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Beschreibung
1. GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind monoklonale Antikérper, die an die extrazellulare Doma-
ne von Prostata-spezifischem Membranantigen (PSMA) binden, Hybridomzelllinien, die Antikorper produzie-
ren und Verfahren zur Verwendung solcher Antikdrper zur Diagnose und Behandlung von Krebs. Gegenstand
der Erfindung ist insbesondere ein monoklonaler Antikdrper, der gegen ein synthetisches Peptid generiert wird,
das im Wesentlichen homolog zu einem Anteil der carboxylterminalen Region von PSMA ist, welcher Antikor-
per mit auf der Tumorzelloberflache und in Seren von Patienten mit Prostatakrebs exprimiertem PSMA rea-
giert. Gegenstand der Erfindung sind zusatzlich vierunddreiBig gegen eine Membranpraparation eines Prosta-
takarzinoms generierte monoklonale Antikérper, welche Antikdrper auch mit auf der Zelloberflache exprimier-
tem PSMA reagieren. Gegenstand der vorliegen Erfindung ist auch eine durch die Antikérper nachgewiesene
neue Proteinvariante (PSM') von PSMA.

2. HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Prostatakrebs stellt die zweitflihrende Krebstodesursache unter Mannern dar. Unter amerikanischen
Mannern gehért der Prostatakrebs faktisch zum am haufigsten diagnostizierten nicht-kutanen Krebs. Die Zahl
der mit Prostatakrebs diagnostizierten Manner ist auf Grund der zunehmenden Population alterer Manner so-
wie des grélReren Krankheitsbewusstseins, die zu seiner friiheren Diagnose fiihren, standig im Anstieg begrif-
fen (Parker et al., 1997, CA Cancer J. for Clin. 47:5-28). Es wurde projiziert, dass im Jahr 1997 tiber 334500
Manner mit Prostatakrebs diagnostiziert wirden und dass die Krankheit bei ca. 41800 zum Tod flhren wirde.
Das Risiko, dass Manner wahrend ihrer Lebenszeit an Prostatakrebs erkranken, liegt bei Kaukasiern bei ca. 1
von 5 und fur Afroamerikaner bei 1 von 6. Diejenigen mit einer fur Prostatakrebs positiven Familiengeschichte
oder Afroamerikaner stellen Hochrisikogruppen dar. Uber eine Lebenszeit betrachtet sterben mehr als Zwei-
drittel der mit Prostatakrebs diagnostizierten Manner an der Krankheit (Wingo et al., 1996, CA Cancer J. for
Clin. 46:113-25). Uberdies bed(irfen viele Patienten, die dem Prostatakrebs nicht erliegen, der kontinuierlichen
Behandlung zur Verbesserung der Symptome, wie zum Beispiel Schmerzen, Blutungen oder Harnobstruktion.
Folglich stellt der Prostatakrebs auch eine bedeutende Ursache des Leidens und erhdhte Kosten fur die Ge-
sundheitsversorgung dar (Catalona, 1994, New Eng. J. Med. 331:996-1004).

