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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver-
wendung eines anti-Interleukin-6-Rezeptor (an-
ti-IL-6R)-Antikorpers als Wirkbestandteil in einem
praventiven (vorbeugenden) oder therapeutischen
Mittel gegen Pankreatitis (Bauchspeicheldrisenent-
zindung).

Stand der Technik

[0002] IL-6 ist ein Zytokin, das auch als B-Zellen sti-
mulierender Faktor 2 (BSF2) oder Interleukin B2 be-
zeichnet wird. IL-6 wurde als Differenzierungsfaktor
gefunden, der an der Aktivierung von B-lymphati-
schen Zellen beteiligt ist (T. Hirano et al., Nature
(1986) 324, 73-76). Danach wurde aufgefunden,
dass es ein multifunktionelles Zytokin ist, das ver-
schiedene Zellfunktionen beeinflusst (S. Akira et al.,
Adv. in Immunology (1993) 54, 1-78). Von IL-6 ist be-
richtet worden, dass es die Reifung von T-lymphati-
schen Zellen induziert (M. Lotz et al., J. Exp. Immu-
nol. (1988) 167, 1253-1258).

[0003] IL-6 Ubertragt seine biologische Aktivitat
durch 2 Typen von Proteinen auf die Zellen. Der eine
ist IL-6-Rezeptor, ein Ligand-Bindungsprotein mit ei-
nem Molekulargewicht von ca. 80 kD, an das IL-6 ge-
bunden wird (T. Taga et al., J. Exp. Med. (1987) 166,
967-981; K. Yamasaki et al., Science (1987) 241,
825-828). IL-6-Rezeptor kommt nicht nur in der
Membran-gebundenen Form, die durch die Zellmem-
bran dringt und auf ihr exprimiert wird, sondern auch
als l6slicher IL-6-Rezeptor vor, der hauptsachlich aus
der extrazellularen Region besteht.

[0004] Der andere Typ ist ein Membran-gebunde-
nes Protein gp130 mit einem Molekulargewicht von
ca. 130 kD, das an einer Nicht-Ligand-bindenden Si-
gnallbertragung beteiligt ist. IL-6 und IL-6-Rezeptor
bilden einen IL-6/IL-6-Rezeptor-Komplex, der, nach
Bindung an gp130, seine biologische Aktivitat auf die
Zelle Ubertragt (T. Taga et al., Cell (1989) 58,
573-581).

[0005] Ein IL-6-Antagonist ist eine Substanz, die die
Ubertragung biologischer Aktivitit von IL-6 inhibiert.
Als IL-6-Antagonisten sind bisher gegen IL-6 gerich-
tete Antikorper (anti-IL-6-Antikorper), gegen IL-6-Re-
zeptor gerichtete Antikorper (anti-IL-6-Rezeptor-Anti-
korper), gegen gp130 gerichtete Antikorper (an-
ti-gp130-Antikdrper), verandertes IL-6 und partielle
Peptide von IL-6 oder IL-6-Rezeptor bekannt gewe-
sen.

[0006] Anti-IL-6-Rezeptor-Antikdrper ist in verschie-
denen Berichten beschrieben worden (D. Novick et
al., Hybridoma (1991) 10, 137-146, Y. Huang et al.,

Hybridoma (1993) 12, 621-630, WO 95/09 873, FR 2
694 767, US 521 628). Humanisierter PM-1-Antikor-
per ist bekannt gewesen, der durch Pfropfung der die
Komplementaritat bestimmenden Region (comple-
mentarity determining region = CDR) von einem von
ihnen, einem Maus-Antikérper PM-1 (Y. Hirata et al.,
J. Immunology (1989) 143, 2900-2906) auf einen
Mensch-Antikorper erhalten wurde (WO 92/19 759).

[0007] Pankreatitis ist eine Entziindungskrankheit,
wobei die Aktivierung pankreatischer Enzyme eine
Autolyse in Bauchspeicheldriisengeweben verur-
sacht. Es hat Berichte gegeben, dass die in den peri-
pheralen einkernigen Blutzellen erzeugte IL-6-Menge
bei Patienten mit Pankreatitis signifikant hoch im Ver-
gleich mit gesunden normalen Menschen und die
IL-6-Produktion aus peripheralen einkernigen Blut-
zellen in Fallen akuter Pankreatitis mit systemischen
Komplikationen im Vergleich mit denjenigen mit kei-
nen Komplikationen hoch ist (A. C. de Beaux et al.,
Brit. J. Surgery 83, 1071-5, 1996). Da ferner Blutge-
haltsmengen von IL-6 héher als weitere Parameter in
strengen Fallen akuter Pankreatitis sind und friiher
reagieren, sind diese als Prognoseindikator fur die
Strenge von Pankreatitis erachtet worden (T. Inagaki
et al., Pancreas 14, 1-8, 1997).

[0008] Es ist angenommen worden, dass IL-1 und
TNF eng mit den Krankheitszustanden korrelieren
und Mause, denen Rezeptoren zu beiden Zytokinen
fehlen, nicht an ernsthaften Krankheitsbedingungen
leiden und eine deutlich abgesenkte Sterblichkeitsra-
te zeigen (W. Denham et al., Gastroenterology, 113,
1741-6, 1997). Versuche sind unternommen worden,
Pankreatitis mit diesen Inhibitoren in Tier-Modellen
zu behandeln (J. Norman et al.,, Surgery, 117,
648-655, 1995; C. B. Hughes et al., American J. Sur-
gery, 171, 274-280, 1996; J. Norman et al., Surgery,
120, 515-621, 1996).

[0009] Allerdings hat es bisher keine Versuche ge-
geben, die biologische Aktivitat von IL-6 mit IL-6-An-
tagonisten wie mit anti-IL-6-Rezeptor-Antikdrpern bei
Pankreatitis spezifisch zu unterdriicken, und es ist
nicht bekannt gewesen, dass IL-6-Antagonisten wie
anti-IL-6-Rezeptor-Antikorper therapeutische Effekte
auf Pankreatitis (Bauchspeicheldrisenentziindung)
auslben.

Offenbarung der Erfindung

[0010] Durch die vorliegende Erfindung wird die
Verwendung eines anti-Interleukin-6-Rezeptor (an-
ti-IL-6R)-Antikorpers zur Herstellung eines praventi-
ven oder therapeutischen Mittels gegen Pankreatitis
(Bauchspeicheldrisenentziindung) angegeben.
Ebenfalls wird die Verwendung eines anti-IL-6R-Anti-
korpers zur Herstellung eines Mittels zur Unterdri-
ckung von Pankreas6demen bei Pankreatitis ange-
geben.
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[0011] Der in der Erfindung verwendete Antikdrper
ist bevorzugt ein monoclonaler Antikdrper, der gegen
den IL-6-Rezeptor gerichtet ist. Der monoclonale An-
tikdrper kann einer sein, der gegen einen
Mensch-IL6-Rezeptor (z.B. PM-1-Antikérper) oder
gegen einen Maus-IL-6-Rezeptor (z.B. MR16-1-Anti-
korper) gerichtet ist; er kann ein rekombinanter Anti-
korper, der gegen IL-6-Rezeptor gerichtet ist, vor-
zugsweise einer mit konstanter Region (C-Region)
eines Mensch-Antikdrpers sein. Der in der Erfindung
verwendete Antikdrper kann ein chiméarer oder huma-
nisierter Antikérper, der gegen IL-6-Rezeptor gerich-
tet, z.B. ein humanisierter PM-1-Antikérper sein.

[0012] Das durch die Verwendung der Erfindung er-
zeugte Mittel wirkt gegen akute oder chronische Pan-
kreatitis. Diesbeziiglich sind akute oder chronische
Pankreatitis z.B. strenge oder milde Pankreatitis.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0013] Fig.1 zeigt, dass eine Caerulein-Verabrei-
chung Bauchspeicheldrisenddeme verursacht, die
ein erhdhtes Gewicht der Bauchspeicheldrise in
IL-6-transgenen Mausen im Vergleich mit normalen
Mausen ergeben. Sie zeigt auch, dass der obige Ef-
fekt durch die Verabreichung von anti-IL-6R-Antikor-
per unterdriickt wird.

[0014] Fig. 2 ist ein Mikrofoto des Bauchspeichel-
drisengewebes einer Normalmaus, die akute Pank-
reatitis durch Caerulein-Verabreichung entwickelte.

[0015] Fig. 3 ist ein Mikrofoto des Bauchspeichel-
drisengewebes einer IL-6-transgenen Maus, die
akute Pankreatitis durch Caerulein-Verabreichung
entwickelte.

[0016] Fig. 4 ist ein Mikrofoto des Bauchspeichel-
drisengewebes einer IL-6-transgenen Maus, die
akute Pankreatitis durch Caerulein-Verabreichung
entwickelte und gleichfalls MR16-1 empfing. Im Ver-
gleich zur Caeruleininduzierten Pankreatitis bei der
Normalmaus in Fig.2 ist die Caeruleininduzierte
Pankreatitis (und zwar erhéhte Odeme im Zwischen-
raumgewebe und erhdhte Infiltration in Entzindungs-
zellen) in der IL-6-transgenen Maus in Fig. 3 ver-
scharft. In Fig. 4 ist, im Gegensatz dazu, die Ver-
scharfung durch die Verabreichung des anti-IL-6-Re-
zeptor-Antikorpers MR16-1 unterdriickt worden.

[0017] Fig.5 zeigt, dass der Gewichtsanstieg der
Bauchspeicheldrise in einer |IL-6-transgenen Maus,
welcher durch die Verabreichung von LPS und Cae-
rulein induziert wird, durch die Verabreichung eines
anti-IL-6-Rezeptor-Antikdrpers unterdriickt werden
kann.

