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64 Humaner monoklonaler Antikérper und Hybridom zur Herstellung desselben.

@ Humaner monoklonaler Antikérper, der prophylakti-

sche und therapeutische Wirkung auf durch Pseudo-
monas aeruginosa hervorgerufene infektiose Krankheiten
besitzt, wobei sich das Epitop in der dusseren Kernkompo-
nente von LPS des genannten Mikroorganismus befindet.
Ebenso werden ein Hybridom, das den humanen monoklo-
nalen Antikérper erzeugt, sowie Verfahren zur Hersteliung

des genannten Antikorpers und Hybridoms bereitgestellt.
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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft einen humanen monokionalen Antikdrper auf Pseudomonas aeru-
ginosa (nachfolgend als «P. aeruginosa» bezeichnet) sowie dessen Herstellung und Verwendung. Insbe-
sondere betrifft sie einen humanen monoklonalen Antikérper, der ein Oligosaccharid einer &usseren
Kernkomponente des Lipopolysaccharids von P. aeruginosa erkennen kann, welches verschiedenen
Stammen von P. aeruginosa unterschiedlicher Serotypen gemeinsam ist, wobei der Antikdrper Bindungs-
vermdgen an P. aeruginosa von zwei oder mehr Serotypen aufweist. Die Erfindung betrifft ebenfalls ein
Hybridom, das den Antikdrper herstellen kann, sowie ein Veriahren zur Herstellung des Antikdrpers.
Der erfindungsgemésse humane monokionale Antikérper wird zur Verhinderung und Behandiung infek-
tidser Krankheiten, die durch P. aeruginosa hervorgerufen werden, verwendet.

Die infektibse Krankheiten hervorrufenden Bakierienarten, d.h. prophlogistische Bakterien, haben
sich mit Entwicklung und Wechsel klinisch verwendeter Antibiotika veréndert. Als Ergebnis davon ha-
ben sich infekiidse Krankheiten, die durch die Bakierien hervorgerufen werden, welche im aligemeinen
nur eine niedrige Pathogenitat oder Virulenz aufwiesen, vermehrt. Mithin gehdren P. aeruginosa derzeit
zu den wesentlicheren pathogenen Bakierien, die infektidse Krankheiten hervorrufen, deren ernsthafte
Symptome oft zum Tod von Patienten filhren, insbesondere dann, wenn deren Immunitét infolge fortge-
setzter Verabreichung von Immunosupressiva gering ist, und zwar bei Patienten, die Krebs haben oder
Verbrennungen oder dergleichen erlitten haben.

Unter den verschiedenen praventiven oder therapeutischen Methoden gegen bakterielle infektionen
ist die Chemotherapie unter Verwendung von Antibiotika oder antimikrobiellen Mitteln am bedeutend-
sten. Tatsachlich wurden hierzu verschiedene Antibiotika entwickelt, einschliesslich Streptomycin, Ka-
namycin, Penicillin, Cephalosporin etc., die gegen fast alle gram-positiven Bakterien (z.B. Staphylo-
cocci) und gram-negative Bakterien (z.B. E. coli) wirken und einen deutlichen klinischen Effekt hervor-
rufen. Es gibt jedoch nur wenige medizinische Produkte, die gegen P. aeruginosa wirksam sind. Auch
diese medizinischen Produkle wirken auf P. aeruginosa nur bakteriostatisch und nicht bakteriozid. Sie
konnen daher das Wachstum von P. aeruginosa verhindern, zeigen jedoch klinisch keinen bemerkens-
werten therapeutischen Effekt.

Eine weitere praventive oder therapeutische Methode stellt die Antikdrper-Therapie dar, die die Ver-
abreichung von Immunoglobulin umfasst. Diese Methode wird oft in Kombination mit einer Chemotherapie
durchgefilhrt und lenkt heute grosse Aufmerksamkeit als Ersatz fiir eine Chemotherapie auf sich. Ein
Serum mit hohem Antikérpertiter kann durch aktive Immunisierung von Tieren, wie Pferden oder Kanin-
chen, erhalten werden; die Antikdrper-Therapie kann durch Verabreichung eines solchen Serums erfol-
gen. In der Tat wurden die damit zu erzielenden bemerkenswerten therapeutischen Wirkungen an experi-
mentellen Infektionen an verschiedenen Tieren bestatigt. Von Diphtherietoxin und Vipertoxin weiss man,
dass die Antikdrper-Therapie unter Verwendung von Seren, die von Tieren stammen, auch beim Men-
schen #usserst wirksam ist. Die Einfilhrung eines heterogenen Proteins, das von Tieren stammt, in ei-
nen menschlichen Kérper, fithrt jedoch zu einem ernsthaften Nebeneffekt, wie Anaphylaxe, oder ande-
ren allergischen Reaktionen. Es ist daher &usserst wiinschenswert, ein Imnunoglobulin vom Menschen
mit einem hohen Antikérpertiter gegen Bakterien zu entwickeln, das einen deutlichen therapeutischen Ef-
fekt gegen bakterielle Infektionen zeigt.

Konventionelle Immunoglobulin-Préparationen vom Menschen gewinnt man durch Sammeln von Blut
von gesunden Personen oder von bakierien-infizierten Patienten, wobei das Blut einer Fraktionierung
unterworfen wird, um eine Immunoglobulinfraktion zu erhalten; diese immunoglobulinfraktion wird gerei-
nigt und durch Zugabe von Ethylenglykol agglutinierende Materialien daraus entfernt; darauf folgt eine
Behandlung mit Protease, Sulfonierung, DEAE-S&ulenchromatografie etc.; anschliessend wird das sich
ergebende Produkt zu intramuskuldr oder intravends injizierbaren Préparationen formuliert. Diese Pré&-
parationen erweisen sich als vorteilhaft, indem sie nicht zu Anaphylaxe oder anderen Nebeneffekien
flihren, wie dies bei der Verabreichung von Immunoglobulin aus Tieren beobachtet wird. Sie weisen je-
doch einige andere Nachteile auf. Einer der Nachteile ist, dass ihr Antikdrpertiter gegen Bakterien nied-
rig ist, so dass eine ausreichende therapeutische Wirkung nicht zwingend erzielt werden kann. Ein wei-
terer Nachteil ist, dass es schwierig ist, die Praparationen in stabiler Form mit einem hohen Antikérperti-
ter in grossen Mengen zur Verfligung zu stellen, da sie durch das Sammeln von Blut von gesunden
Personen oder von bakterien-infizierten Patienten gewonnen werden, und das konstante und kontinuier-
liche Gewinnen von Seren mit einem hohen Antikorpertiter ist ziemlich schwierig. Ein weiterer Nachteil
besteht darin, dass sie mit Hepatitisvirus, z.B. HB-Virus, Adult-T-Zellen-Leukamie-Virus (ATLV, HT-
LV) etc. kontaminiert sein konnen, da als Ausgangsmaterial Blut von einer Vielzahl unbekannter Perso-
nen erhalten wird. Um diese Nachteile zu {iberwinden, ist die Herstellung eines humanen monokionalen
Antikorpers in hohem Masse wiinschenswert, der zur Prophylaxe und Therapie bakterieller Infektionen
verwendet wird und herkdmmliche Immunoglobulin-Préparationen vom Menschen sowie monoklonale An-
tikdrper von Mausen ersetzen kann.

Wenn ein Antikérper an die Oberflache einer Bakterienzelle gebunden wird, beschleunigt sich die
Phagocytose einer Makrophase auf der Bakieienzelle (d.h. Beschleunigung der Phagocytose infolge
Opsonierung), oder es erfolgt die Spaltung der Bakterienzelle durch ein Komplement. Als Target-Anti-
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gen auf der Oberflache der Bakterienzelle von P. aeruginosa kennt man Lipopolysaccharid (LPS), &us-
sere Membranproteine, Flagellum, Pilus etc.

Sawada et al berichteten, dass eine grossere Menge an monoklonalen Mause-Antikdrpern, die ein
Ausseres Membranprotein erkennen, zur Bek&mpfung von Bakterien erforderlich ist, verglichen mit ei-
nem monoklonalen Mause-Antikérper, der LPS erkennt (J. Infect. Dis. 150, 570-576 (1984)).

LPS besteht aus O-Polysaccharid, das ein O-Antigen darstellt, aus einem &usseren Kernoligosaccha-
rid, das verschiedenen Spezies in gewissem Masse gemeinsam ist, aus einem inneren Kernoligosaccha-
rid, das im allgemeinen allen Enterobakterien fast gemeinsam ist, sowie aus Lipid A. Das O-Polysaccha-
rid-Antigen, das sich an der &ussersten Oberfléche einer Bakterienzelle befindet, besteht aus sich wie-
derholenden Einheiten aus zwei bis finf Zuckerresten, und seine Struktur schwankt in starkem Masse.
Die Strukturen fast aller O-Antigene von Standard-Serotyp-Stammen von P. aeruginosa sind bereits
bestimmt worden (Acta Microbiol. Hung. 35, 3-24 (1988)).

Da die Strukturbestimmung von O-Antigenen durch chemische Analyse zeitaufwendig und mihsam
ist, werden Antiseren oder monokionale Mause-Antikdrper gegen die O-Antigene aus den Standard-
stammen zur Klassifizierung der Stamme von P. aeruginosa verwendet. In anderen Worten, ein unbe-
kannter Stamm von P. aeruginosa wird in Ubereinstimmung mit der immunologischen Reakiivitat mit be-
kannten Antikdrpern oder Antiseren klassifiziert. Die Klassifizierung kennt man als Serotyp und typi-
sche Beispiele der Serotyp-Klassifizierung sind die folgenden: Typen 1 bis 17 geméss der Klassifizierung
nach Homma et al (Japan. i. Exp. Med. 44, 1 (1974)); Typen 1 bis 7 geméss der Klassifizierung nach Fi-
sher et al (J. Bacteriol., 98, 835 (1969)); Typen A bis M gemass der Klassifizierung durch das Serotyping
Komitee fiir die japanische Pseudomonas Aeruginosa Gesellschaft (nachfolgend als «Japanisches Komi-
tee» bezeichnet) (Japan. J. Exp. Med. 45, 329 (1976)); Typen 1 bis 17 gemass der Klassifizierung durch
das International Antigenic Typing System (IATS) (Int. J. Syst. Bacteriol. 33, 256-264 (1983)) efc. Diese
Klassifizierungen und ihre gegenseitigen Beziehungen sind in Tabelle 1 gezeigt (Japan. J. Exp. Med. 46,
329 (1976)).

