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Verfahren zur Herstellung von Antikérpern und Derivaten davon gegen Humankarzinomzellen,

wobei der Antikdrper in die Karzinomzellen, mit denen er reagiert, einschleusbar (internalisierbar)

ist, die ADCC- und CDC-Aktivitat vermittelt, und die Humankarzinomzellen ohne Wirts-

Effektorzellen oder Komplement abtétet, dadurch gekennzeichnet, dal man

a) zur Stimulierung der Immunantwort ein Karzinomzellen-Immunogen einem Tier verabreicht;

b) zu einem geeigneten Zeitpunkt antigenproduzierende Lymphozyten isoliert;

¢) die Lymphozyten mit geeigneten Myelomzellen fusioniert, selektioniert und mit einem
bestimmten Antigen screent; und

‘d) positive Myelomzellenklone isoliert, vermehrt und dle produzuerten Antikérper abtrennt; und

gegebenenfalls

e) dieisolierten Antikdrper spaltet und die Fragmente isoliert; oder

f) mit Hilfe des zweistufigen Homologen-Rekombinationsverfahren ein rekombinantes,
antigenbindendes Protein herstelit; oder

g) aus dem gemaR Stufe d) hergestellten Antikdrper unter herkdmmlichen Bedingungen einen
bispezifischen Antikdrper herstellt; oder

h) ein gemaR einer der Stufen d) bis g) hergestelltes Protein zumindest mit einem funktionellen
Teil eines zweiten Proteins mit Antitumoraktivitidt koppelt; oder

i) mitdem Antikérper aus Stufe d) Anti-ldiotyp-Antikorper herstellt.

. Antikdrper oder Fragment davon mit spezifischer immunologischer Reaktivitdt gegenliber

Humankarzinomzellen, dadurch gekennzeichnet, da der Antikorper in die Karzinomzellen, mit
denen er reagiert eingeschleust wird, die ADCC- und CDC-Aktivitat vermittelt, und die
Humankarzinomzellen ohne Wirts-Effektorzellen oder Komplement abtétet.

Antikorper nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da der Antikdrper ein monokionaler
Maus-Antikérper ist.

Antikdrper nach Anspruch 3 mit der Bezeichnung BR96, dadurch gekennzeichnet, da3 er von
Hybridomzellen produziert wird die mit der Hinterlegungsnummer HB 10036 bei der ATCC
hinterlegt sind.

Hybridomzelle HB 10036, hinterlegt bei der ATCC.

Rekombinantes Protein, dadurch gekennzeichnet, da es die Antigenbindungsregion des
monoklonalen Antikérpers gemaf Anspruch 3 umfaf3t.

. Rekombinantes Protein nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daR das Protein ein chimaérer

Human/Maus-Antikdrper ist.

. Chimaérer Antikérper ChiBR96, dadurch gekennzeichnet, daf? er von Hybridomzellen produziert

wird, die unter der Hinterlegungsnummer HB 10460 bei der ATCC hinterlegt sind.
Hybridomzelle HB 104860, hinterlegt bei der ATCC.

. Rekombinantes Protein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daf die antigenbindende

Region mit einem zumindest funktionell aktiven Teil eines zweiten Proteins mit Antitumoraktivitat
gekoppeltist.

Rekombinantes Protein nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dal das zweite Protein ein
Enzym, Lymphokin, Oncostatin oder Toxin ist.

Rekombinantes Protein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daf3 die antlgenbmdende
Region mit einem Antigen reagiert, welches eine Variante des Le¥-Antigens ist, das ein Epitop
umfalt, welches Fucose a 1-3 enthalt.

Fab-, F(ab'),- oder Fv-Fragment des Antikorpers gemaR Anspruch 3.

Bispezifischer Antikdrper mit einér Bindungsspezifitat fir zwei verschiedene Antigene, dadurch
gekennzeichnet, daR der Antikdrper geméaR Anspruch 3 an eines dieser Antigene bindet.
Bispezifischer Antikdrper nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dal eines der Antigene
eine Variante des Le'-Antigens ist, welches ein Epitop umfaf3t, das Fucose a 1-3 enthalt.
Monoklonaler Antikérper, dadurch gekennzeichnet, daB dessen antigenbindende Region die
immunospezifische Bindung des monoklonalen Antikorpers BR96, produziert durch die
Hybridomzellen HB 10036, an dessen Zielantigen kompetitiv inhibiert.

Antikdrper nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daR das Antigen eine Variante des Le¥-
Antigens ist, welches ein Epitop umfallt, das Fucose a1-3 enthalt.
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18. Rekombinanter Human/Maus-Antikorper, dadurch gekennzeichnet, da? dessen antigenbindende
Region die immunospezifische Bindung des monoklonalen Antikérpers BR986, produziert durch die
Hybridomzellen HB 10036, an dessen Zielantigen kompetitiv inhibiert.

19. Antikdrper nach einem der Anspriiche 4 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafl der Antikdrper unter
Ausbildung eines Antikorperkonjugates mit einem therapeutischen Wirkstoff konjugiert ist.

20. Antikdrper nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dal das therapeutische Mittel ein
Antitumorwirkstoff, ein Toxin, ein radioaktiver Stoff, ein zweiter Antikérper oder ein Enzym ist.

21. Immunokonjugatkombination, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Antikérper gemaf
Anspruch 4 oder 8, der mit einem Enzym verbunden ist, welches eine Prodrug in einen
cytotoxischen Wirkstoff umwandelt, und die Prodrug umfaRt.

22. Pharmazeutisches Mittel zur Behandlung von Humankarzinomen, dadurch gekennzeichnet, daR
es eine pharmazeutisch wirksame Menge mindestens eines Antikérpers gemaf Anspruch 4 oder 8
umfafdt,

23. Pharmazeutisches Mittel zur Behandlung von Humankarzinomen, dadurch gekennzeichnet, da®
es eine pharmazeutisch wirksame Menge von mindestens einem Antikérperkonjugat gemafR
Anspruch 19 umfalfit.

24, Pharmazeutisches Mittel zur Behandlung von Humankarzinomen, dadurch gekennzeichnet, daf
es eine pharmazeutisch wirksame Menge von mindestens einem rekombinanten Protein geméat
Anspruch 10 umfal3t,

25. Verwendung eines Antikérpers gemaR Anspruch 4 oder 8in einem Verfahren zur Behandlung von
Humankarzinomen, dadurch gekennzeichnet, dal man dem Patienten eine pharmazeutisch
wirksame Menge eines Mittels verabreicht, welches den Antikérper enthélt.

26. Verwendung eines Antikérpers gemaf Anspruch 4 oder 8in einem Verfahren zum Nachweis eines
Karzinoms in Humangewebe, dadurch gekennzeichnet, daR man eine Gewebsprobe mit dem
Antikérper behandelt und die Bindung des Antikdrpers an das Gewebe nachweist.

27. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daR der Antikdrper markiert ist und ein
detektierbares Signal erzeugt, wobei das Markierungsmittel ausgewahilt ist unter einer
Radiomarkierung, einem Enzym, einem Chromophor und einem Fluoreszenzmittel.

28. Verwendung eines Antikdrpers gemaR Anspruch 4 oder 8in einem Verfahren zur Abbildung eines
Humankarzinoms, dadurch gekennzeichnet, da man einem Patienten den Antikérperin einer zur
intravendsen Detektion des Antikorpers ausreichenden Menge verabreicht, um den Antikdrper im
Bereich der Karzinomzellen lokalisieren zu kdnnen, und den Antikdrper detektiert.

29. Verwendung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daf’ der Antikdrper zur Erzeugung eines
detektierbaren Signals mit einem Markierungsmittel, ausgewahlt unter einer Radiomarkierung,
einem Enzym, einem Chromophor und einem Fluoreszenzmittel, markiert ist.

30. Monoklonaler Anti-ldiotyp-Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dafd er miteinem ldlotyp auf dem
Antikdrper gemafR Anspruch 4 reagiert.

31. Diagnose-Kit, dadurch gekennzeichnet, dal er
a) einen Antikdrper gemaf Anspruch 4 oder 8; und
b) ein Konjugat aus einem detektierbaren Markierungsmittel und einem spezifischen

Bindungspartner des unter a) bezeichneten Antikdrpers umfafiit.

32. Diagnose-Kitnach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, daR das Markierungsmittel ausgewahlt

ist unter Enzymen, Radiomarkierungen, Chromophoren und Fluoreszenzmitteln.

Hierzu 27 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Antikdrpern gegen Humankarzinomzellen. Insbesondere betrifft die
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen Maus-Antikérpers und eines chimaren monoklonalen Antikérpers,
welcher mit einem Zellmembran-Antigen reagiert, das mit einer groRen Vielzaht von Humankarzinomen, wie z.B. den Kolon-,
Brust-, Ovarial- und Lungenkarzinomen, assoziiert ist. Der monoklonale Maus-Antikérper besitzt eine hochspezifische Wirkung
gegeniiber Karzinomen und zeigt keine bzw. nur eine sehr geringe Reaktivitét gegeniiber normalem Humangewebe oder
gegeniiber anderen Tumortypen, wie z.B. Lymphomen oder Sarkomen. Die erfindungsgemaRen Antikérper besitzen mehrere
zusétzliche Vorteile. Sie werden erstens in den Karzinomzellen, an die sie binden, internalisiert. Die BR96-Antikdrper der
vorliegenden Erfindung eignen sich daher fiir therapeutische Anwendungen, wie z.B. als Antikérperkomponente eines
Antikérper-Wirkstoff- oder Antikorper-Toxin-Konjugates, wenn eine Internalisierung des Konjugates beabsichtigt ist. Die
Antikdrper vermitteln zweitens die antikérperabhingige zelluldre Zytotoxizitat ,ADCC* und die komplement-vermittelte
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Zytotoxizitit ,CDC“. Die Antikdrper kdnnen drittens in unkonjugierter Form bei ausreichender Konzentration Antigen-positive
Tumorzelien abtéten. Die Antikérper eignen sich auch zur Durchfiihrung diagnostischer Verfahren, wie z.B. dem Nachweis von
Karzinomen mit Hilfe von In-vitro- oder In-vivo-Methoden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Monoklonale Antikérper gegen menschliche, tumorassoziierte Differenzierungsgene erdffnen die Méglichkeit zum ,Targeting”
von verschiedenen Antitumormitteln, wie z.B. Radioisotopen, chemotherapeutischen Wirkstoffen und Toxinen. (Baldwin und
Byers [eds.), in ,Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy”, London, Academic Press [1985]). Zusétzlich kdnnen
einige monoklonale Antikdrper vorteilhafterweise tumorzellen mit Hilfe von ADCC oder CDC in Gegenwart von menschlichen
Effektorzellen oder Serum abtdten (Hellstrom et al., . Proc. Natl. Acad. Sci. USA", 83: 7059-7063 [1986]). AuRerdem gibtes
einzelne monoklonale Antikérper, welche eine direkte, von Wirts-Komponenten unabhingige Antitumoraktivitat besitzen
{Drebin et al., ,Oncogene*®, 2: 387-394 [1988]).

Man kennt eine Vielzahl monoklonaler, mit Karzinom-assoziierten Antigenen reagierender Antikdrper (vgl. z.B. Papsidero,

. Recent Progress In The Immunological Monitoring of Carcinomas Using Monoclonal Antibodies”, ,Semin. Surg. Oncol.”, 1 (4):
171-181[1985]; Schlom et al., ,Potential Clinical Utility Of Monoclonal Antibodies In The Management Of Human Carcinomas®,
Important Adv. Oncol.”, 170~192 {1985]; Allum et al., .Monoclonal Antibodies In The Diagnosis And Treatment of Malignant
Conditions”, ,Surg. Ann.“, 18; 41-64 [1986] und Houghton et al., ,, Monoclonal Antibodies: Potential Applications To The
Treatment Of Cancer”, ,Semin. Oncol.”, 13 (2): 165-179 [1986]).

Diese bekannten monoklonalen Antikdrper binden an eine Vielzahl verschiedener Ka rzinom-assoziierter Antigene einschlieBlich
Glycoproteinen, Glycolipiden und Mucinen (vgl. 2.B. Fink et al., ,Monoclonal Antibodies As Diagnostic Reagents for The
|dentification And Characterization Of Human Tumor Antigens®, Prog. Clin. Pathol., 9: 121-133 [1984]). Monoklonale Antikérper,
welche an Glycoprotein-Antigene auf bestimmten Karzinomtypen binden, sind in folgenden Patenten beschrieben:

US 4737579 (monoklonale Antikérper gegen nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom),

US 4753894 {(monoklonale Antikérper gegen Humanbrustkrebs),

US 4579827 (monoklonale Antikdrper gegen Humangastrointestinalkrebs) und

US 4713352 (monoklonale Antikérper gegen Humanrenalkarzinom).

Der monoklonale Antikérper B72.3, der einer der am meisten untersuchten Antikdrper ist, erkennt ein Tumor-assoziiertes
Mucin-Antigen mit einem Molekulargewicht von tiber 1000kd, welches auf einer Vielzahl verschiedener Karzinome exprimiert
wird. So konnte gezeigt werden, daB B72.3 mit84% aller Brustkarzinome, 34 % der Kolonkarzinome, 100 % der Ovarialkarzinome
und 96% der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome reagiert {vgl. Johnston, +Applications of Monoclonal Antibodies In Clinical
Cytology As Exemplified By Studies With Monoclonal Antibody B72.3, Acta Cytol., 1 (5): 537556 [1987] und US-PS 4612282
von Schom et al.). Ein anderer patentierter monoklonaler Antikdrper, ndmlich KC-4 (vgl. US-PS 4708930) erkennt ein Protein-
Antigen von anndhernd 400-500 kd, welches auf einer Vielzahl von Karzinomen, wie z.B. dem Kolon-, Prostata-, Lungen- und
Brustkarzinom, exprimiert wird, Weder die B72.3- noch die KC-4-Antikérper werden anscheinend in die Karzinomzellen, mit
denen sie reagieren, internalisiert. '

Monoklonale Antikdrper, welche mit Glycolipid-Antigenen reagieren, die mit Tumorzellen assoziiert sind, sind ebenfalis bekannt.
Beispielsweise beschreibt Young et al., ,,Production Of Monoclonal Antibodies Specific For Two Distinct Steric Protions Of The
Glycolipid Ganglio-N-Triosylceramide (Asialo GM;)", J. Exp. Med., 150: 1008-1019 [1979] die Herstellung von zwei
monoklonalen Antikdrpern mit einer spezifischen Wirkung gegeniiber Asialo GM., einem Zelloberflachenglycosphingolipid-
Antigen, welches als Marker fiir BALB/¢ V3T3-Zellen verwendet wird, welche mit dem Kirsten-Maus-Sarkomavirus transformiert
sind. (Vgl. Kniep et al., ,Gangliotriaosylceramide [Asialo GM,] A Glycosphingolipid Marker For Cell Lines Derived From Patients
With Hodgkin's Disease”, J. Immunol., 131 (3): 1591-1594 {1983) und US-PS 4507391 [monoklonaler Antikérper gegen
Humanmelanom]).

Andere, mit Glycolipid-Antigenen auf Karzinomzellen reagierende monoklonale Antikdrper wurden beschrieben von Rosen et
al., ,Analysis Of Human Smali Cell Lung Cancer Differentiation Antigens Using A Panel Of Rat Monoclonal Antibodies”, Cancer
Research, 44: 2052-2061 {1984) {monoklonale Antikdrper gegen kieinzelligen Humanlungenkrebs), Varki et al., ,Antigens
Associated with a Human Lung Adenocarcinoma Defined by Monoclonal Antibodies*, Cancer Research 44: 681-687 (1984)
{monoklonale Antikérper gegen menschliche Lungen-, Magen- und Kolon-Adenokarzinome und Melanome) und US-

PS 4579827 (monoklonale Antikérper gegen Humankolon-Adenokarzinom). Man vergleiche auch Hellstrom et al., ,Antitumor
Effects Of L6, An IgG2a Antibody That Reacts With Most Human Carcinomas”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83: 70597063 (1986),
worin der monoklonale Antikdrper L6 beschrieben wird, welcher ein Kohlehydrat-Antigen erkennt, das auf der Oberflache von
nicht-kleinzelligen Humanlungenkarzinomen, Brustkarzinomen und Kolonkarzinomen exprimiert wird.

Es besteht ein groBer Bedarf an weiteren monoklonalen Antikrpern mit hoher spezifischer Raktivitat gegendiber der
Hauptmenge von Zellen der verschiedenen Karzinome, da die Antigen-Heterogenitat vieler Karzinome in Diagnose oder Therapie
hiufig die Verwendung einer Vielzahl verschiedener monoklonaler Antikérper gegen den gleichen Tumor erfordert.
insbesondere bei der Therapie besteht ein weiterer Bedarf an sogen. internalisierbaren (internalizing) Antikérpern, d.h.
Antikérper, welche durch die Tumorzellen, an die sie binden, leicht aufgenommen werden. Antikrper dieses Typs finden
Verwendung in therapeutischen Verfahren unter Anwendung von Antikdrper-Wirkstoff- oder Antikorper-Toxinkonjugaten,
wobei ein therapeutisches Tumormittel an einen Antikorper gebunden wird, um es auf einen Tumor zu Uibertragen, an den der
Antikérper (iber ein, mitihm reagierendes, tumorassoziiertes Antigen bindet und das Antitumormittel im Inneren der Tumorzelle
abgibt (vgl. 2.B. Embleton et al., ,Antibody Targeting Of Anti-Cancer Agents”, in ,Monoclonal Antibodies For Cancer Detection
and Therapy*, S.317-344 [Academic Press, 1985]). Antikdrper gegen tumorassoziierte Antigene, die in die Tumorzelien, an die
sie binden, nicht internalisierbar sind, eignen sich im allgemeinen nicht zur Herstellung von Konjugaten mit
Antitumorwirkstoffen oder Toxinen, da diese ihren Reaktionsort innerhalb der Zelle nicht erreichen kbnnen. Fur eine
therapeutische Verwendung dieser Antikirper sind andere Wege erforderlich.

Mehrere, mit Lymphozyten-Antigenen reagierende, internalisierbare Antikdrper sind bekannt. Dagegen sind derartige
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Antikérper gegen feste Tumoren selten. Eines der wenigen Beispiele fiir einen internationalisierbaren Antikérper, der mit
Karzinomen reagiert, ist der von Domingo et al. in , Transferrin Receptor As A Target For Antibody-Drug Conjugates”, Methods
Enzymol., 112; 238-247 (1985) beschriebene Antikorper. Dieser Antikdrper reagiert mit dem Human-Transferrin-
Rezeptorglycoprotein, welches auf Tumorzellen exprimiert wird. Da jedoch der Transferrin-Rezeptor auch auf einer Vielzahl
normaler Zellen und in groBer Menge exprimiert wird, kdnnte die Verwendung eines Anti-Transferrin-Rezeptor-Antikérpers in
einem Antikdrper-Wirkstoff- oder Antikérper-Toxinkonjugat zu signifikanten toxischen Effekten gegeniiber normalen Zellen
fiibren. Die Anwendbarkeit dieses Antikdrpers zur selektiven Zerstérung oder Inhibition von Tumorzellen ist deshalb fraglich. Ein
anderer internalisierbarer Antikérper ist BR64 (beschrieben in den US-Patentanmeldungen 289635 und 443696, auf welche
hiermit Bezug genommen wird), welcher mit einem grofien Spektrum von Humankarzinomen reagiert.

