zielgewebe-Verteilung durch den Humanisierungsprozess
ausgelbt wurde.

[0207] Trotz der Tatsache, dal weder der CHO- noch der Larven-NRX451 in GMP-Reinheit hergestellt wurde,
wurde eine vorlaufige zweifach Marker Coinjektionsstudie in dem selben Xenograft-Model wie oben durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse der Bioverteilungen, die zu 4, 24, 48 und 168 Stunden nach der Koinjektion der Proteine
durchgefuhrt wurde, zeigte, dall sie bemerkenswert ahnliche gesamte Lokalisierungsmuster besitzen. Auch
durch FluRzytrometrie gab es keine nachweisbare Bindung von irgendwelchem NR-LU-10 an rote Blutzellen,
Granulozyten, Monozyten oder Lymphozyten.

[0208] Die Pharmacokinetik und Bioverteilungsanalysen jeder Form von NRX451 wurden in Nacktm&usen
durchgefihrt, die einen menschlichen Colonkarzinom-Xenograft (SW1222) trugen. Eiq. 13 zeigt die Biovertei-
lung von NRX451 hergestellt in CHO-Zellen, Tabakpflanzenzellen und Insektenlarven. Der Antikérper wurde in
jedem Fall mit '?°| radiomarkiert. Vier Mause pro Gruppe wurden in die Schwanzvene mit 50 oder 100 pg An-
tikorper injiziert. Die Verteilung der Radioaktivitat in Blut, Schwanz, Lunge, Leber, Milz, Magen, Niere, Intestine
und Tumor wurde bei 4, 24, 48, 120 und 168 Stunden bestimmt.

[0209] Das Gesamtmuster zeigte eine Ubereinstimmend abnehmende Konzentration von Antikdrper in Blut
und in allen Weichgeweben zu aufeinanderfolgenden Zeitpunkten. Die in vivo-lImmunreaktivitat wird durch das
positive Verhaltnis von Tumor zu Blutzdhlungen zu jeden Zeitpunkten 24-168 Stunden und durch die Zunahme
in Tumor-Counts Uber die 0-48 Stunden-Periode hinweg gezeigt. Kein signifikanter Nicht-Target-Ruckerhalt
von Radiomarker war auf3erhalb der Blutpool-Aktivitat in jedem Organ ersichtlich.
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BEISPIEL 6

CHEMISCHE MODIFIKATION VON NRX 451

[0210] Das fur die chemische Modifikation von NRX451, hergestellt gemaf Beispiel 1 bis 3, verwendete Oxi-
dations-/Reduktionsverfahren wird beschrieben. In diesem Beispiel wurden 50 mg CHO-produziertem NRX451
auf 5,0 mg/ml mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS) in einer 50 ml Erlenmeyerflasche verdiinnt. Die
Lésung wurde konstant wahrend des Verfahrens bei 150 U/min unter der Verwendung einer Magnetrihrplatte
geruhrt. Zu der Antikérperlésung wurden 1,0 ml (10% v/v) von 0,4 M Natriumphosphat, pH 7,0 hinzugefigt,
was den pH der finalen Losung auf 7,0 einstellte. Methionin (8,2 mg) wurde dann zu dem Reaktionsgemisch
hinzugeflgt, so dal die finale Konzentration 5,0 mM ist. Fir den Oxidationsschritt wurden 117,6 mg von Nat-
riummetaperiodat (NaJo,) zu der gerlhrten Antikérperldsung hinzugefiigt, um eine finale Konzentration von 50
mM zu erhalten. Der Oxidationsreaktion wurde es ermdglicht, fir 20 Minuten bei 25°C zu riihren und dann wur-
de das Reaktionsgemisch mit 310 ul Ethylenglycol geléscht. Nach weiteren 20 Minuten wurde das Reaktions-
gemisch dann mit 2,0 mg/ml mit 0,5 M kaltem Natriumborat bei pH 9,0 (25% des finalen Volumens) und 7,44
ml PBS-Verdunnung.

[0211] Fur den Reduktionsschritt wurde die Lé6sung auf4°C in einem Eisbad gekuhlt gefolgt von einer Zugabe
von 94,6 mg Natriumborhydrid (NaBH,), um eine finale Konzentration von 100 mM zu erhalten. Nach Rihren
bei 4°C fur 3 Stunden wurde das Gemisch mit Natriumtetrathionat behandelt und die oxidierte/reduzierte Anti-
korperlésung wurde dann in PBS-Puffer ausgetauscht, einem geeignetem Lagerpuffer.

[0212] Die Lectin-Bindungsprofile des oxidierten/reduzierten CHO-produzierten NRX451 und nicht-oxidier-
tem CHO-produziertem NRX451 wurden verglichen, um das Ausmall der Kohlenhydrat-Modifikation zu be-
stimmen. Es gibt eine besondere Veranderung in den Lectin-Bindungsprofilen von NRX451 und oxidiertem/re-
duziertem NRX451, wie in Eig. 14 gesehen werden kann. Das terminal-verbundene Sialinsdure alpha (2-) an
Galactose oder N-Acetylgalactosamin und ein Galactose-B (1-40-N Acetylglucosamin, das auf dem nicht-oxi-
dierten NRX451 vorhanden ist, wurden verandert. Beide dieser Kohlenhydrate sind gegeniiber der Oxidation
durch Perjodat empfindlich und scheinen verandert worden zu sein.