Tabelle 1:
Serotyp-Klassifizierung von P. aeruginosa

Japanisches Komitee Hommaetal IATS Fisher et al
1976 1974 1983 1869
A 1 3 —_—

B 2,7,13, 16 2,5,16 3,7
Cc 3 8 6

D 4 9 -

E 5 11 2

F 6 4 -

G 8 6 1

H 9 10 5

1 10 1 4

J 11 15 -

K 12 13 -

L 14 - -

M 15, 17 - -

- - 7,12,14,17 -

Es ist bekannt, dass ein gegeniiber einem bestimmten O-Antigen spezifischer Antikdrper eine starke
praventive oder therapeutische Wirkung auf Infektionen zeigt, die durch P. aeruginosa des Serotyps
hervorgerufen werden, zu dem das genannte O-Antigen gehdri, jedoch keine Wirkung gegen P. aeru-
ginosa eines jeden anderen Serotyps zeigt.

Die Verwendung einer Mischung aus 13 oder 17 monokionalen Antikorpern, die jeweils fiir P. aerugino-
sa-Stamme von 13 oder 17 Serotypen verantwortlich sind, wiirde zur Behandlung von Infektionen wirk-
sam sein, die durch jeden der Stamme hervorgerufen werden. Die Herstellung einer solchen Mischung
ist jedoch sehr mithsam. Vom praktischen Standpunkt aus ist die klinische Verwendung einer solchen
Praparation schwierig durchzufiihren.

Bisher wurden verschiedene Untersuchungen an experimentell infizierten Tieren und klinische Studi-
en vorgenommen, wobei sich herausstellte, dass verschiedene Antiseren und monoklonale Antikdrper,
die spezifisch auf Kernglycolipid gram-negativer Bakterien reagieren, gram-negative Infektionen wirk-
sam verhindern, insbesondere den Endotoxinschock (WO 8 404 458; WO 8 501 659; EP-A 0 174 204;
JA-A 61 130 300; Mutharia et al.: Inf. Immun., 45, 631-636 (1984); Teng et al: Proc. Natl. Acad. Sci.,
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USA, 82, 1790—1794 (1985); Gigliotii & Shenep: J. Inf. Dis., 151, 1005-1011 (1985); Braude et al: J. Inf. Dis.,
136 (Suppl), S167-173 (1977); Nellesand Niswander: Inf. Immun., 46, 677-681 (1984), Pollack et al: J. Clin.
Invest., 72, 1874-1881 (1983); Young et al: Clin. Res., 30, 522A (1982); Young et ai: Clin. Res., 32, 518A
(1984)).

Die vorgenannten Antiseren oder monoklonalen Antikdrper, die auf der Basis von Kernglycolipid-An-
tigen hergestellt werden, werden an verschiedene gram-negative Bakterien gebunden. Dies zeigt offen-
sichtlich, dass sich das verbundene Epitop in einer inneren Kernkomponente, umfassend Heptose, KDO
etc., oder in der Lipid-A-Komponente befindet.

Sawada et al erhielten einen monoklonalen Antikérper, der ein Kernantigen von P. aeruginosa erkennt
(Annual Reports of the 21st Meeting of the Japan Pseudomonas Aeruginosa Society 16, 1987). Tierver-
suche zeigten jedoch, dass der monoklonale Antikdrper Versuchstiere vor Infektionen nicht wirksam
schiitzte und gegen die innere Kern- oder Lipid-A-Komponente nur schwach wirksam ist, um die Tiere
vor den genannten Infektionen zu schiitzen.

Wie vorstehend festgestellt, sind sowohl ein monoklonaler Antikdrper gegen ein dusseres Membran-
protein als auch konventionelle Antikérper gegen einen LPS-Kern therapeutisch nicht wirksam, obwohl
deren Bindungsspekiren in P. aeruginosa sehr breit sind. Andererseits besitzt ein monoklonaler Anti-
kérper auf O-Antigen nur eine sehr eingeschrankte Verwendbarkeit, weil er nur auf P. aeruginosa, das
einen relevanten Serotyp aufweist, wirkt. Infolgedessen ist die Entwicklung von Immunoglobulin-Prépa-
rationen, die breitere Bindungsspekiren und signifikante praventive und therapeutische Wirkung auf P.
aeruginosa-Infektionen aufweisen, in hohem Masse wiinschenswert.

Die Lésung der vorgenannten Aufgabe besteht darin, ein allen Stdmmen von P. aeruginosa gemeinsa-
mes Antigen aufzufinden, und einen humanen monoklonalen Antikdrper zu entwickeln, der das gemeinsa-
me Antigen erkennt, ein breites Bindungsspekirum aufweist und gegeniiber durch P. aeruginosa ver-
schiedener Serotypen hervorgerufenen Infektionen prophylaktisch und therapeutisch wirksam ist.

Es wurden grosse Anstrengungen unternommen, um ein Verfahren zur Herstellung eines humanen
monoklonalen Antikorpers, der zur Verhinderung und Behandlung von durch P. aeruginosa hervorgeru-
fenen infektivsen Krankheiten wirksam ist, sowie ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung von humanen
Immunoglobulin-Praparationen mit hohem Titer, die den monoklonalen Antikérper enthalten, in industriel-
lem Massstab zur Verfiigung zu stellen. Die Erfinder haben ihr besonderes Augenmerk auf eine Oligo-
saccharid-Komponente des dusseren Kerns in LPS, die P. aeruginosa gemeinsam ist, gerichtet, und ver-
sucht, eine Zellinie zur Herstellung eines humanen Antikdrpers, der die genannte Oligosaccharid-Kom-
ponente erkennt, unter Verwendung von B-Lymphocyten, bereitzustellen. Als Ergebnis dieser Anstren-
gungen ist es nunmehr gelungen, einen humanen monoklonalen Antikdrper zu erhalten, der das dussere
Kernoligosaccharid, das eine spezifische chemische Strukiur besitzt und zur Verhinderung und Be-
handlung von durch P. aeruginosa verschiedener Serotypen hervorgerufenen infektiosen Krankheiten
wirksam eingesetzt wird, in spezifischer Weise erkennt. Der erfindungsgemasse monoklonale Antikor-
per ist dadurch gekennzeichnet, dass er an Stdmme von P. aeruginosa, die zu den Serotypen A, F, G,
H, K und M gehéren, gebunden wird, und unterscheidet sich von den bekannten serotyp-spezifischen
monokionalen Antikérpern, die O-Antigen-Polysaccharid erkennen und nur an einen spezifischen
Stamm von P. aeruginosa eines hervorgehobenen Serotyps gebunden werden kénnen. Ausserdem wird
der erfindungsgemésse monoklonale Antikérper an E. cofi-Stdmme des Serotyps 026 gebunden. Insbe-
sondere sind die Antigendeterminante oder das Epitop fiir den erfindungsgemé&ssen monoklonalen Anti-
korper in der Nahe von Rhamnose- oder Galactosamin-Resten in der dusseren Kernkomponente von
LPS von P. aeruginosa positioniert. Der erfindungsgemésse monoklonale Antikdrper ist auch dadurch
gekennzeichnet, dass er prophylakiische und therapeutische Wirksamkeit bei experimentell infizierten
Mausen zeigt.

Die bekannten monoklonale Antikérper gegen den Kern von LPS werden an eine Vielzahl von gram-
negativen Bakterien gebunden, was nahelegt, dass deren Epitope im inneren Kern oder der Lipid-A-Kom-
ponente von LPS angeordnet sind. Die prophylaktische Wirksamkeit der bekannten Antikérper ist bei
experimentell infizierten Tieren relativ niedrig.

Wie aus dem vorstehenden verstandlich ist, unterscheidet sich der monoklonale Antikdrper geméss
der vorliegenden Erfindung deutlich dadurch von den vorgenannten Anti-Kernglycolipid-Antikdrpern,
dass ersterer mit der &usseren Kernkomponente reagiert, welche den Stdmmen von P. aeruginosa in ho-
hem Masse gemeinsam ist, und dass ersterer einen bedeutenden prophylaktischen und therapeutischen
Effekt bei experimentell infizierten Tieren aufweist.

Der von Sawada et al (siehe oben) hergestellie humane monoklonale Antikdrper, der ein Kernantigen
von P. aeruginosa erkennt, wird zu 75% an P. aeruginosa des Serotyps A, zu 100% an B, 0% an E, 43%
an G, 100% an H und 60% an | gebunden und unterscheidet sich im Bindungsspekirum vom monoklonalen
Antikérper gemass der vorliegenden Erfindung. Somit erkennt der Antikdrper nach Sawada et al ganz
offensichilich ein Epiiop, das vom Epitop des Antikorpers der Erfindung unterschiedlich ist. Anderer-
seits wurde beim Antikérper nach Sawada et al gezeigt, dass dieser keine prophylaktische Wirksamkeit
bei experimentell infizierten Tieren aufwies. Demzufolge unterscheidet sich der monoklonale Antikérper
der vorliegenden Erfindung, der die dussere Kernkomponente von LPS von P. aeruginosa erkennt, vom
humanen monokionalen Anti-Kern-Antikérper nach Sawada et al.

Demgemaéss ist es ein erstes Ziel der vorliegenden Erfindung, einen humanen monoklonalen Antikor-
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per bereitzustellen, der ein Oligosaccharid der &usseren Kernkomponente von LPS von P. aeruginosa
erkennen kann und an Stamme von P. aeruginosa verschiedener Serotypen mit hoher Frequenz gebun-
den wird und zur Verhinderung und Behandlung infektidser, durch P. aeruginosa hervorgerufener
Krankheiten auf wirksame Weise eingesetzt wird. Ein anderes Ziel der Erfindung ist es, eine Zellinie vom
Menschen bereitzustellen, die zur kontinuierlichen Herstellung des genannten monoklonalen Antikor-
pers befahigt ist. Ein weiteres Ziel der Erfindung ist es, Immunoglobulin-Préparationen mit hohem Titer
zur Verhinderung oder Behandlung von durch P. aeruginosa hervorgerufenen infektiésen Krankheiten
bereitzustellen, welche mindestens einen erfindungsgeméassen monoklonalen Antikdrper enthalten.
Noch ein Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Herstellung des monoklonalen Antikérpers und der
genannten Zellinie vom Menschen zur Verfiigung zu stellen. Diese und andere Ziele der vorliegenden
Erfindung werden fiir den Fachmann aus dem vorstehend gesagten und der nachfolgenden Beschrei-
bung erkennbar.

Der monoklonale Antikérper der Erfindung, der das Oligosaccharid der &usseren Kernkomponente
von LPS von P. aeruginosa erkennt, soll einen monoklonalen Antikérper vom Menschen bedeuten, der
durch einen einzigen, einen Antikérper erzeugenden Kion hergestellt wird, wobei der Antikdrper befé-
higt ist, sich an Stamme von P. aeruginosa verschiedener Serotypen, insbesondere an Serotyp A, G, F,
H, K und M, mit hoher Frequenz zu binden.