[0003] PSMA stellt ein Protein mit einem Molekulargewicht von 120 kD dar, das in den Prostatageweben ex-
primiert wird und urspriinglich durch Reaktivitat mit einem als 7E11-C5 bezeichneten monoklonalen Antikérper
identifiziert wurde (Horoszewicz et al., 1987, Anticancer Res. 7:927-935; US-Patent Nr. 5162504). PSMA wur-
de in gereinigter Form erhalten (Wright et al., 1990, Antibody Immunoconjugates and Radio Pharmaceuticals
3: Abstract 193) und als ein Typ II-Transmembranprotein, das Sequenzidentitdt mit dem Transferrinrezeptor
(Israeli et al. 1994, Cancer Res. 54:1807-1811) aufweist, und mit NAALADase-Aktivitat (Carter et al., 1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:749-753) gekennzeichnet. Wichtiger ist jedoch, dass PSMA beim Prostatakrebs
in erhbhten Mengen exprimiert wird, und erhhte PSMA-Spiegel auch in den Seren dieser Patienten nachweis-
bar sind (Horoszewicz et al., 1987, vorstehend; Rochon et al., 1994, Prostate 25:219-223; Murphy et al., 1995,
Prostate 26:164-168; und Murphy et al., 1995, Anticancer Res. 15:1473-1479). Eine cDNA, die fir PSMA ko-
diert, wurde kloniert (Israeli et al., 1993, Cancer Res. 51:227-230), und sie produziert zwei alternativ gespleilte
mRNA-Spezies: eine mMRNA-Spezies mit 2653 Nuldeotiden, die fur PSMA kodiert, und eine zweite 2387 Nul-
deotide enthaltende mRNA-Spezies, auf die als auf PSM' verwiesen wird (Su et al., 1995, Cancer Res.
55:1441-1443). Vor der vorliegenden Erfindung war nicht bekannt, ob PSM' fur ein Proteinprodukt kodiert oder
lediglich als eine nicht translatierte mRNA-Spezies existiert, weil ein PSM'-Proteinprodukt noch nie zuvor nach-
gewiesen wurde.

[0004] Ein jingerer Bericht von Carter et al. (1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:749-753) zeigt eine hoch-
gradige Identitat zwischen 1428 Basen, die einen Anteil der PSMA-cDNA und der cDNA-Sequenz vom Protein,
N-acetylierte, a-verknilpfte saure Dipeptidase (NAALADase), darstellt. NAALADase besitzt eine Enzymaktivi-
tat gegeniiber dem Neuropeptid N-Acetylaspartylglutamat, um Glutamat und N-Acetylaspartat zu ergeben.
Dieser Bericht weist darauf hin, dass die NAALADase-Aktivitdt dem PSMA-Protein innewohnt, aber der kata-
lytische Anteil von PSMA nicht identifiziert wurde. NAALADase-Aktivitdt wurde in den PSMA exprimierenden
LNCaP-Zellen, aber nicht in PC3-Zellen, die kein PSMS exprimieren, gefunden. Die Transfektion der PS-
MA-cDNA in PC3-Zellen fiihrte zur Produktion von NAALADase-Aktivitat und der Anwesenheit von PSMA in
diesen Zellen.

[0005] Der Unterschied zwischen der cDNA von PSMA und PSM' besteht im Verlust der transmembrandsen
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und intrazellularen Kodierungsregionen, die die Nukleotide Nr. 1-171 oder Aminosauren Nr. 1-57 enthalten.
PSMA wird als ein Typ II-Membranprotein beschrieben, und es ist bekannt, dass sich die funktionelle katalyti-
sche Domane von Typ II-Membranproteinen in der C-terminalen Extrazellularregion des Molekiils befindet (De-
Vries, et al., 1995, J. Biol. Chem., 270:8712-8722).

[0006] Die PSM'-mRNA findet sich im Vergleich zu Prostatageweben von Patienten mit benigner Hyperplasie
oder Prostatakrebs in gréReren Mengen in normalen Prostatageweben (Su et al., 1995, vorstehend). Dagegen
wird PSMA-mRNA im Vergleich zu Patienten ohne Prostatakrebs in héheren Spiegeln in Patienten mit Prosta-
takrebs festgestellt (Su et al., 1995, vorstehend). Dieser beobachtete Unterschied ist konsistent mit den zuvor
beschriebenen Serum-Proteinspiegeln von PSMA (Horoszewicz et al., 1987, vorstehend; Rochon et al., 1994,
vorstehend; Murphy et al., 1995, vorstehend; und Murphy et al., 1995, vorstehend). In diesem Zusammenhang
wurde ein erhdhter PSMA-Spiegel in Seren von Patienten mit Prostatakrebs mit Progression versus Remission
der Krankheit korreliert und kann als prognostischer Marker verwendet werden (Murphy et al., 1995, vorste-
hend).