[0213] Die C'MC- und ADCC-Tests wurden an zwei verschiedenen Zellinien durchgefihrt, MCF-7, ATCC Nr.
HTB 22 und SW1222, die das mit NRX451 reaktive Antigen exprimieren. Eig. 15a und Fiq. 15b zeigen, dal}
sehr wenig C'MC-Aktivitat mit dem oxidierten/reduzierten NRX451 assoziiert ist. Jedoch weist nicht behandel-
tes NRX451 hohe Spiegel von C'MC-Aktivitat auf. Eig. 15¢ zeigt zwei Kontrollen von NRX451, Eine, die unter
der Verwendung von N-Glycosidase F (PNGnase F) deglycosyliert wurde, einem Enzym, von dem bekannt ist,
dal} es alle Typen von Asparagin-gebundenen N-Gylcane hydrolysiert. Die andere Kontrolle ist NRX451, wel-
ches in der Anwesenheit von Tunicamycin, einem bekannten Glycosylierungsinhibitor, kultiviert wurde. Beide
der Kontrollen zeigen eine verringerte C'MC-Aktivitat in den in vitro-Tests. Fig. 15d zeigt, dal die ADCC-Akti-
vitat in allen der Kontrollen sowie in dem oxidierten/reduzierten NRX45.1 intakt bleibt. Wenn NRX451 und oxi-
diertes/reduziertes NRX451 in ein Maus-Model injiziert wurden, war die Bioverteilung identisch, wie in
Fig. 16a, b und c gezeigt.

[0214] NRX451 und oxidiertes/reduziertes NRX451 wurden gemall GMP hergestellt und eine geeignete Do-
sismenge im Anschluf} an die Pretargeting-Methodologie wurde an Patienten mit Krebs verabreicht, um die
Blutentfernung zu beobachten und zu vergleichen. Fig. 17 zeigt, daf3 die Blutentfernung der zwei Typen von
NRX451 bis 24 Stunden nach der Injektion aquivalent war.

BEISPIEL 7
KLINISCHE AKTIVITAT VON CHO-EXPRIMIERTEM NRX451

[0215] In einem Beispiel dieser Methodologie werden Maiszellen mit einem geeignetem Vektor transfiziert (z.
B. U.S.-Patente Nm. 5,120,657; 5,015,580; 5,149,655; 5,405,779; 5,503,998; 5,506,125; 5,525,510 oder
5,584,807), der die Gene fur NRX451 und der deglycosylierten Mutante von NRX451 enthalt. Die deglycosy-
lierte Mutante von NRX451 wurde durch Herstellen einer Punkt-Mutation an Position 297 (dem Ende der
C,;2-Domane) auf der schweren Kette eines Asn zu GIn hergestellt, wodurch die N-verbundene Glycosylie-
rungsstelle beseitigt wurde. Die Antikdrper wurden exprimiert und gereinigt und auf ADCC und C'MC gegen
die menschliche Brust-Andenkarzinom-Zellinie MCF-7 (HTB 22 ATCC Lagerstatte) getestet.

[0216] Fir die C'MC-Studien wurden MCF-7-Zellen (2 x 10°) mit 5'Cr fiir 2 Stunden bei 37°C markiert. Nach
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mehrfachen Waschungen in Kulturmedium (DMEM/F12, 10% fotales Kalberserum) wurden die Zellen zu
96-Well Rundboden-Mikrotiterplatten bei 10* Zellen pro Well hinzugefiigt. NRX451-Antikérper, hergestellt in
CHO-Zellen (Saugetier), hergestellt in Mais und die deglycosylierte Mutante, auch in Mais hergestellt, wurde
in log10-Verdunnungen, beginnend bei 5 pg/ml, hinzugefligt. Zusatzlich wurde menschliches Serum als eine
Quelle an Komplement bei einer finalen Konzentration von 10% hinzugefugt. Die Volumen der Wells wurden
auf 200 pl eingestellt. Nach einer 3,5 standigen Inkubationsperiode bei 37°C wurden die Platten zentrifugiert
und 100 pl Volumen wurden von jedem Well gesammelt und in einem Packard-Gamma-Zahler gezahlt. Zusatz-
lich zu der durch den Antikérper und Komplement induzierten spezifischen Freisetzung wurde die spontane
Freisetzung von *'Cr durch Sammeln von Uberstéanden aus Wells, die die Zellen alleine enthielten, bestimmt.
Die Gesamtfreisetzung wurde durch Hinzufligen von 0,1% zu NP40 zu den Wells und Sammeln von 100 pl
Volumen, wie oben, bestimmt. Die spezifische Freisetzung wurde durch Subtrahieren der spontanen Freiset-
zung aus jeder Testprobe und der gesamt moglichen Freisetzung und Teilen der eingestellten Testfreisetzung
durch die eingestellte Gesamtfreisetzung (Prozent Cytoxizitat) berechnet. Alle Proben wurden in dreifachen
Ansatzen gesammelt und die Daten als ein Mittel und der Standard-Abweichung dieser Werte prasentiert.

[0217] Im Fall der ADCC-Analyse wurden dieselben Verfahren verwendet, wie fir C'MC beschrieben, mit der
Ausnahme, daf3 anstelle von 10% menschlichem Serum menschliche periphere Blut-Lymphozyten-Effektorzel-
len bei einem Effektor zu Targetzellen Verhaltnis von 25:1 hinzugefiigt wurden. Die Platte wurde vor dem 3,5
standigen Inkubationstest zentrifugiert, um eine Effektor- und Zielzellbindung zu erleichtern.

[0218] Die Ergebnisse, gezeigt in Fig. 18 und Fig. 19, zeigen, dal der NRX451-Antikorper, hergestellt in
CHO-Zellen, effizient C'MC und ADCC vermittelt. Zusatzlich vermittelt in Maiszellen produzierter NRX451 AD-
CC, jedoch nicht C'MC. Zuletzt war die in Maiszellen hergestellte Asn zu GIn Mutante vollstandig ineffektiv bei
der Vermittlung von sowohl C'-MC oder ADCC.

[0219] Diese Ergebnisse zeigen, daf} ein Fachmann IgG1 humanisierte Antikérper herstellen kann, die nicht
in der Lage sind, aufgrund von post-translationalen Modifikationsunterschieden zwischen der Pflanzen- und
Saugetierzell-Expression C'-MC zu vermitteln. Zusatzlich flhrt eine Mutation eines Asn zu GIn zu der Beseiti-
gung von ADCC durch die Unterbrechung einer Glycosylierungsstelle. Zusammen zeigen diese Daten, dafl
man einen Antikorper auf eine Effektorfunktion, basierend auf der Auswahl des Expressionssystems oder einer
Kombination von einzelnen Stellenmutationen fir die N-verbundene Glycosylierung und die Auswahl eines
Pflanzenexpressionssystems, zuschneiden kann.