Der erfindungsgemasse monoklonale Antikérper kann beispielsweise durch die folgenden Vorgehens-
weisen hergestellt werden.

B-Lymphocyten vom Menschen, die sensibilisiert werden mit

(1) P. aeruginosa (lebende Bakterien oder durch Formalin oder Erhitzen getdtete Bakterien) oder

(2) der R-Mutante von P. aeruginosa, die kein O-Antigen-Polysaccharid aufweist, oder

(8) vorzugsweise LPS, abgeleitet von der R-Mutante,

werden einer Zellfusion mit Myelomzellen oder B-Lymphoplastoidzeflen unterworfen, worauf man das
sich ergebende Hybridom kontinuierlich in vitro wachsen lasst, wodurch eine Zellinie erzeugt wird, die
zur kontinuierlichen Herstellung des angestrebten Antikérpers beféhigt ist. Die erzeugte Zellinie wird in
vitro kultiviert, und der im Kulturmedium sekretierte Antikérper wird extrahiert und gereinigt, um den an-
gestrebten Antikdrper in grossen Mengen zu erhalten.

Der hier verwendete Serotyp stimmt mit der Klassifizierung geméass dem Japanischen Komitee tberein
und wird auf der Grundlage des Unterschiedes in der immunologischen Reaktion unter Verwendung ei-
nes Antiserums oder eines monoklonalen M&use-Antikérpers, welche gegeniiber dem Standardstamm
von P. aeruginosa des jeweiligen Serotyps spezifisch reaktiv sind, bestimmt.

LPS steht fir ein Lipopolysaccharid und stellt einen Hauptbestandieil der dusseren Membran gram-
negativer Bakterien dar. LPS besteht aus

(1) einem Glycolipid, bezeichnet als Lipid A,

(2) einem inneren Kernoligosaccharid, enthaltend 2-Keto-3-desoxyoctonséure, Heptose, Ethanola-
min, Phosphat etc.,

(3) einem &usseren Kernoligosaccharid, bei dem sich die Bestandteile, abhéngig von der Spezies, un-
ferscheiden, und das, soweit P. aeruginosa betroffen ist, Glucose, Rhamnose, Galactosamin, Alanin
eic., enthait, und

(4) einem Polysaccharid, bezeichnet als O-Antigen, das den Serotyp bestimmt,

wobei das genannte Lipid A an die genannten inneren und &usseren Kernkomponenten und das ge-
nannte O-Antigen an die genannte &ussere Kernkomponente gebunden sind.

Das #ussere Kernoligosaccharid von LPS, welches ein vielen Stdmmen von P. aeruginosa gemeinsa-
mes Antigen darstellt, ist an der Stelle angeordnet, an die das O-Polysaccharid gebunden wird. Auf die-
se Weise wird das aussere Kernoligosaccharid in unmittelbarer Néhe des O-Polysaccharids, das an der
Aussersten Aussenseite der Bakterienzellenoberflache angeordnet ist, positioniert.

Bekanntlich variieren chemische Struktur und Zusammensetzung des &usseren Kernoligosaccharids-
in Abhzngigkeit der Stamme (Wilkinson, Rev. Infect. Dis. 5, S941-5949 (1983)). Die Bestandteile des Oli-
gosaccharids sind jedoch vielen Stammen von P. aeruginosa gemeinsam und umfassen Glucose, Rham-
nose, Galactosamin, Alanin etc. als Hauptbestandteile.

Der hier verwendete Begriff «monoklonaler Antikérper» bedeutet einen Antikérper, der eine einheitli-
che molekulare Struktur aufweist und durch einen einzigen Antikérper erzeugenden Klon hergestellt
wird, welcher seinerseits durch Zellfusion (Nature, 256, 495 (1975)) oder EB-Virus-Transformation
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 70, 190 (1973)) erhaiten werden kann.

Die Herstellung des humanen monoklonalen Antikérpers gemass der Erfindung umfasst die folgenden
Stufen: .

(1) Herstellung von B-Lymphocyten vom Menschen, die mit einem Antigen sensibilisiert werden;

(2) Herstellung der Zellinie, die den spezifischen monoklonalen AntikGrper durch Immortalisieren der
in (1) hergesteliten Zellen erzeugt;

(3) Kultivierung der in (2) hergesteliten Zellinien;

(4) Reinigung des monoklonalen spezifischen Antikdrpers aus der in (3) erhaltenen Kultur; und

(5) Herstellung einer Immunoglobulin-Praparation mit hohem Titer, welche den in (4) gereinigten spezi-
fischen monoklonalen Antikérper enthélt.

Jede dieser Stufen wird im folgenden néher erlautert.
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STUFE 1:

Als B-Lymphocyten vom Menschen kdnnen Lymphocytenzellen vom Menschen verwendet werden,
die einen Antikérper auf das dussere Kernoligosaccharid von LPS von P. aeruginosa produzieren, wo-
bei die Lymphocyten durch Zentrifugation unter Verwendung einer Lymphocyten-Trennflussigkeit, wie
Lymphoprep® oder Mono-Poly-Resolving-Medium® (Flow Lab.) aus peripherem Blut abgetrennt wer-
den kénnen. Es kénnen auch B-Lymphocyten verwendet werden, die aus Geweben oder Organen (z.B.
Lymphknoten, Milz), die fir Diagnose- oder Therapiezwecke extrahiert wurden, oder aus dem Blut der
Nabelschnur oder dergleichen stammen. Es ist wiinschenswert, die Zellen von Personen zu gewinnen,
die in der Vergangenheit mit P. aeruginosa infiziert wurden und deren Zellen durch die Infektion sensibili-
siert sind. Geeignete Personen, von denen die Zellen gewonnen werden kdnnen, kann man durch vorhe-
riges Messen des Antikdrpertiters ihrer Seren auswahlen, welcher gegen mit Formalin behandelte P.
aeruginosa-Zellen oder gegen von P. aeruginosa abgeleitetes LPS erhoben worden ist. Alternativ kon-
nen B-Lymphocyten vom Menschen von beliebigen Personen, ungeachtet ihrer Krankengeschichte in
der Vergangenheit, erhalten werden. Solche Lymphocyten werden vor dem Einsatz zur Zellfusion mit mit
Formalin behandelten P. aeruginosa oder vorzugsweise mit von P. aeruginosa abgeleitetem LPS ver-
mischt. Das heisst, durch Formalinbehandlung abgetbtete P. aeruginosa oder vorzugsweise LPS aus P.
aeruginosa werden den B-Lymphocyten als Antigen zugefiigt. Ausserdem kénnen L8sungen, die Lymph-
okine enthalten, wie B-Zellen-Proliferationsfakioren und B-Zellen-Differenzierungsfaktoren (z.B.
Pilanzenlectine, wie Pokeweed-Mitogen (PWM), Bakterienkomponenten, wie Cowan |, Human-Lym-
phocyt-Mischkultur, Milz, Thymus oder eine Blutzellenkultur aus der Nabelschnur) zu den B-Lym-
phocyten vom Menschen zur in vitro Sensibilisierung zugegeben werden, worauf Proliferation und Dif-
ferenzierung erfolgen, um antikérperproduzierende Zellen zu ergeben. Die auf diese Weise erhaltenen
B-Lymphocyten vom Menschen ein Antikérper-Molekiil auf der Zelloberflache auf und kénnen fiir be-
grenzte Zeit eine geringe Menge an Antikérper freisetzen, sie sind jedoch nicht unsterblich.

STUFE 2:

Um die vorstehenden, sensibilisierten B-Lymphocyten vom Menschen in kontinuierlich proliferierba-
re, unsterbliche Zellinien umzuwandeln, werden die sensibilisierten Human-Lymphocyten und Myelomzel-
len in Gegenwart von Polyethylenglykol einer Zellfusion unterworfen. Die verwendeten Myelomzellen
sind Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT)-Mangelmutanten (z.B. P3X63-Ag 8
(P3), P3X63-Ag 8.653), die von Mause-Myelomzellen stammen, HGPRT-Mangelmutanten, die von der
Human-Myelomzelle U-266 stammen, HGPRT-Mangelmutanten, die von einer Maus-Human-Heteromye-
lomzelle stammen, die durch Zellfusion zwischen Méuse- und Human-Myelomzellen oder einer Maus-
Myelomzelle, wie SHM D-33, und einer Human-Lymphocyten-B-Zelle erhalten wird. HGPRT-Mangel-
mutanten, die von Human-B-Lymphoblastoidzellen stammen, kénnen anstelle von Myelomzellen einge-
setzt werden.

Das verwendete Polyethylenglykol (PEG) kann beispielsweise PEG 1000 bis 6000 in einer Konzenirati-
on von 30 bis 50% (G/V) sein. Die Fusionseffizienz kann durch inkorporation von Lectin, Poly-L-Lysin,
Dimethylsulfoxid etc., gesteigert werden.

Die Fusion kann beispielsweise in derselben Weise, wie von Kéhler et al (Nature, 256, 495 (1975)) be-
schrieben, durchgefiihrt werden, wobei Méusezellen fusioniert werden, um ein einen monoklonalen Méu-
se-Antikirper erzeugendes Hybridom zu erhalten. Die sensibilisierten Human-Lymphocyten und HG-
PRT-defizienten Myelomzellen oder Human-Maus-Heteromyelomzellen werden beispielsweise in einem
Verhaltnis von 3 bis 1:1 miteinander vermischt, 45% (G/V) PEG 1500 bis 6000 werden anteilweise wéh-
rend 0,5 bis 1 Minute zugefiigt, und die sich ergebende Mischung 0,5 bis 3 Minuten lang stehen gelas-
sen. Zu dieser Mischung werden 10 bis 50 ml eines Kulturmediums, das kein Serum enthalt, wéhrend 5 bis
10 Minuten zugegeben, anschliessend werden 2 mi FCS zugefigt und die Mischung bei 37°C 10 bis 60
Minuten lang inkubiert. Nach Zentrifugieren wird frisches Kulturmedium zugefiigt, um eine Zellkonzen-
tration von 105 bis 108/m! einzustellen. Eine Mikroplatte mit 96 Vertiefungen wird mit der auf diese Weise
erhaltenen Zellsuspension inokuliert, und zwar mit 2 x 104 bis 2 x 105 Zellen pro Vertiefung. Am néchsten
Tag wird die halbe Menge durch ein Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-haltiges Medium (HAT-Medium)
oder ein Hypoxanthin-Azaserin-haltiges Medium (HAZ-Medium) ersetzt, die Kultivierung wird bei 32 bis
37°C unter 5% CO2 durchgefiihrt. Das Kulturmedium wird wahrend ungeféhr 10 bis 20 Tagen durch HAT-
Medium oder HAZ-Medium und anschliessend wihrend ungeféhr 3 bis 5 Tagen durch ein Hypoxanthin-
Thymidin-haltiges Medium (HT-Medium) oder ein Hypoxanthin-haltiges Medium (H-Medium) ersetzt. Der’
Ersatz erfolgte auf der Basis der halben Menge in Intervallen von drei Tagen wahrend zwei oder drei
Wochen, um eine proliferative Kolonie, d.h. ein Hybridom, zu erhalten. Es ist ebenfalls mdglich, ein
Hybridom durch die kombinierte Verwendung von Metabolismusinhibitoren ohne Einsatz einer HGPRT-
Mangelmutante zu selektieren.