Beste Ausflihrungsform der Erfindung

[0018] Anti-IL-6-Rezeptor-Antikérper zur Verwen-
dung in der vorliegenden Erfindung sind als polyklo-
nale oder monoclonale Antikdrper mit bekannten Ver-
fahren erhaltlich. Als die anti-IL-6-Antikdrper zur Ver-
wendung in der vorliegenden Erfindung sind mono-
clonale Antikdrper, die insbesondere aus einem Sau-
getier stammen, bevorzugt. Monoclonale Antikérper
mit Ursprung aus Saugetieren schlie3en die mit Hyb-
ridoma und mit einem Wirt erzeugten ein, der mit ei-
nem Expressionsvektor transformiert worden ist, der
gentechnisch veranderte Antikérpergene enthalt. Die
Antikérper uber die Bindung an IL-6-Rezeptor inhi-
bieren die Bindung von IL-6 an IL-6-Rezeptor und
blockieren dadurch die Ubertragung der biologischen
Aktivitat von IL-6 in die Zelle.

[0019] Beispiele solcher Antikérper schliefen
MR16-1-Antikérper (T. Tamura et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1993) 90, 11924-11928), PM-1-An-
tikorper (Hirata et al., J. Immunology (1989) 143,
2900-2906) oder AUK12-20-Antikorper,
AUKG4-7-Antikbrper oder AUK146-15-Anitkérper
(WO 92-19 759) und dgl. ein. Unter diesen ist der
PM-1-Antikbrper am meisten bevorzugt.

[0020] Im Ubrigen ist die Hybridoma-Zelllinie, die
PM-1-Antikdrper produziert, international unter den
Vorschriften des Budapester Vertrags als PM-1 am
10. Juli 1990 beim National Institute of Bioscience
and Human Technology, Agency of Industrial Science
and Technology, von 1-3, Higashi 1-chome, Tsuku-
ba-Stadt, Ibaraki-Prafektur, Japan, als FERM
BP-2998 hinterlegt worden. Die Hybridoma-Zelllinie,
die MR16-1-Antikérper produziert, ist international
unter den Vorschriften des Budapester Vertrags als
MR16-1 am 13. Marz 1997 beim National Institute of
Bioscience and Human Technology, Agency of Indus-
trial Science and Technology, von 1-3, Higashi 1-cho-
me, Tsukuba-Stadt, |baraki-Prafektur, Japan, als
FERM BP-5875 hinterlegt worden.

[0021] Hybridoma, die anti-IL-6-Rezeptor-Monoclo-
nalantikdrper erzeugen, kénnen grundsatzlich mit ei-
nem unten beschriebenen bekannten Verfahren her-
gestellt werden. So wird IL-6-Rezeptor als sensibili-
sierendes Antigen verwendet und gemaf bekanntem
Immunisierverfahren immunisiert. Die so erhaltenen
Immunzellen werden mit bekannten Elternzellen im
bekannten Zellfusionsverfahren verschmolzen, wor-
auf monoclonale Antikérper erzeugende Zellen mit
einem herkdmmlichen Siebungsverfahren gesiebt
werden kénnen, um die gewilinschten Hybridoma
herzustellen.

[0022] In spezifischer Weise kdnnen anti-IL-6-Re-
zeptor-Antikorper auf folgende weise hergestellt wer-
den. Beispielsweise ist menschlicher |IL-6-Rezeptor,
der als das sensibilisierende Antigen zum Erhalt von
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Antikdérpern verwendet wird, mit der in EP 0 325 474
offenbarten IL-6-Rezeptor-Gensequenz/Aminosau-
resequenz erhaltlich, und ein Maus-IL-6-Rezeptor ist
mit den in JP-OS (Kokai) 3(1991)-155 795 offenbar-
ten Sequenzen erhaltlich.

[0023] Es gibt 2 Typen von IL-6-Rezeptorproteinen:
IL-6-Rezeptor, exprimiert auf der Zellmembran, und
IL-6-Rezeptor (abgeldst von der Zellmembran (16sli-
cher IL-6-Rezeptor) (Yasukawa et al., J. Biochem.
(1990) 108, 673-676). Loslicher IL-6-Rezeptor-Anti-
korper ist im Wesentlichen aus der extrazellularen
Region des an die Zellmembran gebundenen
IL-6-Rezeptors zusammengesetzt und unterscheidet
sich insofern vom Membran-gebundenen IL-6-Re-
zeptor, als beim letzteren die Transmembranregion
oder sowohl die Transmembran- als auch die intra-
zellulare Region fehlen. Als IL-6-Rezeptorprotein ist
jeder IL-6-Rezeptor verwendbar, solange er als Sen-
sibilisierantigen zur Produktion des IL-6-Rezep-
tor-Antikdrpers zur Verwendung in der vorliegenden
Erfindung verwendet werden kann.

[0024] Nach Insertion der IL-6-Rezeptor-Gense-
quenz in ein bekanntes Expressionsvektorsystem zur
Transformation einer geeigneten Wirtszelle kann das
gewinschte IL-6-Rezeptorprotein aus der Wirtszelle
oder einem Kulturiiberstand davon mit bekannten
Verfahren gereinigt werden. Das so gereinigte
IL-6-Rezeptorprotein kann dann als das Sensibili-
sierantigen verwendet werden. Alternativ dazu, kon-
nen Zellen, die einen IL-6-Rezeptor oder ein Fusions-
protein des |IL-6-Rezeptorproteins und eines weiteren
Proteins exprimieren, als das Sensibilisierantigen
verwendet werden.

[0025] E. coli, das ein Plasmid pIBIBSF2R aufweist,
das cDNA-eincodierenden menschlichen IL-6-Re-
zeptor enthalt, ist international unter den Vorschriften
des Budapester Vertrags als HB101-pIBIBSR2R am
09. Januar 1989 beim National Institute von Biosci-
ence and Human Technology, Agency of Industrial
Science and Technology, von 1-3, Higashi 1-chome,
Tsukuba-Stadt, Ibaraki-Prafektur, Japan, als FERM
BP-2232 hinterlegt worden.

[0026] Ein monoclonales Antikdrper-erzeugendes
Hybridom kann grundsatzlich mit einem bekannten
unten beschriebenen Verfahren erschaffen werden.
So kann gp130 als Sensibilisierantigen verwendet
werden, wobei es mit herkdbmmlichen Immunisierver-
fahren immunisiert wird. Die so erhaltenen Immunzel-
len werden mit bekannten Elternzellen im herkdmm-
lichen Zellfusionsverfahren verschmolzen, worauf die
monoclonalen Antikérpererzeugenden Hybridoma
mit einem herkdbmmlichen Siebungsverfahren ausge-
siebt werden, um das gewilinschte Hybridom herzu-
stellen.

[0027] In spezifischer Weise ist der monoclonale

Antikérper auf folgende Weise erhéltlich. Beispiels-
weise ist gp130, das als das sensibilisierende Anti-
gen zur Antikdrpererzeugung verwendet wird, mit der
in EP 0 411 946 offenbarten gp130-Gense-
quenz/Aminosauresequenz erhaltlich.

[0028] Nach Transformation einer geeigneten Wirts-
zelle durch Insertion der gp130-Gensequenz in ein
bekanntes Expressionsvektorsystem wird das
gp130-Protein von Interesse aus der Wirtszelle oder
aus dem Kulturiiberstand davon gereinigt. Das gerei-
nigte gp130-Rezeptorprotein kann als das sensibili-
sierende Antigen verwendet werden. Alternativ dazu,
kann ein Fusionsprotein des gp130-Proteins und ei-
nes weiteren Proteins als das sensibilisierende Anti-
gen verwendet werden.

[0029] Obwohl die Saugetiere, die mit dem Sensibi-
lisierantigen zu immunisieren sind, nicht spezifisch
eingeschrankt sind, werden sie vorzugsweise im Hin-
blick auf ihre Kompatibilitat mit der Elternzelle zur
Zellfusion ausgewahlt. Sie schlieRen im Allgemeinen
Nager wie Mause, Ratten, Hamster und dgl. ein.

[0030] Die Immunisierung von Lebewesen mit ei-
nem Sensibilisierantigen wird mit bekannten Verfah-
ren durchgeflhrt. Ein allgemeines Verfahren beinhal-
tet z.B. die intraperitoneale oder subkutane Verabrei-
chung eines Sensibilisierantigens an das Saugetier.
In spezifischer Weise wird das Sensibilisierantigen,
das in einer geeigneten Menge Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) oder physiologischer Kochsalzl6-
sung usw. verdiinnt und suspendiert worden ist, ge-
gebenenfalls mit einer geeigneten Menge Ublichem
Adjuvans, z.B. mit Freund's Komplettadjuvans, ver-
mischt. Nach Emulgierung wird das Ganze bevorzugt
an ein Saugetier mehrmals alle 4 bis 21 Tage verab-
reicht. Alternativ dazu, kann ein geeigneter Trager
zum Zeitpunkt der Immunisierung des sensibilisie-
renden Antigens verwendet werden.

[0031] Nach Immunisierung und Bestatigung des
Anstiegs der gewunschten Antikérpergehaltsmengen
im Serum werden die Immunzellen aus dem Sauge-
tier entnommen und einer Zellfusion unterzogen. Be-
vorzugte Immunzellen, die der Zellfusion unterzogen
werden, schlieen insbesondere Milzzellen ein.

[0032] Die Saugetier-Myeloma-Zellen als weitere
Elternzellen, die der Zellfusion mit den oben genann-
ten Immunzellen unterzogen werden, schliefen be-
vorzugt verschiedene bekannte Zelllinien wie
P3X63Ag8.653 (J. F. Kearney, et al., J. Immunol.
(1979) 123: 1548-1550), P3X63Ag8U.1 (Current To-
pics in Microbiology and Immunology (1978) 81: 1-7),
NS-1 (G. Kohler und C. Milstein, Eur. J. Immunol.
(1976) 6: 511-519), MPC-11 (D. H. Margulies et al.,
Cell (1976) 8: 405-415), SP2/0 (M. Shulman et al.,
Nature (1978) 276: 269-270), FO (S. F. de St. Groth
etal., J. Immunol. Methods (1980) 35: 1-21), S194 (I.
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S. Trowbridge, J. Exp. Med. (1978) 148: 313-323),
R210 (G. Galfre et al., Nature (1979) 277: 131-133)
und dgl. ein.

[0033] Die ellfusion zwischen den obigen Immun-
zellen und den Myeloma-Zellen kann im Wesentli-
chen gemal einem bekannten Verfahren wie dem
von Milstein et al. beschriebenen durchgefiihrt wer-
den (G. Kohler und C. Milstein, Methods Enzymol.
(1981) 73: 3-46).