BEISPIEL 8
ORTSSPEZIFISCHE MUTAGENESE VON NRx451

[0220] Die N-Glycosylierungsstelle in der CH,-Doméane der menschlichen Immunglobulin schweren Kette
wurde ortsspezifisch durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mutagenisiert. Die Oligonukleotide NX156 (5'
AGCAGTAC CAA AGC ACG TAC CGG GTG 3') und NX157 (5' TACGTGCTITG GTACTG CTC CTC 3') wur-
den synthetisiert (DNAgency, Malvern, PA), um an die kodierenden (NX156) und nicht-kodierenden (NX157)
Strange des menschlichen schwere Kette Gens Uber die Region hinweg, die die N-Glycosylierungsstelle ent-
halt (Asn-Ser-Thr), zu hybridisieren. Beide Oligonukleotide enthielten eine zwei-Basen-Fehlpaarung, die so
aufgebaut war, um ein Codon von AAC (Asparagin) zu CAA (Glutamin) zu mutieren. In der ersten Runde an
PCR wurde in getrennten Reaktionen NX156 mit einem Stromabwartsprimer NX113 (5' GCTGACGGAT CCT-
CATTTAC CCGGAGACAG GGAG 3') gepaart und NX157 wurde mit einem Stromaufwartsprimer NX110 (5'
CCGTCTATTA CTGTTCTAGA GAGGTC 3') gepaart und Verwendung von Plasmid PNRX451 als einem Tem-
plat und Ultma-DNA-Polymerase gemaf den Angaben des Herstellers (Perkin Elmer, Branchburg, NJ). Die er-
haltenen PCR-Produkte waren 476 Basenpaare fir die NX110/NX157-Primer und 634 Basenpaare flr das
NX156/NX113-Primerpaar und umfaldten Teile der schweren Kette, die sich stromaufwarts und stromabwarts
jeweils von der Mutation erstreckten. Diese PCR-Produkte wurden aus Agarosegelen tuber Geneclean (Biolol,
Vista, CA) gereinigt und zu einem kontinuierlichem Fragment in einer zweiten PCR unter der Verwendung von
Primern NX110 und NX113 kombiniert. Das erhaltene PCR-Produkt war 1190 Basenpaare und enthielt die ge-
wulnschte Mutation. Das Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Sstll und BamHI verdaut, um ein 471 Ba-
senpaar-Fragment zu erzeugen, was in den Expressionsvektro pNRX451 kloniert wurde, wobei es das N-Gly-
cosylierungsstellen-enthaltende Wildtyp-Genfragment ersetzte.
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BEISPIEL 9

IN VIVO EVALUIERUNG VON NRX451 GESAMTEM ANTIKORPER HERGESTELLT IN MAISSAMEN

[0221] Gereinigter NRX451 gesamter Antikdrper aus Maissamen wurde mit '?°J radiomarkiert und mit dem
CHO-Zell produzierten Maus-NR-LU-10 Gesamtantikérper, radiomarkiert mit *'J verglichen. Ein d&quimolares
Gemisch der zwei Antikorper (25 pg/25 pg) wurde intravends in Nacktmause (20-25 g) injiziert, die subkutane
SW-1222 Kolonkarzino-Xenografts trugen, und die Blutentfernung wurde im Anschlu? an die i. v.-Injektion des
selben Gemisches in nicht-tumortragende Mause ermittelt.

Studie #1:

[0222] T =0, i. v.-Injektion eines Gemisches von 25 pg "*'J-Maus-NR-LU-10 Gesamtantikérper (muLU-10)
und 25 pg '?J-Mais-hergestelltem NRX451-Gesamtantikrper in Nacktmausen (20-25 g), die subkutane
SW-1222-Colonkarzinon-Xenografts trugen. Die Tiere wurden 4, 24, 48, 120 und 168 Stunden nach der Ver-
abreichung getétet und prapariert. Tumor und Nich-Zielgewebe wurden gewogen und zum Nachweis von *'J
und '®J gezahlt. Eine getrennte Gruppe von nicht-tumortragenden Balb/c-Mausen wurde mit demselben Ge-
misch injiziert und serielle Blutproben wurden genommen, um die Rate des Entfernens der Radioaktivitat aus
dem Blut zu vergleichen.

Ergebnisse:

[0223] Wie in Fig. 20 gezeigt, wurden beide Isotopen in nahezu identischen Proben aus dem Blut entfernt,
sowohl in der friihen (a-Phase) Verteilung, und der kurzfristigen spateren Eliminierung-dominierten (B-Phase)
Phase. Die Eliminierungshalbwertszeiten wurden als 77,0 Stunden fir den humanisierten NR-LU-13-Antikor-
per (huLu-13) gegenlber 74,3 fir die co-injizierte Mausform berechnet. Im Hinblick auf Blutverweilszeit gibt es
keinen erkennbaren Unterschied zwischen NRX451-Gesamt-Antikérper und Maus-NR-LU-10.

[0224] Die Bioverteilung der co-injizierten Konstrukte war ebenfalls sehr ahnlich. Gezeigt in Fig. 21a und
Eig. 21b sind die Blut-, Weichgewebs- und Tumorkonzentrationen von Radioaktivitat in tumortragenden Nackt-
mausen zu fortschreitenden Zeiten nach der Verabreichung. Beide Konstrukte zeigen éahnliche Abnahmekon-
zentrationen in allen Weichgeweben, die dem Zeitverlauf der Eliminierung aus dem Blut folgt. Es gibt wenige
Hinweise von nichtspezifischer Rickhaltung von Radioaktivitat in irgendeinem Gewebe, mit der Ausnahme von
Tumor. Das Tumoraufnahmeprofil zeigt eine Zunahme in der Konzentration von Radioaktivitat nach 48 Stun-
den, wobei die % i. d./g-Werte bei 120 Stunden aufgrund des fortfahrenden Tumorwachstums verschwunden
waren (die aktuelle Menge, %i. d., von beiden Isotopen in Tumor bei 120 Stunden ist fast doppelt von derjeni-
gen zu irgendeinem vorhergehenden Zeitpunkt). Beide Maus- und humanisierte Antikdrper zeigten quantitativ
ahnliche Tumoraufnahmeprofile im Hinblick auf Rate, Ausmaf® und Ruckerhalt der Aufnahme. In der in vi-
vo-Evaluierung von jedem Gesamt-Antikdrper gibt es keine nennenswerten Unterschiede zwischen
hu-NR-LU-13-Gesamt-Antikérper (exprimiert in Maissamen) und der Mausform (Hybridomzellen).