Die Zellfusionstechnik zur Herstellung monoklonaler Antikérper (Kéhler und Milstein, , Nature® [London] 256: 495 [1975])
erméglichte die Entwicklung einer Vielzahl von monoklonalen Maus-Antikérpern, welche mit Antigenen, einschlieBlich friiher
nicht bekannten Antigenen, reagieren. Monoklonale Maus-Antikérper kénnen jedoch vom menschlichen Immunsystem als
fremde Substanzen erkannt und neutralisiert werden, so daB deren Potential in der Humantherapie nicht anwendbar ist. Aus
diesem Grunde konzentrierten sich neuere Arbeiten auf die Produktion sogen. ,.chimirer” Antikérper durch Einfihrungvon DNA
in Sdugetierzellen, und Expression der Immunoglobulingene (Qi et al., ,,Proc. Natl. Acad. Sci. USA”, 80: 825 [1983]; Potter et al.,
»Proc. Natl. Acad. Sci. USA“,81: 7161; Morrison et al., , Proc. Natl. Acad. Sci. USA* 81: 6581 [1984]: Sahaganetal., ,J. Immunol.”
137: 1066 [1986]; Sun et al., ,Proc. Natl. Acad. Sci.”, 84: 214 [1987)).

Chimére Antikdrper sind Immunglobulinmolekiile, welche einen menschlichen und einen nicht-menschlichen Teil umfassen.
Insbesondere ist die Antigen-bindende Region (variable Region) eines chimiren Antikérpers nicht-menschlichen Ursprungs
(z.B. von einer Maus) und die konstante Region des chiméren Antikérpers, der eine biologische Effektorfunktion fiir das
Immunoglobulin besitzt, ist menschlichen Ursprungs, Der chimére Antikérper sollte die Antigen-Bindungsspezifitit des nicht-
menschlichen Antikdrpermolekiils und die Effektorfunktion des Human-Antikérpermolekiils besitzen.

Das Verfahren zur Herstellung chimérer Antikérper umfaBt im allgemeinen folgende Schritte:

a) Identifizierung und Klonierung des korrekten Gensegmentes, welches fiir den Antigen-bindenden Teil des
Antikdrpermolekiils codiert; dieses Gensegment (bekannt als VDJ [Variable, Diversity und Joining-Regionen bei schweren
Ketten] oder als VJ [Variable, Joining-Regionen bei leichten Ketten] oder als V-Segment [Variable Region]) kann entweder als
c¢DNA oder in genomischer Form vorliegen;

b} Klonierung des Gensegmentes, das fiir die konstante Region oder den gewiinschten Teil davon codiert; }

¢) Ligierung dervariablen Region mit der konstanten Region, so daB der komplette chimére Antikérper in einertranskribierbaren
und translatierbaren Form codiert vorliegt;

d) Ligierung dieser Konstruktion mit einem Vektor, der einen selektierbaren Marker und Genkontrollregionen, wie z.B.
Promotoren, Enhancer und poly(A)-Additionssignale, enthalt;

e) Ampilifizierung dieses Konstruktes in Bakterien;

f} Einfiihrung dieser DNA in eukaryotische Zellen {Transfektion), am hiufigsten in Saugetier-Lymphozyten;

a) Selektion von Zellen, welche den selektierbaren Marker exprimieren;

h) Screening auf Zellen, welche den gewiinschten chimaren Antikérper exprimieren; und

k) Testen des Antikdrpers auf geeignete Bindungsspezifitat und Effektorfunktionen.

Antikbrper mit mehreren unterschiedlichen Antigen-Bindungsspezifititen wurden mit Hilfe dieser Anleitung zur Erzeugung
chimérer Proteine manipuliert (z. B. Anti-TNP: Boulianne et al., , Nature”, 312: 643 [1984] und Antitumor-Antigene: Sahagan et
al., ,J.Immunol.”, 137: 1066 [1986}). In dhnlicher Weise wurden mehrere verschiedene Effektorfunktionen durch Bindung neuer
Sequenzen an die fir die Antigen-bindende Reagion codierende Sequenz erzeugt. Einige davon waren Enzyme (Neubergeretal.,
«Nature”, 312: 604 [1984]), konstante Regionen von Immunglobulinen einer anderen Spezies und konstante Regionen einer
anderen Immunglobulinkette (Sharon et al., ,Nature”, 309: 364 {1984]; Tan et al., ,.J. Immunol.”, 135: 3565-3567 [1985]).

Die Entdeckung der homologen Rekombination in Séugetierzellen erm&glicht die Anordnung (Targeting) neuer Sequenzen an
spezifischen chromosomalen Loci. Eine homologe Rekombination tritt auf, wenn kultivierte Saugetierzellen exogene DNA in
chromosomale DNA an einem chromosomalen Ort integrieren, der zu den Plasmidsequenzen homologe Sequenzen enthilt
(Folger etal., ,Mol. Cell. Biol.“, 2: 1372-1387; Folger et al., ,Symp. Quant, Biol.”, 49: 123—-138 [1984]; Kucherlapati et al., ,Proc.
Natl. Acad. Sci. USA*, 81: 3163-3157 [1984); Lin et al., ,Proc. Natl. Acad. Sci. USA", 82: 1391-1395 [1985]; de Saint Vincent et al.,
«Proc. Natl. Acad. Sci. USA”, 80: 2002-2006 [1983]; Shaul et al., ,Proc. Natl. Sci. USA*, 82: 3781-3784 [1985]). Die homologe
Rekombination innerhalb von Zellen erméglicht die Modifikation von endogenen Genen in situ. Es wurden Bedingungen
gefunden, bei denen die chromosomale Sequenz dadurch modifiziert werden kann, daR man in die Zelle eine Plasmid-DNA
einfiihrt, welche ein zum Ziel-Locus homologes DNA-Segment und ein Segment mit neuen Sequenzen mit der gewlinschten
Modifikation enthélt (Thomas et al., ,Cell”, 44: 419-428[1986]; Smithies et al., ,Nature”, 317: 230~234 {1985]; Smith et al.,
»Symp. Quant. Biol.“, 49: 171-181[1984]). Eine homologe Rekombination zwischen chromosomaler Siugetierzellen-DNA und
exogener Plasmid-DNA kann zur Integration des Plasmids oder zu einer Substitution eines Teils der chromosomalen Sequenzen
durch die homologen Plasmidsequenzen fithren. Dadurch kann man die gewiinschte neue Sequenzim endogenen Ziel-Locus
anordnen.

Das Verfahren zur homologen Rekombination wurde mit Hilfe von Genen mit dominanter Selektion untersucht (wie z.B. NEQ
und HPRT, bei wenigen Zelltypen) (Song et al., , Proc. Natl, Acad. Sci. USA”, 84: 6820-6824 [1987]; Rubinitz und Subramani,
«Mol. Cell Biol.”, 6: 1608-1614 [1986] und Liskay, , Cell“, 35: 157-164 [1983]). K(irzlich wurden Verfahren zur Modifizierung von
Antikdrpermolekiilen und zur Produktion chimirer Antikdrpermolekiile mit Hilfe homologer Rekombination zum Steuern
(target) der Genmodifikation beschrieben (Fell et al., , Proc. Natl. Acad. Sci. USA”, 86: 8507-8511 [1989}; US-Patentanmeldungen
243873 und 468035, auf welche hiermit Bezug genommen wird).

Der direkteste Weg zur klinischen Anwendung von monokionaien Antitumorantikérpern beinhaltet deren Verabreichung in
unmodifizierter Form, wobei man monoklonale Antikérper verwendet, welche in vitro sowie in Tiermodellen eine
Antitumoraktivitat besitzen. Die meisten monoklonalen Antikdrper gegen Tumor-Antigene haben jedoch selbst keine
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Antitumoraktivitat, doch kennt man bestimmte monoklonale Antikérper, welche eine komplementabhingige Zytotoxizitat (CDC)
vermitteln, d. h. die Humantumorzellen in Gegenwart von Humanserum als Komplement-Quelle téten (vgl. z.B. Hellstrom etal.,
.Proc. Natl. Acad. Sci. USA”, 82: 1499-1502 [1985]). Andere Antikdrper besitzen eine Antikérper-abhingige zelluldre Zytotoxizitat
(ADCC) zusammen mit Effektorzellen, wie z.B. den Human-NK-Zellen oder den Makrophagen. Zum Nachweis der ADCC- und
CDC-Aktivitit werden monoklonale Antikérper auf ihre lytische Aktivitit gegeniber kultivierten, 51Cr-markierten Tumor-
Zielzellen wihrend einer 4stlindigen Inkubationszeit getestet.

Die Zielzellen {target cells) werden mit ® Cr markiert und 4h bei einer Kombination aus Effektorzellen {in Form von
Humanlymphozyten, gereinigt unter Verwendung eines Lymphozyten-Trennmediums) und Antikérpern ausgesetzt, die manin
Konzentrationen von 0,1 pg/ml bis 10ug/ml hinzugibt. Die Freisetzung von 51Cr aus den Zielzellen wird als MaB fiir die
Tumorzellen-Lyse (Zytotoxizitit) bestimmt. Kontrollwerte werden durch Inkubation von Zielzellen allein oder zusammen mit
Lymphozyten oder monoklonalen Antikérpern bestimmt, Die Gesamtmenge von *'Cr, die freigesetzt werden kann, wird
bestimmt und ADCC wird berechnet als der Prozentsatz abgetoteter Zielzellen nach Behandlung mit monokionalem Antikdrper
in Kombination mit Effektorzellen im Vergleich zu inkubierten Zielzellen ohne Zugabe. Die Bestimmung von CDC erfolgt in
Ubereinstimmung zur ADCC-Bestimmung, mit der Ausnahme, dafl Humanserum als Komplement-Quelle (1:3 bis 1:6 verdiinnt)
anstelle von Effektorzellen zugegeben wird.

Monoklonale Antikérper mit ADCC- und CDC-Aktivitat finden therapeutische Anwendung, da sie haufig eine in vivo-
Antitumoraktivitat besitzen. Antikérper ohne ADCC- und CDC- in vitro-Aktivitat sind andererseits in vivo im allgemeinen
unwirksam; es sei denn, sie werden als Triger fiir Antitumormittel verwendet. Die Fahigkeit eines monoklonalen Antikérpers zur
Aktivierung des Wirts-Komplementsystems kann ein Hinweis auf den therapeutischen Nutzen sein, aber nicht nur, weil
Tumorzellen abgetdtet werden kdnnen, sondern auch, weil die Blutversorgung von Tumoren erhéht werden kann, so daB die
Aufnahme von Wirkstoffen erleichtert wird (Hellstrom et al., ,lmmunological Approaches to Tumor Therapy: Monoclonal
Antibodies, Tumor Vaccines, and Anti-ldiotypes*, in ,Covalently Modified Antigens and Antibodies in Diagnosis and Therapy®,
Quash & Rodwell, eds., Marcel Dekker, S.15-18 {1989]). Von den monoklonalen Maus-Antikdrpern zeigen blicherweise die
1gG 2a- und IgG 3-Isotypen eine ADCC- und CDC-Aktivitat. Durch Antikdrper, die sowohl ADCC- als auch CDC-Aktivitat besitzen,
werden mit hoher Selektivitat lediglich Tumorzellen abgetétet, an welche sie binden und es ist ziemlich unwahrscheinlich, daf
diese toxische Effekte bedingen, wenn sie unspezifisch in Lunge, Leber oder anderen Organen zuriickgehalten werden. Im
Vergleich zu radiomarkierten Antikorpern oder bestimmten Arten von Immunokonjugaten kann sich das erwéhnte Verhalten
dieser Antikdrper als Vorteil erweisen.

Sehr wenige Antikdrper sind in der Lage, Tumorzellen selbst, d. h. ohne Hilfe von Effektorzellen oder dem Komplementsystem
(wie bei der ADCC oder der CDC) abzutéten. Ein derartiger Antikérper ist BR9S, da er direkt bei Antikdrperkonzentrationen von
etwa 10 ug/mi oder dariiber Zellen abtéten kann. Derartige Antikérper sind von besonderem Interesse, da sie miteinigen flir das
Uberleben neoplastischer Zellen zentralen Ereignissen (Mechanismen) wechselwirken kénnen.

Hieraus wird verstindlich, da ein Antikdrper, der ein hohes MaR an Selektivitat gegeniiber einer Vielzahl von Karzinomen zeigt,
der selbst Antiturnoraktivitit besitzt und von Tumorzellen internalisiert werden kann, von groem Nutzen fiir die Tumortherapie
sein kann.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung von neuartigen Antikdrpern, welche gegen Humankarzinome wirken.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung neuartiger Antikdrper gegen Humankarzinome
bereitzustellen.

Durch die vorliegende Erfindung werden internalisierbare Antikérper mit hoher Selektivitat gegeniiber mehreren
Humankarzinomen bereitgestellt. Die neuartigen Antikérper mit der Bezeichnung BR96-Antikérper sind monoklonale Maus-
Antikérper sowie chimére Antikérper, welche an ein Zellmembrangen binden, das auf Humankarzinomzelien gefunden wird. Die
Antikérper zeigen eine hohe Reaktivitt gegeniiber Karzinomzellen, wie z.B. gegeniiber Brust-, Lungen-, Kolon-und
Ovarialkarzinomen, und besitzen keine oder nur eine geringfiigige Reaktivitit gegend ber normalen Humanzellen oder anderen
Tumortypen, wie z.B. Lymphomen und Sarkomen. AuBerdem werden die erfindungsgemaBen Antikorper in die Karzinomzellen,
an die sie binden, eingeschleust und kénnen dort ihrerseits, d. h. in nicht-konjugierter Form und ohne Hilfe von Effektorzelien
oder dem Komplementsystem, Tumorzellen abtéten. Die BR 96-Antikérper sind daher von besonderem Nutzen bei
therapeutischen Anwendungen, wie z.B. zur Reaktion mit Tumorzellen sowie in Konjugaten als zielselektive Tréger fur
verschiedene Mittel mit Antitumorwirkung, wie z.B. chemotherapeutischen Wirkstoffen, Toxinen, Modifikatoren der
Immunantwort, Enzymen und Radioisotopen. Die Antikrper konnen als Komponente von verschiedenen .
immunokonjugathaltigen Antikérper-Wirkstoff- und Antikérper-Toxinkonjugaten verwendet werden, falls eine Internalisierung
des Konjugates bevorzugt wird. Weiterhin kdnnen nach Radiomarkierung Radioisotope an Tumoren abgegeben werden. Die
BR96-Antikdrper kénnen auch in unverinderter Form therapeutisch vorteithaft wirken. AuBerdem werden die Antikérper in
diagnostischen In-vitro- oder In-vivo-Verfahren zum Nachweis von Karzinomen verwendet.

Kurze Figurenbeschreibung

Fig.1 zeigtdie prozentuale [nhibition des Thymidin-Einbaus in die DNA von 3396-Brustkarzinomzellen, welche mit einem
BR 96-RA-Immunotoxin bei verschiedenen Konzentrationen, wie in Beispiel 3, unten, beschrieben, behandelt werden.
BR6-RA ist ein internalisierbarer Antikérper, und wird als negative Kontrolle eingesetzt, da er nicht an die 3396-Zellen
bindet.
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Fig.2: zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus in die DNA von 2707-Lungenkarzinomzellen, welche mit einem
BR96-RA-Immunotoxin bei unterschiedlichen Konzentrationen, wie in Beispiel 3, unten, beschrieben, behandelt
werden. BR6-RA ist ein internalisierbarer Antikérper, der ebenfalls an die 2707-Zellen bindet.

Fig.3: zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus in die DNA von HCT 116-Kolonkarzinomzellen, welche mit einem
BR36-RA-Immunotoxin bei unterschiedlichen Konzentrationen, wie in Beispiel 3, unten, beschrieben, behandelt
werden, BR96 bindet nicht an die HCT 116-Zellen.

Fig.4: zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus in DNA von C-Kolonkarzinomzellen, welche mit
BR96-RA-Immunotoxin bei unterschiedlichen Konzentrationen, wie in Beispiel 3, unten, beschrieben, behandelt
werden. BR6-RA bindet nicht an die C-Zellen; L6-RA bindet an die C-Zellen, dringt jedoch nicht in diese ein.

Fig.5: zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus in DNA von 3347-Kolonkarzinomzellen, welche mit einem BR96-
RA-Immunotoxin bei unterschiedlichen Konzentrationen gemaR folgendem Beispiel 3 behandelt werden. BR96 bindet
nicht an diese Zellen, wihrend BR96 an die Zellen bindet.

Fig.6: zeigt die Ergebnisse einer FACS-Analyse der Zytotoxizitit anhand von Propidiumjodid-gefarbten
3396-Brustkarzinomzellen, 2987-Lungenkarzinomzellen und 3619-Kolonkarzinomzellen gemaB folgendem Beispiel 4.

Fig.7: zeigtdie Einfliisse von BR96 auf die Zellproliferation verschiedener Zellinien gemag folgendem Beispiel 4.

Fig.8: zeigtden EinfluR von BR96 auf das Zellwachstum verschiedener Zellinien, bestimmt durch eine Fiarbemethode gemit
folgendem Beispiel 4.

Fig.9: veranschaulicht die Ergebnisse von Tests zur Bestimmung der ADCC-Aktivitat von BR 96 gemaR folgendem Beispiel 5.

Fig.10: beschreibt die Ergebnisse von Tests zur Bestimmung der CDC-Aktivitat von BR96 gemaf folgendem Beispiel 6.

Fig.11: zeigt ein Balkendiagramm der Ergebnisse aus Reaktivititsuntersuchungen von BR96 gegentiber Glycolipiden gemif
folgendem Beispiel 7.

Fig.12: zeigtein Balkendiagramm von Ergebnissen aus Reaktivitatstests mit BR96 gegen Neoglycoproteinen gemiR folgendem
Beispiel 7.

Fig.13: zeigt eine graphische Darstellung der Bindungsaktivitit von BR 96 F(ab’);-Fragmenten, im Vergleich zu ganzen
monoklonalen BR96-Antikérpern in einem ELISA unter Verwendung eines Ziegen-Anti-K-leichte Kette-
Nachweisreagens gemiR folgendem Beispiel 8.

Fig.14: isteine graphische Darstellung der Bindungsaktivitit von BR96 F(ab’),-Fragmenten, verglichen mit ganzen
monoklonalen BR96-Antikdrpern in einem ELISA unter Verwendung eines Peroxidase-konjugierten
Protein-A-Nachweisreagens gemaR folgendem Beispiel 8.

Fig.15: zeigt das Diagramm des Vektors phgamma,HC-D, der in dem Elektroporationsverfahren gemiR folgendem Beispiel 9
verwendet wird.

Fig.16: zeigt die Darstellung des Vektors pSV,gpt/C, der in dem Elektroporationsverfahren gemi® folgendem Beispiel 9
verwendet wird.

Fig.17: ist die graphische Darstellung von Ergebnissen des Konkurrenzbindungstests (competition binding assay), der die
Bindung des erfindungsgeméBen monoklonalen BR96-Maus-Antikdrpers mit der Bindung des erfindungsgemiRen,
chimdren BR96-Antikdrpers gemiR folgendem Beispiel 9 vergleicht.

Fig.18: zeigt die Ergebnisse einer FACS-Analyse der Zytotoxizitit erfindungsgemaRer Antikorper gegeniiber
3396-Brustkarzinomzellen geman folgendem Beispiel 10,

Fig.19: zeigt die Ergebnisse von FACS-Analysen der Zytotoxizitit von erfindungsgemafen Antikdrpern gegentiber
2987-Humanlungenandenokarzinomzellen gemiB folgendem Beispiel 10.

Fig.20: zeigt die Ergebnisse von FACS-Analysen der Zytotoxizitit von erfindungsgemaRen Antikorpern gegeniiber
MCF-7-Zellen gemaf folgendem Beispiel 10.

Fig.21: zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus in die DNA von 3396-Brustkarzinomzellen, welche mit einem
Maus-BR96-RA-Immunotoxin und chimérem (Chi}BR 96-RA bei unterschiedlichen Konzentrationen gemag folgendem
Beispiel 10 behandelt wurden. ,

Fig.22: zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus in die DNA von 3630-Brustkarzinomzellen, welche mit Maus-
BR96-RA-Immunotoxin und ChiBR96-RA bei unterschiedlichen Konzentrationen gemaR folgendem Beispiel 10
behandelt wurden.

Fig.23: isteine graphische Darstellung der Antitumorwirkungen von unmodifiziertem BR 96 auf die Tumorzellinie H2987 gemif
folgendem Beispiel 11.