[0007] Das vom monoklonalen Antikérper 7E11-C5 erkannte Epitop wurde den ersten 6 Aminosauren der
N-terminalen Intrazellularregion von PSMA zugeordnet (Troyer et al., 1995, Urol. Oncol. 1:29-37) (Fig. 1). Mit-
hilfe der Elektronen-Immunzytochemie unter Verwendung von 7E11-C5 wurde sein Epitop auf dem Zytoplas-
ma und spezifisch auf dem inneren Blatt der Plasmamembran lokalisiert (Troyer et al., 1994, Proc. Am. Assoc.
Cancer Res. 35:283, Abstract 1688). In in vitro-Tests farbt der monoklonale Antikérper 7E11-C5 (berdies nur
fixierte und permeabilisierte Zellen (Horoszewicz et al., 1987, vorstehend), was mit dem Mapping des
7E11-C5-Epitops zum N-Terminus- oder der Intrazellulardomane von PSMA ubereinstimmt. Wahrend 7E11-C5
zum Nachweis von Prostatakrebs in vivo nutzlich ist, der vermutlich sein Epitop durch Nekrose und/oder Apo-
ptose exponiert, wirde ein fur die Extrazellulardomane von PSMA spezifischer monoklonaler Antikdrper eine
effizientere PSMA-Detektion auf der Krebszelloberflache zulassen. AuRerdem wird PSM' vom monoklonalen
Antikoérper 7E11-C5 nicht erkannt, da PSM', basierend auf der Sequenz seines mRNA-Transkripts, die Intra-
zellulardomane von PSMA mangelt.

[0008] Die Angabe oder die Identifizierung von jedweder Referenz in diesem Abschnitt oder in jedwedem an-
deren Abschnitt dieser Anmeldung darf nicht als Eingestandnis ausgelegt werden, dass ein derartiger Verweis
als aus dem Stand der Technik fur die vorliegende Erfindung zur Verfiigung steht.

[0009] Murphy G. P. et al. (,Measurement of prostate-specific membrane antigen in the serum with a new an-
tibody", Prostate, Vol. 28, Nr. 4, 1996, Seiten 266-271) offenbart einen gegen PSMA/PSM' gerichteten mono-
klonalen Antikorper, der durch die Bindung vom Hybridom 3F5.4G6 an ein lineares Epitop in der Extrazellular-
region von PSMA produziert wird, die die Aminosaurereste 716-723 Gberspannt, und bespricht seinen Nutzen
bei der Detektion von PSMA bei an Prostatakrebs leidenden Patienten.

[0010] WQ97/35616 offenbart auch das Hybridom 3F5.4G6 und monoklonale Antikérper, die von den Hybri-
domen 3D7-1.1 und 4E10-1.14 produziert werden, wobei die letzten beiden Antikdrper auch an lineare Epitope
in der Extrazellularregion von PSMA/PSM' binden, die die Aminosaurereste 134-437 Uberspannt, und fahig
sind, an PSMA exprimierende Lebendzellen zu binden.

3. ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0011] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind monoklonale Antikorper, die fir ein konformationales
Epitop der Extrazellulardomane von PSMA spezifisch sind, Hybridomzelllinien, die die Antikdrper produzieren
und Verfahren zur Verwendung der Antikérper zur Diagnose und Behandlung von Prostatakrebs sowie eine als
PSM' bekannte variante Proteinform von PSMA, die von solchen Antikdrpern erkannt wird.

[0012] Gegenstand der Erfindung ist teils die Entdeckung der Anmelderinnen von monoklonalen Antikérpern,
die die Extrazellulardomane von PSMA erkennen.

[0013] Die erfindungsgemafRen Antikérper sind in Kombination mit einem Antikérper nitzlich, der gegen die
Intrazellulardoméane von PSMA in einem Two-Site-Capture-Assay zur Detektion der Anwesenheit von PSMA
in einer Testprobe gerichtet ist. Die hierin offenbarten Antikdrper kdnnen Uberdies in einem Two-Site-Captu-
re-Assay zum Nachweis der Anwesenheit von PSM' in einer Testprobe verwendet werden.