Studie #2:
Aufbau:

[0225] T =0, . v.-Injektion von 50 ug '?*J-NRX451 chemisch konjugiert an Streptavidin (NRX451/SA) in Nackt-
mause (20-25 g), die subkutane SW-1222 Colonkarzinom-Xenografts trugen. Die Tiere wurden bei 4, 24, 48,
120 und 168 Stunden nach der Verabreichung getotet und prapariert. Tumor und Nicht-Zielgewebe wurden ge-
wogen und zum Nachweis von '°J gezahlt.

Ergebnisse:

[0226] Die Evaluierung des gereinigten NRX451-Gesamtantikdrpers aus Maissamen, fortgesetzt mit der che-
mischen Konjugation dieses Materials an Streptavidin, und der anschlieRenden Verwendung von ,pre-Targe-
teter"-Tumorzufiihrung. Zuerst wurde jedoch eine Evaluierung des Streptavidinkonjugats alleine durchgefihrt.
In Eig. 22 gezeigt sind die Blut-, Weichgewebs- und Tumorkonzentrationen von Radioaktivitat in tumortragen-
den Nacktmausen zu fortschreitenden Zeiten nach der Verabreichung. Es gibt wenig Hinweise auf nicht-spe-
zifische Ruckhaltung von Radioaktivitat in irgendeinem Gewebe, mit der Ausnahme von Tumor. Das Tumor-
aufnahmeprofil zeigt eine Zunahme in der Konzentration von Radioaktivitat bis zu 120 Stunden. Das gesamte
Muster zeigt eine libereinstimmende abnehmende Konzentration von Antikérper im Blut und allen weichen Ge-
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weben zu fortschreitenden Zeitpunkten. Die in vivo-Immunreaktivitat wird durch das positive Verhaltnis von Tu-
mor-zu-Blut-Konzentrationen zu allen Zeitpunkten von 24-168 Stunden und durch die Zunahme in der Tumor-
lokalisierung Uber die 0—48 standige Periode hinweg gezeigt. Der hochste Wert der Tumoraufnahme bei
40-50% ID/g ist ahnlich zu dem mit muNR-LU-10/SA beobachteten, sowie mit dem wie oben beschriebenen
nicht-konjugierten Antikdrper. Der Tumorriickhalt Gber die Zeit hinweg ist ahnlich zu den historischen Kontrol-
len von muNR-LU-10/SA. Wenig signifikante Nicht-Ziel-Retention von Radiomarker ist oberhalb der
Blut-Pool-Aktivitat in jedem Organ zu dem Zeitpunkt 24-168 Stunden ersichtlich. Hohe Werte in allen gut
durchspulten Geweben bei 4 Stunden kénnen mit der hohen Blut-Pool-Aktivitat zu diesem Zeitpunkt zusam-
menhangen.

Studie #2 (Fortsetzung):
Aufbau:

[0227] T =0, i. v.-Injektion von 400 pg *J-NRX451-Gesamtantikérper (Maissamen) chemisch konjugierte an
Streptavidin (NRX451/SA) in Nacktmause (20-25 g), die subkutante SW-1222 Colonkarzinom-Xenografts tra-
gen. t = 20 Stunden, i. v.-Injektion von 100 pg von synthetischem Ausscheidungsmittel (GN16LCBT). t = 26
Stunden, i. v.-Injektion von 1,0 pg ""'Jn-DOTA-Biotin. Die Tiere wurden bei 2, 24, 48 und 120 Stunden nach der
Verabreichung von """'In-DOTA-Biotin (28, 50, 74 und 144 Stunden von t = 0) getétet und prapariert. Tumor und
Nicht-Zielgewebe wurden gewogen und fir den Nachweis von 125, und "™'J gezahlt. Getrennte Gruppen von
nicht-Tumour tragenden Balb/c-Mausen wurden mit 400 pg '»J-NRX451/SA injiziert, gefolgt von 24 Stunden
mit Kochsalzlésung oder 100 ug synthetischem Entfernungsmittel (GN16LCBT), und serielle Blutproben wur-
den genommen, um die Rate des Entfernens der Radioaktivitat aus dem Blut zu vergleichen.

Ergebnisse:

[0228] Wie in Eig. 23 gezeigt, wurde die Radioaktivitat langsam aus dem Blut auf eine Weise eliminiert, die
ahnlich zu dem nicht-konjugierten Antikorper ist, sowohl in der friihen (a-Phase) Verteilung und der spéateren
Eliminierungs-dominierten (B-Phase) Phase. Die Injektion von synthetischem Entfernungsmittel bei 24 Stun-
den, ergab eine schnelle Abnahme der Blutradioaktivitat auf Spiegel < 10% der Ausgangskonzentration. Ein
leichter Anstieg in der Blutradioaktivitats-Konzentration (< 1%) wird von 24-48 gesehen, ubereinstimmend mit
historischen Ergebnissen, die mit dem muLU-10/SA-Konjugat erzielt wurden. Der Nadir in der Serumkonzent-
ration war ausreichend, um einen verringerten Hintergrund fur die Pretargeting-Experimente herzustellen.