Fig.24: zeigt ein Balkendiagramm, welches die Abwesenheit von Tumoren am Ende einer Behandlung von Tieren mit BR96
gemal folgendem Beispiel 11 veranschaulicht.

Fig.256: zeigt die Dosis-Effekte von BR 96-Antikdrpern nach Implantation von H 2707-Zellen, bestimmt durch das Tumorvolumen
geméB folgendem Beispiel 11.

Fig.26: veranschaulicht die Einflisse der Behandlung mit F{ab'),-Fragmenten und chimérem BR96 nach Implantation von
2707-Zellen durch Bestimmung des Tumorvolumens gemaB folgendem Beispiel 11.

Fig.27: veranschaulicht die Abwesenheit von Tumoren nach Behandlung mit unterschiedlichen BR96-Antikérperdosen,
verglichen mit den Einfliissen von F(ab'),-Fragmenten und chimérem BR96 gemag folgendem Beispiel 11.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der folgenden detaillierten Beschreibung weiter veranschaulicht.

Die Erfindung betrifft neuartige AntikSrper mit hoher Spezifitit gegeniiber Karzinomzellen. Insbesondere reagieren die
Antikérper mit mehreren Karzinomen, wie 2. B. dem Brust-, Lungen-, Ovarial- und Kolonkarzinom und zeigen keine bzw. nur eine
geringfligige Reaktivitdt gegeniiber normalem Humangewebe oder anderen Tumortypen, wie z. B. Sarkomen oder Lymphomen.
Die BR96-Antikdrper kdnnen zur Isolierung und Charakterisierung des Antigens, an das sie binden, verwendet werden. Die
BR86-Antikdrper kdnnen somit als Sonde zur Identifizierung undCharakterisierung des erkannten Epitops sowie zur weiteren
Definition des Zellmembran-Antigens, mit dem sie reagieren, verwendet werden (vgl. z.B. Nudelman et al., ,Characterization of
Human Melanoma-Associated Ganglioside Antigen Defined By AMonoclonal Antibody, 4.2*, J. Biol. Chem., 257 [1] 12752-12756
[1982] und Hakomori, , Tumor Associated Carbohydrate Antigens®, Ann. Rev. Immunol., 2: 103126 [1984]).

Vorldufige Epitop-Untersuchungen mit dem monokionalen Antikérper BR96 wiesen darauf hin, daR das Antigen auf den
Karzinomzellen, an welches der BR96-Antikérper bindet, eine fucosylierte Variante des Lewis-Y-Antigens ist. Das Lewis-Y-{Le")-
Antigen wurde von Abe et al., J. Biol. Chem., 258: 8934 (1983); Lloyd et al., ,Immunogenetics” 17: 5637 (1983); Brown et al.,
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_Biosci. Rep.”, 3: 163 (1983); Hellstrom et al., ,Cancer Res.”, 46: 3917 (1986) beschrieben. Das fucosylierte Lewis-Y-Antigen
wurde von Abe et al., ,Cancer Res.”, 46: 26392644 (1986) beschrieben.

Der erfindungsgemiBe monoklonale Antikdrper kann mit Hilfe von bekannten und von Kéhler und Milstein erstmals
beschriebenen Hybridoma-Techniken hergestellt werden (vgl. Kdhler und Milstein, ,Continuous Cultures Of Fused Cells
Secreting Antibody Of Pre-Defined Specificty”, Nature, 256: 495497 [1975]. Vgl. auch Brown et al., , Structural Characteriziation
Of Human Melanoma-Associated Antigen p97 with Monoclonal Antibodies”, J. Immunol., 127 {2]: 539-546 [1981]; Brown et al.,
. Protein Antigens Of Normal And Malignant Human Cells Identified By immunoprecipitation With Monoclonal Antibodies*”, J.
Biol. Chem., 255; 4980-4983 [1980}; Yeh et al., ,,Cell Surface Antigens Of Human Melanoma Identified By Monoclonal Antibody*,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76(6]: 297~231 [1979] und Yeh et al., , A Cell-Surface Antigen Which is Present In the Ganglioside
Fraction And Shared By Human Melanomas”, Int. J. Cancer, 29: 269-275 [1982]).

Diese Techniken umfassen die Injektion eines Immunogens (z.B. Zellen oder Zellextrakte, welche das Antigen tragen oder
gereinigtes Antigen) in ein Tier (z.B. eine Maus, um zu einer gew(inschten Immunantwort (d. h. Antikdrper) in diesem Tier zu
fiihren. Nach ausreichender Zeit erhilt man Antikdrper produzierende Lymphozyten, entweder aus der Milz, den Lymphknoten
oder dem peripheren Blut dieses Tiers. Vorzugsweise isoliert man die Lymphozyten aus der Milz. Die Milz-Lymphozyten werden
mit einer Myelomzellinie fusioniert, tiblicherweise in Gegenwart eines Fusionsmittels, wie z. B. Polyethylenjglykol (PEG). Hierzu
kann man jede beliebige Myelomzellinie als Fusionspartner unter Standardbedingungen verwenden. Beispiele hierfir sind die
P3-NS1/1A,4-1,P3-x63-Ag8.653 oder Sp2/0 Ag 14 Myelomlinien. Diese Myelomlinien erhélt man von der American Type
Culture Collection (ATCC) in Rockville, Maryland.

Die resultierenden Zellen, welche die gewiinschten Hybridome enthalten, werden anschlieBend in einem selektiven Medium,
wie z.B. dem HAT-Medium, in dem nicht fusionierte parenterale Myeloma- oder Lymphozytenzellen gegebenenfalls absterben,
geziichtet. Es Gberleben ausschlieBlich Hybridomzellen, die dann unter limitierenden Bedingungen geziichtet werden, wobei
man isolierte Klone erhilt. Den Uberstand der Hybridome testet man auf Anwesenheit von Antikérpern der gewl{inschten
Spezifitit, beispielsweise mit Hilfe von Immunoassay-Techniken, unter Verwendung des zur Immunisierung eingesetzten
Antigens. Positive Klone kénnen dann unter limitierenden Verdiinnungsbedingungen subkloniert und die produzierten
monoklonalen Antikérper isoliert werden. Die mit Hilfe dieses Verfahrens hergesteliten Hybridome kénnen in vitro oder in vivo
{in Aszitesflissigkeit) unter Verwendung von aus dem Stand der Technik bekannten Techniken vermehrt werden {vgl. allgemein
Fink et al., supra auf Seite 123, Fig.6-11). Ublicherweise verwendete Verfahren zur Reinigung der monoklonalen Antikdrper
umfassen Ammoniumsulfatfallung, lonenaustauscher-Chromatographie und Affinitats-Chromatographie (vgl. z.B. Zola et al.,

. Techniques For The Production And Characterization Of Monochlonal Hybridoma Antibodies”, in Monoclonal Hybridoma
Antibodies: Techniques And Applications, Hurell [ed.], S.51-52 [CRC Press 1982]). Gem4R einer bevorzugten Ausfihrungsform
wird ein erfindungsgemaRer monoklonaler Antikdrper mit der Bezeichnung BR96 mit Hilfe der im folgenden beschriebenen
Hybridoma-Techniken unter Verwendung einer Brustkrebszellinie 3396 als Immunogen hergestelit. Das BR96-Hybridom,
hergestellt gemaR der folgenden Beschreibung, welches BR96-Antikérper produziert, wurde am 22.Februar 1989 bei der ATCC
hinterlegt und besitzt folgende Bezeichnung:

BR96 ATCC Registriernummer: HB 10036.

Der Antikdrper BR96 gehart zur 1gG 3-Unterklasse. Der Antikdrper zeigt eine hohe Spexzifitdt gegeniiber Karzinomzellen
verschiedener Organtypen, wie z.B. gegeniiber Brust-, Lungen-, Kolon- und Ovarialtumoren, sowie gegeniiber kultivierten
Zellinien verschiedener Brust-, Lungen- und Kolonkarzinome. AuBerdem bindet der BR96-Antikérper nicht an andere
Tumorzelltypen, wie z. B. den T-Zellen-Lymphomzellinien, CEM und MOLT-4, der B-Zellen-Lymphomzellinie P3HR-1 oder
Melanomzellinien. Der BR96-Antikdrper ist in Antigen positiven Tumorzellen internalisierbar, wirkt toxisch gegeniiber Antigen
positiven Tumorzellen, vermittelt die ADCC- und CDC-Aktivitét und ist iberraschenderweise alleine, d.h. in unmodifizierter
Form, zytotoxisch. Die BR96-Antikdrper erkennen offensichtlich ein LeY-Antigen.

GemaR einer weiteren Ausfiihrungsform werden F(ab'),-Fragmente der monoklonalen BR 96-Antikérper durch Pepsin-Abbau
des gereinigten BR96, wie im folgenden beschrieben, hergestellt (Nisonoff et al., , The Antibody Molecule®, Academic Press,
New York [1975)). Die Bindung des F(ab’),-Fragmentes an Tumorzellen (3396) und MCF7-Zellen kann mit der Bindung des
vollstindigen monoklonalen BR96-Antikdrpers verglichen werden.

GemaR einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird der erfindungsgemiRe chimare {(Maus/Mensch) Antikdrper mit Hilfe
des zweistufigen homologen Rekombinationsverfahrens gemaR der Beschreibungvon Fell etal.in ,Proc. Natl. Acad. Sci. USA”,
86: 8507-8511 (1989) und der US-Patentanmeldung 243873 und der US-Patentanmeldung 468035 hergestellt. Auf die Lehre
dieser Dokumente wird hiermit in vollem Umfang Bezug genommen. Dieses zweistufige Verfahren beinhaltet die Verwendung
eines Zielvektors, der fir die Human-lgGamma 1-Schwere Kette codiert, zur Transfektion einer Maus-Hybridom-Zellinie, welche
den monoklonalen Maus-Antikérper BR96 exprimiert (Hybridom-Zellinie ATCC Nr. HB 10036). Hierbei erhalt man ein Hybridom,
das einen chimiren BR96-Antikérper exprimiert, der die Human-lgGgammal-Schwere Kette enthilt. Dieses Hybridom wird
anschlieBend mit einem Zielvektor transfiziert, der die DNA enthilt, welche fiir die Human-Kappa (K)-Leichte Kette codiert, wobei
man ein Maus-Hybridom erhilt, das einen chimiren BR96-Antikdrper exprimiert, welcher die Human-lgGgamma 1-Schwere
Kette und die Human-K-Leichte Kette enthilt. Die Zielvektoren zur Transfektion der Hybridomzellen sind der pHgamma 1HC-DD,-
Vektor, verdaut mit Xba 1-Enzym (Oncogen, Seattle, WA) und der mit Hind Il verdaute pSV,gpt/Cx-Vektor (Oncogen, Seattle,
WA).

Das chimére BR96-Hybridom, hierin bezeichnet als ChiBR96, das gemiB folgender Beschreibung hergestelit wird und den
chiméren Human-Maus-Antikérper BR96 produziert, wurde am 23. Mai 1990 bei der ATCC wie folgt hinterlegt:

ChiBR96 ATCC Registriernummer; HB 10460.

Nach Identifizierung des Hybridoms, welches den chimdren Antikérper produziert, wird das Hybridom kultiviert und die
gewiinschten chiméaren Molekile werden aus dem Uberstand der Zellkultur mit Hilfe bekannter Verfahren zur Isolierung
monoklonaler Antikérper isoliert.