Die Antikorpertiter des Kulturmediums gegen 17 Stdémme von durch Formalinbehandlung abgetdtete P.
aeruginosa oder gegen ihre LPS, wabei die genannten Stamme eine Liste von 17 Serotypen verzeichnen,
werden mittels ELISA oder Radioimmunoassay gemessen, und die angestrebte Zelle, die den spezifi-
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schen Antikdrper auf die dussere Kernkomponente von LPS von P. aeruginosa erzeugt, wird mit Hilfe
der Western-Blotting-Methode selektiert. Das Klonen wird zwei- oder dreimal mittels der limitierenden
Verdiinnungsmethode oder der Agarosemethode wiederholt, um eine stabile Zellinie mit einer hohen Proli-
ferationsrate und einer hohen Produktion des spezifischen Antikdrpers zu erhalten.

Die aus sensibilisierten Human-B-Lymphocyten hergestellten Zellinien geméss dem Zellfusionverfah-
ren (Hybridomverfahren) kénnen kontinuierlich proliferiert werden und erzeugen den spezifischen Anti-
kdrper in stabiler Form in einer grossen Menge.

STUFE 3:

Die auf diese Weise erhaltenen Hybridome (0,5 bis 5 x 105 Zellen/ml) werden in einer beruhigten oder
bewegten Kultur unter Verwendung eines tiblichen Kulturmediums fir tierische Zellen in einem Geféss,
wie einer Zellkulturflasche oder -platte, mit Hilfe eines COz-Inkubators bei 32 bis 37°C unter 2 bis 10%
CO2 kultiviert. Insbesondere bei Kulturen in grossem Massstab kdnnen ein Kolbenfermenter, ein Hohl-
fasersystem oder dergleichen, wie sie fiir tierische Zellen konstruiert werden, eingesetzt werden. Das
libliche Kulturmedium kann beispielsweise ein Medium (z.B. RPMI1640, Eagle's MEM), enthaltend 2 bis
20% Serum von Rinderftus, Kalb, Rind, Pferd, vom Menschen oder dergleichen, ein serumfreies Medi-
um, enthaltend fir das Zeliwachstum erforderliche Zusatzstoffe (z.B. Insulin, Transferrin, Ethanolamin,
Selenit, Rinderalbumin, Lipid) oder dergleichen sein.

Die Kultivierung des Hybridoms kann ebenso anstelle der vorgenannten in vitro Kultivierung erfol-
gen, indem man intraperitoneal impft und das Hybridom in Tieren, wie einer nackten Maus, ziichtet. Wer-
den eine Maus oder eine nackte Maus herangezogen, werden 0,5 bis 2,5 x 107 Zellen pro Maus geimpft.
Vorzugsweise wird Pristan oder Anti-Asialo-GMi-Antikdrper vor der Impfung verabreicht. Bestrah-
lung mit Réntgenstrahlen oder Milzextraktion kénnen ebenfalls fiir den Erfolg der Impfung hilfreich sein.

STUFE 4:

Die Reinigung des Antikdrpers kann nach konventionellen biochemischen Verfahren erfolgen (z.B.
Ammoniumsulfatfliung, Ethanolfsllung, PEG-Fraktionierung, lonenaustauschchromatografie, Geffiltra-
tion, Affinitatschromtografie, HPLC, Elekirophorese). Beim Reinigungsverfahren solite darauf geach-
tet werden, dass eine Agglutinierung oder Absenkung der Antikérperaktivitat vermieden werden. Zu
diesem Zweck kann Human-Serumalbumin (HSA) in einer Menge von 0,05 bis 2% zugegeben werden.
Die Zugabe von Aminoséuren, wie Glycin oder Alanin, insbesondere von basischen Aminosauren, wie
Lysin, Arginen oder Histidin, von Kohlenhydraten, wie Glucose oder Mannitol, von Salzen, wie Natri-
umchlorid, etc., kann manchmal bevorzugt sein. Es kann zu Agglutinierungen kommen, insbesondere im
Falle eines IgM-Antikérpers, und eine Behandlung mit B-Propiolacton, Essigsureanhydrid oder derglei-
chen wirkt gegen eine solche Agglutinierung. In einem solchen Fall wird intravendse Verabreichung er-

moglicht.

STUFE &:

Der gereinigte monoklonale Antikérper kann nach einem an sich konventionellen Verfahren, wobei
man beispielsweise durch einen Membranfilter zur Entfernung von Bakterien filtert, in sterilisierte Am-
pullen mit Stabilisatoren abfiillt und lyophilisiert, zu einer biologischen Préparation formuliert werden.

Die erfindungsgemasse Herstellung des humanen monoklonalen Antkérpers kann lediglich eine Art
des humanen monoklonalen Antikérpers auf die dussere Kernkomponente von LPS von P. aeruginosa
als praventives oder therapeutisches Mittel fir Infektionen mit P. aeruginosa umfassen. Vorzugsweise
umfasst die Herstellung zusétzlich mindestens eine Art eines humanen monoklonalen Antikorpers, der
ein unterschiedliches Epitop einer unterschiedlichen chemischen Struktur im &usseren Kernoligosaccha-
rid von LPS von P. aeruginosa erkennen kann.

Die Herstellung kann auch einen humanen monoklonalen Antikdrper beinhalten, der jedes andere
Oberflachenantigen von P. aeruginosa erkennen kann, wie O-Antigen, &ussere Membranproteine, Fia-
gellum, Pilus, pathogene Faktoren von P. aeruginosa, wie Exotoxine, oder Exoenzyme, wie Elastase und
Proteasen. Die erfindungsgemasse Herstellung kann nach Kombination mit jeder herkdmmiichen Herstel-
fung von Human-Immunoglobulin angewandt werden. Die Hersteliung kann auch nach Kombination mit je-
dem humanen-monoklonalen Antikérper auf andere als P. aeruginosa-Bakterien, Viren, Fungi, Protozo-
en, Krebszellen, und mit anderen konventionellen Human-Immunoglobulin-Praparationen erfolgen. Ande-
rerseits kann der erfindungsgeméasse humane monoklonale Antikérper einer herkdmmlichen Human-
Immunoglobulin-Préparation einverleibt werden, um eine Immunoglobulin-Préparation mit hohem Titer auf
P. aeruginasa herzustellen.

Der humane monoklonale Antikdrper der vorliegenden Erfindung wird an die Oberfléche von P. aeru-
ginosa-Zellen gebunden, insbesondere an die &ussere Kernkomponente des LPS der Zelienoberflache,
welches ein vielen Stammen von P. aeruginosa gemeinsames Antigen darstelit. Die Bindung des Antikor-
pers fithrt zur Opsonierung der P. aeruginosa-Zelle, wodurch Phagocytose und Bakteriolyse von Pha-
gocyten auf der Zelle sowie die Aktivierung von Komplementen, die die Zellspaltung beschleunigt, gestei-
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gert werden. Demgemadss kénnen durch P. aeruginosa hervorgerufene experimentelle Méuse-Infektio-
nen durch Verabreichung des erfindungsgeméssen humanen monoklonalen Antikérpers behandelt
werden.

Zur Verhinderung und Behandlung von Infektionskrankheiten durch P. aeruginosa oder von Infektio-
nen durch P. aeruginosa enthaltende Bakterien kann der erfindungsgemésse humane monoklonale Anti-
korper an einen erwachsenen Patienten in einer Menge von ungeféhr 0,5 bis 500 mg, vorzugsweise 5
bis 50 mg, verabreicht werden.

Wie vorstehend ausgefiihrt, besteht der Hauptvorteil des erfindungsgeméssen humanen monoklona-
len Antikorpers darin, dass er einen hohen Antikérpertiter auf sein Antigen besitzt, eine ausgezeichne-
te therapeutische Wirkung im System experimenteller Mause-Infektionen zeigt, und wirksam gegen ver-
schiedene P. aeruginosa unterschiedlichen Serotyps ist. Andere Vorteile des Antikorpers der Erfin-
dung sind die folgenden.

Da er ein Protein humanen Ursprungs ist, freten keine Nebeneffekte (z.B. Anaphylaxe) auf, wie sie
bei der Verabreichung eines heterogenen Proteins beobachtet werden. Da er aus einer bestimmten spe-
zifischen Zellinie erzeugt wird, ist die Méglichkeit einer Kontaminierung mit unbekannten bioriskanten
Materialien viel geringer, verglichen mit herkdmmlichen Immunoglobulinen, die aus menschlichem Blut,
das aus einer Anzahl unbekannter Personen stammt, hergestellt werden. Der erfindungsgemésse huma-
ne monoklonale Antikérper wird mit einem hohen Antikorpertiter in vitro in stabiler Form in einer grossen
Menge erzeugt, und sein Herstellungsverfahren ist vorteilhafter als herkémmliche Verfahren, die
menschliches Blut unter vereinfachter Qualitatskontrolle verwenden.

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen detailliert erldutert, selbstver-
sténdlich soll die Erfindung jedoch durch diese Beispiele nicht eingeschréankt werden.

BEISPIEL 1
Herstellung einer humanen monoklonalen Antikérper MH-4H7-produzierenden Zellinie, hergestelit
durch Human-Maus-Zellfusion:

(1) Herstellung von Human-Lymphocyten aus peripherem Blut und deren Ziichtung.

Peripheres Blut (100 ml) mit einem hohen Antikdrpertiter gegen P. aeruginosa-Oberflachenantigene
wurde einem gesunden freiwilligen Spender eninommen. Einem Zentrifugenrdhrchen (50 ml, Sumitomo Ba-

kelite) wurden Mono-Poly-Resolving-Medium® (Fow Lab.) zugefiigt und peripheres Blut (20 ml) langsam
dariibergelegt, dann wurde mit einer Zentrifuge niedriger Geschwindigkeit (BS-20BH, Tommy Precision
Ind.) bei 1500 Upm (Roter-TS-7) bei Raumtemperatur 30 Minuten lang zentrifugiert, wodurch
Erythrocyten und Lymphocyten abgetrennt wurden.