[0014] Es sind viele verschiedene erfindungsgemafle Verwendungszwecke eingeschlossen, einschlief3lich,
aber nicht beschrankt auf die Entwicklung und Verwendung eines Immunassays zur Detektion oder zur Stadi-
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eneinteilung von Prostatakrebs in einem Patienten, der Bildgebung eines primaren und/oder metastasierenden
Prostatakrebses in vivo, therapeutischer Anwendungszwecke der Antikorper, einschlie3lich der Anwendungs-
zwecke von an ein Zystostatikum oder Chemotherapeutikum konjugierten Antikérpern; und die Konstruktion
und Verwendung von Antikérperfragmenten, chiméaren Antikdrpern, humanisierten Antikérpern oder bifunktio-
nellen Antikérpern.

[0015] Bestimmte hierin beschriebene Antikérper sind lediglich fur Hintergrundszwecke und/oder um die Er-
findung in Kontext zu bringen, bestimmt.

4. KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0016] Fig. 1. Deduzierte Aminosauresequenzen von PSMA- und PSM'-Antigenen (SEQ ID NO: 2) Israeli et
al., 1994 Cancer Res. 54:1807-1811). Die PSM'-mRNA enthalt nicht das 5'-Ende des PSMAs, das fur die ers-
ten 57 Aminosauren (erste Zeile der Aminosauresequenz) kodieren wiirde und folglich vermutlich bei Amino-
saure 58 beginnt. PSM' wurde jedoch vor der vorliegenden Erfindung noch nie in ihrer Proteinform identifiziert.
Die unterstrichene Region stellt die putative Tansmembrandomane dar und die Region im Fettdruck (Amino-
saure Nr. 716-723) stellt ein fur die monoklonale Antikdrper-Entwicklung ausgewahltes Peptid dar.

[0017] Fig. 2. Nachweis des monoklonalen Antikérpers 3F5.4G6 (ein vom primaren Hybridom 3F5 hergelei-
teter Subklon) und seine Reaktivitat mit einem Protein, das im LNCaP-Lysat mit einem Molekulargewicht von
120 kD vorhanden ist, das PSMA entspricht. Der Western Blot wurde mit dem HRP-anti-lgG-Sekundarantikor-
per entwickelt. Spur 1 = LNCaP-Lysat, sondiert mit 7E11-C5; Spur 2 = LNCaP-Lysat, sondiert mit 3F5.4G6.

[0018] Fig. 3. Nachweis mittels Western Blot von PSMA in Seren von Patienten mit Prostatakrebs (Stadium
D2) unter Verwendung monoklonaler Antikérper 3F5.4G6 (Spuren 3 und 4) und 7E11-C5 (Spuren 1 und 2) als
Kontrolle.

[0019] Fiqg.4. Western Blot-Assay von LNCaP-Lysaten unter Verwendung der monoklonalen Antikérper
7E11-C5 (Spur 1) und 3F5.4G6 (Spur 2) und mit HRP-anti-lgM-Sekundarantikdrper entwickelt. Sowohl
7E11-C5 als auch 3F5.4G6 erkannten ein Protein mit einem Molekulargewicht von 120 kD. AuRerdem erkannte
3F5.4G6 auch ein Protein mit einem Molekulargewicht von 105-110 kD, das der vorhergesagten Proteinform
von PSM' entspricht. Man sollte zur Kenntnis nehmen, dass 7E11-C5 PSM' nicht erkannte, weil das Epitop vom
monoklonalen Antikdrper 7E11-C5 nicht in PSM' gefunden wurde. Der Antikdrper 3F5.4G6 erkennt den C-ter-
minalen Anteil des Proteins (Aminosaure Nr. 716-723), der der Extrazellulardomane von PSMA und PSM' ent-
spricht.