[0034] In spezifischerer Weise wird die obige Zellfu-
sion in einer herkdbmmlichen Nahrbrihe in der Ge-
genwart von z.B. einem Zellfusionsbeschleuniger
durchgefihrt. Als Zellfusionsbeschleuniger kénnen
z.B. Polyethylenglykol (PEG), Sendai-Virus (HVJ)
und dgl. verwendet werden, wobei au3erdem ein Ad-
juvans wie Dimethylsulfoxid usw. gegebenenfalls zur
Steigerung des Wirkungsgrads der Fusion zugege-
ben werden koénnen.

[0035] Das bevorzugte Verhaltnis der Immun- und
Myeloma-Zellen, die zu verwenden sind, betragt z.B.
1- bis 10-fach mehr Immun- als Myeloma-Zellen. Bei-
spiele der Kulturmedien, die zur obigen Zellfusion zu
verwenden sind, schliefen RPMI1640-Medium und
MEM-Kulturmedium ein, die sich zum Wachstum der
obigen Myeloma-Zelllinien eignen, wobei ein her-
kémmliches Kulturmedium, das fiir diesen Typ einer
Zellkultur verwendet wird, und daneben eine Seru-
merganzung wie fétales Kalberserum (FCS) zugege-
ben werden koénnen.

[0036] Zur Zellfusion werden vorbestimmte Mengen
der obigen Immunzellen und Myeloma-Zellen gut in
der obigen Kulturflissigkeit vermischt, wozu eine
PEG-L6sung, die vorab auf ca. 37°C erwarmt worden
ist, z.B. eine PEG-LOsung mit einem mittleren Mole-
kulargewicht von ca. 1000 bis 6000, in einer Konzen-
tration von 30 bis 60 % (G/V) gegeben und vermischt
wird, um die gewlinschten Fusionszellen (Hybrido-
ma) zu erhalten. Danach kann durch wiederholte Ab-
folge der Zugabe einer geeigneten Kulturflissigkeit
und einer Zentrifugation zur Beseitigung von Uber-
stand, Zellfusionsmitteln usw., die fir das Wachstum
unerwinscht sind, das Hybridom entnommen wer-
den.

[0037] Das genannte Hybridom wird durch Zich-
tung im herkébmmlichen Selektionsmedium, z.B. ei-
nem HAT-Kulturmedium (einer Kulturflissigkeit, ent-
haltend Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin), se-
lektiert. Die Zuchtung im genannten HAT-Kulturmedi-
um wird im Allgemeinen Uber eine Zeitdauer, die hin-
reicht, Zellen, die sich vom gewunschten Hybridom
unterscheiden (Nicht-Fusionszellen) abzutéten, im
Allgemeinen mehrere Tage bis mehrere Wochen lang
fortgesetzt. Das herkdmmliche limitierende Verdin-
nungsverfahren wird durchgefihrt, wobei die Hybri-
doma, die den gewtunschten Antikdrper produzieren,

ausgesiebt und monoclonal geklont werden.

[0038] Zusatzlich zum Erhalt des obigen Hybridom
durch Immunisieren eines Lebewesens, das sich
vom Mensch unterscheidet, mit einem Antigen, ist es
auch méglich, menschliche Lymphozyten in vitro mit
gewilnschtem Antigen oder gewinschten Anti-
gen-exprimierenden Zellen zu sensibilisieren, und
die sich ergebenden sensibilisierten B-Lymphozyten
werden mit einer Mensch-Myeloma-Zelle, z.B. mit
U266, verschmolzen, um den gewlnschten
Mensch-Antikdrper mit der Aktivitdt zur Bindung an
das gewinschte Antigen oder die gewiinschten Anti-
gen-exprimierenden Zellen zu erhalten (siehe JP-PS
(Kokoku) 1(1989)-59 878). Ferner wird ein transge-
nes Lebewesen mit einem Repertoire aller menschli-
chen Antikérpergene mit dem Antigen oder den Anti-
genexprimierenden Zellen immunisiert, um den ge-
wlinschten Mensch-Antikérper im oben beschriebe-
nen Verfahren zu erhalten (siehe WO 93/12 227,
92/03 918, 94/02 602, 94/25 585, 96/34 096 und
96/33 735).

[0039] Die so erstellten monoclonalen Antikor-
per-produzierenden Hybridoma kénnen in der her-
kémmlichen Kulturflissigkeit subkultiviert oder tber
einen verlangerten Zeitraum in flissigem Stickstoff
gelagert und aufbewahrt werden.

[0040] Zum Erhalt monoclonaler Antikérper aus
dem genannten Hybridom kénnen ein Verfahren, wo-
bei das genannte Hybridom im herkédmmlichen Ver-
fahren geziichtet und die Antikérper als Uberstand
erhalten werden, oder ein Verfahren angewandt wer-
den, wobei das Hybridom an ein mit genanntem Hy-
bridom kompatibles Saugetier verabreicht und darin
gezlichtet und die AntikOrper als Ascites erhalten
werden. Das erstere Verfahren eignet sich zum Erhalt
von Antikérpern hoher Reinheit, wogegen sich das
letztere zur Produktion von Antikérpern in groflem
MalRstab eignet.

[0041] In spezifischer Weise kann ein Hybridom,
das einen anti-IL-6-Rezeptor-Antikdrper produziert,
mit dem in JP-OS (Kokai) 3(1989)-139 293 offenbar-
ten Verfahren erstellt werden. Dieses kann mit einem
Verfahren, wobei das PM-1-Antikdrper-produzieren-
de Hybridom, das international unter den Vorschriften
des Budapester Vertrags als FERM BP-2998 am 10.
Juli 1990 beim National Institute of Bioscience and
Human Technology, Agency of Industrialo Science
and Technology, von 1-3, Higashi 1-chome, Tsuku-
ba-Stadt, Ibaraki-Prafektur, Japan hinterlegt wurde,
intraperitoneal BALB/c-Mausen (hergestellt von
CLEA Japan) gespritzt wird, um die Ascites zu erhal-
ten, aus denen der PM-1-Antikérper gereinigt wird,
oder mit einem Verfahren durchgefuhrt werden, wo-
bei das genannte Hybridom in einem geeigneten Kul-
turmedium wie dem RPMI1640-Medium, enthaltend
10 % fotales Rinderserum und 5 % MB-Condimed H1
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(hergestellt von Boehringer Mannheim), dem Hybri-
dom-SFM-Medium (hergestellt von GIBCO-BRL),
dem PFHM-II-Medium (hergestellt von GIBCO-BRL)
und dgl. geziichtet wird, worauf der PM-1-Antikérper
aus dem Kulturiberstand gereinigt werden kann.

[0042] Ein rekombinanter Antikdrper, der mit rekom-
binanter Gen-Technologie erzeugt wurde, wobei ein
Antikérpergen aus dem Hybridom geklont und in ei-
nen geeigneten Vektor eingebaut wurde, der dann in
einen Wirt eingefuhrt wurde, kann in der vorliegenden
Erfindung als monoclonaler Antikdrper verwendet
werden (siehe z.B. C.A.K. Borrebaeck und J.W. Lar-
rick, THERAPEUTIC MONOCLONAL ANTIBODIES,
verodffentlicht im Vereinigten Kénigreich von MAC-
MILLAN PUBLISHERS LTD. 1990).

[0043] In spezifischer Weise wird mRNA, die die va-
riable Region (V) des gewlinschten Antikérpers ein-
codiert, aus Antikorper-produzierenden Zellen wie
aus einem Hybridom isoliert. Die Isolierung von
mRNA wird durch Zubereitung von Gesamt-RNA mit
z.B. einem bekannten Verfahren wie dem Guani-
din-Ultrazentrifugierverfahren (J.M. Chirgwin et al.,
Biochemistry (1979) 18, 5294-5299) oder dem AG-
PC-Verfahren (P. Chomczynski et al., Anal. Biochem.
(1987) 162, 156-159) durchgefuhrt, worauf die
mRNA aus der Gesamt-RNA mit einem mRNA-Reini-
gungskit (hergestellt von Pharmacia) und dgl. gerei-
nigt wird. Alternativ dazu, kann mRNA direkt mit dem
Quick Prep mRNA-Reinigungskit (hergestellt von
Pharmacia) zubereitet werden.

[0044] cDNA der Antikérper-V-Region kann aus der
so erhaltenen mRNA mit einer Umkehr-Transkriptase
synthetisiert werden. cDNA kann mit einem
AMV-Umkehr-Transkriptase-Erst-Strang-cDNA-Syn-
thesekit und dgl. synthetisiert werden. Alternativ da-
zu, kdnnen zur Synthese und Amplifikation von cDNA
der 5'-Ampli FINDER RACE-Kit (hergestellt von Clon-
tech) und das 5'-RACE-Verfahren (M.A. Frohman et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, 8998-9002;
A. Belyavsky et al., Nucleic Acids Res. (1989) 17,
2919-2932) angewandt werden, wobei eine Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) zur Anwendung gelangt.
Das gewiinschte DNA-Fragment wird aus dem erhal-
tenen PCR-Produkt gereinigt und kann mit Vek-
tor-DNA verknlpft werden. Auflerdem wird ein re-
kombinanter Vektor daraus erstellt und dann in E. coli
usw. eingeflhrt, woraus Kolonien selektiert werden,
um den gewiinschten rekombinanten Vektor herzu-
stellen. Die Basensequenz der gewilinschten DNA
kann mit einem bekannten Verfahren wie dem Dides-
oxy-Verfahren bestatigt werden.

[0045] Sobald die DNA, die die V-Region des ge-
wilnschten Antikérpers eincodiert, erhalten worden
ist, kann sie mit DNA verknupft werden, die die kon-
stante Region (constant region = C-Region) des ge-
winschten Antikérpers eincodiert, die dann in einen

Expressionsvektor eingebaut wird. Alternativ dazu,
kann die DNA, die die V-Region des Antikdrpers ein-
codiert, in einen Expressionsvektor eingebaut wer-
den, der bereits DNA enthalt, die die C-Region des
Antikérpers eincodiert.