[0229] Die Evaluierung von NRX451/SA in dem vollen Pretargeting-Modus wurde durch Befolgen des oben
aufgelisteten Dosierungsschemata erreicht. In Fig. 24A gezeigt sind die Blut-, Weichgewebe- und Tumorkon-
zentrationen von '®J-Radioaktivitat, die mit dem NRX451/SA-Konjugat assoziiert ist, zu den Zeitpunkten im
Anschlul® an die Entfernungsmittel und DOTA-Biotin-Verabreichung. Die Blutspiegel sind relativ gering, tber-
einstimmend mit den Ergebnissen der Studien in den nicht-tumortragenden Mausen und die Radioaktivitat, die
gewohnlich im Blut vorhanden ist, wurde auf die Leber lokalisiert, Gbereinstimmend mit der Rezeptor-vermit-
telten Ausscheidung, die mit der Verwendung des GN16LCBT-Entfernungsmittel assoziiert ist. Die Tumorauf-
nahme, wahrend offensichtlich geringer als die in Fig. 22, ist aktuell gréRer in stéchiometrischen Mengen von
NRX451/SA, unter der Berlicksichtigung dall die Daten in Fig. 22 aus der Verabreichung von 50 pg von
NRX451/SA gegenuber 400 pg von NRX451/SA in Eig. 24A Daten abstammten. Der Tumorriickhalt Gber die
Zeit hinweg ist ahnlich zu historischen Kontrollen von muNR-LU-10/SA, verwendet in dem selben Dosierungs-
format. Wenig signifikante. Nicht-Ziel-Rickhalt von Radiomarker ist oberhalb der Blut-Pool-Aktivitat in jedem
Organ und dem durch die Leber verarbeiteten Material ersichtlich.

[0230] Fig. 24B zeigt die entsprechenden Blut-, Weichgewebe- und Tumorkonzentrationen von ""'In-Radio-
aktivitat, die mit der DOTA-Biotin-Verabreichung assoziiert ist. Niedrige Konzentrationen in allen Geweben, au-
Rer dem Tumor, werden gesehen, wobei die Rate, das Ausmaf und der Rickerhalt von Tumor-assoziierter
Radioaktivitat zu allen Zeitpunkten mit derjenigen Ubereinstimmt, die unter der Verwendung des muLU-10/SA
als einem Targeting-Mittel beobachtet wurde. In der Voll-Pretargeting-Anwendung, unter der Verwendung von
chemischen Konjugaten an Streptavidin, gibt es keine wesentlichen Unterschiede zwischen NRX451-Ge-
samtantikorper (exprimiert in Maissamen) und der Maus-Form (Hybridomaexprimiert).

[0231] Aus dem vorangehendem wird es ersichtlich sein, daf3, obwohl spezifische Ausfiihrungsformen der Er-

findung hier zum Zwecke der Verdeutlichung beschrieben wurden, verschiedene Modifikationen gemacht wer-
den kénnen ohne sich von dem Geist und dem Bereich der Erfindung zu entfernen.
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Patentanspriiche

1. Humanisierter Antikdrper oder Antigen-bindendes humanisiertes Antikérperfragment, wobei der Antikor-
per oder das Antikérperfragment spezifisch an das Antigen bindet, das durch Antikérper NR-LU-13 (ATCC
CRL-12360) gebunden wird, und wobei der Antikrper oder das Antikdrperfragment entweder keine N-gekop-
pelte Glycosylierung besitzt oder seine N-gekoppelte Glycosylierung post Expression modifiziert wurde, um die
Immunogenizitat oder Toxizitat zu verringern.

2. Humanisierter Antikdrper oder Antikérperfragment nach Anspruch 1, wobei der Antikdrper oder das An-
tikdrperfragment keine N-gekoppelte Glycosylierung besitzt.

3. Humanisierter Antikdrper oder Antikérperfragment nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Antikdrper oder
das Antikorperfragment mutiert wurde, um eine N-gekoppelte Glycosylierung zu verhindern.

4. Humanisierter Antikdrper oder Antikérperfragment nach Anspruch 1, wobei die N-gekoppelte Glycosy-
lierung des Antikdrpers oder Antikérperfragments post Expression modifiziert wurde, um die Immunogenizitat
oder Toxizitat zu verringern.

5. Humanisierter Antikorper oder Antikérperfragment nach Anspruch 4, wobei die N-gekoppelte Glycosy-
lierung chemisch modifiziert wurde.

6. Humanisierter Antikérper oder Antikérperfragment nach Anspruch 5, wobei die N-gekoppelte Glycosy-
lierung durch Oxidation modifiziert wurde.

7. Humanisierter Antikorper oder Antikérperfragment nach Anspruch 6, wobei die N-gekoppelte Glycosy-
lierung durch Oxidation modifiziert wurde, gefolgt von Stabilisierung der Aldehyde, die durch die Oxidation er-
zeugt wurden.

8. Humanisierter Antikérper oder Antikérperfragment nach Anspruch 7, wobei die N-gekoppelte Glycosy-
lierung durch Oxidation, gefolgt von Reduktion, modifiziert wurde.

9. Humanisierter Antikdrper oder Antikérperfragment nach einem der Anspriche 1 bis 8, wobei eine O-ge-
koppelte Glycosylierung des Antikdrpers oder Antikdrperfragments reduziert oder eliminiert wurde.

10. Verfahren zur Reduktion der Immunogenizitat oder Toxizitat eines Antikdrpers oder eines Antigen-bin-
denden Antikérperfragments der IgG-Klasse, umfassend: Exprimieren in einem Pflanzen-Wirtssystem einer
Nukleotid-Sequenz, die Nukleinsduren umfaldt, die fir einen humanisierten 1IgG-Antikérper oder ein Antigen-
bindenden Antikoérperfragment kodieren, wobei das Wirtssystem den humanisierten Antikérper oder das Anti-
kérperfragment nicht N-gekoppelt glycosyliert.

11. Verfahren nach Anspruch 10, umfassend, vor dem Schritt der Expression, den Schritt von Auswahlen
eines Wirtssystems auf die Eigenschaft hin, dal das System einen Antikérper oder ein Antikérperfragment
nicht N-gekoppelt glycosyliert.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei das Wirtssystem zusatzlich den Antikdrper oder das Anti-
kérperfragment nicht O-gekoppelt glycosyliert.