[0020] Fia.5. Nachweis, dass die monoklonalen Antikérper 7E11-C5 und 3F5.4G6 ein identisches Protein er-
kannten, dass aber 3F5.4G6 ein zusatzliches Protein erkannte, das PSM' entspricht. Das LNCaP-Lysat wurde
initial mit dem monoklonalen Antikérper 7E11-C5 immunprazipitiert und das immunprazipitierte Material wurde
auf SDS-Gelen getrennt und in einem Western Blot-Assay mit entweder den monoklonalen Antikdrpern
7E11-C5 (Spuren 1-4) oder mit 3F5.4G6 (Spuren 5-8) sondiert. Bei den Spuren 1 und 5 handelte es sich um
LNCaP-Rohlysat; bei den Spuren 2 und 6 um vorgereinigtes LNCaP-Lysat; bei den Spuren 3 und 7 um Mate-
rial, das mit dem monoklonalen Antikérper 7E11-C5 immunprazipitierte und bei den Spuren 4 und 8 um Prote-
ine, die in dem zuvor immunprazipitierten LNCaP-Lysat zuriickgelassen wurden. Der Antikérper 7E11-C5 im-
munprazipitierte ein Protein von 120 kD (Spur 3), das auch von 3F5.4G6 (Spur 7) erkannt wurde. Nach der
Immunprazipitation von 7E11-C5 wurde jedoch von 3F5.4G6 ein zweites Protein erkannt (Spur 8), das nicht
von 7E11-C5 (Spur 4) prazipitiert wurde und das PSM' entsprach. Folglich wird PSM' nicht von 7E11-C5 er-
kannt.

[0021] Fig. 6. Nachweis, dass die monoklonalen Antikdrper 7E11-C5 und 3F5.4G6 ein identisches Protein
von 120 kD erkannten. PSMA aus einem LNCaP-Lysat wurde vom monoklonalen Antikérper 3F5.4G6 immun-
prazipitiert, die Proteine im Immunprazipitat wurden auf einem SDS-Gel getrennt, an Immobilon P transferiert
und in einem Western Blot mit dem monoklonalen Antikérper 7E11-C5 sondiert. Spur 1 = LNCaP-Lysatkontrol-
le und mit 7E11-C5 sondiert; Spur 2 = 3F5.4G6-Immunprazipitation.

[0022] Fig. 7A und B. Nachweis mittels FACS-Analyse der Erkennung von LNCaP-Lebendzellen durch den
monoklonalen Antikérper 3F5.4G6, die die Antikdrperbindung an die Extrazellulardomane von PSMA veran-
schaulicht. Eig. 7A stellt eine Kontrolle mit keinem Primarantikdrper dar; und Eig. 7B stellt mit 100 pg/mi
3F5.4G6 inkubierte LNCaP-Zellen vor der FACS-Analyse dar. Die Verschiebung nach rechts deutet die Bin-
dung des Antikérpers an die LNCaP-Lebendzellen an.
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[0023] Fig. 8. Nachweis der Reaktivitdt des monoklonalen Antikérpers 3F5.4G6 mit aus Samenflissigkeit iso-
lierter und gereinigter PSM'. Spur 1 stellt LNCaP-Lysat und Spur 2 stellt gereinigtes PSM' aus Samenflissigkeit
dar. Die Proteine wurden auf SDS-Polyacrylamidgelen getrennt und an Immobilon P-Papier transferiert und
mittels Western Blot-Verfahren mit dem monoklonalen Antikérper 3F5.4G6 sondiert. Das aus Samenflissigkeit
gereinigte und in Spur 2 dargestellte Protein weist ein Molekulargewicht von 90 kD auf, wobei es sich wahr-
scheinlich um ein nicht glykosyliertes oder teilweise glykosyliertes Produkt von PSM' mit einem Molekularge-
wicht von 105-110 kD handelt.