[0046] Der Erzeugung des Antikorpers zur Verwen-
dung in der vorliegenden Erfindung wird das Antikor-
pergen wie unten beschrieben in einen Expressions-
vektor eingebaut, um so unter der Steuerung einer
Expressionsregulatorregion, z.B. eines Verstarkers
und/oder eines Promotors, exprimiert zu werden. An-
schliefend kdénnen der Expressionsvektor in eine
Wirtszelle Ubertragen und der Antikdrper dann darin
exprimiert werden.

[0047] Gemal der vorliegenden Erfindung kénnen
kiinstlich veranderte rekombinante Antikdrper wie
chimare und humanisierte Antikérper zur Erniedri-
gung der heterologen Antigenizitat gegen Menschen
angewandt werden.

[0048] Diese veranderten Antikdrper kdnnen mit be-
kannten Verfahren erzeugt werden. Chiméarer Anti-
korper ist durch Ligation der so erhaltenen DNA, die
die Antikorper-V-Region eincodiert, mit DNA erhalt-
lich, die die Mensch-Antikérper-C-Region eincodiert,
die dann in einen Expressionsvektor eingebaut und in
einen Wirt zur Produktion des Antikérpers darin ein-
geflhrt wird (siehe EP 0 125 023 und WO 92-19 759).
Mit diesem bekannten Verfahren ist chimarer Antikor-
per zur Verwendung fir die vorliegende Erfindung er-
haltlich.

[0049] Beispielsweise wurde das Plasmid, das DNA
enthalt, die die L-Kette-V-Region oder die H-Ket-
te-V-Region von chimarem PM-1-Antikérper einco-
diert, als pPM-k3 bzw. pPM-h1 bezeichnet, und E.
coli mit dem Plasmid ist international unter den Vor-
schriften des Budapester Vertrag als NCIMB 40366
bzw. NCIMB 40362 am 11. Februar 1991 beim Natio-
nal Collections of Industrial and Marine Bacteria Li-
mited hinterlegt worden.

[0050] Humanisierter Antikorper, der auch als um-
geformter Mensch-Antikérper bezeichnet wird, ist
durch Transplantieren der Komplementaritat bestim-
menden Region (CDR) von Antikdrpern eines sich
vom Mensch unterscheidenden S&ugetiers, z.B. von
Maus-Antikorpern, in die CDR von Mensch-Antikor-
per erzeugt worden. Die allgemeine rekombinante
DNA-Technologie zur Herstellung solcher Antikrper
ist ebenfalls bekannt (siehe EP 0 125 023 und WO
92-19 759).

[0051] In spezifischer Weise wird eine DNA-Se-
quenz, die zur Ligation der Maus-Antikérper-CDR mit
der Rahmenwerk-Region (framework region = FR)
von Mensch-Antikérpern entworfen wurde, aus meh-
reren aufgeteilten Oligonucleotiden synthetisiert, die
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Abschnitte aufweisen, die miteinander an den Enden
davon Uberlappen. Die so erhaltene DNA wird mit der
DNA, die die Mensch-Antikorper-C-Region einco-
diert, verknupft und dann in einen Expressionsvektor
eingebaut, der in einen Wirt zur Antikérperproduktion
eingefihrt wird (siehe EP 0 239 400 und WO 92-19
759).

[0052] Fur die Mensch-Antikérper-FR, die durch
CDR verknupft ist, wird die Komplementaritat-bestim-
mende Region selektiert, die eine glnstige Antigen-
bindungsstelle bildet. Gegebenenfalls kbnnen Ami-
nosauren in der Rahmenwerkregion der variablen
Region des Antikorpers so substituiert sein, dass die
Komplementaritat-bestimmende Region von umge-
formten Mensch-Antikérpern eine geeignete Antigen-
bindungsstelle bilden kann (K. Sato et al., Cancer
Res. (1993) 53, 851-856).

[0053] Beispielsweise wird flir chimaren oder huma-
nisierten Antikdrper die Mensch-Antikérper-C-Region
verwendet. Als Mensch-Antikdrper-C-Region kdnnen
Cyund z.B. Cy,, Cy,, Cy; und Cy, verwendet werden.
Die Mensch-Antikérper-C-Region kann modifiziert
sein, um die Antikorperstabilitdt oder die Produktion
davon zu verbessern.

[0054] Chimarer Antikdrper besteht aus der variab-
len Region von aus einem sich vom Mensch unter-
scheidenden Saugetier abgeleiteten Antikérper und
aus der von Mensch-Antikdrper abgeleiteten C-Regi-
on, wogegen humanisierter Antikdrper aus der Kom-
plementaritat-bestimmenden Region von aus einem
sich vom Mensch unterscheidenden Saugetier und
der Rahmenwerkregion abgeleiteten Antikdrper und
aus der vom Mensch-Antikdrper abgeleiteten C-Re-
gion besteht. Demzufolge ist die entsprechende Anti-
genizitat im menschlichen Kérper so verringert wor-
den, dass die Antikoérper als Antikérper zur Verwen-
dung in der vorliegenden Erfindung verwendet wer-
den koénnen.

[0055] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des hu-
manisierten Antikdrpers zur Verwendung in der vor-
liegenden  Erfindung  schlieBt  humanisierten
PM-1-Antikdrper ein (siehe WO 92-19 759).

[0056] Antikérpergene, die wie oben beschrieben
erstellt sind, kdnnen in einem bekannten Verfahren
exprimiert und erhalten werden. Im Fall von Sauge-
tierzellen kann die Expression mit einem Vektor be-
werkstelligt werden, der einen allgemein einsetzba-
ren Promotor, das zu exprimierende Antikdrpergen
und DNA enthalt, worin das Poly-A-Signal operativ an
3' stromabwarts davon oder an einen Vektor gebun-
den worden ist, der die genannte DNA enthalt. Bei-
spiele  des  Promotor/Verstarkers  schlieRen
Mensch-Zytomegalovirus-Immediat-Friih-Promo-
tor/Verstarker ein.

[0057] Auflerdem gibt es als Promotor/Verstarker,
die zur Antikorperexpression zur Verwendung in der
vorliegenden Erfindung angewandt werden koénnen,
virale Promotoren/Verstarker wie Retrovirus, Polyo-
ma-Virus, Adenovirus und Simian-Virus 40 (SV40)
und Promotoren/Verstarker, die aus Saugetierzellen
wie aus Mensch-Verlangerungsfaktor 1a (human
elongation factor 1a = HEF1a) abgeleitet sind.

[0058] Beispielsweise kann die Expression unmit-
telbar mit dem Verfahren von Mulligan et al. (R.C.
Mulligan et al., Nature (1979) 277, 108-114) bei Ver-
wendung von SV40-Promotor/Verstarker oder mit
dem Verfahren von Mizushima et al. (S. Mizushima
und S. Nagata, Nucleic Acids Res. (1990) 18, 5322)
bei Verwendung von HEF1a-Promotor/Verstarker be-
werkstelligt werden.

[0059] Im Fall von E. coli kann die Expression durch
operative Bindung eines allgemein verwendbaren
Promotors, einer Signalsequenz zur Antikdrpersekre-
tion und des zu exprimierenden Antikdrpergens und
anschlieBender Expression davon durchgefuhrt wer-
den. Als Promotor kénnen z.B. lacz-Promotor und
araB-Promotor genannt werden. Das Verfahren von
Ward et al. (E.S. Ward et al., Nature (1998) 341,
544-546; E.S. Ward et al., FASEB J. (1992) 6,
2422-2427) kann bei Verwendung des lacz-Promo-
tors und das Verfahren von Better et al. (M. Better et
al., Science (1988) 240, 1041-1043) kann bei Ver-
wendung des araB-Promotors zur Anwendung gelan-
gen.

[0060] Als Signalsequenz zur Antikérpersekretion
kann bei Erzeugung im Periplasma von E. coli die
pe1B-Signalsequenz (S.P. Lei et al., J. Bacteriol.
(1987) 169, 4379-4383) verwendet werden. Nach
Abtrennung des im Periplasma erzeugten Antikor-
pers wird die Struktur des Antikorpers in geeigneter
Weise vor Gebrauch erneut gefaltet (siehe z.B. WO
96/30 394).

[0061] Als Ursprung einer Replikation kénnen die
aus SV40, Polyoma-Virus, Adenovirus, Rinderpapil-
lomavirus (bovine papilloma virus = BPV) und dgl.
abgeleiteten Viren verwendet werden. Ferner kdnnen
zur Amplifikation der Gen-Kopiezahl im Wirtszellen-
system die Expressionsvektoren als selektierbare
Marker das Aminoglycosid-Phosphotransferase
(APH)-Gen, das Thymidin-Kinase (TK)-Gen, E. co-
li-Xanthin-Guaninphosphoribosyltransferase
(Ecogpt)-Gen, das Dihydrofolatreduktase (dhfr)-Gen
und dgl. einschlief3en.

[0062] Zur Antikdrperproduktion zur Verwendung in
der vorliegenden Erfindung kann jedes Produktions-
system zur Anwendung gelangen. Das Produktions-
system zur Antikdrperherstellung umfasst ein in vitro-
oder in vivo-Produktionssystem. Als in vitro-Produkti-
onssystem kdnnen ein Produktionssystem, worin eu-
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karyotische Zellen zur Anwendung gelangen, und
das Produktionssystem genannt werden, worin pro-
karyotische Zellen zur Anwendung gelangen.

[0063] Bei Verwendung eukaryotischer Zellen gibt
es die Produktionssysteme, worin tierische, pflanzli-
che und fungale Zellen zur Anwendung gelangen.
Bekannte Lebewesenzellen schlieRen (1) Saugetier-
zellen wie CHO-Zellen, COS-Zellen, Myeloma-Zel-
len, Babyhamsternieren (BHK)-Zellen, HeLa-Zellen
und Vero-Zellen, (2) Amphibienzellen wie Xenopus
oocytes oder (3) Insektenzellen wie sf9, sf21 und Tn5
ein. Bekannte Pflanzenzellen schlief3en z.B. diejeni-
gen ein, die aus Nicotiana tabacum abgeleitet sind,
die einer Kallus-Kultur unterzogen werden koénnen.
Bekannte fungale Zellen schlieBen Hefen wie den
Genus Saccharomyces, spezifischer Saccharomy-
ces cereviceae, oder filamentdse Fungi wie den Ge-
nus Aspergillus, spezifischer Aspergillus niger, ein.