Der hierin verwendete Ausdruck , BR96-Antikrper” umfal3t ganze, intakte polyklonale und monoklonale Antikérper, wie 2.B.
den monoklonalen BR96-Maus-Antikérper, der von den Hybridomen ATCC Nr. HB 10036 produziert wird, sowie chimare
Antikérpermolekiile, wie z.B. chimire BR96-Antikdrper, die durch Hybridome ATCC Nr. 10460 produziert werden. Der eben
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erwihnte Ausdruck . BRS6-Antikorper” umfaBt auRerdem jedes Fragment davon, das die aktive, Antigen bindende Region des
Antikérpers, wie z. B. Fab-, F(ab’),- und Fv-Fragmente enthalt, das mit Hilfe des Standes der Technik hergestelit werden kann (vgl.
2.B. Rouseauxet al., ,Optimal Conditions For The Preparation of Proteolytic Fragments From Monoclonal IgG of Different RatIgG
Subclasses”, in Methods Enzymol., 121: 663-669 {Academic Press 1986]). Der erfindungsgemafie BR96-Antikdrper umfaldt
auBerdem Fusionsproteine.
AuRerdem zeigt der erfindungsgeméRe BR96-Antikdrper keinerlei immunohistologisch nachweisbare Anbindung an normales
Humangewebe der Hauptorgane, wie Niere, Milz, Leber, Haut, Lunge, Brust, Kolon, Gehirn, Schilddriise, Herz, Lymphknoten und
Ovarien. Auflerdem reagiert der Antikérper nicht mit Peripherblutleukozyten. BR96-Antikorper zeigen ein geringfligiges
Bindungsvermégen gegeniber einigen Zellen in Mandeln und Hoden und binden an azinése Zellen der Pankreas sowie an
Epithelzellen in Magen und Osophagus. Der BR96-Antikdrper ist somit den meisten bekannten Antitumor-Antikérpern aufgrund
des hohen MaRBes an Spezifitat gegeniiber Tumorzellen im Vergleichzu normalen Zellen {iberlegen (vgl. z.B. Hellstrom et al.,
Immunological Approaches To Tumor Therapy: Monoclonal Antibodies, Tumor Vaccines, And Anti-ldiotypes®, in Covalently
Modified Antigens And Antibodies In Diagnosis And Therapy, Quash/Rodwell [eds.], S.1-39 [Marcell Dekker, Inc. 1988] und
Bagshawe, , Tumour Markers — Where Do We Go From Here”, Br. J. Cancer, 48: 167-175 [1983]).
Die vorliegende Erfindung umfaRtauBerdem Antikérper, welche an die gleiche antigene Determinante, wie die BR96—Antlkorper
binden kénnen und mit den Antikérpern um diese Bindungsstelle konkurrieren. Diese umfassen Antikérper, die die gleiche
Antigen-Spezifitit wie der BR96-Antikérper besitzen, sich jedoch in der Herkunftsspezies, dem Isotyp, der Bindungsaffinitat oder
den biologischen Funktionen (z.B. Zytotoxizitat) unterscheiden. Beispielsweise kdnnen unter Verwendung von rekombinanten
.class-switching” und Fusionstechniken, die aus dem Stand der Technik bekannt sind {vgl. z.B. Thammana et al., :
Jmmunoglobulin Heavy Chain Class Switch From IgM to IgG In A Hybridoma*, Eur. J. Immunol., 13: 614{1983]; Spiraetal., ,The
Identification Of Monoclonal Class Switch Variants By Subselection And ELISA Assay”, J. Immunol. Meth., 74: 307-315 [1984];
Neuberger et al., ,Recombinant Antibodies Possessing Novel Effector Functions®, Nature, 312: 604-608 [1984] und Oi et al.,
.Chimeric Antibodies”, Biotechniques, 4 [3]: 214-221 [1986]), Klasse, Isotyp und andere Varianten des erfindungsgemaBen
Antikérpers mit der Antigen-Bindungsregion des BR96-AntikSrpers konstruiertwerden. Aufdiese Weise kbnnen andere chimare
Antikorper oder andere rekombinante Antikorper (z. B. Fusionsproteine, worin der Antikdrper mit einem zweiten Protein, wie z.B.
einem Lymphokin oder einem tumorinhibierenden Wachstumsfaktor kombiniert ist), welche die gleiche Bindungsspezifitdt wie
der BR96-Antikdrper besitzen, erfindungsgemas hergestellt werden.
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Anti-ldiotyp-Antikdrper des erfindungsgemaBen BR96-Antikdrpers. Diese
Anti-ldiotyp-Antikérper kdnnen unter Verwendung des BR96-Antikdrpers und der Fragmente davon als Immunogen hergestelit
werden und eignen sich zu diagnostischen Zwecken beim Nachweis der humoralen Antwort auf Tumoren sowie in
therapeutischen Anwendungen, wie z.B. in einem Vakzin zur Induktion einer Anti-Tumorantwort in Patienten (vgl. 2.B. Nepom et
al., ,Anti-ldiotypic Antibodies And The Induction Of Specific Tumor Immunity*, in Cancer And Metastasis Reviews, 6: 487-501
[1987)).
Der erfindungsgemaRe BR 96-Antikdrper eignet sich auch zu diagnostischen Anwendungen (in vitro und in vivo) zum Nachweis
von Humankarzinomen, welche ein Antigen besitzen, auf das die Antikérper spezifisch reagieren. Die diagnostischen In-vitro-
Menschen umfassen den immunohistologischen Nachweis von Tumorzellen (z. B. in Humangewebe, Zellen oder entfernten
Tumoren) oder den serologischen Nachweis von tumorassoziierten Antigenen (z.B. in Blutproben oder anderen biologischen
Flissigkeiten).
Die immunohistologischen Techniken beinhalten die Anfarbung einer biologischen Probe, wie z.B. einer Gewebeprobe, mitdem
BR96-Antikérper der vorliegenden Erfindung und die Uberpriifung auf Vorliegen eines Antikérper-Antigen-Komplexes in der
Probe. Die Bildung derartiger Antikrper-Antigen-Komplexe in der Probe weisen auf das Vorliegen von Krebszellen in dem
Gemisch hin, Der Nachweis des Antikérpers in der Probe kann mit Hilfe bekannter Techniken, wie z. B. immunoenzymatischen
Techniken, wie der Immunoperoxidase-Farbetechnik oder der Avidin-Biotin-(ABC-) Technik oder den
Immunofluoreszenztechniken {vgl. z.B. Ciocca et al., ,Immunohistochemical Techniques Using Monoclonal Antibodies”, Meth
Enzymol., 121: 562-579 [1986}; Hellstrom et al., ,,Monoclonal Mouse Antibodies Raised Against Human Lung Carcmoma ,
Cancer Research, 46: 39173923 [1986] und Kimball [ed.}, Introduction To Immunology [2. Auflage], S.113-117 [Macmillan Pub,
Co., 1986]) erfolgen. Beispielsweise wurde die Immunoperoxidase-Farbetechnik wie im folgenden Beispiel 2 beschrieben,
angewendet, um die Reaktivitit des BR96-Antikbrpers gegeniiber Lungen-, Brust-, Kolon- und Ovarialkarzinomen und die
geringe Reaktivitit des Antikdrpers gegenliber normalen Gewebsproben zu zeigen.
Serologische Diagnosetechniken umfassen den Nachweis und die Quantifizierung von tumorassoziierten Antigenen, welche in
das Serum oder andere biologische Fliissigkeiten von Patienten, die an Karzinomen erkrankt sind, sezerniert oder ,abgegeben”
wurden. Diese Antigene kénnen in den Korperfliissigkeiten mit Hilfe bekannter Techniken, wie z. B, dem Radicimmunoassay
(RIA) oder Enzymgebundenen Immunosorptionsassays (ELISA) nachgewiesen werden, wobei ein Antikérper, der mit dem
abgegebenen Antigen reagiert, zum Nachweis auf Vorliegen des Antigens in einer Fliissigkeitsprobe verwendet wird {vgl. z.B.
Uotila et al., ,, Two-Site Sandwich ELISA With Monoclonal Antibodies To Human AFP“, J. Immunol. Methods, 42: 11 [1981] und
Allum et al., supra auf Seite 48-51). Diese Tests kdnnen daher unter Verwendung der hierin beschriebenen BR96-Antikérper zum
Nachweis von Glycolipid-Antigenen in einer biologischen Flussigkeit verwendet werden, mit welchen die BR96-Antikorper
reagieren, und dienen somit zum Nachweis von Humankarzinomen in Patienten. Es ist somit ersichtlich, daB die
erfindungsgemaRen BR96-Antikdrper in den meisten Tests, welche eine Antigen-Antikérperreaktion beinhalten, verwendet
werden kdnnen. Diese Tests umfassen beispielsweise standardisierte RIA-Techniken, sowohl in flissiger als auch in fester
Phase, als auch ELISA-Tests, Immunofluoreszenz-Techniken und andere immunozytochemische Tests (vgl. z.B. Sikora et al.
leds.], .Monoclonal Antibodies”, S.32-52 [Blackwell Scientific Publications 1984]).
Die vorliegende Erfindung umfaRt auRerdem Diagnose-Kits zur Durchfiihrung der oben beschriebenen Tests. Gemas einer
Ausfiihrungsform umfaBt ein Diagnose-Kit den monoklonalen BR96-Antikorper, Fragmente davon, Fusionsproteine oder
chimire Antikérper gemaB vorliegender Erfindung sowie ein Konjugat aus einem spezifischen Bindungspartner fir den BR96-
Antikdrper und einer Markierung zur Erzeugung nachweisbarer Signale. Die Reagenzien kénnen auch Hilfsmittel, wie z. B. Puffer
und Proteinstabilisatoren (Polysaccharide), enthalten. Ein Diagnose-Kit kann au3erdem gegebenenfalls andere Komponenten
zur Signalerzeugung enthalten, wie z. B. Mittel, welche die Wechselwirkung mit dem Untergrund reduzieren, Kontrolireagenzien
und Vorrichtungen oder Behéltnisse zur Durchfiihrung des Tests. Gemi einer weiteren Ausfiihrungsform umfaRt ein Diagnose-
Kit ein Konjugat des erfindungsgeméRen BR96-Antikdrpers mit einem Label (Markierung}, mit dem ein nachweisbares Signal
erzeugt werden kann. Die oben erwidhnten Hilfsmittel kdnnen ebenfalls vorliegen.
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Der erfindungsgemafe BR96-Antikérper eignet sich auch zu diagnostischen In-vivo-Anwendungen zum Nachweis von
Humankarzinomen. Ein derartiger Ansatz umfaRt den Nachweis eines Tumors in vivo mit Hilfe von Tumordarsteliungstechniken.
Hierbei wird der BR96-Antikdrper mit einem geeigneten Abbildungsreagens, welches ein nachweisbares Signal produziert,
markiert. Beispiele von anwendbaren Abbildungsreagenzien sind Radiolabel, wie .B. ¥, "'In, "I, %™ Tc, 32p 125 34 und *C,
Fluoreszenzlabel, wie z.B. Fluorescin und Rhodamin und Chemilumineszenzstoffe, wie Luciferin. Der Antikdrper kann mit
derartigen Substanzen mit Hilfe bekannter Techniken markiert werden. Vgl. z.B. Wensel und Meares, ,Radioimmunoimaging
And Radioimmunotherapy*®, Esevier, New York (1983} fiir die Radiomarkierung von Antikdrpern (vgl. auch Colcheretal., ,Use of
Monoclonal Antibodies As Radiopharmaceuticals For The Localization Of Human Carcinoma Xenografts in Athymic Mice*,
Meth. Enzymol., 121: 802-806 [1986]).
Im Falle radiomarkierter Antikérper wird der Antikérper dem Patienten verabreicht. Der Antikérper sammelt sich im Bereich des
Tumors an, der das mit dem Antikdrper reagierende Antigen tragt und wird in vivo mit Hilfe bekannter Techniken, wie 2. B. durch
radionukleares Scanning unter Verwendung einer Gammakamera oder durch Emissionstomographie {vgl. z.B. Bradwell et al.,
,Developments In Antibody Imaging“ in ,,Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy”, Baldwin et al. [eds.],
S.65-85 [Academic Press 1985]) nachgewiesen, Der Antikorper wird dem Patienten in einem pharmazeutisch vertréglichen
Triiger, wie z. B. Wasser, Saline, Ringers Losung, Hanks Losung oder in nichtwaRrigen Trigern, wie 2. B. nichtfliissigen Olen,
verabreicht. Der Triger kann auBerdem Substanzen enthalten, welche die Isotonitét und die chemische Stabilitat des Antikorpers
férdern (wie z. B. Puffer oder Konservierungsmittel). Die Antikérperformulierung wird beispielsweise intravends in einer Dosis
verabreicht, die ausreicht, um eine hinreichende Gammaemission zur Visualisierung des Tumorbereiches zu erméglichen. Es
sollte auBerdem geniigend Zeit zwischen der Verabreichung des Antikérpers und dem Nachweis liegen, um eine Ansammiung
im Bereich des Tumors zu gewihrleisten. Zur allgemeinen Diskussion von Tumorabbildungstechniken siche Allum et al., supra.
Die Eigenschaften des BR96-Antikdrpers:
a) sehr hohe Spezifitat gegentiber Tumorzellen;
b) Internalisierbarkeit;
¢) selbstindige Toxizitat gegeniiber Antigen positiven Tumorzellen, d. h. in unmodifizierter Form, und in geeigneten
Konzentrationen; und
d) CDC-und ADCC-Aktivitat
weisen auf eine Vielzahl von therapeutischen In-vivo-Applikationen hin. Der BR96-Antikérper kann alleine zum Targeting und
Abtéten von Tumorzellen in vivo verwendet werden. Der Antikdrper kann aufRerdem in Verbindung mit einem geeigneten
therapeutischen Mittel zur Behandlung von Humankarzinomen verwendet werden. Beispielsweise kann der Antikorper in
Kombination mit herkémmlichen oder standardisierten Behandlungsverfahren, wie z.B. der Chemotherapie, Strahlentherapie,
verwendet werden. Er kann auch mit einem therapeutischen Wirkstoff oder Toxin oder mit einem Lymphokin oder einem
tumorinhibierenden Wachstumsfaktor verbunden oder konjugiert sein, um das therapeutische Mittel im Bereich des Karzinoms
freizusetzen. Konjugierungs-Techniken fiir derartige therapeutische Mittel an Antikdrper sind bekannt (vgl.z.B. Arnon et al.,
Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, in ,Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy”,
Reisfeld et al. [eds.], S.243-256 [Alan R. Liss, Inc. 1985}; Hellstrom et al., ,Antibodies For Drug Delivery in Controlled Drug
Delivery*, [2. Ausgabe], Robinson et al. [eds.], S.623-653 [Marcel Dekker, Inc. 1987]; Thorpe +Antibody Carriers Of Cytotoxic
Agents In Cancer Therapy: A Review" in ,Monoclonal Antibodies ‘84: Biological And Clinical Applications”, Pinchera etal. {eds.],
S.475-506 [1985) und Thorpe et al., ,, The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev.,
62: 119-158 [1982]). Der erfindungsgemiBe BR96-Antikdrper eignet sich besonders zur Verwendung als therapeutisches
Konjugat, da erin den Karzinomzellen, an die er bindet, allmahlich angereichert {internalisiert) wird und somit das therapeutische
Mittel am intrazelluldren Wirkungsort freisetzen kann.
Der BR96-Antikrper kann auch mit hochenergetischer Strahlung, wie z.B. einem Radioisotop, wie '*'l, kombiniert werden, was
bei einer Lokalisierung im Bereich des Tumors zu einem Abtéten mehrerer Zellschichten flihrt {vgl. z.8. Order, ,Analysis Results,
And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy* in ~Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy*, Baldwin et al. [eds.], S$.303-316 (Academic Press 1985]). GemaB einer weiteren
Ausfithrungsform kann der BR96-Antikérper mit einem zweiten Antikorper konjugiert werden, wobei man ein Antikorper-
Heterokonjugat zur Behandlung von Tumorzellen erhilt (vgl. US-Patent 4676980).
Weitere therapeutische Anwendungen fiir den BR 96-Antikérper umfassen die Konjugation oder Verbindung (beispielsweise
durch DNA-Rekombinationstechniken) mit einem Enzym, welches zur Umwandiung einer Prodrug in einen zytotoxischen
Wirkstoff befhigt ist, sowie die Verwendung dieses Antikdrper-Enzymkonjugates in Kombination mit der Prodrug zur
Umsetzung der Prodrug zu einem zytotoxischen Wirkstoff im Bereich des Tumors (vgl. z.B. Senter et al., ,Anti-Tumor Effects Of
Antibody-alkaline Phosphatase”; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 4842-4846 [1988]; ,Enhancement of the in vitro and in vivo
Antitumor Activities of Phosphorylated Mitomycin C and Etoposide Derivatives by Monoclonal Antibody-Alkaline Phosphatase
Conjugates”, ,Cancer Research” 49: 5789-57892 [1989] und Senter, , Activation of Prodrug by Antibody-Enzyme Conjugates: A
New Approach to Cancer Therapy, FASEF J. 4: 188-193 [1990]). Eine weitere therapeutische Anwendungsmdglichkeit fiir die
BR96-AntikdrperumfaBt deren Verwendung, entweder in Gegenwart von Komplement oder als Teil eines Antikdrper-Wirkstoff-
oder Antikérper-Toxin-Konjugates, zur Entfernung von Tumorzellen aus dem Knochenmark von Krebspatienten. Hierbei wird
autologes Knochenmark ex vivo durch Behandlung mitdem Antikdrper gereinigt, und das Knochenmark wird dem Patienten per
Infusion verabreicht (vgl. z.B. Ramsay et al., ,Bone Marrow Purging Using Monoclonal Antibodies”, J. Clin. Immunot., 8[2]:
81-88[1988]).
AuBerdem kénnen die erfindungsgemaBen, oben beschriebenen chimiren oder rekombinanten BR 96-Antikdrper therapeutisch
verwendet werden. Beispielsweise kann ein Fusionsprotein, welches wenigstens die antigenbindende Region des
BR96-Antikdrpers in Verbindung mit wenigstens einem funktionetl aktiven Teil eines zweiten Proteins mit Antitumoraktivitat,
wie z.B. einem Lymphokin oder Oncostatin, enthalt, zur In-vivo-Behandlung von Humankarzinomen verwendet werden.
AuRerdem kénnen aus dem Stand der Technik bekannte Rekombinationstechniken zur Konstruktion von bispezifischen
Antikérpern verwendet werden, worin eine der Bindungsspezifititen der des Antikdrpers BR96 entspricht (vgl. 2.B. US-Patent
4474893),
SchlieRlich kdnnen Anti-idiotyp-Antikérper des BR96-Antikdrpers therapeutisch zur aktiven Tumorimmunisierung und
Tumortherapie verwendet werden (vgl. 2. B. Helistrom et al., ,Immunological Approaches To Tumor Therapy: Monoclonal
Antibodies, Tumor Vaccines, And Anti-ldiotypes”, in ,Covalently Modified Antigens And Antibodies In Diagnosis And Therapy”,
supra, S.35-41}).
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Daraus wird ersichtlich, daB die vorliegende Erfindung pharmazeutische Mittel, Kombinationen und Verfahren zur Behandlung
von Humankarzinomen umfaft. Beispielsweise umfalt die vorliegende Erfindung pharmazeutische Mittel zur Verwendung bei
der Behandlung von Humankarzinomen. Diese Mittel umfassen eine pharmazeutisch wirksame Menge eines BR96-Antikérpers
und eines pharmazeutisch vertraglichen Tréagers. Die Mittel kdnnen den BR96-Antikérper entweder in unmodifizierter Form,
konjugiert mit einem therapeutischen Mittel (2. B, Wirkstoff, Toxin, Enzym oder zweiten Antikdrper) oder in rekombinanter Form
(z.B. chimérer oder bispezifischer BR986) enthalten. Die Mittel kénnen auferdem andere Antikérper oder Konjugate zur
Karzinombehandlung (z. B. ein Antikérper-Cocktail) enthalten.

Die erfindungsgemifen Antikérperzusammensetzungen kénnen durch herkémmliche Verabreichungsweisen, wie z.B,
intravends, intraperitoneal, oral, intralymphatisch oder direktin den Tumor verabreicht werden, Eine intravendse Verabreichung
wird bevorzugt.

Die erfindungsgemaRen Antikérperzusammensetzungen kénnen in unterschiedlichen Dosierungsformen, wie z.B. fliissigen
Lésungen oder Suspensionen, Tabletten, Pillen, Pulvern, Suppositorien, polymeren Mikrokapseln oder Mikrovesikeln,
Liposomen, sowie als injizierbare oder durch Infusion verabreichbare Lésungen vorliegen. Welche Form jeweils bevorzugt ist,
héngt von der Art der Verabreichung und der therapeutischen Anwendung ab. ' :

Die Antikérperzusammensetzungen enthalten vorzugsweise herkémmliche, pharmazeutisch vertragliche Trager und Hilfsstoffe,
wie z.B. Humanserumalbumin, lonenaustauscher, Aluminiumoxid, Lecthin, Puffersubstanzen, wie Phosphate, Glycin,
Sorbinsdure, Kaliumsorbat, und Salze oder Elektrolyte, wie z.B. Protaminsulfat,

Die wirkungsvoliste Verabreichungsart und Dosierungsform des erfindungsgemafen Mittels ist abhéngig von Schwere und
Verlauf der Erkrankung, der Gesundheit des Patienten und dessen Ansprechen auf die Behandlung sowie von der Beurteilung
undder Behandlung des Arztes. Dementsprechend wird die Dosierung des Mittels auf den einzelnen Patienten abgestimmt. Eine
wirksame Dosis des antikérperhaltigen Mittels kann erfindungsgemiB im Bereich von etwa 1 bis etwa 2000 mg/m? liegen.

Die folgenden Beispiele dienen dem besseren Verstindnis der vorliegenden Erfindung. Diese Beispiele dienen der
Veranschaulichung, ohne jedoch den Schutzumfang dieser Erfindung zu beschrénken.

Ausfilihrungsbeispiele

Beispiel 1

Herstellung der monoklonal BRS6-Antikdrper

Der erfindungsgeméBe monoklonale BR96-Antikérper wird unter Verwendung der bereits friher beschriebenen Hybridoma-
Fusionstechniken (M. Yeh et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, [1979), supra und Yeh etal., Int.J. Cancer [1982], supra) hergestelit.
Eine 3 Monate alte BALB/c-Maus wird mit Hilfe eines Immunogens immunisiert, welches aus kultivierten Zellen eines
Humanbrustadenokarzinoms mit der Bezeichnung 3396 oder H 3396 isoliert wurde {aus dem Adenokarzinom der Brust eines
Patienten, kultiviert bei Oncogen, Seattle, Washington). Der Maus werden finfmal Injektionen verabreicht: Die Maus erhilt
viermal eine intraperitoneale Injektion und eine subkutane Injektion, aufgeteilt auf vier Stellen der Maus. Beim fiinften Mal erhilt
die Maus lediglich eine intraperitoneale Injektion. Die Gesamtzahl der injizierten Zellen je Verabreichung betragt etwa 107 Zellen.
Drei Tage nach der letzten Immunisierung entfernt man die Milz und suspendiert die Milzzellen in RPMI-Kulturmedium. Die
Milzzellen werden anschlieBend mit P3-x63-Ag8.653-Mausmyelomzellen in Gegenwart von Polyethylenglykol (PEG) fusioniert
und die Zellsuspension wird in Mikrotiterplatten in selektivem HAT-Medium, wie von Yeh et al. (s.oben) beschrieben, geziichtet
(vgl. auch Kéhler und Milstein, ,Nature”, 256:495-497 [1975} und . Eur.J.Immunol.“, :511-519 [1976)). Das Gemisch wird
Uberimpft, um Kulturen niedriger Dichte zu erhalten, die aus einzelnen fusionierten Zellen oder Klonen bestehen.

Den jeweiligen Uberstand dieser Hybridomzellenkulturen testet man anschlieBend auf direkte Bindungsaktivitit gegeniiber der
Brustkrebszellinie 3396 und einer Fibroblasten-Zellinie, hergestellt durch Hautbiopsie, unter Verwendung eines ELISA-Tests in
Anlehnung an die Beschreibung von Douillard et al., , Enzyme-Linked Immunosorbent Assay For Screening Monoclonal
Antibody Production Using Enzyme-Labeled Second Antibody*, Meth. Enzymol., 92:168-174 (1983).

In diesem Test wird das Antigen {mit dem der gescreente Antikérper reagiert) auf Mikrotiterplatten immobilisiert und
anschlieBend mit den Uberstinden der Hybridome inkubiert. Enthilt ein Uberstand den gewtinschten Antikorper, so bindet der
Antikdrper an das immobilisierte Antigen und wird nachgewiesen durch Zugabe eines Antiim munglobulin-Antikérper-
Enzymkonjugates und eines Substrats fiir das Enzym, wodurch eine meRbare Anderung der optischen Dichte bewirkt wird. In
den vorliegenden Untersuchungen werden Brustkrebszellen oder Fibroblasten-Kontrollzelien in Gewebskulturplatten (96
Kammern, Costar Cambridge, MA) verteilt und {iber Nacht in einem feuchten, 37°C warmen Inkubator (5% CO;,) inkubiert. Die
Zellen werden anschlieBend mit 100! frisch hergestelitem 1%igem Glutaraldehyd bei einer Endkonzentration in den Kammern
von 0,5% fixiert und 15 min bei Zimmertemperatur inkubiert, gefolgt von dreimaligem Waschen mit 1X phosphatgepufferter
Saline (PBS). Die Zellen werden anschlieBend 30 min mit 5%igem Rinderserumalbumin (BSA) in PBS geblockt (blocked) und
erneut dreimal mit PBS gewaschen. Die Uberstande der Hybridom-Kulturen werden in einer Menge von 100ul/Kammer
hinzugegeben, die Kammern werden 1h bei Zimmertemperatur inkubiert und die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen. Als
néchstes gibt man Ziegen-Antimaus-Meerrettichperoxidase (Zymed, CA), verdiinnt in 0,1%iger BSA und PBS in einer
Konzentration von 100pul/Kammer hinzu. Das Reaktionsgemisch wird entweder 1 h bei Zimmertemperatur oder 30min bei 37°C
inkubiert, und die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend gibt man o-Phenylendiamin (OPD) hinzu (100 ul/
Kammer) und inkubiert die Platten bei Zimmertemperatur im Dunkeln 5-45min. Die Antikorperbindung an die Zellen wird durch
eine Farbverdnderung in den Kammern, die innerhalb von 10-20 min auftritt, nachgewiesen. Die Reaktion wird durch Zugabe
von H;50,{100pl/Kammer) gestoppt und die Absorption in einem Dynatech (Alexandria, VA) Mikroelisa-Autoreader bei 490 nm
abgelesen.

Esistzu bemerken, daB dieser Test unter Verwendung intakter Zellen oder mit Hilfe des gereinigten, geldsten Antigens oder mit
Zellextrakten als immobilisiertes Antigen durchgefiihrt werden kann. Bei Verwendung von 18slichem Antigen oder Zellextrakten
als Antigen wird das Antigen anfangs in einer Menge von 50 ul/Kammer in PBS verteilt und man inkubiert die Platten {iber Nacht
bei Zimmertemperatur vor Beginn des Tests. Intakte Zellen kénnen als Antigen entweder frisch oder nach Fixierung verwendet
werden. In jedem Fall werden die Zellen in einer Menge von 10° Zellen in 100 pl/Kammer im Kulturmedium ausplattiertund {iber
Nacht bei 37°C in einem Inkubator (5% CO,) inkubiert. .
Hybridome, die Antikérper produzieren, welche an die Brustkrebszellinie und nicht an die Humanfibroblastenzellen binden,
werden somit selektiert und in einem FACS-Zellsortiergerat auf Peripherblutleukozyten (PBLs), wie im folgenden Beispiel 2
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beschrieben, getestet. PBLs-negative Hybridome werden kloniert, in vitro vermehrt und weiter auf Antikérperspezifitat getestet.
Diejenigen Hybridome, welche einen mit Humanbrustkrebs reagierenden Antikrper produzieren, werden rekloniert, geziichtet
(expanded) und in pristan-primed 3 Monate alte BALB/c-Méuse injiziert, in denen sie als Aszitestumoren wachsen.