Der die Lymphocyten enthaltende Teil wurde gesammelt und dreimal mit einem Dulbecco's modified
Eagle’s minimum essential Medium (nachfolgend als D-MEM bezeichnet) gewaschen, worauf die Aus-
zéhlung der Zellzahlen erfolgte, um Lymphocytenzellen von 1,2 x 108 zu erhalten.

Die Lymphocytenzellen (6 x 107) wurden in einem Lymphocyten-Kulturmedium (66 ml), enthaltend mit
Formalin abgetdtete Zellen von P. aeruginosa (1ID1001 (Typ A) und 1ID1020 (Typ G), jeweils 0,0002%) su-
spendiert, und die Suspension wurde auf Mikroplatten mit 24 Vertiefungen (Costar, Nr. 3424) in einer
Menge von 1,5 x 108 Lymphocytenzellen/Vertiefung gegeben und bei 37°C unter 5% CO» sechs Tage
lang kultiviert. Das vorstehend genannte Lymphocyten-Kulturmedium bedeutet RPMI-1640-Medium,
das 20% (V/V) inaktiviertes Fotal-Kalberserum (CFS), 0,05 mg/m! Natriumpyruvat, 5 x 10-5 Mol 2-Mer-
captoethanol, 30 pg/ml Transferrin, abgeleitet von Kalberplasma (United States Biochemical Corp.) und
0,01% (V/V) Pflanzenlectin, abgeleitet von Pokeweed (Gibco Lab.), enthalt.

(2) Zellfusion

Human-Maus-Heteromyelomzellen (SHM-D33, ATCC Nr. CRL1668) wurden in D-MEM, enthaltend
15% FCS, subkultiviert, 2,5 x 107 Zellen wurden zweimal mit D-MEM gewaschen.

Andererseits wurden periphere Blutlymphocyten gewonnen, die sechs Tage lang in Mikroplatten mit
24 Vertiefungen gemass Beispiel 1(1) geziichtet wurden, um 7,4 x 107 Lymphocytenzellen zu ergeben.
Die Zellen wurden dreimal mit D-MEM gewaschen und in einem Zentrifugenréhrchen mit den vorstehen-
den Human-Maus-Heteromyelomzellen vermischt und dann zentrifugiert, um Préazipitate zu ergeben.

Den Prazipitaten im Zentrifugenrdhrchen wurde 1 ml einer Polyethylenglykol (PEG)-Lésung (0,45 ¢
PEG4000 {Merck), 0,45 ml PBS(-) und 0,1 ml Dimethylsulfoxid) im Laufe ungeféhr 1 Minute unter Rollen
des Rohrchens zugefligt und die Mischung bei Raumtemperatur 1 Minute lang stehen gelassen. Dann
wurde dem Rohrchen unter Rollen des Réhrchens mit einer Rate von 2 ml/Min. D-MEM zugefiigt, was
viermal wiederholt wurde. Unter Verwendung von D-MEM, enthaltend 10% FCS, anstatt D-MEM, wur-
de die vorgenannte Vorgehensweise dreimal wiederholt. Schiiesslich wurden 1,5 ml FCS dem Réhrchen
zugefiigt und die Mischung 20 Minuten lang bei 37°C stehen gelassen. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugieren gesammelt und in 40 ml D-MEM-Medium suspendiert, enthaltend FCS (15%), Natriumpyruvat
(0,05 mg/ml), Insulin (0,2 E/mi), Oxalessigsaure (0,15 mg/ml), Azaserin (1 pg/ml) und Hypoxanthin
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(100 M), wobei das genannte Medium nachfolgend als «HA-Z-selektives Medium» bezeichnet wird.
Die Suspension wurde auf Mikroplatten mit 96 Vertiefungen (Falcon Nr. 3040) in einer Menge von
100 pl/Platte gegeben, so dass eine Vertiefung 6,5 x 104 Myelomzellen aufnahm. Die jeweiligen Mikro-
platten wurden vorher mit 100 ul der Suspension gegen das vorstehend genannte Medium belegt, so
dass jede Vertiefung Maus-BALB/c Milzzellen (1 x 105) und Maus-BALB/c-peritoneale Exudatzellen (1 x
104) enthalten konnte. Die Platten waren bei 37°C einen Tag lang unter 5% COz inkubiert worden. Die Mi-
kroplatten wurden bei 37°C unter 5% COg inkubiert, und die Halfte des Kulturmediums wurde durch
HAZ-Selektionsmedium in Intervalien von zwei oder drei Tagen ersetzt. Nach einer Woche wurde die
Halfte des Kulturmediums durch H-Medium ersetzt, das azaserinfreiem HAZ-selektiven Medium ent-
spricht. Danach wurde die Halfte des Mediums durch azaserin- und hypoxanthinfreies, Hybridom kulti-
vierendes D-MEM-Medium in Abstinden von zwei oder drei Tagen ersetzt, wobei das Medium ein D-
MEM-Medium ist, das FCS (15%), Natriumpyruvat (0,05 mg/ml), Insulin (0,2 E/ml) und Oxalessigs&ure
(0,15 pg/ml) enthalt. Die Produktion von Antikérper auf P. aeruginosa-Oberflachenantigen wurde durch
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) an Kulturiiberstanden der Vertiefungen bestimmt, die
zum Zeitpunkt von drei Wochen nach der Zellfusion Zellwachstum zeigten, wobei Mikroplatten mit 96
Vertiefungen (Falcon Nr. 3912), an die P. aeruginosa durch Glutaraldehyd fixiert wurde, verwendet wur-
den. Es wurden die Standardstamme von P. aeruginosa von 17 verschiedenen Serotypen geméss
Homma's Kiassifizierung in diesem Versuch eingesetzt, welche vom Institute of Medical Science, Tokyo
University, Japan, oder von ATCC erhéltlich sind. Der Versuch offenbarte, dass in einer Vertiefung
ein IgM-Antikérper erzeugt wurde, der in starkem Masse mit mehreren Standardstémmen von P. aeru-
ginosa verschiedener Serotypen reagiert. Das Heterohybridom in der Vertiefung wurde weitergezich-
tet und mit Hilfe der limitierenden Verdiinnung kioniert, wodurch eine als MH-4H7 bezeichnete Zellinie
erhalten wurde, die einen Human-lgM-Antikdrper in stabiler Form erzeugt. Die Bezeichnung «MH-
4H7» kann hier ebenfalls als Name des humanen monoklonalen Antikdrpers verwendet werden, der
durch die Zellinie MH-4H7 erzeugt wird. Das Hybridom MH-4H7 wurde unter der Hinterlegungsnummer
FERM P-9996 am 19.April 1988 beim Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science and
Technology, in Tsukuba, Ibaraki-ken, Japan, hinterlegt. Diese Hinterlegung wurde am 26. April 1989 in ei-
ne Hinterlegung geméss Budapester Vertrag umgewandelt und erhielt die Hinterlegungsnummer FERM
BP-2402. Der humane monokionale Antikérper MH-4H7 war ein IgM (u, lambda).

Ein dem vorgenannten dhnliches IgM-produzierendes Hybridom wurde von einem anderen Donor,
dessen Serum einen hohen AntikSrpertiter auf P. aeruginosa-Oberflachenantigen zeigte, durch Abtren-
nung von Lymphocyten, Aktivierung von spezifischen B-Zellen in vitro und die vorstehende Zellfusion

erhalten.

BEISPIEL 2
Untersuchung des Bindungsspektrums des humanen monoklonalen Antikdrpers MH-4H7 durch ELISA.

(1) Messung von Anti-P. aeruginosa-Antikérper durch ELISA

Der Antikérpertiter gegen P. aeruginosa-Oberfléchenantigen wurde wie folgt gemessen. P. aerugino-
sa wurde in einer phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) (pH 7,2; enthaltend 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI,
2,99 g/l NaHPO4. 12H20 und 0,2 g/t KHzPO4) suspendiert, um ein Absorptionsvermdgen von 0,2 bei ei-
ner Wellenlinge von 600 nm zu ergeben. Die Suspension wurde in Mikroplatten mit 96 Vertiefungen
(Falcon Nr. 3912) in einer Menge von 50 pl/Vertiefung gegeben, dann wurde bei 2000 Upm 15 Minuten
lang zentrifugiert. 2%-iger Glutaraldehyd wurde jeder Vertiefung in einer Menge von 50 wl/Vertiefung
zugefiigt, um die Bakterienzelle an die Mikroplatte zu fixieren. Nach Entfernen der Bakferiensuspen-
sion aus den Mikroplatten wurde die Mikroplatte mit 3%-iger PBS-L6sung, enthaltend Rinderserumalbu-
min (BSA), mit einer Menge von 120 pl/Vertiefung belegt und bei 37°C 30 Minuten lang inkubiert, um den
ungebundenen Teil der Assay-Platte zu blockieren. Die sich ergebende Mikroplatte wurde ais die mit An-
tigen beschichtete Platte im nachfolgenden Verfahrensschritt verwendet. Gewlnschtenfalls kann eine
solche Mikroplatte bei —20°C gelagert werden.

Vor dem Assay wurde die Mikroplatte mit 0,05%-igem Tween 20, enthaltend PBS-L&sung (PBST), drei-
mal gewaschen. PBST wurde in die Vertiefungen in einer Menge von 50 wl/Vertiefung gegeben, es wur-
de eine Probe (Serum, Ascites oder Kulturiiberstand), gegebenenfalls verdinnt mit PBS, in einer Menge
von 50 pl/Vertiefung zugefiigt, dann erfolgte 2stiindige Inkubation bei 37°C. Die Probe wurde von der
Platte entfernt, die dreimal mit PBST gewaschen wurde. Alkalischer phosphatase-konjugierter affinitats-
gereinigter Ziegen-Anti-Human-Immunoglobulin-Antikérper (Kirkegaard & Perry Lab. Inc.) (sekundérer
Antikérper), verdiinnt mit PBS-Lésung enthaltendem 1%-igen BSA, wurde der Mikroplatte in 500- bis
1000fachem Uberschuss in einer Menge von 100 pl-/Vertiefung zur 2stiindigen Inkubation bei 37°C zu-
gefiigt. Zur Messung des IgG-Antikbrpertiters und des IgM-Antikdrpertiters wurden alkalischer
phosphatase-konjugierter  Ziegen-Anti-Human-lgG-Antikérper bzw. alkalischer phosphatase-konju-
gierter Ziegen-Anti-Human-igM-Antikrper verwendet. Nach Entfernen des sekundéren Antikérpers
wurde die Mikroplatte dreimal mit PBST gewaschen. Eine Substratldsung, d.h. eine wéssrige Losung,
enthaltend Natrium-p-nitrophenylphosphat (3 mg/ml) in 10%igem Diethanolamin-Puffer (pH 9,1), enthal-
tend 0,2 mg/ml NaNs und 0,1 mg/mi MgCl2.6H20, wurden der Mikroplatte in einer Menge von
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100 pl/Vertiefung zugefiigt, worauf die Reaktion bei 37°C erfolgte. Die Bindungsaktivitat des Antikdr-
pers (ODsos) wurde an Multiskan® (Titertek) gemessen.