[0064] Bei Verwendung prokaryotischer Zellen gibt
es die Produktionssysteme, worin bakterielle Zellen
zur Anwendung gelangen. Bekannte Bakterienzellen
schlieRen Escherichia coli (E. coli) und Bacillus sub-
tilis ein.

[0065] Durch Einfihrung tber Transformation des
Gens des gewilinschten Antikorpers in diese Zellen
und Zichtung der transformierten Zellen in vitro ist
der Antikérper erhaltlich. Die Zichtung wird mit ei-
nem bekannten Verfahren durchgefiihrt. Beispiels-
weise kénnen als Kulturflissigkeit DMEM, MEM,
RPMI1640 und IMDM und Serumerganzungen wie
fotales Kalberserum (FCS) in Kombination verwen-
det werden. Aulerdem koénnen Antikorper in vivo
durch Implantieren von Zellen, in die das Antikdrper-
gen eingeflhrt worden ist, in die Bauchhdhle eines
Lebewesens und dgl. erzeugt werden.

[0066] Als in vivo-Produktionssysteme kdnnen die-
jenigen, in denen Lebewesen zur Anwendung gelan-
gen, und diejenigen genannt werden, in denen Pflan-
zen zur Anwendung gelangen. Bei Verwendung von
Lebewesen gibt es die Produktionssysteme, in denen
Saugetiere und Insekten zur Anwendung gelangen.

[0067] Als Saugetiere kénnen Ziegen, Schweine,
Schafe, Mause und Vieh eingesetzt werden (Vicki
Glaser, SPECTRUM Biotechnology Applications,
1993). Ebenfalls kénnen als Insekten Seidenwirmer
herangezogen werden. Bei Verwendung von Pflan-
zen kann Tabak beispielsweise eingesetzt werden.

[0068] Antikdrpergene werden in diese Lebewesen
oder Pflanzen eingefluhrt, und die Antikérper werden
in solchen Lebewesen oder Pflanzen erzeugt und
daraus gewonnen. Beispielsweise wird ein Antikor-
pergen in das Mittelstiick des Gen-Eincodierproteins
eingereiht, das inharent in der Milch wie als Zie-
ge-p-Casein erzeugt wird, um Fusionsgene herzu-

stellen. DNA-Fragmente, die das Fusionsgen enthal-
ten, in das das Antikdrpergen eingereiht worden ist,
werden einem Ziegenembryo gespritzt, und das Em-
bryo wird in eine weibliche Ziege eingebracht. Der
gewlnschte Antikdrper wird aus der Milch erhalten,
die von der transgenen Ziege, der Ziege, die das Em-
bryo oder einen Wurf davon empfing, erzeugt wurde.
Zur Steigerung der Milchmenge, die den von der
transgenen Ziege erzeugten Antikdrper enthalt, kon-
nen der transgenen Ziege Hormone in geeigneter
Weise verabreicht werden (K.M. Ebert et al.,
Bio/Technology (1994) 12, 699-702).

[0069] Bei Verwendung von Seidenwirmern wird
Baculovirus, in das das gewulnschte AntikOrpergen
eingereiht worden ist, dem Seidenwurm gespritzt,
und der gewilinschte Antikorper ist aus der Korper-
flissigkeit des Seidenwurms erhaltlich (S. Maeda et
al., Nature (1985) 315, 592-594). Auflerdem werden
bei Verwendung von Tabak der gewlinschte Antikdr-
per in einen Expressionsvektor flr Pflanzen, z.B. in
pMON 530, eingereiht und dann der Vektor in ein
Bakterium wie Agrobacterium tumefaciens einge-
fuhrt. Das Bakterium wird dann dem Tabak wie Nico-
tiana tabacum gespritzt, um den gewlnschten Anti-
kérper aus den Tabakblattern zu erhalten (Julian,
K.-C.Maetal., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-138).

[0070] Bei der oben beschriebenen Erzeugung von
Antikérpern in in vitro- oder in vivo-Produktionssyste-
men kann DNA, die die schwere Kette (heavy chain
= H chain) oder die leichte Kette (light chain = L
chain) des Antikorpers eincodiert, separat in einen
Expressionsvektor eingebaut werden, und die Wirte
werden gleichzeitig transformiert, oder DNA, die die
H- und die L-Kette eincodiert, kann in einen Einzelex-
pressionsvektor eingebaut werden, und der Wirt wird
damit transformiert (siehe WO 94/11 523).

[0071] Antikdrper zur Verwendung in der vorliegen-
den Erfindung kénnen Antikdrperfragmente oder mo-
difizierte Versionen davon sein, solange sie bevor-
zugt verwendet werden. Beispielsweise konnen als
Antikdrperfragmente Fab, F(ab'),, Fv oder Einzelket-
ten-Fv (single-chain Fv = scFv) genannt werden, wo-
rin Fv's der H- und L-Kette Gber ein geeignetes Ver-
bindungsglied (einen Linker) verknipft wurden.

[0072] In spezifischer Weise werden Antikérper mit
einem Enzym, z.B. mit Papain oder Pepsin, behan-
delt, um Antikérperfragmente zu erzeugen, oder es
werden Gene, die diese Antikdrperfragmente einco-
dieren, erstellt und dann in einen Expressionsvektor
eingefihrt, der in einer geeigneten Wirtszelle expri-
miert wird (siehe z.B. M. S. Co et al., J. Immunol.
(1994) 152, 2968-2976; M. Better und A.H. Horwitz,
Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496; A.
Plucktrun und A. Skerra, Methods in Enzymology
(1989) 178, 476-496; E. Lamoyi, Methods in Enzy-
mology (1986) 121, 652-663; J. Rousseaux et al.,
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Methods in Enzymology (1986) 121, 663-669; R.E.
Bird et al., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

[0073] scFv ist durch Ligation der V-Region der
H-Kette und der V-Region der L-Kette des Antikor-
pers erhaltlich. Im scFv sind die V-Region der H-Kette
und die V-Region der L-Kette bevorzugt tber ein Ver-
bindungsglied, vorzugsweise ein Peptid-Verbin-
dungsglied, verknipft (J.S. Huston et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1988) 85, 5879-5883). Die V-Region
der H-Kette und die V-Region der L-Kette im scFv
kénnen aus jedem der oben genannten Antikorper
stammen. Als Peptid-Verbindungsglied zur Ligation
der V-Regionen kann jedes Einzelkette-Peptid aus
z.B. 12 bis 19 Aminosaureresten verwendet werden.

[0074] DNA, die scFv eincodiert, ist mit DNA, die die
H-Kette oder die H-Kette-V-Region des obigen Anti-
korpers eincodiert, und mit DNA, die die L-Kette oder
die L-Kette-V-Region des obigen Antikérpers als
Templat durch Amplifizieren desjenigen Teilstlicks
der DNA eincodiert, die die gewtinschte Aminosaure-
sequenz unter den obigen Sequenzen durch eine
PCR-Technik eincodiert, mit einem Primerpaar er-
haltlich, das die beiden Enden spezifiziert, und durch
weitere Amplifizierung werden die Kombination aus
DNA, die das Peptid-Verbindungsgliedteilstiick ein-
codiert, und das Primerpaar, das diese beiden Enden
der genannten DNA definiert, mit der H- bzw. L-Kette
verknupft.

[0075] Sobald die scFv eincodierenden DNAs er-
stellt sind, sind ein Expressionsvektor, der diese ent-
halt, und ein mit dem genannten Expressionsvektor
transformierter Wirt mit herkdmmlichen Verfahren er-
haltlich, und scFv ist mit dem entstandenen Wirt mit
den herkdmmlichen Verfahren erhaltlich.

[0076] Diese Antikérperfragmente kénnen durch Er-
halt des Gens davon in dhnlicher Weise wie oben er-
zeugt werden, wobei das Gen in einem Wirt expri-
miert wird. Der im Anspruchswortlaut der vorliegen-
den Anmeldung verwendete Begriff "Antikdrper" um-
fasst auch diese Antikérperfragmente.

[0077] Als modifizierte Antikdrper kdnnen Antikor-
per, die mit verschiedenen Molekilen wie mit Polye-
thylenglykol (PEG) verbunden sind, verwendet wer-
den. Der im Anspruchswortlaut der vorliegenden An-
meldung verwendete Begriff "Antikdrper" umfasst
auch diese modifizierten Antikdrper. Diese modifizier-
ten Antikérper sind durch chemische Modifizierung
der so erhaltenen Antikorper erhaltlich. Diese Verfah-
ren sind im Stand der Technik bereits ein- und durch-
geflhrt worden. Antikérper, die wie oben erzeugt und
exprimiert worden sind, kdnnen aus dem Inneren
oder AuBeren der Wirtszelle abgetrennt und dann zur
Homogenitat gereinigt werden. Abtrennung und Rei-
nigung des Antikdrpers zur Verwendung in der vorlie-
genden Erfindung kdnnen durch Affinitdtschromato-

grafie bewerkstelligt werden. Als Saule, die fir eine
derartige Affinitdtschromatografie verwendet wird,
kénnen Protein A- und Protein G-Saulen genannt
werden. Beispiele der in der Protein A-Saule verwen-
deten Trager sind Hyper D, POROS, Sepharose F. F.
und dgl.. Alternativ dazu, kénnen Verfahren zur Ab-
trennung und Reinigung, die herkdmmlich fiir Protei-
ne zur Anwendung gelangen, ohne jede Einschran-
kung angewandt werden.

[0078] Abtrennung und Reinigung des Antikdrpers
zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung kon-
nen auch durch Kombinieren, in geeigneter Weise,
von Chromatografie, die sich von der oben genann-
ten Affinitatschromatografie unterscheidet, von Filtra-
tion, Ultrafiltration, Aussalzen, Dialyse und dgl. be-
werkstelligt werden. Die Chromatografie schlief3t z.B.
eine lon-Austauschchromatografie, eine hydrophobe
Chromatografie, eine Gelfiltration und dgl. ein. Diese
Chromatografien kénnen auch als Hochleis-
tungs-Flissigchromatografie (HPLC) zur Anwendung
gelangen. Alternativ dazu, kann auch eine Umkehr-
phasen-HPLC angewandt werden.