Fithrt man dieses Verfahren durch, so erhalt man die Hybridomzellinie BR96, die man kloniert und Méusen injiziert, um einen
Aszitestumor zu erhalten. Wie oben bereits erwéhnt, wurde das BR96-Hzbridom bei der ATCC hinterlegt. Monoklonale BR96-
Antikérper werden aus dem Aszites durch Affinitatschromatographie an immoibilisiertem, rekombinantem Protein A (Repligen,
Cambridge, MA) gereinigt. Geklarte Aszitesfllissigkeit verdiinnt man mit dem gleichen Volumen Bindungspuffer (1M
Kaliumphosphat, pH 8) und tragt das Gemisch auf eine Protein A-Siule auf, die vorher mit dem Bindungspuffer dquilibriert
wurde. Die Sdule wascht man sorgfaltig mit Bindungspuffer und eluiert den Antikérper anschlieRend mit 50 mM Phosphorsiure,
pH 3. Die gereinigte Antikdrperfraktion neutralisiert man mit 1 M Tris, pH 9 und dialysiert anschlieBend gegen
phosphatgepufferte Saline. Gereinigter BR96 wird anschlieend steril filtriert und im gekiihlten oder gefrorenen Zustand
aufbewahrt.

Beispiel 2
Charakterisierung des monoklonalen BR96-Antikérpers

Isotypbestimmung
Zur Bestimmung der durch das BR96-Hybridom produzierten Immunoglobulinklasse werden folgende Techniken eingesetzt:

(a) Ouchterlony Immunadiffusion

Ein Teil des Uberstandes der Hybridomzellen wird in das Mittelloch einer {25%igen) Agarplatte gegeben. Monospezifische
Kaninchen-Antimaus Ig-Isotyp-Antikorper (Southern Biotechnology, Birmingham, AL) gibt man in die auBeren Locher und
inkubiert die Platte 24-28h bei Zimmertemperatur. AnschlieBend werden die Prézipitationslinien abgelesen.

(b) ELISA-lIsotypisierung

Dynatech Immulon-Platten (96 Kammern) werden mit Ziegen-Anti-Maus-lg-Antikdrpern (1 pg/ml Konzentration, 50 ul/Kammer
in PBS) beschichtet und tiber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Die Platten werden mit PBS/Tween 20 (0,05 %) gewaschgn und 1h bei
Zimmertemperatur mit Medium (100 ul/Kammer) 1 h geblockt. Nach erneutem Waschen der Platten gibt man den Uberstand von
BR96-Hybridomazellen hinzu und inkubiert 1h bei Zimmertemperatur. Nach Waschen mit PBS mit einem Gehalt von 2%
Rinderserumalbumin (BSA) inkubiert man die Platten 30 min bei 37°C mit monospezifischen Kaninchen-Anti-Maus-ig-lsotyp-
Antikdrpern, gekoppelt mit Peroxidase (Zymed, South San Francisco, CA). Nach einem weiteren Waschschritt inkubiert man mit
1mg/mi OPD und 0,03% H;0, in 0,1M Citratpuffer, pH 4,5. Die optische Dichte bestimmt man auf einem Dynatec ELISA-
PlattenmefRgerat bei 360 nm. Mit Hilfe dieses Verfahrens bestimmt man fiir die monoklonalen BR96-Antikérper den Isotyp
19G3.

Charakterisierung des monoklonalen BR96-Antikérpers

Der BR96-Antikérper zeigt ein hohes MaB an Reaktivitat gegeniiber einer Vielzah! von Karzinomtypen, dagegen lediglich eine
geringe Reaktivitdt gegeniiber normalen Zellen. Dies konnte auf experimentellem Weg unter Verwendung von
immunohistologischen Untersuchungen an gefrorenen Gewebsschnitten sowie mit Hilfe von Bindungsstudien unter
Verwendung intakter, kultivierter Zellen gezeigt werden.

Immunohistologie

Die Peroxidase-Antiperoxidase (PAP)-Technik von L.A. Sternberger, beschrieben in ,Immunochemistry”, S.104-169 (John
Wiley & Sons, New York, 1979) und modifiziert von H.J. Garrigues et al., , Detection Of AHuman Melanoma-Associated Antigen,
p97, In Histolagical Sections of Primary Human Melanomas”, Int.J,Cancer, 29:511-515 (1982) wurde in den
immunohistologischen Untersuchungen eingesetzt. Das Zielgewebe fiir diese Tests erhilt man auf operativem Weg und durch
Einfrieren innerhalb von 4h nach der Entfernung in Isopentan, vorgekiihlt in fliissigem Stickstoff. Die Gewebeproben werden in
flissigem Stickstoff oder bei —70°C bis zu deren Verwendung aufbewahrt. Die gefrorenen Schnitte werden vorbereitet,
luftgetrocknet, mit Aceton behandelt und erneut getrocknet (Garrigues et al, supra). Die zur histologischen Bestimmung
verwendeten Schnitte farbt man mit Hematoxylin an. Um unspezifischen Untergrund zu verringern, werden die Schnitte mit
normalem Humanserum (/s verdiinnt in PBS) vorinkubiert (vgl. Garrigues et al, supra). Maus-Antikdrper, Kaninchen-Anti-Maus-
19G und Maus-PAP verdiinnt man in einer Lésung von 10%igem normalem Humanserum und 3%igem Kaninchenserum.
Kaninchen-Anti-Maus-IgG (Sternberger-Meyer Immunochemicals, Inc., Jarettsville, MD) verwendet man in einer Verdiinnung
von /%, Maus-PAP-Komplexe (Sternberger-Meyer Immunochemicals, Inc.) mit einem Gehalt von 2mg/mi an speziell
gereinigtem PAP verwendet man in einer Verdiinnung von /.

Das Farbeverfahren besteht aus einer Behandlung von Schnittserien mit entweder spezifischem Antikérper, d.h. BR96, oder
einem Kontrollantikdrper iiber eine Dauer von 2,5h, aus einer 30minitigen Inkubation, der Schnitte bei Zimmertemperatur mit
Kaninchen-Anti-Maus-IgG, /= verdlinnt, und einer anschlieBenden 30miniitigen Behandlung der Schnitte bei
Zimmertemperatur mit Maus-PAP-Komplex, /w0 verdiinnt. Nach jeder Antikérperbehandiung wascht man die Schnitte zweimal
mit PBS.

Die immunohistochemische Reaktion erfolgt durch Zugabe von frisch hergestelltem, 0,5%igem 3,3"-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid {(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) und 0,01 % H;0, in 0,05 M Tris-Puffer, pH 7,6, innerhalb
von 8min {vgl. Hellstrom et al., J.Immunol., 127:157-160 [1981}).

Eine weitere 20mintitige Behandlung mit einer 1%igen OsO4-Lésung in destilliertem Wasser intensiviert die Farbung. Die
Schnitte splilt man mit Wasser, entwéssert in Alkohol, reinigt mit Xylol und Gberfihrt die Schnitte auf Glasscheiben. Parallele
Schnitte werden mit Hematoxylin gefarbt.

Die Scheiben werden codiert bewertet, wobei eine unabhingige Person die codierten Proben Gberpriift. Typische Schnitte
werden unter Verwendung einer Differntialinterferenz-Kontrastoptik (Zeiss-Nomarski) photographiert. Das Maf der
Antikorperfarbung wird wie folgt bewertet:

0 (keine Reaktivitat), + (wenige schwach positive Zellen), ++ (wenigstens ein Dritte! der Zellen positiv), +++ (uberwnegende
Anzahl der Zellen positiv), +-+++ {anndhernd alle Zellen stark positiv). Da die Unterschiede zwischen einer + und einer 0
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Farbung weniger deutlich waren, als zwischen einer + und einer ++ Farbung, wurde eine mit ++ oder dariiber bewertete
Farbung als positiv bewertet. Sowohl! neoplastische Zellen als auch Stromazellen wurden in den Tumorproben beobachtet. Die
aufgenommene Farbung stammt von den Tumorzellen, da die Stromazellen nicht angeférbt oder sehr viel schwicher als
Tumorzellen angeféarbt werden,

Folgende Tabelle | zeigt die Ergebnisse der immunohistologischen Farbung von verschiedenen Tumortypen und normalen
Geweben unter Verwendung von BR96 monoklonalen Antikérpern. Der Tabelle ist deutlich zu entnehmen, daf} die BR96-
Antikérper mit einer Vielzahl von Humankarzinom-Typen reagieren, mit Sarkomazellen nicht reagieren und nur vereinzelt
Reaktivitat gegeniiber Melanomzellen zeigen. AuBerdem zeigen sie nur eine begrenzte Reaktivitit mit simtlichen getesteten
normalen Humangewebsproben. Die einzige, fiir normale Zellen nachgewiesene, Reaktivitit bestand in der Bindung an eine
kleine Unterpopulation von Zellen in den Mandeln und im Hoden sowie an azinésen Zellen der Pankreas und an Epithelzellenvon
Magen und Speiseréhre.

Tabelle |

Immunoperoxidase-Farbung von Humantumoren und normalen Gewebetypen mit monoklonalem BR96-Antikdrper

Gewebe-Typ Anzahl (positiv)/Anzahl (getestet)

Tumor

Lungenkarzinom (nicht-kleinzellig) 14/17

Brustkarzinom 17/19

Kolonkarzinom 15/18

Ovarialkarzinom 4/4

Endometrium-Karzinom 2/2

Melanom 2/5

Sarkom Cowe 0/5

Magenkarzinom 2/2

Pankreaskarzinom 2/2

Esophaguskarzinom 2/2

Zervikalkarzinom 2/2

Normales Gewebe

Lunge 0/7

Milz 0/5

Brust 0/2

Kolon 0/7

Niere 0/7

Leber 0/5

Gehirn - 0/2

Herz 0/3

Haut 0/2

Schilddriise 0/2

Nebenniere 0/1

Eierstock 9/2

Lymphknoten 0/2 %

Lymphozytenpellet 0/4

Pankreas 2/2(nur azinare Zellen waren positiv)

Uterus 0/7

Retina 0/1

Hoden 2/2 (nur kleine Unterpopulation
von Zellen war positiv)

Tonsille (Mandeln) 2/2 (nurkleine Unterpopulation
vonZellen war positiv)

Magen 2/2 (Epithelzellen positiv)

Esophagus

(Speiserdhre) 2/2 (Epithelzellen positiv)

Die Bindung der BR96-Antikérper an verschiedene kultivierte Zellinien wurde ebenfalls untersucht. Die Antikérperbindung an
die Zelloberflache von intakten, kultivierten Zellen wurde entweder mit Hilfe eines Direktbindungstests mit '%l-markiertem
Antikdrper gemaR der Beschreibung von Brown et al., , Quantitative Analysis Of Melanoma-Associated Antigen p97 In Normal
And Neoplastic Tissues”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:539-543 (1981) oder durch direkte Immunofluoreszenz unter Verwendung
eines Coulter Epics C Fluorescenc Activated Cell Sorters (FACS) lf (Hellstrom et al., Cancer Res., 46:3917-3923 [1986])
bestimmt.

Zur Bindungsanalyse unter Verwendung eines FACS Cell Sorters wurden 2 x 10° bis 1 x 10° kultivierte Zellen in 15% fotalem
Rinderserum (FBS) in IMDM-Medium {Gibco, NY) auf ein Gesamtvolumen von 500 ul/GefiR aufgeteilt. Die Zellen zentrifugiert
man 1,5 min mit einer Serumzentrifuge (Serofuge) und entfernt den Uberstand. Man gibt 100! monoklonale BRY6-Antikdrper
(10pl/m1) zu jedem GefaR hinzu, dessen Inhalt gemischt und anschlieBend 30 min auf Eis inkubiert wird. Das Reaktionsgemisch
wischt man dreimal mit 500 ul 15%igem FBS/IMDM durch 1,5minitige Zentrifugation in einer Serofuge (nach dem dritten
Waschgang werden die Gefi8e abgetupft [blotted]). AnschlieRend gibt man 50 pl eines optimierten FITC-konjugierten Ziegen-
Antimaus-IGG-Antikdrpers (Tago, Burlingame, CA), 1:25 verdiinnt in 16%igem FBS/IMDM zu jedem Gef48 hinzu, mischt das
Reaktionsgemisch und inkubiert 30 min, Man wiederholt den Waschschritt und resuspendiert nach Abtupfen der GefaRe jedes
Pellet in 200~6500 I PBS. Jede Probe wird in einem Coulter Epics C FACS gemessen und die mittiere Fluoreszenzintensitat (MFI)
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wird bestimmt. Aus dem MFI-Wert wird das lineare Fluoreszenaquivalent (LFE) bestimmt. Der LFE-Wert jedes Testansatzes wird
durch den LFE-Wert einer negativen Kontrolle geteilt, so dal man ein Verhaltnis der jeweiligen Leuchtkraft von Zellen erhalt,
welche mit spezifischen bzw. Kontrollantikdrpern gefarbt wurden. Die Bindungsdaten sind in folgender Tabelle I
zusammengefaf3t:

Tabelle li
FACS-Analyse der Bindung von BR96 an verschiedene Typen suspendierter Zellen

Zellinie Verhiltnis
{10pg/ml)
Brustkarzinom 3396 . 54
Brustkarzinom MCF-7 38
Brustkarzinom 3630 22
Brustkarzinom 3680 22
Lungenkarzinom 2987 15
Lungenkarzinom 2707 30
Lungenkarzinom 2964 2
Lungenkarzinom 3655-3 18
Kolonkarzinom RCA 34
Kolonkarzinom 3619 22
Kolonkarzinom 3347 5
Kolonkarzinom HCT116 1
Kolonkarzinom CB5 27
Kolonkarzinom o 30
Kolonkarzinom o 3600 16
Ovarialkarzinom 3633-3 11
Melanom 2669 1
Melanom 3606 1
Melanom 3620 1
T-Zellenlymphomlinie CEM 1
T-Zellenlymphomlinie MOLT-4 1
B-Zellenlymphomlinie PRHR1 1
Peripherblutleukozyten 1

Wie der Tabelle Il zu entnehmen ist, reagieren die monoklonalen BR96-Antikérper mit Brust-, Lungen- und
Kolonkarzinomzellinien, jedoch nicht mit Melanomzellinien oder mit T- oder B-Lymphomlinien und auRerdem nicht mit
normalen Peripherblutleukozyten. Eine ,Scatchard“-Analyse unter Verwendung von radiomarkierten Antikdrpern weist darauf
hin, daB die ungefahre Assoziationskonstante (K,) fiir BR96 bei 3,6 X 10° Antigenstellen/Zelle im Falle der 3396-Zellinie (welche
BR96 bindet) betragt.

Diese Daten zeigen, dal der monoklonale Antikérper BR96 Zelloberflichenantigene erkennt, die in hohem MaR (bis zu 10°
Molekiilen/Zelle) bei einem GroBteil der Humankarzinome exprimiert werden.

Beispiel 3

Internalisierung von monoklonalen BR96-Antikdrpern in Karzinomzelien

Hierbei bestimmt man die Internalisierung von monoklonalen BR96-Antikérpern in Antigen-positiven Karzinomzellen. GemiR
einem Verfahren konjugiert man BR96 mit einem Toxin (Ricin-A-Kette), wobei man das Immunotoxin BR36-RA erhilt, dessen
Internalisierung durch Karzinomzellen bestimmt wird. Die Aufnahme des Konjugates durch Karzinomzellen weist man nach,
indem man bestimmt, in welchem Mafe die Tumorzellen durch die Ricin-A-Kette abgetdtet werden.

Die Konjugation des Antikérpers mit dem Toxin wird wie folgt durchgefiihrt: Man behandelt eine deglycosylierte Ricin-A-Kette
(Inland Labs, Austin, TX) (vgl. Blakey et al., Cancer Res., 47:947-952 [1987]) mit Dithiothreito! (5 mM) und fiihrt anschlieBend eine
Gelfiltration Gber G-25 Sephadex unter Verwendung von PBS, pH 7,2, als Elutionsmittel durch. Das Produkt gibt man in einem
molaren Verhéltnis von 2:1 zu dem Antikdrper in PBS hinzu, nachdem, vorher der Antikérper mit N-Succinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)-propionat (SPDP) (Pierce, Rockford, IL}) gemaR dem Verfahren von Lambert et al., J.Biol. Chem., 260:12035-12041
{1985) modifiziert wurde. Die Reaktion erfolgt innerhalb von 12-24h bei Zimmertemperatur. Die Lésung verdiinnt man
anschlieBend mit 1 Volumen H,0. Unkonjugierten Antikdrper entfernt man mit Hilfe von Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia,
Uppsala, Schweden) (vgl. Knowles et al., Anal. Biochem., 160:440~443 [1987]).

Man eluiert das Konjugat und tGberschiissige Ricin-A-Kette bei hoher Salzkonzentration (10 X PBS) und reinigt anschlieBend
iber Sephacryl-300 (Pharmacia) unter Verwendung von PBS als Elutionsmittel. Das hierbei erhaltene Konjugat ist frei von
ungebundenen monoklonalen Antikérpern und Ricin-A-Ketten und besteht (iberwiegend aus 1:1-Addukten.

Die Internalisierung von BR96-RA durch verschiedene Karzinomzellinien wird anschlieRend mit Hilfe eines , Thymidinaufnahme-
Inhibitionstests” bestimmt. In diesem Test stellt die Inhibition des *H-Thymidin-Einbaus in die DNAvon Karzinomzellen (d. h. die
Inhibition der Zellproliferation) ein MaB fiir den zytotoxischen Effekt von BR96-RA auf die Zellen dar und ist somit ein MaR fiir die
Internalisierung des Immunotoxins in den Zellen,

Fur diesen Test werden Karzinomzellen in Mikrotiterplatten (36 Kammern, 2 X 10* Zellen/Kammer) in 100l IMDM-Medium mit
15% fotalem Kélberserum (FCS) ausplattiert, Die Platten inkubiert man 12—18h bei 37°C, um die Zellen anhaften zu lassen.
AnschlieBend wird das Medium entfernt. Die Platten h&lt man auf Eis. Das BR96-RA-Immunotoxin (100 ul) gibt man in seriellen
Verdiinnungsreihen (log 10), beginnend bei einer Endkonzentration von 10ug/ml bis zu 0,01 ug/m! zu den Zellen hinzu. Das
Reaktionsgemisch inkubiert man 4 h im Eis. Die Platten wischt man, gibt 200l Medium hinzu und inkubiert nochmals 18h bei
37°C. AnschlieBend gibt man 50 pi *H-Thymidin hinzu (1 pCi/Kammer) und inkubiert die Platten 6h bei 37°C in einem Inkubator
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(5% CO). Die Testplatten werden anschlieBend 1h bei ~70°C eingefroren und 15min in einem Geltrockner aufgetaut. Man
tiberfiihrt die Zellen auf Glasfaserfiltern (Filterstreifen Nr.240-241, Cambridge Technology) in KunststoffszintillationsgefédBen
unter Verwendung eines ,PHD-Zellernters”. Man gibt 3m! einer Szintillationsfliissigkeit hinzu und mit die GefiRe in einem
Beckman LS 3891 Beta-Szintillationszéhler (Z&hlzeit je Probe 1min).

Die graphische Auftragung der prozentualen Inhibition des Thymidin-Einbaus gegen die Immunotoxin-Konzentration flr jede
getestete Zellinie ist in den Fig. 1 bis 5 dargestellt. In jedem Test wird eine Kontrollmessung durchgefiihrt. Die Testergebnisse
geben den prozentualen *H-Thymidin-Einbau, bezogen auf unbehandelte Kontrollzellen, wieder.