(2) Bindungsvermégen von MH-4H7 an Serotyp-Standardstdmme von P. aeruginosa.

Das Bindungsvermdgen von MH-4H7 an die Serotyp-Standardstdmme von P. aeruginosa wurde mit
Hilfe von ELISA untersucht, wie in Beispiel 2(1) beschrieben. Die Stamme wurden vom Institute of Medi-
cal Science, Tokyo University, Japan, erhalten und in Herzinfusions-Agarmedium geziichiet. Die Ver-
suchsergebnisse sind in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2:
Bindungsaktivitét von MH-4H7 an Serotyp-Standardstémme von P. aeruginosa
gemass der Klassifizierung des Japanischen Komitees

Serotyp Stamm ELISA-Wert
A 1ID 1001 (ATCC27577) 1,78
B {D 1002 (ATCC27578) 0

B 1ID 1007 (ATCC27583) 0

B lID 1013 (ATCC27589) 0

B 1tD 5004 0

C iD1021 0

D HD 1004 (ATCC27580) 0

E D 1130 0

F 1ID 1006 (ATCC27582) 1,77
G 1D 1008 (ATCC27584) 1,88
G lID 1020 1,98
H 1iD 1009 (ATCC27585) 1,33
] 11D 1010 (ATCC27586) 0

J 1D 1011 (ATCC27587) 0

K 1ID 1012 (ATCC27588) 1,80
L {ID 5141 0

M 1D 5018 e

M 1D 1015 0

Die Tabelle 2 zeigt, dass MH-4H7 selektiv an die Serotyp-Standardstdmme der Typen A, F, G, H und
Kvon P. aeruginosa gebunden wurde.

(3) Bindungsvermdgen von MH-4H7 an klinische lsolate.

Im vorstehenden Versuch wurde gezeigt, dass MH-4H7 an die Serotyp-Standardstdmme der Typen
A, F, G, H und K gebunden werden kann. Demzufolge wurde das Bindungsvermdgen von MH-4H7 an
mehrere klinische Isolate dieser Serotypen als auch der Typen B, E, | und M, die klinisch mit hoher Fre-
quenz isoliert werden, untersucht. Als Ergebnis wurde MH-4H7 an klinische Isolate vom Typ A (70%),
Typ F (80%), Typ G (86%), Typ H (60%), Typ K (75%) und Typ M (45%) gebunden, wie in Tabelle 3 ge-
zeigt. Kiinische Isolate der Typen B, E und | (jeweils 20 Stamme) wurden nicht an MH-4H7 gebunden.
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Tabelle 3:

Bindungsaktivitat von MH-4H7 an kiinische Isolate

Seroiyp Stamm ELISA-Wert (OD4gs)

A sp 6745 0,53
sp 6746 1,46
sp 6783 1,10
sp 6818 2,08
sp 6830 0,13
sp 6840 1,17
sp 6708a 1,82
sp 9710 1,67
sp 9711 1,07
sp 9731 0
sp 9762 0
sp 9763 0
sp 9768 1,26
sp 9780 1,75
sp 10029 0,33
sp 10040 0
sp 10060 0,39
sp 10648 1,78
sp 10676 0

F sp 6770 2,15
sp 6771 0
sp 6808 0,49
sp 6851 2,24
sp 6921 1,53

G sp 9701 2,23
sp 9709 2,31
sp 9712 0
sp 9714 2,29
sp 9717 0,06
sp 9718 2,28
sp 9738 2,23
sp 9785 1,28
sp 9743 2,31
sp 9792 1,98
sp 9755 2,26
sp 9761 0
sp 9767 2,45
sp 9772 2,33
GN 11187 2,44
TL 2378 2,33
TL 2424 2,43
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Tabelle 3 (Fortseizung):
Bindungsaktivitat von MH-4H7 an Klinische Isolate

Serotyp Stamm ELISA-Wert (OD4o5)
sp 6788 2,44
sp 97282 2,44
H sp 6896 0
sp 6931 0
sp 7503 2,23
" sp 7507 2,44
sp 7514 2,42
sp 7520 2,40
sp 7522 0
sp 7532 0
sp 7555 2,42
sp 10054 0
sp 10068 0,04
sp 10678 2,06
sp 10681 1,71
K sp 9751 1,96
sp 7861 0,06
sp 7873 1,96
M sp 9716 0
sp 9730 0
sp 9744 0,03
sp 9748 0
sp 9749 0,44
sp 9752 8]
sp 8775 0
sp 10067 2,18
sp 10675 0
sp 6763 2,29
sp 6764 2,24
sp 6765 2,22
sp 6782 0,85
sp 6794 0,59
sp 6833 0
sp 6852 2,31
sp 6830 0
sp 6892 2,15
sp 6895 0
sp 6908 1,02

12
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BEISPIEL 3

Untersuchung der Agglutinierungsakiivitdt des humanen monoklonalen Antikdrpers MH-4H7 an
Serotyp-Standardstdmme von P. aeruginosa

Die Agglutinierungsaktivitit von MH-4H7 an mit Formalin behandelte Serotyp-Standardst&émme von
P. aeruginosa wurde gemessen und ausgedriickt durch eine Minimum-Agglutinierungskonzentration des
Antikérpers. Jeder der in Tabelle 4 aufgelisteten Standardstdmme wurde auf Herzinfusions-Agarme-
dium, das mit 1%-igem Formalin behandelt worden war, geziichtet und bei 37°C {iber Nacht stehengelas-
sen. Die sich ergebenden abgetdteten Zellen wurden in PBS(~) suspendiert, um ein Absorptionsvermé-
gen von 0,2 bei einer Welleni&inge von 600 nm zu ergeben. 50 pl-Anteile der Suspension wurden in Mi-
kroplatten mit 96 U-formigen Vertiefungen (Sumitomo Bakelite) gegeben. Den Platten wurden MH-4H7-
Lésungen (jeweils 50 pl) in 2facher Serenverdiinnung zugefligt. Als Vergleich wurden Losungen, enthal-
tend einen humanen monoklonalen Antikérper, d.h. Anti-B-Typ-hMcAb (IgM), der O-Antigen vom Typ B
erkennt, anstatt der MH-4H7-Losungen zugegeben. Die Reaktionsmischungen wurden {ber Nacht bei
4°C stehengelassen, und es wurde die An- oder Abwesenheit von Agglutinierung untersucht. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 4 gezeigt.

Tabelle 4:
Minimum-Agglutinierungskonzentration von MH-4H7
Antikdrper Stamme (Serotyp) Minimum-Agglutinierungs-
konzentration
MH-4H7 IID 1001 (A) 2,3 pg/mi
11D 1006 (F) 2,5 ug/ml
1D 1020 (G) 5,0 ug/ml
11D 1009 (H) 2,5 pg/ml
D 1012 (K) 1,25 pg/ml
IID 1002 (B) n.b.*
Anti-B-Typ-hMcAb 11D 1002 (B) 1,25 pg/ml

* nicht bestimmi; > 25 pg/ml

MH-4H7 zeigte Agglutinierungsaktivitit an bindungs-positive Stamme, ermittelt durch ELISA (Tabelle
2), derselben Grosse wie der Anti-B-Typ-hMcAb an den Stamm von Serotyp B, obwohl sich die Grésse
von Stamm zu Stamm etwas unterscheidet.

BEISPIEL 4
Charakterisierung der Erkennungsstelle des humanen monoklonalen Antikdrpers MH-4H7 mit Hilfe der

Western-Blotting-Analyse.
(1) Western-Blotting-Analyse von Lipopolysaccharid

Lipopolysaccharide wurden aus Serotyp-Standardstdmmen von P. aeruginosa, 1iD1001 (Typ A) und
1ID1020 (Typ G), geméss dem von Westphal & Jann beschriebenen Verfahren gesammelt (Methods Car-
bohydr. Chem., 5, 83-91, (1965)). Auf diese Weise wurden P. aeruginosa bis zur spaten exponentiellen
Phase in Herzinfusions-Nahrmedium (Nisuui Pharmaceuticals) geziichtet und die Zellen wurden durch
Zentrifugation gesammelt. Die nassen Zellen wurden mit 45%-igem Phenol bei 68°C behandelt und bei
3000 Upm 15 Minuten lang bei einer Temperatur von 10°C zentrifugiert, wobei Lipopolysaccharide in die
wassrige Schicht extrahiert wurden. Die wassrige Schicht wurde mit Cetylirimethylammoniumbromid be-
handelt, um Nukleinsduren zu entfernen, und mit Ethanol gefallt, um Lipopolysaccharide zu ergeben.

Die aus 1ID1001 und 1ID1020 erhaltenen Lipopolysaccharide wurden jeweils mit einer Pufferprobe, ent-
haltend Tris-Puffer (31 mM), pH 6,8, SDS (1,5%), Glycerin (5%), Mercaptoethanol (2,5%) und Bromphe-
nol Blau (0,005%), bei 100°C 5 Minuten lang behandelt, einer Elektrophorese an 12,5%-igem Po-
lyacrylamidgel, enthaltend 0,2% SDS, unterworfen und auf einen Durapore®-Filter (Millipore) gegeben.
Die Bindungsstelle des humanen monoklonalen Antikérpers MH-4H7 wurde an der Membran durch ein
enzym-markiertes Antikérper-Farbeverfahren unter Verwendung des alkalischen phosphatase-konju-
gierien Ziegen-Anti-Human-IgM-Antikérpers (Kirkegaard & Gaithersburg Perry Lab. Inc.) identifiziert.
Als phoretisches Bestimmungsmuster von LPS wurde dieselbe Testprobe in derselben Weise einer Elek-
trophorese unterworfen, das Gel wurde durch Silberfarbung mit Hilfe eines Bio-Rad-Kits entwickelt.