[0079] Die Konzentration des oben erhaltenen Anti-
korpers kann durch Absorptionsmessung oder durch
Enzym-verbundenen Immunosorbensassay (ELISA)
und dgl. bestimmt werden. So wird bei Anwendung
der Absorptionsmessung eine Probe in geeigneter
Weise mit PBS(-) verdiinnt und dann die Absorption
bei 280 nm gemessen, worauf die Konzentration mit
einem Absorptionskoeffizient von 1,35 OD bei 1
mg/mL berechnet wird. Bei Anwendung des ELI-
SA-Verfahrens wird die Messung wie folgt durchge-
fuhrt. So werden 100 pL Ziege-anti-Mensch-1gG (her-
gestellt von TAGO), verdiinnt auf 1 pg/mL in 0,1 M Bi-
carbonat-Puffer (pH = 9,6), in eine 96-Loch-Platte
(hergestellt von Nunc) gegeben und tber Nacht bei
4°C inkubiert, um den Antikdrper zu immobilisieren.
Nach Blockierung werden 100 pyL von jeweils ent-
sprechend verdinntem Antikérper der vorliegenden
Erfindung oder einer Probe, die den Antikdrper ent-
halt, oder 100 yL Mensch-IgG (hergestellt von CAP-
PEL) als Standard zugegeben und bei Raumtempe-
ratur 1 h lang inkubiert.

[0080] Nach der Wasche werden 100 uL 5000-fach
verdinnter  Alkali-Phosphatase-markierter an-
ti-Mensch-IgG-Antikérper  (hergestellt von BIO
SOURCE) zugegeben und bei Raumtemperatur 1 h
lang inkubiert. Nach der Wasche wird die Substratlo-
sung zugegeben und inkubiert, worauf die Absorption
bei 405 nm mit einem MICROPLATE READER Model
3550 (hergestellt von Bio-Rad) gemessen wird, um
die Konzentration des gewlinschten Antikérpers zu
berechnen.

[0081] Die Aktivitat des IL-6-Antagonist zur Verwen-
dung in der vorliegenden Erfindung kann mit einem
herkdmmlich bekannten Verfahren bewertet werden.
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In spezifischer Weise wird die IL-6-abhangige Zelle
MH60.BSF2 kultiviert, zu der IL-6 gegeben wird, und
die Aktivitat kann unter Einverleibung von *H-Thymi-
din in die IL-6-abhangige Zelle in Koexistenz mit dem
IL-6-Antagonist bewertet werden. Alternativ dazu,
kann die Bewertung durch Kultivieren von U266, ei-
ner |L-6-Rezeptor-exprimierenden Zelle, durch
gleichzeitige Zugabe von ?*J-markiertem IL-6 und ei-
nem IL-6-Antagonist und dann durch Bestimmen des
125 J-markierten IL-6 erfolgen, das an die IL-6-Rezep-
tor-exprimierende Zelle gebunden ist. Im obigen As-
saysystem wird eine negative Vergleichsgruppe, die
keine IL-6-Antagonisten enthalt, zusatzlich zu der
Gruppe, worin ein IL-6-Rezeptor-Antagonist vorhan-
den ist, eingesetzt, und die dafiir erhaltenen Ergeb-
nisse werden verglichen, um die IL-6-Inhibieraktivitat
des IL-6-Rezeptor-Antagonist zu bewerten.

[0082] Zur Bestatigung der durch die vorliegende
Erfindung bewirkten Effekte wird ein anti-IL-6R-Anti-
korper Lesewesen verabreicht, die Pankreatitis nach
einer Uberdosis von Caerulein entwickelt haben, und
der Effekt zur Unterdriickung von Bauchspeicheldri-
senddemen und zur Verbesserung des Bauchspei-
cheldrisengewichts ist somit bewertbar. Weitere Ef-
fekte der vorliegenden Erfindung sind Effekte zur Vor-
beugung von Pankreatitis oder eines erneuten Auf-
tretens von Pankreatitis.

[0083] Die Verabreichung von Caerulein zur Verur-
sachung von Pankreatitis kann beispielsweise ge-
maf dem im unten angegebenen Beispiel beschrie-
benen Verfahren durchgefihrt werden. Die Lebewe-
sen, in denen Pankreatitis verursacht bzw. induziert
wird, kénnen die in solchen Versuchen gewdhnlich
verwendeten wie Mause und Ratten sein.

[0084] Wie im unten angegebenen Beispiel be-
schrieben, fuhrte bei den Lebewesen, die Pankreati-
tis entwickelten, ein Verabreichung von anti-IL-6-Re-
zeptor-Antikorper zur Unterdriickung des Bauchspei-
cheldrisengewichts und zu einer Linderung bei den
Odemen der Bauchspeicheldriise, wodurch gezeigt
wurde, dass anti-IL-6-Rezeptor-Antikdrper einen the-
rapeutischen Effekt auf Pankreatitis austiben.

[0085] Gemal der vorliegenden Erfindung werden
Saugetiere behandelt. Bevorzugt werden Menschen
behandelt.

[0086] Die vorbeugenden oder therapeutischen Mit-
tel der vorliegenden Erfindung kdnnen entweder oral
oder parenteral, systemisch oder 6rtlich verabreicht
werden. Beispielsweise kdnnen intravendse Injektio-
nen wie Tropfinfusion, intramuskulare, intraperitone-
ale und subkutane Injektionen, Suppositorien, Darm-
wasche, orale enterisch Gberzogene Tabletten und
dgl. ausgewahlt werden, und das Verabreichungsver-
fahren ist gemal dem Alter und den Bedingungen
des Patienten entsprechend wahlbar. Die wirkungs-

volle Dosierung wird im Bereich von 0,01 bis 100 mg
pro kg Kérpergewicht pro Verabreichung gewahlt. Al-
ternativ dazu, kann die Dosierung im Bereich von 1
bis 1000 und vorzugsweise von 5 bis 50 mg pro Pati-
ent gewahlt werden.

[0087] Die vorbeugenden oder therapeutischen Mit-
tel der vorliegenden Erfindung gegen Pankreatitis
kénnen pharmazeutisch zuldassige und geeignete
Trager oder Additive in Abhangigkeit vom Verabrei-
chungsweg enthalten. Beispiele derartiger Trager
oder Additive schlielen Wasser, ein pharmazeutisch
zulassiges organisches Losungsmittel, Kollagen, Po-
lyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, Carboxyvinylpoly-
mer, Carboxymethylcelulosenatrium, Polyacrylnatri-
um, Natriumalginat, wasserldsliches Dextran, Carbo-
xymethylstarkenatrium,  Pektin, Methylcellulose,
Ethylcellulose, Xanthan-Gummi, Gummi arabicum,
Kasein, Gelatine, Agar, Diglycerin, Propylenglykol,
Polyethylenglykol, Vaseline, Paraffin, Stearylalkohol,
Stearinsdure, Humanserumalbumin (HSA), Mannit,
Sorbit, Lactose, pharmazeutisch zulassige oberfla-
chenaktive Mittel und dgl. ein. Die verwendeten Addi-
tive werden, ohne darauf eingeschrankt zu sein, aus
den obigen oder aus Kombinationen davon in Abhan-
gigkeit von der Dosierungsform gewabhilt.

Beispiele

[0088] Die vorliegende Erfindung wird nun noch de-
taillierter unter Bezug auf Beispiele, Bezugsbeispiele
und Versuche erlautert. Es sei allerdings angemerkt,
dass die vorliegende Erfindung in keiner Weise auf
diese eingeschrankt ist.

Beispiel 1

[0089] B6-hIL-6-transgenen Mausen oder B6-Mau-
sen (Wurfgeschwistern der hiL-6-transgenen Mause)
(Clinical  Immunology and Immunopathology
82:117-124, 1997) wurde Caerulein (hergestellt von
Kyowa Hakko), gel6st in physiologischer Salzlésung
mit 50 pg/kg, intraperitoneal jede Stunde 7 Mal verab-
reicht. Der anti-Maus-IL-6-Rezeptor-Monoclonalanti-
kérper MR16-1 wurde den Mausen mit 1 mg/Maus
Uber die Schwanzvene unmittelbar vor der Caeru-
lein-Verabreichung verabreicht.

[0090] Als Vergleich wurde das fir den Antikdrper
vorgesehene Lésungsmittel (PBS) herangezogen. 8
h spater wurden die Mause euthanisiert, um das Ge-
wicht der Bauchspeicheldrise, Serum-Amylase und
die Histologie der Bauchspeicheldriise zu beobach-
ten. Das Bauchspeicheldriisengewicht und das Kor-
pergewicht sind in Fig. 1 dargestellt. Die Histologie
der Bauchspeicheldrise ist in Eig. 2 bis Fig. 4 ge-
zeigt. Die Serum-Amylase wurde mit dem lod-Starke
(blaue Starke)-Verfahren gemessen. Fir die Histolo-
gie der Bauchspeicheldriise wurde ein Paraffinblock
der Bauchspeicheldriise zubereitet und mit Hemato-
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xylin-Eosin (HE)-Farbung zur mikroskopischen Be-
trachtung gefarbt.

[0091] Bei den IL-6-transgenen Mausen war die
durch Caerulein-Verabreichung induzierte Gewichts-
zunahme der Bauchspeicheldriise ausgepragter im
Vergleich zu den Wurfgeschwistern (Normalmau-
sen).

[0092] Die Inaugenscheinnahme ergab, dass die
Odeme, wie auch die Bauchspeicheldriisenentziin-
dung (Pankreatitis) weiter fortgeschritten waren. Zur
Verabreichung von MR16-1 an die IL-6-transgenen
Mause wurde die durch Caerulein-Verabreichung in-
duzierte Gewichtszunahme der Bauchspeicheldriise
unterdriickt. Der histologische Vergleich der
IL-6-transgenen Mausegruppe (Fig. 3) und der Nor-
malmausegruppe (Fig. 2) hat gezeigt, dass Flachen
der Odeme usw. bei den Normalmausen und die
durch Neutrophileninfiltration usw. beeinflussten Re-
gionen kleiner waren. Dies zeigt an, dass die Verab-
reichung von MR16-1 eine Verbesserung ergab
(Fig. 4). Somit sind, da der Effekt von anti-IL-6-Re-
zeptor-Monoclonalantikérper im Maus-Modell von
Caeruleininduzierter akuter Pankreatitis beobachtet
wurde, IL-6-Antagonisten wie anti-IL-6-Rezeptor-An-
tikérper durch Unterdriickung der Effekte von IL-6 zur
Behandlung, Linderung der Strenge und zur Vorbeu-
gung des Einsetzens akuter Pankreatitis wirkungsvoll
sind.