Fig.1 zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus von Zellen der Brustkarzinomzellinie 3396 durch Internalisierung
von BR96-RA. Ahnliche Ergebnisse erhalt man mit der Lungenkarzinomzellinie 2707 (Fig. 2) und der Kolonkarzinomzellinie C
(Fig.4). BR96-RA wird durch die Zellinie HCT 116, einer Humankolonkarzinomzellinie, welche BR96 nicht bindet, nicht
internalisiert (Fig. 3). Fig. 5 zeigt keine Internalisierung von BR96-RA durch 3347, einer Kolonkarzinomzellinie, welche BR96 nicht
bindet. Dagegen wird BR6-RA, weiches an die 3347-Zellen bindet, internalisiert. Diese Untersuchung demonstriert somit nicht
nur die Internalisierung des BR96-Antikérpers, sondern auch die Selektivitat der Internalisierung von BR 96-Antikérpern durch
Antigen-positive Karzinomzellen. -

Beispiel 4

Cytotoxizitiat von unmaodifiziertem monoklonalem Antikérper BR96

Um die unerwartete Beobachtung, daB der monoklonale Antikérper BR96 selbst {d. h in unmodifiziertem Zustand) einen
zytotoxischen Effekt in einem FACS-Test zeigt, weiterzuverfolgen, werden drei verschiedene Experimente durchgefiihrt. Um die
Wirkung des Komplementsystems im Serum auszuschlieBen, werden samtliche eingesetzte Seren durch Hitzebehandlung
inaktiviert (30min bei 56°C). Zusitzlich werden einige der Experimente mit FACS-Analysen (im folgenden beschrieben) unter
Verwendung von Zellen durchgefiihrt, die in serumfreiem Medium geziichtet wurden und in Abwesenheit von Serum getestet
werden,

Erstens, man behandelt lebende, suspendierte Zellen verschiedener Antigen-positiver Karzinomzellinien (3396, 2987, 3619) mit
dem monoklonalen Antikdrper BR96. Die Zellen (5 x 10°) inkubiert man in Eis 30 min mit 100 2t BR96 oder einem monoklonalen
Kontrollantikdrper bei einer Konzentration von 60, 30, 15, 7,5 oder 3,8 ug/ml im Kulturmedium (IMDM, 15% FBS). Nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit Kulturmedium suspendiert man die Zellen in 500! Medium und farbt durch Zugabe des
Farbstoffes Propidiumjodid an, welcher abgestorbene Zellen anfirbt (Krishan, Cell Biol., 66:188 {1975] und Yeh,
J.Immunol.Methods, 43:269 [1981]). Aus einer Stammldsung (1 mg/ml in 70% Alkohol) gibt man 5l Farbstoff zu den
Zellproben, inkubiert 15min in Eis, wischt einmal und suspendiert schlieBlich in 500 ul Medium. Die Zellen werden in einem
Coulter Epics C FACS gemessen, wobei die abgestorbenen Zellen anhand ihrer roten Fluoreszenz identifiziert werden. Die
Analyse erfolgt anhand eines Zweiparameter-Displays mit logarithmischer Vorwérts-Lichtstreuung im horizontalen Display und
logarithmischer roter Fluoreszenz im vertikalen Display. Berechnungen der ZellgréBe gegen die Lebensfahigkeit der Zellen
erhélt man durch Anwendung des Coulter Epics C Quadstat-Programms. Tumorzellen, welche BR96 binden, sowie Tumorzellen,
welche BR 96 nicht binden, werden paralle! untersucht, Die Ergebnisse sind in Fig. 6 gezeigt. Fig. 6 veranschaulicht, da eine
Inkubation mit BR96 die Zellen aller drei Antigen-positiver Karzinome schnell abtétet. Unbehandelte und Antigen-negative
Zellen werden nicht abgetétet. .

Zweitens, man behandelt Tumorzellen (3396, 3630, 2987, 3619 und HCT 116) mit BR96 (oder mit einem monoklonalen
Kontrollantikérper} 18h bei 37 °C in einer Mikrotiterplatte (96 Kammern) unter Verwendung von 3 x 10° Zellen/Kammer in 1501
IMDM-Medium, welches FBS enthalt (66 h). AnschlieBend gibt man 50 ul *H-Thymidin hinzu (1pCi/Kammer) und inkubiert die
Platte 6h bei 37°C. AnschlieBend wird mindestens 1h bei —70°C eingefroren und in einem Geltrockner 15min aufgetaut. Die
Zellen werden auf Glasfaserfilter (ibertragen. Der Tritium-Thymidin-Test, wird—wie im vorhergegangenen Beispiel beschrieben
~ durchgefiihrt, mit der Ausnahme, daB Zellen und Antikérper bei 37°C inkubiert werden, Fig.7 zeigt die Ergebnisse. BR96
bedingt eine Inhibition des [*H]Thymidin-Einbaus in die Antigen-positiven Zellinien. Dieser Effekt war dosisabhingig. Die
Antigen-negative Zellinie HCT 116 wird durch BR96 nicht beeinfluRt,

Drittens, unter Verwendung einer Modifikation des Verfahrens von Linsley et al., , Identification and characterization of cellular
receptors for growth regulator, Oncostatin M“, J. Biol. Chem., 264:4282-4289 (1989) wird ein Wachstumsinhibitionstest
durchgefiihrt. Zellen von vier verschiedenen Zellinien (HCT 116, 2987, 3396 und 3630) werden in einem Volumen von 0,1ml
IMDM mit 15% f6talem Rinderserum {FBS) in Mikrotiterplatten (96 Kammern) vorgelegt (3 x 10° Zellen) und zur Ablagerung 3h
bei 37°Cinkubiert. AnschlieBend gibt man unterschiedliche Konzentrationen des unverinderten monoklonalen Antikérper BR96
in einem Volumen von 0,1 ml hinzu und inkubiert 72 h bei 37°C. AnschlieBend entfernt man das Kulturrhedium und férbt die
Zellen mit Kristallviolett (0,1 % in 20 % Methanol) 30min an und wascht dreimal mit PBS. Den gebundenen Farbstoffisoliert man
durch Zugabe einer 0,1M Losung von Natriumcitrat (0,1 ml), pH 4,2, in 50% Ethanol. Proben werden dreifach auf einem ELISA-
Ablesegerdt, welches die Absorptionin Gegenwart von BR96 und die Absorption von unbehandelten Proben miRt, getestet. Die
Ergebnisse dieses Versuchs ergeben die prozentuale Inhibition des Zellwachstums. Fig.8 veranschaulicht die Ergebnisse. Die
Ergebnisse dieses Tests stimmen mit den Ergebnissen des Thymidin-Einbautests iberein (Fig.7).

Beispiel 5

ADCC-Aktivitat des BR96-Antikérpers

Die Bestimmung der ADCC-Aktivitit des monoklonalen Antikérpers BR 96 erfolgt gemiR der Beschreibung von Hellstrom et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 82:1499-1502{1985). Zum Nachweis der Tumorzellenlyse (Zytotoxizitat) wird ein Kurzzeit-*'Cr-
Freisetzungstest durchgefithrt, welcher die Freisetzung von 5'Cr bestimmt (Cerrotini et al., Adv.Immunol. 18:67-132 (1974).
Peripherblutlymphozyten von gesunden Menschen werden mit Hilfe von Ficoll-Hypaque (Hellstrom et al., Int.J.Cancer, 27:281—
285 [1981]) getrennt, um Effektorzellen bereitzustellen, die einer 5%igen natiirlichen Killerzellenreaktivitat gegentiber SK-MEL-
28-Zellen entsprechen. Zellen (10°) werden durch Inkubation mit 100Ci (1Ci = 37 Gbq) 8'Cr wihrend 2h bei 37°C markiert,
anschlieBend dreimal gewaschen und im Medium resuspendiert. Die markierten Zellen (2 x 10* Zellen je Kammer in 201)
werden auf Microtiter V-Bottom Platten (Dynatech Laboratories, Alexandria, VA) libertragen, Dann gibt man den gereinigten
Antikdrper BR96 (10 ug/ml, 1ug/mi und 0,1 ug/mi) hinzu, gefolgt von 2 x 10° Lymphozyten je Kammer in 100ul. Das Gemisch
inkubiert man 2-4h und zentrifugiert die Platten mit 4009, Die Uberstinde werden entfernt, und die Radioaktivitit wird mit Hilfe
eines Gamma-Zahlers in 100ul-Proben bestimmt, Man erhilt je Gruppe zwei Vergleichswerte; die Abweichung dieser Werte
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voneinander war kleiner als 10%. Man fuhrt mehrere , criss-cross”-Experimente durch, worin Lungen- (oder Kolon-Jkarzinome
mit monokionalem Antikdrper BR96 und mit monoklonalem Antimelanom-Antikérper MG-22 (Hellstrom et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci.USA, 82:1499-1502 [1985]), welcher an die meisten Karzinomzellen nicht bindet, parallel getestet werden.
Kontrollwerte umfassen die inkubation von Zielzellen alleine oder zusammen mit Lymphozyten oder monoklonalen
Antikérpern.

Die spontane Abgabe wird definiert als die Counts pro Minute (cpm), welche von denjenigen Zielzellen in das Medium abgegeben
werden, die weder mit Antikérpern noch mit Lymphozyten behandelt wurden. Die gesamte Abgabe entspricht den von den
Zielzellen nach osmotischer Lyse am Ende des Tests freigesetzten Counts. Die prozentuale Zytotoxizitit wird wie folgt
berechnet:

Experimentell bestimmte Abgabe—spontane Abgabe % 100
gesamte Abgabe —spontane Abgabe

Die Effektorzellen werden dadurch charakterisiert, daB man deren Sensitivitit gegeniiber einer Inkubation mitAntiserum gegen
den Leu-11b-Oberflichenmarker und Meerschweinchenkomplement unter Verwendung des Verfahrens von Hellstrom et al., in
. Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy*, UCLA Symposia on Molecular and Cellular Biology, New Series, eds.

Reisfeld & Sell, Liss, New York, Band 27, S.149-164 (1985) (auf welche hiermit Bezug genommen ist) bestimmt. Dies erfolgt zur
Bestimmung der Expression des Leu-11b-Markers, der die natiirlichen Killerzellen {NK) charakterisiert und der von Lymphozyten
exprimiertwird, welche ADCC gegeniiber Humanmelanomzelten in Gegenwart des monoklonalen Antikorpers BR96 vermitteln.
Die Zytotoxizitét durch Effektorzelien allein (.natural killer effect”) wurde von den in Fig.9 gezeigten Daten substrahiert.

Die in Fig.9 gezeigten Ergebnisse fiir eine Antikérperkonzentration von 10 pg/mlweisen daraufhin, daft BR96 die ADCC-Aktivitét
vermittelt, wenn dieser in ausreichender Konzentration vorliegt und wenn die Zielzellen eine ausreichende Konzentration des
Epitops exprimieren, Die ADCC-Aktivitétist bei Antikérperkonzentrationen zu beobachten, die unterhalb von denjenigen Werten
liegen, bei denen der Antikorper selbst zytotoxisch wirkt ({iblicherweise im Bereich von 20 pg/mi). Wird der Antikérper BR96
alleine als Kontrollwert verwendet, so ist bei den getesteten Konzentrationen und unter Verwendung des 81Cr-Tests keine
Aktivitat zu beobachten (0% killing). Eine ADCC-Aktivitét kann nur bei Zellinien gefunden werden, welche den BR96-Antikdrper
binden. Dementsprechend werden Zellen von fiinf verschiedenen Karzinomzellinien, welche jeweils BR96 binden, durch ADCC
abgetétet, wenn man den monoklonalen Antikdrper in Konzentrationen von 0,1ug/ml oder dariiber verwendet. Demgegentiber
werden Zellen der sechsten Zellinie 2964, welche BR96 nicht bindet, nicht abgetétet. Das Erfordernis einer Antikérperbindung
zur Bewirkung von ADCC wird auBerdem durch die Tatsache belegt, daR beide Karzinome (Zellinien 3618 und 2987), welche
einen anderen Antikdrper (L6) binden kénnen, unter der Wirkung von L6 durch ADCC abgetétet werden, wihrend dies bei den
anderen nicht der Fall ist. Unter den Testbedingungen bewirkt BR 96 alleine lediglich eine Freisetzung von nur 1% der
Markierung, auch wenn bei einer Konzentration von 101g/ml getestet wird.,

Beispiel 6

Fahigkeit von BR96 zur Vermittlung der Complement-Mediated Cytotoxicity {CDC)

Tests zur Bestimmung der Fahigkeit des monoklonaien Antikdrpers BR96, Tumorzellen in Gegenwart von Humanserum als
Komplementquelle abzutdten {complement-mediated cytotoxicity, CDC) werden in Anlehnung an die ADCC-Tests gemaB
Beispiel & durchgefiihrt, mit der Ausnahme, daf 100 pl Humanserum normaler menschlicher Spender als Komplementquelle
(1:3 bis 1:6 verdiinnt) je Mikrotest-Kammer anstelle einer Suspension von Effektorzelien hinzugegeben werden.

Wie Fig. 10 zeigt, konnte CDC gegeniiber Zellen, welche BR96 binden, bei Antikdrperkonzentrationen von 0,1-5,0 ug/ml
beobachtet werden, wihrend keine CDC-Aktivitét gegeniiber den BR96-Antigen-negativen Zellinien HCT 116 und 3347
beobachtet werden konnte. Zellen der Zellinie 3347 konnten jedoch unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers L6, deran
diese Zellen bindet, abgetétet werden. Kontrollversuche beinhalten Tests, in denen BR96 ohne Zugabe von Komplement
getestet wurde. Mit Hilfe des *'Cr-Freisetzungstests konnte fiir BRO6 alleine keine abtdtende Wirkung nachgewiesen werden.
Diese Daten zeigen, dafs BR96 einen zytotoxischen Effekt in Gegenwart von Humanserum und bei Konzentrationen bewirkt, die
fiir sich genommen, nicht zytotoxisch sind {der Kontrollantikdrper zeigte keine CDC-Aktivitat).

Beispiel 7

Bestimmung der Reaktivitit von BRS6 gegeniiber Glycolipiden und Glycoproteinen

Der BR96-Antikdrper wurde auf Reaktivitét gegeniiber verschiedenen immobilisierten Glycolipid-Antigenen mit bekannter
Kohlehydratstruktur und synthetischen Glycoproteinen {sogen. ,Neoglycoproteinen”) mit Hilfe eines ELISA-Tests untersucht,
wobei gereinigte Glycolipide, Glycoproteine und Antikdrper im Uberschu® verwendet wurden (Dr.John Magnani,

Biocarb. Gaithersburg, MD; Lloyd et al., Jmmunogenetics”, 17:537-541 (1983]). Man entfernt Methanol aus den in Mikrotiter-
Kammern vorgelegten Glycolipiden {100 ng/Kammer). Synthetische Glycoproteine werden auf die Oberflache der Kammern
durch Inkubation mit Glycoprotein aufgetragen {200ng in phosphatgepufferter Saline (PBS), pH7,4/Kammer). Gereinigter BR 96
wird bei einer Konzentration von 10pg/mlin 0,01 M Tris-HCl, pH 7,4, mit 1% BSA getestet. Antikérper aus Asziteswerdenineiner
Verdiinnung von 1:100 in dem gleichen Puffer getestet. Bei derart hohen Konzentrationen sind die meisten
Bindungswechselwirkungen nachweisbar. Absorptionswerte bestimmt man aus dem Mittelwert von zwei Kammern. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in den Fig.11 und 12 dargestellt, welche eine Reaktion von BR96 mit dem Le-Antigen zeigen.
Diese Befunde weisen darauf hin, dall BR96 an eine Variante des Lewis Y (Fuca1-2Galf 1-4{Fuca 2-3)GlcNAc-Antigens binden
kann und daR Fucose a1-3, gebunden an GlcNAc einen Teil des LeY-verwandten Epitops bildet, welches von BR96 erkanntwird.
Die hohe Tumorspezifitit von BR96 und die Fahigkeit zur Internalisierung (was bisher fiir monoklonale Antikdrper, die mit
LeY-Antigenen reagieren, noch nicht gezeigtwurde) weisen darauf hin, daf der Antikdrper ein komplexes Epitop erkennt, wobei
ein Teil davon das Le"-Antigen umfaBt.

Beispiel 8

Herstellung und Charakterisierung von BR96 F(ab’),-Fragmenten

Aus Miuseaszitesfilissigkeit reinigt man durch Protein A-Affinitatschromatographie Maus -BR 96 {IgGj). Hierzu gibt man Aszites
{entfettet) (iber eine Séule, welche eine Matrix aus immobilisiertem Protein A enthélt (RepliGen Corp., Cambridge, MA) und
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welches vorher mit 1M Kaliumphosphat, pH 8,0, dquilibriert wurde. Nach Auftragung der Aszitesfliissigkeit wascht man die
Saule mit Aquilibrierungspuffer, bis kein Protein mehr spektrophotometrisch nachweisbar ist. Der gebundene BR96-Antikdrper
wird anschlieBend mit Hilfe von 0,1 M Citratpuffer, pH 3,0, von der Saule eluiert. Unmittelbar nach der Elution neutralisiert man
das Eluat mit 1,0M Tris-Puffer, pH 9,0, bis ein pH-Wert von anndhernd 7,0 erreicht wird. Den monoklonalen Antikérper dialysiert
man in PBS und konzentriert, bevor man diesen aufbewahrt oder verwendet.

F(ab’),-Fragmente stellt man durch Verdauen des gereinigten monoklonalen BR96-Antikdrpers mit Pepsin her (vgl. Lamoy,
«Preparation of F(ab’); Fragments from Mouse IgG of Various Subclasses”, Meth. Enzymol., 121:652—663 [1986]). Unumgesetzte
Antikorper und Fe-Fragmente werden aus dem Reaktionsgemisch mit Hilfe einer Protein-A-Affinititsséule abgetrennt. Das
erhaltene F(ab'),-Fragment dialysiert man ausgiebig gegen PBS und filtriert unter sterilen Bedingungen ab.

Die BR96-F(ab'),-Fragmentpréparationen werden durch Gelpermeations-HPLC, SDS-PAGE und durch ELISA mit der
Humanbrustkrebszellinie 3396 (Oncogen, Seattle, WA) charakterisiert. Die Gelpermeations-HPLC verwendet man zur
Bestimmung der MolekilgroRe der in den F(ab'),-Préparationen enthaltenen Proteine. Reproduzierbare Chromatogramme von
verschiedenen Préparationen weisen darauf hin, dal 75-80% des Proteins F(ab’),-Fragmente sind. Kein Protein konnte im
Bereich héhermolekularen Materials (ganze BR 96-Antikérper oder Proteinaggregate) nachgewiesen werden. Die verbleibenden
20-25% des Proteins werden an Stellen eluiert, die inaktivierten Pepsin und kleineren, an Protein-A nicht-bindenden,
Abbauprodukten entsprechen.

SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen wird zur Bestimmung der MolekiilgréBe im
denaturierten Zustand und zur Bestimmung der strukturellen Anordnung der Proteine in den F(ab'),-Praparationen verwendet.
Eine einzelne Hauptbande an der Position fiir F(ab’), (in etwa 100kdal) ist typischerweise zu beobachten, wobei keine
Kontamination durch den unverinderten monoklonalen Antikérper (Bande bei 150kdal) zu beobachten ist. Banden mit
niedrigerem Molekulargewicht (d. h. kleiner als 100 kdal) fiir inaktiviertes Pepsin und kleineren Abbauprodukten sind
vernachldssigbar. Unter reduzierenden Bedingungen erhdit man die erwarteten Ergebnisse in Form einer Bandendupletts
(Hauptbanden) bei etwa 25kdal, welches von der leichten Kette und dem verbleibenden Fragment der schweren Kette abgeleitet
ist. Es konnte keine Bande fiir die intakte schwere Kette nachgewiesen werden.