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei der humanisierte Antikdrper oder das Antikérperfragment
spezifisch an das Antigen bindet, das durch den Antikérper NR-LU-13 (ATCC CRL-12360) gebunden wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 10, 11, 12 oder 13, wobei die Nukleinsauren mutiert wurden, um
eine N-gekoppelte Glycosylierung zu verhindern.

15. Verfahren nach Anspruch 10, 11, 12, 13 oder 14, wobei das Pflanzen-Wirtssystem aus Mais stammt.
16. Verfahren zur Modifizierung der N-gekoppelten Glycosylierung eines Antikorpers oder eines Anti-
gen-bindenden Antikérperfragments der IgG-Klasse, umfassend Unterziehen des Antikdrpers oder Antikérper-

fragments einer post Expression Modifikation, die die N-gekoppelte Glycosylierung modifiziert, wobei die N-ge-
koppelte Glycosylierung chemisch modifiziert wird.
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17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die N-gekoppelte Glycosylierung durch Oxidation modifiziert wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die N-gekoppelte Glycosylierung durch Oxidation, gefolgt von Sta-
bilisierung der durch die Oxidatin erzeugten Aldehyde, modifiziert wird.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die N-gekoppelte Glycosylierung durch Oxidation, gefolgt von Re-
duktion, modifiziert wird.

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die Oxidation mit NaJO, erfolgt, und die Reduktion mit NaBH, er-
folgt.

21. Verfahren nach einem der Anspriche 16, 17, 18, 19 oder 20, wobei der Antikdrper oder das Antikor-
perfragment humanisiert ist.

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei der humanisierte Antikorper oder das Antikdrperfragment spezi-
fisch an das Antigen bindet, das durch Antikérper NR-LU-13 (ATCC CRL-12360) gebunden wird.

23. Konjugat, umfassend einen humanisierten Antikdrper oder ein Antikérperfragment nach einem der An-
spriche 1 bis 9, direkt oder indirekt angebracht an einen Liganden oder Antiliganden, ein diagnostisches Mittel
oder ein therapeutisches Mittel.

24. Konjugat nach Anspruch 23, wobei der Antikdrper oder das Antikérperfragment in Insektenzellen, San-
gerzellen, bakteriellen Zellen, Hefe- oder Pflanzenzellen exprimiert wurde oder durch Oxidation, gefolgt von
Reduktion, reduziert wurde oder mutiert wurde, um eine N-gekoppelte Glycosylierung zu verhindern, oder
Kombinationen davon.

25. Konjugat nach einem der Anspriiche 23 oder 24, wobei der Ligand oder Antiligand Biotin, Avidin oder
Streptavidin ist.

26. Konjugat nach Anspruch 25, wobei der Ligand oder Antiligand Streptavidin ist und wobei der Antikorper
NRX451 ist oder das Antikérperfragment von NRX451 abgeleitet ist und wobei die leichte-Kette-variable Re-
gion von NRX451 gemaR Eig. 3 ist und die schwere-Kette-variable Region von NRX451 gemal Eig. 4 ist.

27. Antikorper oder Antikdrperfragment oder Verfahren oder Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 26,
wobei der Antikérper oder das Antikdrperfragment spezifisch an das selbe Epitop bindet, wie Antikérper
NR-LU-13 (ATCC CRL-12360).

28. Antikorper oder Antikdrperfragment oder Verfahren oder Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 26,
wobei der Antikdrper NRX451 ist oder das Antikérperfragment abgeleitet von NRX451 ist, wobei die leich-
te-Kette-variable Region von NRX451 gemal Fig. 3 ist und die schwere-Kette-variable Region von NRX451
gemal Fig. 4 ist.

29. Humanisierter Antikbrper NRX451 oder ein Antigen-bindendes Fragment davon, wobei die leichte-Ket-
te-variable Region NRX451 gemal Fig. 3 ist und die schwere-Kette-variable Region von NRX451 gemaf

Fig. 4 ist.

30. Humanisierter Antikérper oder Antikdrperfragment nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der Anti-
korper oder das Antikorperfragment NRX451 ist oder ein Antigen-bindendes Fragment davon, wobei die leich-
te-Kette-variable Region von NRX451 gemal Fig. 3 ist und die schwere-Kette-variable Region von NRX451
gemal Fig. 4 ist.

31. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend einen Antikdrper oder Antikdrperfragment oder Kon-
jugat nach einem der Anspriche 1 bis 9 oder 23 bis 30, in Kombination mit einem pharmazeutisch akzeptablen
Trager oder Verdinnungsmittel.

32. Antikorper oder Antikorperfragment oder Konjugat oder Zusammensetzung nach einem der Anspriiche
1 bis 9 oder 23 bis 30, zur Verwendung als Diagnostikum oder als ein Medikament.

33. Antikorper oder Antikérperfragment oder Konjugat oder Zusammensetzung nach Anspruch 32, zur Ver-
wendung in diagnostischen oder therapeutischen Pra-Targeting-Verfahren.
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34. Verwendung eines Antikoérpers oder Antikérperfragments oder Konjugats oder Zusammensetzung
nach einem der Anspriiche 1 bis 9 oder 23 bis 30 zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von Krebs
oder eines Medikaments zur Behandlung von Krebs.

Es folgen 35 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

'Abgleichen Maus-H&L-
Ketten-Sequenzen |

Y

Auswihlen gleicher
humaner Sequenzen

!

Ersetzen des
Maus-Riickgrates

'

Modellieren der
Sequenzen

Zuriickmutieren
CDR-inter-
agierender Reste

!