Beispiel 2

[0093] B6-hIL-6-transgenen Mausen oder B6-Mau-
sen (Wurfgeschwistern der hlL-6-transgenen Mause)
(Clinical Immunology and Immunopathology 82:
117-124, 1997) wurde Caerulein (hergestellt von Ky-
owa Hakko), geldst in physiologischer Salzlésung mit
50 pg/kg, intraperitoneal 7 Mal in stiindlichen Interval-
len verabreicht. Zur Induzierung einer strengen Pan-
kreatitis wurde LPS (Lipopolysaccharid, hergestellt
von Sigma) intraperitoneal mit 1 mg/mL einherge-
hend mit der anfanglichen Caerulein-Verabreichung
verabreicht. Anti-Maus-IL-6-Rezeptor-Monoklo-
nalantikérper MR16-1 wurde den Mausen mit 1
mg/Maus Uber die Schwanzvene 10 min vor der an-
fanglichen Caerulein-Verabreichung verabreicht. Als
Vergleich wurde das fir den Antikdrper vorgesehene
Lésungsmittel (PBS) herangezogen. 8 h spater wur-
den die Mause euthanisiert, um das Gewicht der
Bauchspeicheldrise zu messen. Das Bauchspei-
cheldrisengewicht und das Kérpergewicht sind in
Fig. 5 dargestellt.

[0094] Bei der strengen Pankreatitis, die in den
IL-6-transgenen Mausen induziert war, verursachte
die MR16-1-Verabreichung einen ausgepragten Ver-
besserungseffekt. Somit sind im Maus-Modell stren-
ger akuter Pankreatitis, die durch Caerulein und LPS
induziert ist, IL-6-Antagonisten wie anti-IL-6-Rezep-

tor-Antikdrper durch Unterdriickung der Effekte von
IL-6 zur Behandlung, Linderung der Strenge und zur
Vorbeugung des Einsetzens strenger akuter Pankre-
atitis wirkungsvoll.

Bezugsbeispiel 1: Herstellung von Iéslichem
Mensch-IL-6-Rezeptor

[0095] Loslicher IL-6-Rezeptor wurde mit einem
PCR-Verfahren mit dem Plasmid pBSF2R.236 her-
gestellt, das cDNA enthalt, die IL-6-Rezeptor einco-
diert, erhalten gemaR dem Verfahren von Yamasaki
et al. (K. Yamasaki et al., Science (1988) 241,
825-828). Das Plasmid pBSF2R.236 wurde mit ei-
nem Restriktionsenzym Sph | abgebaut, um die
cDNA von IL-6-Rezeptor zu erhalten, der dann in
mp18 (hergestellt von Amersham) eingereiht wurde.
Mit einem synthetischen Oligoprimer, entworfen zur
Einfihrung eines Stop-Codon in die IL-6-Rezep-
tor-cDNA, wurde eine Mutation in die IL-6-Rezep-
tor-cDNA mit dem PCR-Verfahren unter Anwendung
eines in vitro-Mutagenese-Systems (hergestellt von
Amersham) eingefiihrt. Mit dem Verfahren wurde der
Stop-Codon in die Aminosaure an Position 345 ein-
gefuhrt und ergab cDNA, die I6slichen IL-6-Rezeptor
eincodiert.

[0096] Zur Exprimierung der cDNA von I8slichem
IL-6-Rezeptor in CHO-Zellen wurde diese mit Plas-
mid pSV (hergestellt von Pharmacia) verknupft, um
das Plasmid pSVL344 zu erhalten. Die cDNA von |16s-
lichem IL-6-Rezeptor, die mit Hind Ill-Sal | gespalten
wurde, wurde in das Plasmid pECEdhfr, enthaltend
die cDNA von dhfr, eingereiht, um das Plasmid
pECEdhfr344 zu erhalten, das in die CHO-Zellen ex-
primiert werden kann.

[0097] 10 pg Plasmid pECEdhfr344 wurden zu einer
dhfr-CHO-Zelllinie DXB-11 (Urlaub et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1980) 77, 4216-4220) mit dem Cal-
ciumphosphatfallungsverfahren (C. Chen et al., Mol.
Cell. Biol. (1987) 7, 2745-2751) transfiziert. Die
transfizierten CHO-Zellen wurden 3 Wochen lang in
einem Nucleosid-freien a-MEM-Selektionsmedium,
enthaltend 1 mM Glutamin, 10%iges dialysiertes
FCS, 100 E/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomy-
cin, kultiviert.

[0098] Die selektierten CHO-Zellen wurden mit ei-
nem limitierenden Verdinnungsverfahren gesiebt,
um einen Einzel-CHO-Zellklon zu erhalten. Der
CHO-Zellklon wurde in 20 bis 200 nM Methotrexat
(MTX) amplifiziert, um eine CHO-Zelllinie 5E27 zu er-
halten, die I8slichen Mensch-IL-6-Rezeptor erzeugt.
Die CHO-Zelllinie 5E27 wurde in einem Iscov-modifi-
zierten Dulbecco's Medium (IMDM, hergestellt von
Gibco), enthaltend 5 % FBS, kultiviert. Der Kultur-
Uberwand wurde gesammelt, worauf die Konzentrati-
on an léslichem IL-6-Rezeptor im Kulturiberstand mit
ELISA bestimmt wurde. Das Ergebnis bestatigte,
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dass I6slicher IL-6-Rezeptor im Kulturtiberstand vor-
handen ist.

Bezugsbeispiel 2: Herstellung von Mensch-IL-6-Anti-
korper

[0099] 10 ug rekombinantes IL-6 (Hirano et al., Im-
munol. Lett. 17:41, 1988) wurden an BALB/c-Mausen
zusammen mit Freund's komplettem Adjuvans immu-
nisiert und das Ganze jede Woche wiederholt, bis an-
ti-IL-6-Antikdrper im Serum detektiert werden konnte.
Immunzellen wurden aus lokalem Lymphknoten ex-
trahiert und dann mit einer Myeloma-Zelllinie P3U1
mit Polyethylenglykol 1500 verschmolzen. Hybrido-
ma wurden gemaf’ dem Verfahren von Qi et al. selek-
tiert (Selective Methods in Cellular Immunology, W.H.
Freeman and Co., San Francisco, 351, 1980), worin
das HAT-Medium zur Anwendung gelangt, und das
Hybridom, das Mensch-IL-6-Antikérper erzeugt, wur-
de eingeflhrt.

[0100] Das Hybridom, das Mensch-IL-6-Antikdrper
erzeugt, wurde einem |L-6-Bindungsassay wie folgt
unterzogen. So wurde eine 96-Loch-Mikrotiterplatte
(hergestellt von Dynatech Laboratories Inc., Alexan-
dria, VA) aus flexiblem Polyvinyl mit 100 yL Ziege-an-
ti-Maus-Ig (10 yL/mL, hergestellt von Cooper Biome-
dical Inc., Malvern, PA) Uber Nacht bei 4°C Uberzo-
gen. AnschlieBend wurde die Platte mit 10 yL PBS,
enthaltend 1 Rinderserumalbumin (BSA), bei Raum-
temperatur 2 h lang behandelt.

[0101] Nach Wasche in PBS wurden 100 pL Hybri-
dom-Kulturtiberstand in jede Lochvertiefung gege-
ben und dann uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platte
wurde gewaschen, '?J-markiertes rekombinantes
IL-6 wurde in jede Lochvertiefung mit einer Konzent-
ration von 2000 cpm/0,5 ng/Lochvertiefung gegeben,
worauf nach einer Wasche die Radioaktivitat jeder
Lochvertiefung mit einem y-Zahler (Beckman Gam-
ma 9000, Beckman Instruments, Fullerton, CA) be-
stimmt wurde. von 216 Hybridomklonen waren 32 po-
sitiv im IL-6-Bindungsassay. Aus diesen Klonen wur-
de stabiles MH166.BSF2 schlieRlich erhalten. An-
ti-IL-6-Antikérper MH166, erzeugt mit dem genann-
ten Hybridom, weist einen Subtyp von IgG1k auf.

[0102] Dann wurde der IL-6-abhangige Maus-Hybri-
domklon MH60.BSF2 herangezogen, um die neutra-
lisierende Aktivitat bezlglich des Wachstums des Hy-
bridom durch MH166-Antikdrper zu untersuchen. Die
MHG60.BSF2-Zellen wurden auf 1 x 10*/200 pL/Loch-
vertiefung verteilt und Proben mit MH166-Antikdrper
wurden zugegeben, 48 h lang kultiviert, 0,5 uCi/Loch-
vertiefung *H-Thymidin (New England Nuclear, Bos-
ton, MA) wurden zugegeben und die Kultivierung wei-
tere 6 h lang fortgesetzt. Die Zellen wurden auf ein
Glas-Filterpapier gegeben und mit einer automati-
schen Erntevorrichtung (Labo Mash Science Co., To-
kio, Japan) behandelt. Als Vergleich wurde Kanin-

chen-anti-IL-6-Antikdrper herangezogen.

[0103] Als Ergebnis inhibierte der MH166-Antikor-
per in Dosis-abhangiger Weise den Einbau von
3H-Thymidin in mit IL-6 induzierten MH60.BSF2-Zel-
len. Dies enthiillte, dass der MH166-Antikdrper die
Aktivitat von IL-6 neutralisiert.