Die Silberfarbung zeigt im Bereich héheren Molekulargewichtes die Anwesenheit einer Gruppe von
Banden in Leiterform gemass LPS vom glatten Typ, das O-Polysaccharid enthélt, an. Die charakteristi-
schen Banden kdnnen der Heterogenitét der Anzahl der sich wiederholenden Einheit des O-Polysaccha-
rids zugeordnet werden. Einzelne breite oder einige wenige Banden, die man im Bereich niedrigeren Mo-
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lekulargewichtes beobachtet, werden LPS vom R-Typ oder vom SR-Typ zugeordnet, bei denen O-Poly-
saccharid fehlt oder die nur einige wenige, sich wiederholende Einheiten aufweisen.

Als Ergebnis wurde in beiden Stammen von [ID1001 und [ID1020 an der Stelle der Lipopolysaccharide
vom R-Typ oder SR-Typ, denen O-Polysaccharid {iberhaupt fehlt oder die ein kurzes O-Polysaccharid
aufweisen, eine starke Farbentwicklung beobachtet. Eine positive Reaktion mit MH-4H7 wurde nicht be-
obachtet, und es trat lediglich eine schwache Farbentwicklung in dem Bereich auf, der den Banden in Lei-
terform entspricht, die durch die Silberfarbung entdeckt werden, wobei LPS vom glatten Typ mit einer
Struktur von sich wiederholenden O-Polysacchariden umfasst wird.

(2) Western-Blotting-Analyse SDS-behandelter Zellen:

Waester-Blotting wurde an SDS-behandelten Zellen von Serotyp-Standardstdmmen von P. aerugino-
sa, ID1001 (Typ A), lID1006 (Typ F), IID1008 (Typ G), 1ID1020 (Typ G}, 1ID1009 (Typ H) und lID1012 (Typ
K) durchgefiihrt. Die Zellen wurden jeweils in Herzinfusions-Nahrmedium geziichtet, in dem in Beispiel
3(1) beschriebenen Puifer suspendiert und bei 100°C 30 Minuten lang einer SDS-Behandlung unterwor-
fen. Die so erhaltene Probe wurde an 12,5%-igem Polyacrylamidgel, enthaliend 0,2% SDS, mit der An-
wendungsmenge der Probe, die 2 mg nassen Zellen entspricht, einer Elekirophorese unterworfen und in
derselben Weise wie in Beispiel 3(1) auf ein Durapore®-Filter gegeben. Die enzym-markierte Antikor-
perfarbung wurde an diesem Filter durchgefiihrt. In jedem Stamm wurde eine Farbentwicklung durch die
Wirkung von MH-4H7 nur in dem Bereich beobachtet, der dem R-Typ- oder SR-Typ-Lipopolysaccharid
entspricht, und der Bereich hoheren Molekulargewichtes ergab keine Farbentwicklung.

BEISPIEL 5

Abtrennung und Fraktionierung von Polysaccharid- und Lipid-A-Anteilen von LPS von P. aeruginosa
und Untersuchung des Bindungsvermégens der sich ergebenden Fraktionen an den humanen monoklo-
nalen Antikérper MH-4H7

(1) Abtrennung des Polysaccharidanteils vom LPS von P. aeruginosa [ID1001:

Gemass dem Verfahren von Wilkinson & Galbraith (Eur. J. Biochem., 52, 331 (1975)) wurde der Poly-
saccharidanteil aus LPS von P. aeruginosa 1ID1001 abgetrennt und das erhaltene Polysaccharid fraktio-
niert. Das heisst, LPS (10 mg) wurde in 1%-iger Essigséure gelost und bei 100°C 90 Minuten lang erhitzt,
um die Ketosebindung im 2-Keto-3-desoxyoctonat (KDO)-Rest, die im inneren Kern von LPS vorliegt, se-
lektiv zu hydrolysieren. Die Reaktionsmischung wurde mit Chloroform extrahiert, um eine Lipid-A-Prépa-
ration zu erhalten. Zur Fraktionierung wurde die Mutterlauge, aus der freies Lipid A somit entfernt wor-
den war, einer Sephadex® G-50-Saulenchromatografie (Pharmacia, Uppsala) (Séulenabmessung: 1 x 70
cm), &quilibriert mit 50 mM Pyridin/Acetatpuifer, pH 5,5, unterworfen. Die Elution von O-Polysaccharid,
SR-Kernoligosaccharid und R-Kernoligosaccharid wurde durch die nachfolgend beschriebene, colorime-
frische Bestimmung entdeckt. .

Neutrale Zucker wurden durch die Phenol-Schwefelsdure-Methode (M. Dubois et al, Anal. Chem. 28,
350 (1956)) entdeckt. Aminozucker wurden entdeckt, indem man die Probe mit 2 N H2SO4 bei 100°C 2
Stunden lang hydrolysierte und das hydrolysierte Produkt dem MBTH (3-Methyl-2-benzothiazolinon-hy-
drazon-hydrochlorid)-Verfahren unterwarf (A. Tsuji et al, Chem. Pharm. Bull. 17, 217 (1969)). Das Poly-
saccharid und die Kernoligosaccharide vom R-Typ und SR-Typ wurden durch Lyophilisierung der rele-
vanten Fraktionen gewonnen.

(2) Bindungsvermdgen von MH-4H7 an die jeweilige von Lipopolysaccharid abgeleitete Fraktion

Es wurde die kompetitive Reaktion in ELISA zur Untersuchung des Bindungsvermdgens von MH-
4H7 an die jeweiligen Fraktionen herangezogen, die das Polysaccharid, das SR-Kernoligosaccharid,
das R-Kernoligosaccharid und das Lipid A aus P. aeruginosa 1ID1001 enthalten, weiche alle in Beispiel
4(1) erhalten wurden. Somit wurde eine Mischung des Kompetitors und des Antikérpers bei 37°C 1 Stun-
de lang inkubiert und ELISA unterworfen, wobei Mikroplatten mit 96 Vertiefungen verwendet wurden,
die mit P. aeruginosa-Zellen belegt worden waren, wobei die Inhibierungsrate gemessen wurde. Die Men-
ge der Kompetitoren entsprach derjenigen von 100 nmol der neutralen Zucker gemass der in Beispiel 4(1)
genannten Phenol-Schwefelsiure-Bestimmung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Tabelle 5:
Bindungsvermdgen von MH-4H7 an Fraktionen von Polysaccharid und
Kernoligosaccharide vom R-Typ und SR-Typ

Kompetitive Substanz Inhibierungsrate (%)
Polysaccharide 0
Kernoligosaccharide vom SR-Typ 72
Kernoligosaccharide vom R-Typ 99

Bei Verwendung von Lipid A als Kompetitor in einer héheren Dosis als 50 pg/mi wurde im ELISA eine
Inhibierung nicht beobachtet. Dieses Ergebnis zeigt an, dass MH-4H7 an Lipid A nicht gebunden wird.

Dieser Versuch offenbarte, dass MH-4H7 an das Kernoligosaccharid vom R-Typ, dem O-Poly-
saccharid fehlt, sowie an das Kernoligosaccharid vom SR-Typ, das eine sich wiederholende Einheit von
O-Polysaccharid besitzt, gebunden wird. Deshalb befindet sich die Antigendeterminante (Epitop) von
MH-4H7 am Kernteil von LPS von P. aeruginosa.

Wie in Beispiel 5(1) angefiihrt, wurde der KDO-Rest mittels Essigsdure wéhrend der Abtrennung der
Polysaccharide hydrolysiert. Demzufolge zeigt die Bindung von NH-4H7 an die Kernfraktion, dass das
Epitop von MH-4H7 nicht mit einem KDO-Rest im inneren Kernteil assoziiert ist.

BEISPIEL 6

Bindungsvermdgen des humanen monoklonalen Antikdrpers MH-4H7 an LPS verschiedener gram-
negativer Bakierien

Das Bindungsvermodgen von MH-4H7 an LPS verschiedener gram-negativer Bakterien, und zwar an-
dere als P. aeruginosa, wurde durch die kompetitive Reaktion im ELISA untersucht, wie in Beispiel 5(2)
beschrieben. Als ein festes Antigen wurden Mikroplatten mit 96 Vertiefungen verwendet, an die P.
aeruginosa 1ID1020-Zellen (Typ G) fixiert worden waren. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 6~(1)
aufgefilhrt. Die Intensitat der Bindung wird durch die Inhibierungsrate der Farbentwicklung im ELISA ge-
zeigt. Die Konzentration des Kompetitors betrug 50 pg/ml. Lipopolysaccharide aus Escherichia coli J5,
E. coli 0111:84, Salmonella minnesota R595 und S. minnesota-wilder-Typ wurden von List Biological Labo-
ratories Inc., Campbell, erhalten. Lipopolysaccharide aus P. aeruginosa 1iD1001 (Typ A) und 1ID1020
(Typ G) wurden durch Phenolexiraktion hergestellt, wie in Beispiel 4(1) dargelegt.

Tabslle 6—1):

Bindungsvermdgen von MH-4H7 an LPS aus verschiedenen gramnegativen Bakierien (1)

Ursprung von LPS Chemotyp Konzentration Inhibierungsrate
{ng/mi) (%)

E. coli J5 Re 50 0

E. coli 0001:B4 S 50 0

S. minnesota R595 Re 50 0

S. minnesota wild S 50 0

P. aeruginosa IID 1001 (TypA) 8 50 9N

P. aeruginosa 1D 1020 (TypG) S 50 98

Tabelle 6—(1) zeigt, dass MH-4H7 weder an R-Typ-LPS, erhalten von E. coli J5 und S. minnesota
R595, noch an S-Typ-LPS, erhalten von deren Ursprungsstamm, gebunden wird. Angesichts der Ver-
suchsergebnisse aus Beispiel 5(2) wird gefolgert, dass das Epitop von MH-4H7 nicht im LPS-Teil, der
Enterobacteriaceae gemeinsam ist, wie der inneren Kernkomponente, bestehend aus Heptose und KDO
oder Lipidkomponente, sondern in der fiir P. aeruginosa charakieristischen &usseren Kernkomponente
angeordnet ist.