Beenden

Figur 1
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NR-LU-13 Sequenzen der variablen Region der schweren Kette

GAG
Glu

GTT
Val

CTG
Leu

CaG
Gln

TCT
Sex

CAG CAG
Gln Gla

GGG

Gly

GCA GAG CTT GTIG AAG
Ala Glu Leu Val Lys

CCA GGG GCC TCA GTC
Pro Gly Ala Ser Val

18

AGG

GTG
val

Leu

ATA
Ils

TGC
Cys

TCC
Ser

AGG
Arg

GAG
Glu

CcT
Sex

ACA
Thr

GCT
Ala

CAG
Gln

CcCcT
Pro

GAA
Glu

ACT
Tkr
TAC

} -

GGT

Gly

ACA
Thr

GCC
Ala

GG
T3

TCC

ACT
Thx

AAT
Asn

TCcC

Ser Sex

GTC TAT
val Tv>

CAA
Gln

GGT
Gly

GAC
Asp

TGT

Lys Cys

GCC
Ala

ACA
Thr

AAC
Asn

TCcT
Sex

TGT
Cys

TAC
Ty=

GGA
Gly

ACC
Thr

TCA
Sex

Gly

Gly

cca
Pro

TAC
Ty

AGA
Arg

GTC
val

CDR1

TTC AAC ATT AAA GAC
Phe Asn Ile Lys Asp

CTG GAG
Leu Glu

TCG ATT GGA
Trp Ile Gly

AAG TTC
Lys Phe

CAG GGC AAG
Gln Gly Lys

CTG CAG
Leu Gln

CTC
Leu

AGC AGC
Ser Ser

ACC TAT ATG
Thr Tyr Met

CAC TGG
His Trp
CDR2

CCT GCG
Pro Ala

AGG ATT GAT
Arg Ile Asp

GCC ACT ATA ACA GCA
Ala Thr Ile Thr Ala

CTG ACA TCT
Leu Thr Ser
CDR3

GAG GAC
Glu Asp

CTA ACT GGG
Leu Thxr Gly

GAG
Glu

GTC
val

ACC GTC
Thr Val

TCC
Ser

TCA
Ser

ACG TGG TCT
Thr Txp Sex

TTG GAC
Lau Asp

NR-LU-13 Sequenzen der variablen Region der leichten Kette

cac

Asn

cTC
Leu

ATC
Ile

AGT
Sex

' CAG

Gln

TC?

Sexr

ACC
The

CAG ATG
Gln Met

CcTC TCT
Leu Ser

AAA CCA
Lys Pro

GGT GTC
Gly Val

ATC AGC
Ile Serx

CDR3

ATT CAG TCT CCA TCG TCC ATG TTT GCC

Ile Gln Sexr

Pro

Sexr Ser Met Phe Ala
CDR1

TCT CTG GGA GAC AGA
Ser Leu Gly Asp Arg

CGG GCT
Arg Ala

TGT
Cys

GGT GGA ACT
Gly Gly Thr

TCA AGG
Ser Axg

CcA
Pro

CTA GAC
Leu Asp

AcC
Sex

CGT
Arg

AAT
Asn

GCG TAT
Ala Tyx

CCG TAC ACG
Pro Tyr Thr

AGT
Ser

ATT
Ile

TIC
Phe

TCT
Ser

™e
Phe

CAG GGC ATT AGA GGT
Gln Gly Ile Arg Gly

AAN CTC CTG ATC TAC
Lys Leu Leu Ile Tyr

GGG TCT
Gly Ser

AGT GGC AGT
Ser Gly Serx

GAA GAT TIT
Glu Asp Pha

GCA GAacC
Ala Asp

GCA GGG GGG ACC AAG
Gly Gly Gly Thr Lys

Figur 2

41174

AAT TTA GAC TGS TAT

Asn Leu Asp Tzp Tyr
CDR2.

TCC ACA TCC AAT TTA

Ser Thr Ser Asn Leu

GGG TCA GAT TAT TCT
Gly Ser Asp Ty= Ser

TAT TAC TGT CTA CAG
Tyr Tyx Cys Leu Gln

CTG GAA ATA AAA
Leu Glu Ile Lys

36

54

72

90

los

120

18

36

54

73

90

107



1
ASP

1
LxU

21
ILB

31
GLY

41
GLY

51
THR

. 63
ARG

71
TIR

81
GLU

9
ARG

101
GLY

Die humanisierte Sequenz der NRX451-leichten Kette, Positionen der Reste, die zwischen
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Leichte Kette
1
ILE GLN MET THR GLN SER 2RO
T 15
SER ALA SER VAL GLY ASP ARG
25
THR cYS ARG ALA SER GLN GLY
35
ASN LEU ASP TRP TYR GLN GLN
45
LYS GLY PRO LYS LET LEU ILE
55
SER ASN LEU ASN SER GLY VAL
. 65
PHE SER GLY SER GLY SER GLY
78
THR LEU THR ILE SER SER LEU
85
ASP PHE ALA THR YR TYR cC¥s
95
ASN ALA TYR PRO YR THR PHE
105
THR LYS LEU GLU ILE 1YsS

SER

VAL

LYS

PRO

SER

GLY

NR-LU-13 und NRX451-humanisiert unterscheiden, sind mit Fettdruck markiert.

Figur

42/74
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10
SER

20
TER

30
40
PRO

50
SER

§0
SER

70
ASP

80
PRO
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100
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Schwere Kette
1 S ' 10
GLN VAL GLN LEC VAL GLY SER GLY ALA GLU
11 718 - 1o
VAL LYs LYS PRO GLY ALA SER VAL LYSs VAL
21 25
SER CYS 1.Y8 ALAR SER GLY PHE ASN ILE LYS
31
ASP THR YR MET HIS TRP VAL ARG GLN ALA
41 45 50
PRO GLY GLN GLY LEU GLN TRP MRT GLY ARG
[ 3
ILE ASP PRO ALA ASN GLY ASN THR LYS CYs
61 65 > 20
ASP LET SER PHE GLN GLY ARG VAL THR ILB
71 75 80
THR ALA ASP THR SER ILB ASN THR ALA _ TYR
Bl 85 90
MET GLU LEU SER SER LEU ARG SER ASP ASP
91 9s 1400
THR ALA VAL TYR TYR CYS SER ARG GLU VAL
101 105 110
LEU THR GLY THR TRP SER LEU ASP TYR TRP
111 115 . 120
GLY GLN GLY THR  LXU VAL THR VAL SER  Sar

Die humanisierte Sequenz der NRX45 1-leichten Kette, Positionen der Reste, die zwischen
NR-LU-13 und NRX451-humanisiert unterscheiden, sind mit Fettdruck markiert.