Die funktionelle Aktivitat (Bindungsaktivitét) des BR 96 F(ab'),-Fragmentes wurde mit den Daten fiir die intakten BR96-Antikorper
in einem ELISA-Test mit Zellen der Zellinie 3396 als Antigen bestimmt. Die Bindung der intakten BR96-Antikérper oder des
F(ab’),-Fragments an die Zellen wurde mit einem HRP-konjugierten Ziegen-Antimaus -K-Leichte Kette-Reagens bestimmt (vgl.
Fig.13). Auf einer zweiten Platte wurde die Bindung ganzer BR 96-Antikérper und die Bindung des F(ab’),-Fragments unter
Verwendung von HRP-konjugiertem Protein A, welches an die intakten Antikérper, jedoch nicht an die F(ab’),-Fragmente bindet,
verglichen (Fig. 14).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daB BR96 F(ab'); {lot R0201-1663-03, lot 2) Spuren von intaktem BR96-Antikdrper enthalt.
Die Menge dieser Kontamination kann abgeschétzt werden: Sie liegt etwa 8 Dreifachverdiinnungsschritte entfernt von der
vorliegenden F(ab’);-Menge und betrégt etwa 0,01 %. Die anderen F(ab’),-Préparationen (lot R9011-1481-48, lot 1) zeigten keine
nachweisbare Kontamination durch ganze BR96-Antikérper. Dies weist darauf hin, daB die durch BR96 bedingten Wirkungen
durch Bindung der Fab-Region und nicht der Fc-Region erklért werden kénnen,

Zusammengefaft laRt sich sagen, daB die BR96 Fab’),-Priparationen vollkommen frei von kontaminierendem, intaktem BR96
19G sind (bestimmt durch HPLC und SDS-PAGE). Lediglich in einem Fall konnte bei Anwendung der sehr empfindlichen ELISA-
Methode eine Kontamination durch ganze BR96-Antikérper nachgewiesen werden. Diese betrug annghernd 0,01 Gew.-%,
bezogen auf die Menge des vorliegenden F(ab'),-Fragmentes.

Beispiel 9

Herstellung und Charakterisierung von chimarem BR96-Antikérper (ChiBR96)

Der erfindungsgemaBe chimare Maus/Humanantikérper BR96 {,,ChiBR 96”) wird durch zweistufige homologe Rekombination
hergestelit (vgl. Beschreibung in Fell etal., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 86:8507-8511 [1989] sowie in den US- Patentanmeldungen
243873 und 468035, auf welche hiermit in vollem Umfang Bezug genommen wird).

Human Heavy Chain DNA Transfection

Die Maus-Hybridomzellinie BR96, ATCC Nr.HB 10036, welche man gemé&R obiger Beschreibung erhilt (8x 10° Zellen) wird mit
hgamma 1/HC-D (hinterlegt bei der Agricultural Research Service Culture Collection [NRRL], Peoria, lllinois, NRRL No. B18599)
(Fig.15) durch Elektroporation bei 250V, 960 uFd Kapazitétseinstellung in isotonischer phosphatgepufferter Saline (PBS) sowie in
Gegenwart von 30ug/ml des gereinigten 6,2kb Xbal-Restriktionsfragments des Vektors hgamma 1 HC-D transfiziert. Nach 48h
werden die Zellen auf Platten {96 Kammern, 10* Zellen/Kammer) (ibertragen. Die Selektion nach Neo® wird im IMDM-Medium
(GIBCO, Grand Island, NY) durchgefiihrt, welches 10% (v/v) fétales Rinderserum (FBS) und das Antibiotikum Aminoglycosid
G418 (GIBCO) (2,0mg/ml) enthélt.

Nachweis von ausgeschiedenem Human IgG (Hu gamma 1)-Antikérper durch ELISA

Kulturlibersténde werden unter Verwendung eines ,, Sandwich“-ELISA-Tests 2 Wochen nach Transfektion gescreent. Ziegen-
Anti-Human-IgG, Fe-spezifisch (CALTAG, San Francisco, CA) wurde als Einfang-Antikérper verwendet und Ziegen-a-Human-IgG,
Fe-spezifisch, konjugiert mit Meerrettichperoxidase HRP (CALTAG), wurde als Antikérper zum Nachweis von gebundenem
Human-lgG verwendet. Zellen aus HulgG-positiven Kammern werden durch Verdiinnung subkloniert und die verdiinnten Klone
werden mit ELISA zum Nachweis von Human-lgGgamma 1 mit Hilfe des bereits beschriebenen Verfahrens getestet. Diejenigen
Klone, welche Human-lgGgamma 1 enthalten, werden mit ELISA zum Nachweis der Maus -IgG 3- schweren Kette gescreent.
Ziegen-Antimaus-1gG 3 (Southern Biotechnology Assoc., Inc., Birmingham, AL) wird als Einfang-Antikdrper und der Ziegen-
Antimaus-Antikdrper, konjugiert mit HRPO (Southern Biotechnology Assoc., Inc.) wird als Antikérper zum Nachweis des
Maus-IgG 3 verwendet.

Einer der Human-lgGamma 1-positiven Méuse-lgG 3-negativen (Hugamma1*, MuG 37) Klone wird ausgewihit und mit
ChiHBR 96 bezeichnet, Diese chimare ,heavy chain“-Hybridomzellinie (ChiHBR 96) wird auf Antigenspezifitat gegentiber MCF-7-
Zellen getestet. Weiterhin wird durch einen quantitativen ELISA-Test die Expressionsrate von Human-lgG gegeniiber MCF 7-
Zellen bestimmt. Die Zellinie ChiHBR 96 exprimiert anndhernd 20 ug/ml eines Antigen-spezifischen Human-lgG-Antikdrpers.
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Light Chain DNA Transfection

Das ChiHBR96-Hybridom (8% 10° Zellen) wird durch Elektroporation, wie oben beschrieben, transfiziert, wobei jedoch 30 ug/ml
des rekombinanten ., human light chain“-Vektors pSV.gpt/Cyx (NRRL Nr. B18507) verwendet werden. Dieser Vektor enthilt die
immunoglobulinsequenz der Human-leichten Kette (K), ist in Fig. 16 dargestelit und wurde mit Hindlll linearisiert. Nach 48h
werden die Zellen auf Platten (96 Kammern, 10° Zellen/Kammer) iibertragen. Eine Selektion nach gpt wird in einem IMDM-
Medium, welches 10% (v/v) FBS, 15 ug/ml Hypoxanthin, 250ug/mi Xanthin und 2,25 ug/mi Mycophenolséure {MA) enthalt,
durchgefihrt.

Nachweis der Ausscheidung von Human Kappa (Hu K)-Antikdrper durch ELISA

Zwei Wochen nach Transfektion werden Kulturiiberstande mit Hilfe eines , Sandwich“-ELISA-Tests, wie oben beschrieben,
gescreent. Als Einfang-Antikorper werden Ziegen-a-Human-K-Antikérper (CALTAG) und als Antikdrper zum Nachweis von
gebundener Human-K-Kette werden Anti-Human-K-HRPO-Antikérper (CALTAG) verwendet. Kammern, welche Human-K-
Antikérper enthalten, werden durch Verdiinnung subkloniert und die Klone werden mit Hilfe des ELISA-Tests zum Nachweis von
Human-K- oder Mause-K-Ketten gescreent. Als Einfang-Antikdrper werden Ziegen-Anti-Maus-K-Antikorper (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA) und als Antikdrper zum Nachweis von vorliegenden Mause-K-Ketten werden Ziegen-Anti-Maus-K-Antikorper,
konjugiert mit HRPO (Fisher Scientific), verwendet. Einer der Human-K-positiven, Maus-K-negativen Klone (HUK*, MuK™) wird
ausgewihit, um die Antigenspezifitit gegeniiber MCF-7-Zellen und das MaB der Human-lgG-Expression auf MCF-7-Zellen mit
Hilfe eines quantitativen ELISA-Test zu analysieren. Eine Zellinie, die Antigen-spezifisch fir MCF-7-Zellen war und als HulgG*,
MulgG3~, HuK*, MuK™ charakterisiert wurde, wurde ausgewahlt und als chimérer BR 96-Antikérper {Chi-BR 96) bezeichnet.
Die urspriingliche Expression des chimaren BR 96-Antikérpers (Chi-BR96) (heavy chain-und light chain-Antigen-spezifisch)
betrug annahernd 25ug/ml. Nach vier aufeinanderfolgenden Klonierungsdurchgéngen mit dieser Zellinie, durchgefiihrt in
Soft-Agarose mit einem Kaninchen-a-HulgG-Antikérperiiberzug zum Nachweis von Zellen mit der mengenmafig hochsten
Sekretion an chimirem Antikérper (Coffino et al., J. Cell. Physiol., 79:429-440 {1972]), erhilt man eine Hybridomzellinie
(ChiBR96), die etwa 1301g/m! des chiméren Antikérpers ausscheidet. Das Hybridom ChiBR96 wurde bei der ATCC am 23.Mai
1990 hinterlegt und trégt die Hinterlegungsnummer HB 10460.

Bindung von ChiBR96

Die relative Affinitat des ChiBR96-Antikérpers und des Maus-BR96-Antikérper gegentiber dem tumorassoziierten Antigen auf
MCE-7-Zellen wurde mit einem ELISA-Konkurrenzbindungstest (competition binding assay) bestimmt (Hellstrom et al., ,Cancer
Res.”, 50:2449-2454 {1930]).

Hierzu wurde die adhiirente Antigen-tragende Zellinie MCF-7 in Mikrotiterplatten (96 Kammern, 3x 104 Zellen/Kammer)
ausplattiert und bis zur Konfluenz 3-4 Tage geziichtet. Das Wachstumsmedium wird verworfen und die Zellen werden mit 0,5%
Glutaraldehyd in PBS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (100 i/Kammer) 30 min fixiert. Den Glutaraldehyd verwirft man und
wischt die Platten vorsichtig dreimal mit PBS. Die Platten werden anschlieBend mit Bindungspuffer {0,1% BSA in DMEM,

200 pl/Kammer) innerhalb 1 h blockiert und fiir unbestimmte Zeit bei —20°C aufbewahrt. Den Bindungspuffer verwirft man und
gibt in die Kammern die jeweiligen Proben und Standards. Die Platten werden abgedeckt und tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Proben und Standards werden verworfen und die Platten werden dreimal mit PBS gewaschen, Dann gibt man HRP-Konjugat,
verdiinnt in 1% Pferdeserum in PBS zu den Kammern hinzu (100 pl/Kammer) und inkubiert 1 h bei 37°C. Den ELISA-Test
entwickelt man mit 3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) Chromagen (Genetic Systems, Seattle, WA} in Citratpuffer. Die
Farbentwicklung wird mit 3N H,;SO, gestoppt und die Platten werden mit einem Titertek Microplate-Lesegerit bei 450nm
abgelesen. Mit Hilfe dieses Test bestimmt man, wie gut 0,3pg/ml eines biotinylierten ChiBR96-Antikdrpers, entweder mit
unmarkiertem ChiBR96 oder unmarkiertem monoklonalen Mause-BR96-Antikdrper um das Antigen konkurrieren. Der
gebundene biotinylierte ChiBR96-Antikdrper wird mit Avidin-HRPO und unter Verwendung von Standard-ELISA-Reagentien
nachgewiesen,

Wie in Fig. 17 gezeigt, weist ein Uberiappen der beiden Bindungskurven darauf hin, daR die beiden Antikérper die gleiche
Spezifitit und relative Affinitat fiir das Tumorantigen besitzen.

Beispiel 10
Charakterisierung des ChiBR96-Antikérpers und des BR96 F(ab’),-Fragmentes

Zytotoxizitit von unmodifiziertem ChiBR96 und BR96 F(ab’),-Fragment

Suspendierte, lebende Zeflen von BR96-Antigen-positiven Karzinomzellinien 3396, 2987 und MCF-7 werden mit ChiBR96 und
BR96 F(ab'),-Fragmenten, hergestelit gemaR Beispiel 8 und 9, zur Bestimmung der Zytotoxizitat dieser Antikdrper im Vergleich
zum erfindungsgemafen monoklonalen BR96-Antikdrper behandelt. Die Zytotoxizitattests werden mit Hilfe des FACS-Tests
gemiB Beispiel 4 durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in den Fig. 18 bis 20 dargestelit. Es ist jeweils der
Prozentsatz abgetoteter Zellen gegen die Antikérperkonzentration in ug/ml aufgetragen.

Die Fig. 18 und 20 zeigen, daR der chimire BR96-Antikdrper und die F(ab’),-Fragmente von BR96 1gG 3 hinsichtlich ihrer Toxizitét
gegeniiber 3396-Zellen und MCF-7-Zellen mit dem monoklonalen BR96-Antikdrper vergleichbar sind. Die Fig. 19 zeigt, dalt der
zytotoxische Effekt gegeniiber 2987-Zellen sehr viel geringer ist als gegeniiber anderen Brustkarzinomzellen (Fig. 18 und 20). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, daB ein héheres Bindungsverhiltnis (Tabelle Il} fir die abtotende Wirkung dieser Antikérper
entscheidend ist und/oder daf verschiedene Tumorzellen eine unterschiedliche Sensitivitit gegeniiber der abtotenden Wirkung
dieser Antikérper besitzen. Diese Ergebnisse zeigen auch, daB der ChiBR96-Antikorper und die F(ab'),-Fragmente selbst, d.h.in
unkonjugierter Form, zytotoxisch sind. Sie veranschaulichen auerdem, daB die Zytotoxizitat des BR 96-Antikérpers unabhéngig
von der Fc-Region ist.

Internalisierung von ChiBR36

Die Internalisierung des ChiBR96-Antikdrpers in Karzinomzellen wird mit der Internalisierung des monokionalen Antikdrpers
BR96 verglichen. Die Antikérper werden mit dem Ricin-A-Kettentoxin zur Ausbildung des Immunotoxins ChiBR96-RA (14
Ricin-A-Ketten je Antikdrpermolekiil} und des Immunotoxins BR96-RA (1-2 Ricin-A-Ketten je Antikdrpermolekiil) konjugiert. Die
Internalisierung durch die Karzinomzellinien 3396 und 3630 wird mit Hilfe des Thymidin-Aufnahme-Inhibitionstest geméB
Beispiel 3 beschrieben.
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In den Fig.21 und 22 sind graphische Auftragungen der prozentualen Inhibition des Thymidin-Einbaus gegen die
Immunotoxinkonzentration fiir jede getestete Zellinie gezeigt. Fig.21 zeigt die prozentuale Inhibition des Thymidin-Einbaus
durch Zellen der Brustkarzinomzelline 3396 nach Internalisierung von ChiBR96-RA und BR96-RA, Wie aus aus der Auftragung
hervorgeht, wird ChiBR 96 in dhnlicher Weise wie BR96 internalisiert und erscheint ebenso wirksam wie BR 96 beim Abtdten von
Tumorzellen zu sein. Ahnliche Ergebnisse erhilt man mit der Brustkarzinomzellinie 3630 (Fig. 22).

ADCC-Aktivitiat des ChiBR96-Antikarpers

Die Bestimmung der ADCC-Aktivitat von ChiBR96 erfolgt gemaR Beispiel 5 unter Verwendung der folgenden Zellinien:
Brustkrebszellinien 3396, 3630 und 3680 (Oncogen, Seattle, WA) und MCF-7 (ATCC Nr. HTB22); Ovarialkrebszellinie 3633-3
{Oncogen, Seattle, WA); und Lungenkrebszellinien 2987, 3655-3 und 2981 (Oncogen, Seattle, WA). Die Ergebnisse sind in
Tabelle lll fir verschiedene Antikérperkonzentrationen zusammengefaft.

Tabelle Il
ADCC-Aktivitat von ChiBR96

Zellinien Antikdrper NK 10 1 Antikérperkonzentration
{ug/ml)
0,1 0,01 0,001
Brustkrebs
3396 BR96 28 86 74 58 27 25
ChiBR96 88 79 60 34 26
MCF-7 BR96 16 82 69 54 17 . 15
ChiBR96 90 82 57 25 17
MCF-7 BR96 22 73 63 48 22 22
ChiBR96 76 70 57 33 26
3630 BR 96 30 69 64 42 30 34
ChiBR 96 69 56 42 36 36
3680 BR96 13 73 67 58 34 38
ChiBR96 70 Al 61 39 30
Ovarialkrebs
3633-3 BR96 20 92 90 64 28 23
ChiBR96 88 88 54 43 29
Lungenkrebs
2987 BR96 1 51 57 41 9 7
ChiBR96 69 65 51 28 15
3655-3 BR96 4 49 37 0 0 0
ChiBR96 39 35 12 6 5
2981 BR96 3 4 3 3 4 5
ChiBR96 5 4 3 4 4

Die Ergebnisse von Tabelle lll fiir verschiedene Antikdrperkonzentrationen weisen darauf hin, daR ChiBR 96 die ADCC-Aktivitat
in hnlichem Mafle wie BR 96 vermittelt. Die ADCC-Aktivitat kann bei Antikérperkonzentrationen beobachtet werden, die
geringer sind als diejenigen Werte, bei denen der ChiBR 96-Antikorper selbstzytotoxisch wirkt. Wir der BR 96-Antikérper bei den
getesteten Konzentrationen alleine als Kontrolle verwendet, so ist keine Wirkung (0%ige Abtétung) zu beobachten. Die ADCC-
Aktivitdt kann nur bei Zellinien beobachtet werden, welche den BR 96-Antikérper binden.

Vermittlung der Complement-Mediated Cytotoxicity durch ChiBR 96

Die Bestimmung der Féhigkeit von ChiBR 96 zur Abtdtung von Tumorzellen in Gegenwart von Humanserum als
Komplementquelle (CDC) wird gemaR Beispiel 6 unter Verwendung der Brustkrebszellinien 3396, MCF-7, 3630 und 3680, der
Ovarialkrebszellinie 3633-3 und der Lungenkrebszellinien 3655-3, 2987 und 2981 durchgefiihrt. Tabelle IV zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle tV
CDC-Aktivitat von ChiBR 96
Zellinien Antikorper Antikérperkonzentration
{ng/ml)
10 1 0,1 0,01
Brustkrebs
3396 BR96 100 a9 78 13
ChiBR 96 86 92 13 2
MCF-7 BR96 94 100 63 2
ChiBR96 92 83 1 0
3630 BR96 94 100 82 9
ChiBR 96 86 86 33 9
3680 BRS6 100 100 19 7
ChiBR96 87 100 5 9
Ovarialkrebs
3633-3 BR96 98 98 21 0
ChiBR 96 100 100 26 1
Lungenkrebs
3655-3 BR96 91 22 0 0
ChiBR 96 46 3 0 0
2987 BR96 100 100 1 0
ChiBR 96 100 43 0 0
2981 BR96 0 3 3 2
ChiBR 96 1 1 2 10

Wie in Tabelle IV gezeigt, erhélt man fiir ChiBR96 einen mit BR96 vergleichbaren zytotoxischen Effekt (CDC) in Gegenwart von
Komplement-haltigem Humanserum. BRS6 und ChiBR96 wirken bei keiner Konzentration zytotoxisch. Humanserum zeigte
ebenfalls keine zytotoxische Aktivitét.

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse weisen darauf hin, daB die erfindungsgemafen ganzen BR96-Antikdrper und die chlmaren
Antikérper in Karzinomzellen, an welche sie binden, internalisiert werden, in unmaodifizierter Form selbst zytotoxisch sind und
eine ADCC- und CDC-Aktivitat gegentiber Zellen besitzen, die eine groBere Menge des Epitops exprimieren.

Beispiel 11

Bestimmung von BR96-Antikorpern in vivo

Das therapeutische Potential der erfindungsgemaBen unmodifizierten BR96-Antikorper zur Behandlung von Tumoren wird in
einer Reihe von Experimenten unter Verwendung von Humantumor-Xenotransplantaten (xenografts) in nackten Mausen
bestimmt. Zusétzlich wurden bestimmte Parameter untersucht, die einen Einfluf auf die Wirksamkeit von BR96 als
Antitumormittel haben kdnnten. Diese Parameter sind: Maf der Antigenexpression auf den Tumor-Zielzellen, Zeit zwischen
Tumorimplantation und Beginn der Therapie sowie Dosiseffekte.