[0024] Fig. 9. Nachweis der Reaktivitat der monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 und 4E10-1.14 mit nativem
PSMA und drei PSMA-Fragmenten. 96-Well-Mikrotiterplatten wurden mit nativem PSMA oder einem von drei
bakteriell exprimierten Polypeptidfragmenten von PSMA beschichtet und mit Hybridom-Uberstanden in einem
ELISA zur Reaktion gebracht. Wahrend alle drei getesteten Antikérper eine vergleichbare Bindung an natives
PSMA zeigten, reagierten 3D7-1.1 und 4E10-1.14 stark mit einem Fragment, das einem Epitop in der Extra-
zellulardomane von PSMA entsprach.

[0025] Fig. 10. Western Blot-Analyse von PSMA unter Verwendung der monoklonalen Antikérper 3D7-1.1.
Spur 1 = LNCaP-Lysat; Spur 2 = PC-3-Lysat; Spur 3 = immunaffinitatsgereinigtes PSMA.

[0026] Fig. 11. Western Blot-Analyse eines Baculovirus-exprimierten PSMAs der vollen Lange. Rekombinan-
te PSMA wurde auf SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, elektrogeblottet und mit verschiedenen An-
tikdrperpraparationen sondiert.

Spur 1 = Blindprobe;

Spur 2 = Kontrollmedium (20 % FCS in RPMI 1640;

Spur 3 = monoklonaler Antikérper 3D7-1.1;

Spur 4 = monoklonaler Antikérper 3D7-1.2;

Spur 5 = monoklonaler Antikérper 3D7-1.3;

Spur 6 = monoklonaler Antikérper 3D7-1.7;

Spur 7 = monoklonaler Antikérper 3D7-2.7;

Spur 8 = monoklonaler (Ausgangs-)Antikorper 4E10;

Spur 9 = monoklonaler Antikérper 4E10-1.3;

Spur 10 = monoklonaler Antikérper 4E10-1.14;

Spur 11 = Blindprobe;

Spur 12 = Blindprobe;

Spur 13 = monoklonaler Antikdrper 7E11-C5.

[0027] Eig. 12A-D. Nachweis mittels FACS-Analyse und Erkennung von LNCaP-Lebendzellen durch den
monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 und 4E10-1.14, wobei die Antikdrperbindung an die Extrazellulardomane
von PSMA veranschaulicht wird. Fig. 12A stellt mit 4E10-1.14 inkubierte LNCaP-Zellen dar. Fig. 12B stellt mit
4E10-1.14 inkubierte PC-3-Zellen dar. Fig. 12C stellt mit 3D7-1.1 inkubierte LNCaP-Zellen dar. Fig. 12D stellt
mit 3D7-1.1 inkubierte PC-3-Zellen dar. Die verschiedenen Muster bei der Verschiebung nach rechts in
Fig. 12A und Fig. 12C deuten darauf hin, dass die beiden Antikdrper gegebenenfalls verschiedene Epitope
von PSMA erkennen kénnten.

[0028] Fig. 13. Detektion von PSMA mittels eines Two-Site-Capture-ELISA unter Verwendung von zwei mo-
noklonalen Antikérpern an distinkten Epitopen von PSMA. Reihenverdiinntes immunaffinitatsgereinigtes
PSMA wurde mit 7E11-C5 beschichteten 96-Well-Platten zugefiigt und durch Inkubieren mit 3D7-1.1- oder
4E10-1.14-Uberstéanden nachgewiesen. Die Absorption bei 405 mm wurde in einem Mikroplatten-Lesegerét
gemessen. —— = 3D7-1.1; -s— = 4E10-1.14.

[0029] Fig. 14. Detektion von PSMA in einer Reihe verschiedener biologischer Proben mittels eines Two-Si-
te-Capture-ELISA unter Verwendung der monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 und 4E10-1.14.

[0030] Fig. 15. Detektion von immunaffinitatsgereinigtem PSMA, reihenverdiinnt in normalem humanem Se-
rum, mittels eines Two-Site-Capture-ELISA unter Verwendung der monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 und
4E10-1.14.