Bezugsbeispiel 3: Herstellung von Mensch-an-
ti-IL-6-Rezeptor-Antikérper

[0104] Anti-IL-6-Rezeptor-Antikdrper MT18, herge-
stellt mit dem Verfahren von Hirata et al. (Y. Hirata et
al., J. Immunol. 143, 2900-2906, 1989) wurde an CN-
Br-aktivierte Sepharose 4B (hergestellt von Pharma-
cia Fine Chemicals, Piscataway, NJ) gemafl dem ge-
bundenen Regimen gebunden, und der IL-6-Rezep-
tor wurde gereinigt (K. Yamasaki et al., Science
(1988) 241, 825-828). Eine Mensch-Myeloma-Zellli-
nie U266 wurde mit 1 mM p-Aminophenylmethansul-
fonylfluorid-Hydrochlorid (hergestellt von Wako Che-
micals), enthaltend 1 % Digitonin (hergestellt von
Wako Chemicals), 10 mM Triethanolamin (pH = 7,8)
und 0,15 M NaCl (Digitonin-Puffer), solubilisiert und
mit an Sepharose 4B-Perlen gebundenem MT18-An-
tikdrper vermischt. Dann wurden die Perlen 6 Mal mit
dem Digitonin-Puffer gewaschen, um den teilgerei-
nigten IL-6-Rezeptor zur Immunisierung zuzuberei-
ten.

[0105] BALB/c-Mause wurden 4 Mal in Intervallen
von 10 Tagen mit dem obigen teilgereinigten IL-6-Re-
zeptor, erhalten aus 3 x 10° U266-Zellen, immuni-
siert, worauf ein Hybridom mit einem Standardver-
fahren hergestellt wurde. Der Hybridom-Kulturiiber-
stand aus der Wachstum-positiven Lochvertiefung
wurde bezuglich seiner Aktivitdt zur Bindung an
IL-6-Rezeptor gemal dem unten beschriebenen Ver-
fahren getestet. 5 x 107 U266-Zellen wurden mit
%S-Methionin (2,5 mCi) markiert und mit dem obigen
Digitonin-Puffer  solubilisiert. Die solubilisierten
U266-Zellen wurden mit einem 0,04 mL Volumen von
an Sepharose 4B-Perlen gebundenem MT18-Anti-
kérper vermischt und dann 6 Mal mit dem Digito-
nin-Puffer  gewaschen.  %S-Methioninmarkierter
IL-6-Rezeptor wurde mit 0,25 mL Digitonin-Puffer (pH
= 3,4) eluiert und in 0,025 mL 1 M Tris (pH = 7,4) neu-
tralisiert.

[0106] 0,05 mL Hybridom-Kulturiiberstand wurden
mit 0,01 mL Protein G-Sepharose (hergestellt von
Pharmacia) vermischt. Nach Wasche wurde die Se-
pharose mit 0,005 mL 3*S-markierter IL-6-Rezeptor-
I6sung inkubiert, die wie oben hergestellt worden war.
Der Immunoniederschlag wurde mit SDS-PAGE ana-
lysiert, um den Hybridom-Kulturiiberstand zu bestim-
men, der mit IL-6-Rezeptor reagiert. Als Ergebnis,
wurde der Reaktion-positive Hybridomklon PM-1 er-
stellt. Der aus dem Hybridom PM-1 erzeugte Antikor-
per weist einen Subtyp von IgG1k auf.
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[0107] Die Inhibitoraktivitat der IL-6-Bindung des mit
dem Hybridom PM-1 erzeugten Antikérpers zu
Mensch-IL-6-Rezeptor wurde mit der Mensch-Myelo-
ma-Zelllinie U266 untersucht. Ein rekombinantes
Mensch-IL-6 wurde aus E. coli hergestellt (Hirano et
al., Immunol. Lett. 17:41-45, 1988) und mit '°J mit
dem Bolton-Hunter-Reagens (New England Nuclear,
Boston, MA) markiert (T. Taga et al., J. Exp. Med.
(1987) 166, 967-981). 4 x 10° U266-Zellen wurden
mit dem Kulturiiberstand von 70 % (V/V) Hybridom
PM-1 zusammen mit 14.000 cpm '?*J-markiertem
IL-6 1 h lang kultiviert. 70 yL Probe wurden auf 300
ML FCS in einem 400 pL-Mikrofugen-Polyethylen-
réhrchen geschichtet. Nach Zentrifugation wurde die
Radioaktivitat der Zelle bestimmt.

[0108] Das Ergebnis zeigte, dass der mit dem Hyb-
ridom PM-1 erzeugte Antikérper die Bindung von IL-6
an IL-6-Rezeptor inhibiert.

Bezugsbeispiel 4: Herstellung von Maus-an-
ti-IL-6-Rezeptor-Antikérper

[0109] Ein monoclonaler Antikorper, gerichtet ge-
gen Maus-IL-6-Rezeptor, wurde gemaR dem von Sai-
to et al. in J. Immunol. (1993) 147, 168-173, be-
schriebenen Verfahren hergestellt.

[0110] Die CHO-Zellen, die I6slichen Maus-IL-6-Re-
zeptor erzeugen, wurden in der IMDM-Kulturflissig-
keit, enthaltend 10 % FCS, kultiviert. Aus dem Kultur-
Uberwand wurde l8slicher Maus-IL-6-Rezeptor mit
dem l6slichen Maus-IL-6-Rezeptor-Antikdrper RS12
(siehe Saito et al., oben) und mit einer Affinitatssaule,
fixiert an Affigel 10-Gel (hergestellt von Biorad), ge-
reinigt.

[0111] Der so erhaltene I6sliche Maus-IL-6-Rezep-
tor (50 pg) wurde mit Freund's Komplettem Adjuvans
vermischt, und dies wurde dann in den Bauch von
Wistar-Ratten gespritzt. 3 Wochen nach der Verab-
reichung wurden die Tiere mit Freund's inkomplettem
Adjuvans aufgefrischt. Am Tag 45 wurden Rat-
ten-Milzzellen gesammelt und die Zellen bei ca. 2 x
10 mit 1 x 10" Maus-Myeloma-Zellen P3U1 unter
Verwendung von 50 %igem PEG1500 (hergestellt
von Boehringer Mannheim) gemaf einem herkdmm-
lichen Verfahren verschmolzen und dann mit einem
HAT-Kulturmedium gesiebt.

[0112] Nach Zugabe des Kulturiberstands zur mit
Kaninchen-anti-Ratte-IgG-Antikérper (hergestellt von
Cappel) Uberzogenen Platte wurde der I8sliche
Maus-IL-6-Rezeptor zur Reaktion gebracht. An-
schliefend wurden unter Verwendung von Kanin-
chen-anti-Maus-IL-6-Rezeptor-Antikdrper und von
Alkali-Phosphatase-markiertem  Schaf-anti-Kanin-
chen-lgG Hybridoma, die gegen den I8slichen
Maus-IL-6-Rezeptor gerichteten Antikdrper erzeu-
gen, mit ELISA gesiebt. Nach Bestatigung der Anti-

kérpererzeugung wurden die Hybridomklone 2 Mal
untergesiebt, um einen Einzel-Hybridomklon zu er-
halten. Der Klon wurde mit MR16-1 bezeichnet.

[0113] Die neutralisierende Aktivitdt des mit dem
Hybridom erzeugten Antikérpers beziiglich einer Sig-
naltransduktion von Maus-IL-6 wurde durch *H-Thy-
midin-Einbau mit MH60.BSF2-Zellen untersucht (T.
Matsuda et al., J. Immunol. (1988) 18, 951-956). Auf
einer 96-Loch-Platte wurden die MH60.BSF2-Zellen
bei 1 x 10* Zellen/200 pL/Lochvertiefung zubereitet.
Zur Platte wurden 10 pg/mL Maus-IL-6 und
MR16-1-Antikorper oder RS12-Antikérper bei 12,3
bis 1000 ng/mL gegeben und dann bei 37°C und 5°C
CO, 44 h lang kultiviert, worauf 1 pCi/Lochvertiefung
3H-Thymidin zugegeben wurde. Nach 4 h wurde der
Einbau des *H-Thymidin gemessen. Als Ergebnis un-
terdrickte der MR16-1-Antikdrper den Einbau von
®H-Thymidin in die MH60.BSF2-Zellen. Somit wurde
belegt, dass der vom Hybridom MR16-1 erzeugte An-
tikorper die Bindung von IL-6 an IL-6-Rezeptor inhi-
biert.

Industrielle Anwendbarkeit

[0114] GemalR der vorliegenden Erfindung wurde
dargelegt, dass anti-IL-6-Rezeptor-Antikrper einen
therapeutischen Effekt gegenliber Pankreatitis zei-
gen und ergeben und als therapeutisches Mittel ge-
gen akute Pankreatitis zu verwenden sind.

Patentanspriiche

1. Verwendung eines anti-Interleukin-6-Rezeptor
(anti-IL-6R)-Antikérpers zur Herstellung eines Medi-
kaments zur Behandlung von Pankreatitis.

2. Verwendung gemaf’ Anspruch 1, worin der An-
tikdrper ein monoclonaler Antikérper ist, der gegen
einen IL-6-Rezeptor gerichtet ist.

3. Verwendung gemaf Anspruch 2, worin der An-
tikdrper ein monoclonaler Antikérper ist, der gegen
einen Mensch- oder Maus-IL-6-Rezeptor gerichtet
ist.

4. Verwendung gemaf Anspruch 2 oder 3, worin
der Antikorper ein rekombinanter Antikdrper ist.

5. Verwendung gemal Anspruch 3, worin der
monoclonale Antikérper, der gegen einen Mensch-
oder Maus-IL-6-Rezeptor gerichtet ist, jeweils ein
PM-1- oder MR-16-1-Antikdrper ist.

6. Verwendung gemaf Anspruch 2 oder 3, worin
der Antikorper ein chimarer Antikdrper oder ein hu-
manisierter Antikorper ist, der gegen einen IL-6-Re-
zeptor gerichtet ist.

7. Verwendung gemaf Anspruch 6, worin der hu-
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manisierte Antikdrper ein humanisierter PM-1-Anti-
korper ist.

8. Verwendung gemal einem der vorhergehen-
den Anspriche, wobei die Pankreatitis eine akute
Pankreatitis ist.

9. Verwendung eines anti-IL-6R-Antikdrpers zur
Herstellung eines Medikaments zur Unterdriickung
von Pankreasddemen bei Pankreatitis.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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