Figur

43/74
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Abglei.ch der variablen Regionen der leichten Kette von NR-LU-13 (oben) und
humanisiertem NRX451 (unten).

DIQMISSPSSMFASLGDRVSLSC RASQGIRGNLD WYQQKPGGTIKLLIY STSNLNE

------ e ®2e0eessLsce S0 evea Peees asaenvsees

DIOMTQS PSSLSASVGDRVTITC RASCGIRGNLD WYQQKPGRGPRLLIY szsiEg
CORL

GVPSRFSGSGSGSDYSLTISSLESEDFADYYC LORNAYPYTY GGGTKLEIX

nnnnnnnnnnnnn ee e s eectesosn

‘e s 00 e .o - > 60000
GVPSRFSGSGSGSDYTLTISSLQPEDFATYYC LQRNAYPYTY GQGTKLEIX
CDR3

Abgleich der variablen Regionen der schweren Kette von NR-LU-13 (oben) und
humanisiertem NRX451 (unten).

EVQLQQSGAELVRKPGASVRLSCTASGINIX DTYXE WVIERPEQGLEWIG

QVQLVQSGAEVKXPGASVAVSCRASGINIK DIYA WVRQAPGQGLQWMG
CDR1

RIDPANGNTE CDPKFQGKATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCS

RIDPANGNTE CDLSFQGRVIITADTSINTAYMELSSIRSDDTAVYYCS
CDR2 v

REVITGTWSIDY WGQGTSVTIVSS

RIVLTGTWSLDY WGQGTLVIVSS
CDR3

Figur 5
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Figur 6
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Gle@c'he Hiufigkeiten aber passend zu humanen Sequenzen. Nur ein Auftreten von Asb in
Posmonn 182 wurde gefunden und kein Auftreten von Cys in Position 181.

RES 181 182
A - 0.48
R - 0.02
" 0.01 0.18
D 0.00 0.00
c 0.00 0.00
Q 0.00 -
E - -
G 0.00 0.01
: 4 0.00 -
I - 0.00
L - 0.00
X 0.00 0.00
M - -
F 0.03 -
P 0.00 0.01
s 0.01 0.23
T - 0.02
w 0.00 -
Y 0.91 -
v 0.00 0.02
X 0.01 0.02
py - -
z - -
B - 0.00
Total 1.00 1.00

Figur 7A
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Sequenzpositionen 50 und 183 sind Strukturmutationen innerhalb 5 A der CDRs. Die
Héufigkeit der Typen der Reste in diesen Positionen sind identisch.

Position 50 (153 humane lambda-Sequenzen)

- - - -

.00

.93

.o‘

0
0.00
0
0

Figur 7B

4774
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Position 50 (279 humane kappa-Sequenzen)

0
0.00
. 0.00
0
0

.96

- .y - m - -

48/74

Figur
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Posmon 50 ist hoch konserwert in allen Sequenzen, aber Prolin kann gegen Ile oder Leu
ausgetauscht sein. Das Geriist, das fiir die leichte Kette (6fab) benutzt wurde, hat ein Ile i in'
dieser Position. Wenn man diese Position mit anderen vergleicht, dann sind die Riickgrat-

Torsionen die selben fiir Strukturen mit einem Pro oder Ile in dieser Position.

Position 183 (561 humane Sequenzen)

L R N N Y L

Figur 7D
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Position 183 (1210 Maus-Sequenzen)

P L L L L Lo

.00

oocH
ol

t 1 I 1 OO0 1 OCO L 1OV
L) ¢ s e
[o X~
N o

- B n e D W W W

Sequenzen, fiir humane und Maus-Sequenzen zugleich ist Pro der am hdufigsten
vorkommende Rest in Position 183.

Figure 7E
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Kommentare fiir pcDNA3:
5446 Nukleotide

CMYV Promotor: Basen 209 - 863
T7 Promotor: Basen 864 - 882
Polylinker: Basen 889 - 994

Sp6 Promotor: Basen 999 - 1016
BGH poly A: Basen 1018 - 1249
SV40 Promotor: Basen 1790 - 2115
SV40 Replikationsursprung: Basen 1984 - 2089
Neomycin ORF: Basen 2151 - 2945
SV40 poly A: Basen 3000 - 3372
ColE1 Ursprung: Basen 3882 - 4305
Ampicillin ORF: Basen 4450 - 5310

Pvul

* Es gibt ein ATG stromauf
der Xba T-Stelle.

Figur 8
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SV40
promoter/
enhancar

AmpR o —A, DR

CMV promoter/enhancer

pNRX451

9658 bp

schwere Kette

SV40
promoter
lorigin

polyA
leichte Kette

Figur 9
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pa/mbL ANTIKORPER produziert

-00}

N
2 % 3 g
1

C2-451C4-100nMHP

C2-451C4-100nMHP-2uMHP

C2-451C4-100nMHP~2uMHP-161E12

C2-451C4-100nMHP-2uMHP-181E12-50uM

C2-451C4-100nMHP-2uMHP-161E12-50uM-12G4

C2-451C4-100nMHP-2uMHP-161E12-50uM-12G4-3E7

Figure 10
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Absorption (415 nm)
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' KOMPETITIVE IMMUNREAKTIVITAT

0.737 | —- Maus-NR-LU-10
—A— humanisierter NR-LU-13 (NRX.451
0.50- '
0.25+
0.00 P T T —TTTYTTT
0.1 1.0 10.0 100.0
M ANTIKORPER
Figur 11
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(VAVAVAVAVAVARAY ACACAVETS

LAVAVAVAVAVAVAA

CACANAVAVATATAV.LVACAVA CATARA LR S KA LAl

hu LU-13 PIR-1%]

1 mu LU-10 PIP-B

MARAV AV AVALECATAVATAR L

(VAV AV AV HTCLX

LAV 2 AV AV AV ACAT AV ARG LV AT &

Y ANV 2V RAT AV AV AV oW AV VLMW LRV 5,

LILIR BE BRI 1 }) L

‘iirbl 1 ] 1

() A
-~

0.1

STUI[BYIS A -IN[/2QoMAD)
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