In Ubereinstimmung mit der vorstehenden Verfahrensweise wurden zuséizliche Untersuchungen un-
ter Verwendung anderer gram-negativer Bakterien, die in Tabelle 6-(2) aufgelistet sind, durchgefihrt.
Die eingesetzten LPS-Proben wurden von List Biological Laboratories Inc., Gampbell, erhalten, Pseudo-
monas fluorescens wurde von Ribi Immunochem-Research Inc., Hamilton, gekauft. Die LPS-Konzentra-
tion betrug ohne Ausnahme 50 pg/ml. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 6-(2) aufgefiihrt.
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Tabelle 6-(2):
Bindungsvermdgen von MH-4H7 an LPS aus verschiedenen gramnegativen Bakierien (2)

Ursprung von LPS Inhibisrungsrate (%)
Escherichia cali D31m4 0
Escherichia coli K235 _ 0
Escherichia coli 026:B6 98
Escherichia coli 055:B5 11
Escherichia coli 0127:B8 0
Salmonella typhimurium 0
Klebsiella pneumoniae 0
Yersinia enterocholitica 2
Vibria cholerae Inaba 5698 0
Serratia marcescens 0
Pseudomonas fluorescens 0
Pseudomonas aeruginosa (F-D Typ 1) 100

Wie vorstehend gezeigt, Ubt MH-4H7 eine Kreuzreaktion mit LPS aus E. coli 026:B6, und zwar in
starkem Masse, und mit LPS aus E. coli 055:B5, und zwar in schwachem Masse, jedoch keine Reaktion
mit LPS aus anderen Bakierien aus. Das bedeutet, dass diese beiden Stamme von E. coli, insbesondere
Serotyp (026)-Stdmme von E. coli, eine chemische Struktur im LPS-Teil aufweisen, der dem in der dusse-
ren Kernkomponente des LPS von P. aeruginosa gemeinsam ist, wobei die Struktur zur Bindung an den
monoklonalen Antikérper MH-4H7 beféhigt ist.

BEISPIEL 7

Therapeutischer Effekt des Antikdrpers MH-4H7 auf experimentelle P. aeruginosa-Infektionen in
Mausen

Es wurde der therapeutische Effekt des humanen monoklonalen Antikérpers MH-4H7 auf experimen-
telle Infektionen bei Mé&usen, hervorgerufen durch Klinische Isolate von P. aeruginosa, zwei Stamme
vom Typ A und vier Stamme vom Typ G, untersucht. IRC-sic-M&use (4 Wochen alt, ménnlich, 10 Tiere
pro Gruppe) wurden intraperitoneal mit einer Suspension, enthaltend die Zelle und 5% Mutin, inokuliert.
Nach 1 Stunde wurde der Antikérper MH-4H7 (0,1 pg/Maus) intraperitoneal verabreicht. Die Beurtei-
lung des therapeutischen Effektes wurde auf der Grundlage der Uberlebensrate nach einer Woche vor-
genommen. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 7 gezeigt, woraus ersichtlich ist, dass der Antikér-
per MH-4H7 zur Behandlung experimenteller Infektionen, die durch mehrere Stamme von P. aeruginosa
vom Serotyp A und G hervorgerufen wurden, wirksam ist.

TABELLE 7-(1): Therapeutischer Effekt von MH-4H? auf klinische Isolate von

P. aeruginosa von Serotyp A

Dosis - Uberlebensrate (%) Inokulierte Menge: (CFU/Maus)
(,ug/Maus)
. .5p6818 ' 1101001
4,5 x 10% 1,8 x 10° 1,5 x 105 7,3 x 108
8,1 80 70 80 40
- 50 . 0 20 10
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TABELLE 7-(2): Therapeutischer Effekt von MH-4H7 auf klinische Isolate
von P. aeruginosa von Serotyp 6 (1)

Dosis Uberlebensrate (%) Inokulierte Menge: (CFU/Maus)
(/ug/Maus) - -
sp 6788 sp 9701
3,0x 104 1,2x10 1,3x10° 5,1 x10°
0,1 100 90 100 90
—— 30 0 60 20

TABELLE 7-(3): Therapeutischer Effekt von MH-4H7 auf klinische Isolate
von P. aeruginesa von Serotyp 6 (2)

Dosis tiberlebensrate (%) Inokulierte Menge: (CFU/Maus)
(/ug/Maus)
: sp 9785 sp 9755
13x10°  5,1x10° 4,6 x 10° 1,1 x 10°
0,1 100 50 90 70
— 60 20 30 20
BEISPIEL 8

Identifikation des Epitops, erkannt durch den humanen monoklonalen Antikdrper NH-4H7

(1) Bindungsvermdgen von MH-4H7 auf eine Gruppe von P. aeruginosa-Mutanten, die einen Mangel im
LPS-Teil aufweisen, der von P. aeruginosa PAC1 abgeleitet ist.

Das Epitop, das in der dusseren Kernkomponente von LPS angeordnet ist und durch MH-4H7 er-
kannt wird, wurde identifiziert durch die Verwendung von P. aeruginosa-Stammen PAC 608, PAC 557,
PAG 556 und PAC 611, denen ein Teil der dusseren Kernkomponente fehlt, die vom P. aeruginosa-Stamm
PAC1 oder PAC1R abgeleitet ist, wobei der Stamm PAC1R seinerseits wiederum von PAC1 abgeleitet ist.
Die Stamme PAC1, PAC1R und die defekien Mutanten wurden von Pouline M. Meadow {London Univer-
sity College) erhalten. Die Stamme wurden jeweils auf Mikroplatten mit 96 Vertiefungen gegeben, in
Ubereinstimmung mit der Offenbarung in Beispiel 2(1), und ELISA unterworfen, um die Bindungsaktivitét
an MH-4H7 zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8—(1) aufgefihrt.
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Tabelle 8-(1):
Bindungsvermdgen von MH-4H7 an P. aeruginosa-Mutanten, die einen Mangel
in der &usseren Kernkomponente von LPS aufweisen

Stamm Chemotyp ELISA-Wert {OD4os)
PAC 1 S 0,30

PAC 1R S 0,25

PAC 608 SR 1,11

PAC 557 R 1,18

PAC 556 R 0,02

PAC 611 R 0,06

1D 1001* S 0,68

* normaler Vergleich

Die Strukturen der dusseren Kernkomponente von Lipopolysacchariden von PAC1R und den vorge-
nannten Mutanten sind bekannt (P.S.N. Rowe & P.M. Meadow, Eur. J. Biochem., 132, 329-333 (1983)).
Der dussere Kern von LPS, der im Elternstamm PAC1R aufgefunden wird, besteht aus Galactosamin,
Alanin, Glucose und Rhamnose. Dem Mutant PAC556, der keine Reaktion mit MH-4H7 zeigt, fehlt nur
Rhamnose. Demzufolge wird gefolgert, dass das Epitop von MH-4H7 in der N&he des Rhamnose-
Restes oder des Galactosamin-Restes, durch den der Rhamnose-Rest substituiert ist, angeordnet ist.

(2) Bindungsvermdgen von MH-4H7 an Monosaccharide und Derivate davon.

Zum Zwecke weiterer Untersuchungen der Beteiligung des Rhamnose-Restes am Epitop wurde das
Bindungsvermdgen von MH-4H7 an Monosaccharide und deren Derivate durch die ELISA-kompetiti-
ve-Reaktion in Ubereinstimmung mit Beispie! 5(2) untersucht. Als ein immobilisiertes Antigen wurden Mi-
kroplatten mit 96 Vertiefungen verwendet, auf die P. aeruginosa 1ID1001 (Typ A) fixiert wurde. Methyl-
rhamnosid, einer der verwendeten Kompetitoren, wurde erhalten, indem man eine Mischung von Rhamno-
se und Methanol in Gegenwart von 1%-iger Salzséure bei 100°C 4 Stunden lang erhitzte. Das so
erhaltene Methylrhamnosid enthielt ungefahr 90% alpha-Anomer. Die Versuchsergebnisse sind in Ta-
belle 8-(2) aufgefiihrt.

Tabelle 8~(2):
Bindungsvermagen von MH-4H7 an Monosaccharide und Derivate davon

Monosaccharid Konzentration (mM) Inhibierungsrate (%)*
Methyl-L-rhamnosid 500 100
50 22
L-Rhamnose 500 50
50 . 9
D-Glucose 500 0

* Prozentsatz des ELISA-Wertes (OD4gs) mit und ohne Kompetitor.

Tabelle 8—(2) zeigt, dass MH-4H7 spezifisch an Methylrhamnosid und Rhamnose gebunden wird.
Demgemass wird die Schiussfolgerung gezogen, dass das Epitop von MH-4H7 mit dem Rhamnose-Rest
im ausseren Kemlipopolysaccharid einiger Stdmme von P. aeruginosa tief assoziiert ist.

Patentanspriiche

1. Humaner monoklonaler Antikorper, der prophylaktische und therapeutische Wirkung auf infektidse
Krankheiten besitzt, die durch Pseudomonas aeruginosa hervorgerufen sind, wobei sich das Epitop in
der dusseren Kernkomponente von LPS von Pseudomonas aeruginosa befindet.

2. Humaner monoklonaler Antikorper geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass er das Epi-
top in LPS, welches P. aeruginosa-Stammen des Serotyps A, F, G, H, K und M, klassifiziert gemé&ss der
Klassifizierung des Japanischen Komitees, gemeinsam ist, erkennt.

3. Humaner monoklonaler Antikdrper geméss Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sich
das Epitop in der Nahe des Rhamnose- oder Galactosamin-Restes in der dusseren Kernkomponente von
LPS von P. aeruginosa befindet.

4, Humaner monoklonaler Antikérper gemass Anspruch 1 oder 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet,
dass er gegeniiber LPS, das aus Escherichia coli-Stdmmen des Serotyps 026 stammt, reaktiv ist.
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5. Humaner monoklonaler Antikdrper geméss einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass er ein IgM ist.

6. Humane Immunoglobulin-Praparation, die eine wirksame Menge mindestens eines humanen monoklo-
nalen Antikérpers geméss einem der Anspriiche 1 bis 5 enthalt.

7. Prophylaktisches oder therapeutisches Mittel, das eine wirksame Menge mindestens eines huma-
nen monokionalen Antikdrpers geméss einem der Anspriiche 1 bis 5 enthélt.

8. Hybridom, das zur Herstellung des humanen monoklonalen Antikérpers geméss einem der Anspril-
che 1 bis 5 befghigt ist.

9. Hybridom MH-4H7 nach Anspruch 8 hinterlegt unter der Bezeichnung FERM BP-2402.

10. Verfahren zur Herstellung eines humanen monoklonalen Antikdrpers nach Anspruch 1, wobei man
ein Hybridom durch Zellfusion von Human-Lymphocyt-B-Zellen, die zur Herstellung des gemass einem
der Anspriiche 1 bis 5 definierten Antikorpers befahigt sind, mit Heteromyelomzellen aus humanen und
Mause-Zellen herstellt, das genannte Hybridom ziichtet und den erzeugten Antikdrper aus dem Kul-
uriiberstand gewinnt.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man das Hybridom MH-4H7 nach
Anspruch 9 herstelt und ziichtet und den erzeugten Antikérper aus dem Kulturiberstand gewinnt.

12. Humaner monoklonaler Antikérper MH-4H7, hergestellt geméss dem Verfahren nach Anspruch 11.
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