In sémtlichen In-vivo-Experimenten wird der jeweiligen Anzahl von Balb/c nu/nu-Miusen (Harlan Sprague Dawley, Indianapolis,
IN) entweder die Humanlungenadenokarzinomzellinie H2987- oder H2707-Tumorlinie implantiert. Zellen dieser Tumorlinien
werden in vitro gezlichtet, geerntet, gewaschen und vor der subkutanten (s. c.) Implantation von 10 Millionen Zellen in die
Hinterflanke der Maus in PBS resuspendiert. Diese Mause werden wahllos in kleinere Gruppen von jeweils 8-10 Miusen
aufgeteilt.

Um die Chance zur Beobachtung eines Antitumoreffekts von BRS6 zu erhdhen, wobei der Antikérper die
Tumorimplantationsstelle in jedem Fall zu lokalisieren hat, wird mit der Therapie 24h nach der Tumorimplantation am Tag 2
begonnen. BR 96 sowie monoklonale Kontrollantikérper werden in gleicher Dosis und nach gleichem Schema verabreicht,
obwoht! der Therapiebeginn in einzelnen Zellen unterschiedlich war. Die Behandiungsdosis wird in 0,2mi PBS intravends (i. v.)
iiber die Schwanzvene der Maus verabreicht. Normalerweise werden in einem Rhythmus von jeweils 3 Tagen fiinf Injektionen
auf einmal verabreicht (Q3DX5). Zwei zusatzliche Injektionen werden am Tag 19 und 21 nach Implantation des H 2987-Tumors
im Ausgangsexperiment verabreicht.

Antitumoreffekt von BR96-Antikérper gegeniiber 2987- und 2707-Tumoren
Die Tumorvolumina werden bei jedem Tier wéchentlich durch Messung, beginnend am 18. Tag nach der Implantation bestimmt.
Die Tumorvolumina werden aus der Messung der Tumorldnge und der senkrechten Breite gemaR folgender Formel bestimmt:

Tumorvolumen = gréBte Lange x (senkrechte Breite im Quadrat/2)

Gruppen-Mittelwerte werden berechnet und gegen die Zeit nach Tumorimplantation aufgetragen.

In dem in Fig. 23 gezeigten Ausgangsexperiment fiihrt eine Behandiung mit BR96 zu hochsignifikanten Antitumoreffekten
gegeniiber der H2987-Zellinie. BR 64, welcher ebenfalls bindet und von diesen Zellen internalisiert wird, verwendet man als
negative Kontrolle. Dieser Antikdrper zeigt, wenn tiberhaupt, nur einen sehr geringen Effekt im Vergleich zu der PBS-behandelten
Kontroligruppe.

In Tabelle V sind die Einfliisse auf die jeweiligen Tumoren am Ende der Behandlung in diesem ersten Experiment
zusammengefalit.
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Tabelle V
Wirkungen der Behandlung mit unmodifiziertem BR$6 durch Start zu verschiedenen Zeitpunkten nach H2987-Implantation

Experiment 1 Tag 28

Gruppe Monoklonale Tumorantwort
Antikorper ~ volistdndig teilweise stabil Progression
1 BR96 2 0 3 5
2 BR64 0 0 1 9
3 PBS 0 0 0 10

Lediglich eine Behandlung mit dem BR96-Antikérper fithrt zu einem vollstandigen Verschwinden des Tumors. Zwei Tiere dieser
Gruppe waren tumorfrei und drei weitere Tiere zeigten eine Wachstumsbeendigung ihrer Tumoren aufgrund der Behandlung
mit BR96-Antikdrper. Die beiden tumorfreien Mause blieben tumorfrei im Verlauf des Experimentes.

Antitumoreffekt von BR96-Antikdrper auf bestehende Tumoren

Eines der endgliltigen Ziele einer Tumortherapie ist eine wirksame Behandiung von bestehenden und wachsenden Tumoren.
Um zu untersuchen, ob BR96 einen Antitumoreffekt auf bestehende Tumoren besitzt, wurden die Lungenadenokarzinom-
Tumorzellinien H2987 und H2707 als Xenotransplantate in nackten Mausen verwendet. Da diese beiden Tumorzellinien zu
einem fiihibaren Tumor innerhalb von 8 Tagen nach Verabreichung von 10 Millionen Zellen (s. c.) fahren, ermdoglicht eine
Verzégerung des Behandlungsbeginns die Bereitstellung eines Verfahrens zur Untersuchung von Antitumoreffekten auf
bestehende Tumoren.

Um die Wirksamkeit von unmodifiziertem BR 96 weiter zu untersuchen, wurden mehrere Experimente durchgefiihrt, bei denen
der Behandlungsbeginn um 5 oder 8 Tage nach subkutanter Tumorimplantation verzdgert wurde. Durch den verzégerten
Behandlungsbeginn kénnen sich die Tumorzellen zu Tumoren entwickeln. Hierdurch erhilt man ein Tiermodell, das schwieriger
zu handhaben ist, aber einer realistischeren Wiedergabe der klinischen Situation entspricht.

Das Behandlungsprotokoll istin Tabelle Vi wiedergegeben. Drei Gruppen von 10 Miusen werden mit BR 96-Antikorper,
beginnendzu den in dieser Tabelle angegebenen Zeiten, behandelt. Kontroliméuse erhielten entweder FA6 oder BPS, beginnend
mit Tag 2. FA6 ist ein Maus-IgG; gegen ein bakterielles Antigen, das in Sé&ugetieren nicht gefunden wird und dient als ein
isotypdhnlicher, nicht-bindender monoklonaler Antikérper zur negativen Kontrolle.

Tabelle V1

Wirkung einer Behandlung mit unmodifiziertem BR96, beginnend zu verschiedenen Zeiten nach Implantation von H2987 oder
H2702

Behandlungsprotokoll

Gruppe MAb Schema/Verab- Dosis Tage derInjektion
reichungsart

1 BR96 Q3DX5i.v. 1mg 2,5,8,11,14

2 BR96 Q3DX5i.v. 1mg 5,8,11,14,17

3 BR96 Q3DX5i.v. 1mg 8,11,14,17,20

4 FA6 Q3DX5i.v. 1mg 2,5,8,11,14

5 PBS Q3DX5i.v. 0.2ml 2,5,8,11,14

Die Ergebnisse dieses Behandlungsprotokolls sind fiir die H2987- und H2707-Tumorzellinien in Fig.24 zusammengefafit, wobei
die Anzahl der Tiere ohne Tumor in Abhangigkeit vom Zeitpunkt des Behandlungsbeginns aufgetragen ist. Das Fehlen eines
Tumors, definiert durch das Fehlen eines tastbaren Tumors, wird am Ende der Behandlung fiir jede Gruppe bestimmt. Die Tage
zur Bestimmung der Tumorabwesenheit sind verschieden, da die Behandlung zu verschiedenen Zeiten nach Tumorimplantation
begonnen wurde.

Eszeigte sich, daR ein friiher Behandlungsbeginn deutlich wirksamer ist und daB die Wirksamkeit mit zunehmender Verzdgerung
des Behandlungsbeginnes abnimmt. Da eine Verzégerung des Behandlungsbeginnes ein gréBeres Wachstum und Festsetzung
des Tumors erméglicht, wird eine Behandlung gréBerer und besser ausgebildeter Tumoren bei spatem Behandlungsbeginn
zunehmend erschwert.

Die Ergebnisse zeigen, daR BR96 einen Antitumoreffekt gegenliber zwei verschiedenen Tumorzellinien zeigt. Antitumoreffekte
erhélt man nur bei den drei mit BR96-Antikdrper behandelten Gruppen, wéhrend in Tieren, welche entweder mit FA6 oder PBS
als Kontrolle behandelt wurden, keine Antitumoreffekte gezeigt werden konnten,

Es ist weiterhin signifikant, daR die Unterschiede in der Wirksamkeit gegeniiber ausgepragteren Tumoren bei der Tumorzellinie
H2707 groBer sind, da diese eine hdhere Antigenexpressionsrate besitzt, Die Beobachtung, daB H2707 auf eine BRS6-Therapie
stérker anspricht als H2987 stimmt mit der Annahme (iberein, daf3 die durch die Tumorzelle exprimierte Antigenmenge die
Wirksamkeit der BR96-Behandlung beeinfluBt. Die oben erwahnten Daten machen deutlich, daB BR96 einen Antitumoreffekt
gegeniiber bestehenden Tumaren besitzt.

Dosiseffekte des BR96-Antikérpers

In einem anderen Experiment wurden die Dosiseffekte von BR96 gegentiber der H2707-Tumorzellinie untersucht. In diesem
Experiment wird BR96 in halblogarithmisch abnehmenden Mengen von 1mg/Dosis bis 0,032mg/Dosis verabreicht. Die
mittleren Tumorvolumina werden fiir die Testgruppen gegen die Zeit nach Tumorimplantation aufgetragen (Fig.25). Den
Kontrolltieren wird lediglich die héchste Dosis des monoklonalen Antikdrpers FA6 (1 mg/Dosis) verabreicht. Bei diesen
Kontrolitieren konnte kein Antitumoreffekt nachgewiesen werden, wihrend ein dosisabhéngiges Ansprechen in dem gewihlten
Dosisbereich bei Verabreichung des BR96-Antikérpers beobachtet werden konnte.
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Antitumoreffekte von F(ab’),-Fragment und chimarem BR96

Es werden zusitzlich Antitumoreffekte des F{ab’), BR96-Fragmentes untersucht, um zu bestimmen, ob die in vivo beobachteten
Antitumoreffekte durch den Fc-Teil bewirkt werden oder ob die tatsichliche Bindung an den Tumor und die anschlieRende
Internalisierung zur Abtétung der Zellen (wie durch In-vitro-Experimente gezeigt) ausreicht. Die Dosis fiir das F(ab"),-Fragment
betrug 0,66 mg/Dosis unter Verwendung des gleichen Verabreichungsschemas wie fiir ganze BR96-Antikorper. Diese Dosis
entspricht dem ungefdhren molaren Aquivalent der Bindungsregion, verglichen mit 1,0 mg/Dosis ganzer IgG; BR96-Antikérper.
Fig. 26 zeigt eine Auftragung des mittleren Tumorvolumens in Abhéngigkeit von der Zeit nach Tumorimplantation fiir die mit
dem Antikérperfragment behandelte Gruppe. Der Auftragung kann ein deutlicher Antitumoreffekt entnommen werden. Dieser
Effekt ist jedoch weniger deutlich ausgeprégt als bei ganzen Antikérpern. Die Effekte sind am stérksten ausgeprégtinder friihen
Phase im AnschluR an den Behandlungsbeginn.

Chimiare BR96 Antikdrper werden in diesem Experiment ebenfalls auf sinen Antitumoreffekt untersucht. Eine mittlere Dosis von
0,32 mg/Dosis wurde hierzu fiir den chimiren monoklonalen Antikérper (Mab) ausgewihit. Die mittleren Tumorvolumenwerte
fiir die betreffende Gruppe von Mausen sind ebenfalls in Figur 26 dargestellt. Eine Behandlung mit chimérem Antikbrper BR 96
war wirkungsvoller als eine Behandlung mit einer vergleichbaren Dosis des Maus-BR 96 IgGj. Dies wird in Figur 27 weiter
verdeutlicht, der zu entnehmen ist, daB in sechs von acht Mdusen, welche mit dem chimaren BR96 behandelt wurden, keine
Tumoren nach AbschluB der Behandlung mehr fiihibar waren.

Die in Figur 27 dargestellten Ergebnisse einer Uberpriifung individueller Tumoren zeigen, daB8 nach AbschiuR der Behandliung
ein eindeutiger Dosis-Effekt iiber die Anzahl derjeniger Tiere bestimmbar ist, die nach einer Behandlung mit abnehmenden
Mengen von kompletten IgG; BR96-Antikérpern (1,0-0,1 mg/Dosis) frei von Tumoren waren. Uberraschenderweise fiihrten
Behandiungen mit 0,032 mg/Dosis, bzw. 0,32 mg/Dosis zu vergleichbaren Antitumor-Effekten. Dies kdnnte dadurch bedingt sein,
daR die Menge der durch die Behandlung abgetdteten Zellen im Tumor ziemlich nahe im Bereich der minimalen Menge liegt,
welche zum Fortschreiten des Tumorwachstums erforderlich ist.

Drei von acht Tieren, welche mit dem Flab),-Fragment behandelt wurden, waren nach der Behandlung frei von abtastbaren
Tumoren. Der Fe-Teil ist daher fiir die In-vivo-Antitumor-Effekte des Antikérpers nicht unbedingt erforderlich, obwohl dieser Teil
die tumorinhibierenden Eigenschaften von BR96, insbesondere in immunokompetenten Tieren, verbessern solite.

Die oben angegebenen Ergebnisse verdeutlichen, daf unmodifizierte BR96-Antikdrper in vivo wirksame Antitumormittel gegen
Tumorzellinien darstellen. Dariiber hinaus zeigen die BR96-Antikérper einen Effekt gegeniiber wachsenden Tumorenim
Anfangsstadium oder im fortgeschrittenen Stadium. Es gibt auBerdem Hinweise darauf, daf eine héhere Antigendichte auf der
jeweiligen Tumorzellinie eine vermehrte AbtStung dieser Zellen durch BR96 bewirkt. Es wurde gezeigt, daB jede Form des
monoklonalen Antikérpers (d. h. chimére Antikérper, volistandige 19Gs-Méuseantikérper oder F(ab');-Fragmente) wirksame
Antitumormittel sind. Eine zeitige Behandlung sowie eine erhdhte Dosis sind bevorzugt.

Beispiel 12

Lokalisation und Biodistribution der BR36-Antikérper

Radioiodierte monoklonale BR96-Antikérper, verabreicht in Dosen gemaR den in Beispiel 11 beschriebenen
Therapieexperimenten, werden zur Bestimmung der charakteristischen Biodistribution verwendet. Insbesondere werden
vollstandige 1gG; BR96-Antikorper, chimére Antikdrper oder Fab’), Fragmente zusammen mit geeigneten Kontrollen
{volistindige monoklonale Antikérper Fa6, chimére Antikdrper 96.5, 96.5 F(ab’),-Fragmente) zur Lokalisation von Tumoren in
verschiedenen Organen verwendet.

Vor Durchfithrung der Lokalisationsexperimente werden in die Versuchstiere Tumorzellen gemaR den Therapiestudien des
Beispiels 11 injiziert. Man laBt jedoch diese Tumoren etwa zwei Wochen in den Tieren wachsen. Wihrend dieser Zeit werden
100pg BR96-Antikérper oder ein Fragment davon mit '} unter Verwendung von 10 g lodogen innerhalb von 10 Minuten bei
Zimmertemperatur (gemaB Anleitung des Herstellers) radiomarkiert. Kontrollantikérper oder entsprechende Fragmente werden
mit Hilfe des gleichen Verfahrens mit '*'l markiert. Diese radioiodierten Antikérper werden mit den entsprechenden
nichtmarkierten Antikérpern verdinnt und auf Dosiswerte eingestellt, welche in den Therapieexperimenten angewandt wu rden.
Die spezifischen und die nichtspezifischen Antikérper werden anschlieBend vermischt und zusammen intravends {i. v.) iber die
Schwanzvene den Miusen verabreicht. Zu bestimmten Zeiten werden Méiuse den Gruppen wahllos entnommen und
anisthetisiert. Man entfernt das Blut (iber den Plexus orbitalis und tétet die Tiere. Man entnimmt verschiedene Gewebe, wiegt
diese und ziihlt die Proben in einem Gamma-Zihler der zwischen den beiden Radioisotopen des lods unterscheidet. Aus diesen
Daten bestimmt man den Prozentsatz bezogen auf die injizierte Dosis sowie den Prozentsatz bezogen auf die injizierte Dosis je
Gramm.

In Tabelle VIl sind die akkumulierten Daten von 24 Mefpunkten nach Verabreichung zusammengefaf3t.

Tabelle VII

Zusammenfassung des Biodistributions-Experiments

Anti- Dosis Tumor- Blut Tumor Leber Milz Niere Lunge
kdrper {mg) zellinie

BR96-G; 1,0 H2987 10,2 6,8 2,2 1,9 34 4,7
FA6 1,0 6,3 2,1 2,1 1,6 2,4 3.2
BR96-G3 0,3 H2707 9,0 7,0 1,8 1,6 2,7 3,7
FA6 0,3 59 2,7 2,0 1.8 2,2 2,8
ChiBR96 0,32 H2707 7.2 8,2 1,4 16 2,0 35
Chi96.5 0,32 75 2,3 1,8 1.6 1,9 3,5
Flab’),

BR96 0,65 H2707 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3

96.5 0,65 <0,3 <03 <0,3 <03 <0,3 <0,3
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Das einzige Gewebe, dafd signifikante Unterschiede zwischen spezifischen und nichtspezifischen Antikérpern zeigt, ist das
Tumorgewebe. Alle anderen untersuchten Gewebe zeigen eine annihernd gleiche Aufnahme von spezifischen und
nichtspezifischen Antikérpern. Eine mégliche Ausnahme sind die erniedrigten Blutwerte fiir den nichtspezifischen Antikérper
Fa6. Dies ist ein Hinweis auf eine beschleunigte Blutklarung fiir diesen Antikérper. Der Unterschied zwischen spezifischen und
unspezifischen Antikérpern im Tumor ist jedoch gréRer als der Unterschied in den Blutwerten zwischen Fa6- und BR96-
Antikorper.

Die Daten von Tabelle VIl zeigen auRerdem, da® der prozentuale Anteil der in dem jeweiligen Organ vorliegenden Dosis
unabhéngig von der verabreichten Dosis konstant ist. Dies wiirde bedeuten, daf3 mengenmaBig mehr Antikdrper im Bereich des
Tumors vorhanden sind, wenn eine hihere Dosis verabreicht wird. AuBerdem gibt es keinerlei offensichtliche Unterschiede
zwischen den beiden Tumorzellinien hinsichtlich des Verhéitnisses von spezifischer zu unspezifischer Aufnahme.

Tabelle Vil zeigt auerdem, daR das F(ab’),-Fragment mit sehr viel héherer Geschwindigkeit als 1gG; oder der chimire BR96-
Antikdrper aus dem Tier entfernt werden. Dies kénnte die Verminderung der Wirksamkeit des Fragmentes im Vergleich zu
Therapieexperimenten mit ganzen Antikdrpern erkliren, Jeder durch das Fragment bedingte Antitumor-Effekt muR daher sehr
schnell und innerhalb einer kurzen Zeitspanne noch vor dererneuten Freisetzung erfolgen.

ChiBR96 wird in vergleichbarer Menge wie IgG; lokalisiert. GroRere Mengen sind im Vergleich zum chimiren Kontrollantikérper
lediglich im Tumor vorhanden. Dies weist darauf hin, daR jede Wirkungszunahme des chiméaren Antikdrpers im Vergleich zum
Maus-BR96-1gGs-Antikorper durch die Substitution mit menschlicher konstanter Region bedingt wird. Ebenso wichtig ist, dal
eine Substitution mit menschlicher konstanter Region die Fahigkeit des chimiren Antikdrpers, sich im Bereich des Tumors
anzuh&ufen, nicht zu beeinflussen scheint oder dessen Biodistribution gegenteilig beeinflut.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die IgGs- und die chimére Form von BR96 zur spezifischen Anh&dufung im Bereich
des Tumors beféhigt sind. Dariiber hinaus konnten Anhidufungseffekte sowie therapeutische Effekte in diesen vorlaufigen
Studien bei vergleichbaren Dosen gezeigt werden. Ein indirekter Hinweis auf die Lokalisation der F(ab'),-Fragmente konnte liber
die Antitumoraktivitéit dieser Fragmente mit Hilfe der Therapieexperimente erhalten werden. Diese Aktivitat muB vor Ablaufvon
24 Stunden auftreten.

Die vorliegende Beschreibung befaRt sich mit besonderen Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung. Es bleibt zu
erwdhnen, daB Variationen und Modifikationen durchgefiihrt werden kénnen, welche zum Gegenstand der vorliegenden
Erfindung gehdren. Der Gegenstand der vorliegenden Erfindung wird daher eher durch die beiliegenden Anspriiche als durch
die speziellen Ausfihrungsbeispiele wiedergegeben. '
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