[0031] Fig. 16. Detektion von PSMA mittels eines alternativen Two-Site-Capture-ELISA. Reihenverdiinntes,
immunaffinitatsgereinigtes PSMA wurde mit 3D7-1.1-beschichteten 96-Well-Platten zugefligt und mittels Inku-
bieren mit biotinyliertem 7E11-C5 (40 pg/ml), gefolgt von Meerrettichperoxidase-konjugiertem Streptavidin,
nachgewiesen. Die Absorption bei 405 nm wurde in einem Mikroplatten-Lesegerat gemessen. 7E11-C5 wurde
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unter Verwendung von EZ-Link Biotinylation Kits (Pierce) gemafR den Anleitungen des Herstellers biotinyliert.

[0032] Fig. 17. Western Blot-Analyse von LNCaP-Zelllysat und verschiedenen Fraktionen eines semigerei-
nigten PSMA-Fragments (entspricht den Aminosauren 134 bis 750 von PSMA der vollen Lange, die als ein
Insert von 1,9 kb in einem Baculovirus-Expressionssystem exprimiert wurden), das mit dem Gewebekultur-
Uberstand aus dem Hybridom 4E10-1.14 sondiert wurde. Die Identifizierung des Proteinprodukts aus dem 1,9
kb grofden Konstrukt (Aminosauren 134-750 von PSMA) ist durch den Pfeil angezeigt.

[0033] Spur 1 = Marker; Spur 2 = LNCaP-Rohzelllysat; Spur 3 = Viruspellet, d. h. 100000 xg Pellet aus mit
dem Baculovirus infizierten lysierten SF9-Zellen, der ein 1,9 kb groltes PSMA-Fragment exprimiert; Spur 4 =
100000 xg Uberstandsfraktion aus mit dem Baculovirus infizierten lysierten SF9-Zellen, der ein 1,9 kb groRes
PSMA-Fragment exprimiert; Spur 5 = Durchfluss der in Spur 4 gezeigten Fraktion nach der Passage durch eine
Ni-NTA-Matrix; Spur 6 = Elution der Ni-NTA-Matrix mit 0,5 M NaCl; Spur 7 = Elution der Ni-NTA-Matrix mit 1 M
Imidazol, pH 7,6; Spur 8 = Durchfluss der in Spur 4 gezeigten Fraktion nach der Passage durch eine
Ni-NTA-Matrix; Spur 9 = Elution der Ni-NTA-Matrix mit 0,5 M NaCl; und Spur 10 = Elution der Ni-NTA-Matrix
mit 1 M Imidazol, pH 7,6. Beachtet werden sollte auch in Spur 2 die Reaktivitadt des monoklonalen Antikérpers
4E10-1.14 mit in LNCaP-Zellen exprimiertem nativem PSMA der vollen Lange.

[0034] Fig. 18. Western Blot von Rohlysaten von mit einem Baculovirus infizierten SF9-Zellen, der entweder
ein irrelevantes Insert oder ein 1,9 kb groRes Insert, das fur einen PSMA-Anteil (Aminosauren 134-750 von
PSMA der vollen Lange) kodiert, die mit dem Antikdrper 7E11-C5 sondiert wurden. Spuren 1, 2 = MW-Marker;
Spur 3 = irrelevantes, Virusinfiziertes SF9-Zelllysat; Spur 4 = SF9-Zelllysat; und Spur 5 = Virus-infiziertes
SF9-Lysat, das ein 1,9 kb groRes PSMA-Insert enthalt. Beachtet werden sollte, dass mit keinem der in den
SF9-Zellen vorliegenden Proteinprodukte oder denen mit einem der beiden Viren infizierten 7E11-C5-positive
Banden beobachtet wurden.

[0035] Fig. 19. Western Blot von PSMA und PSM', erhalten aus LNCaP-Zellen, humaner Samenflissigkeit
und humanem Serum, die mit dem monoklonalen Antikdper 3D7-1.1 sondiert wurden. Spur 1 = LNCaP-Zellly-
sat; Spur 2 = 7E11-C5-immunoaffinitatsgereinigtes PSMA aus LNCaP-Zellen, Spur 3 = humane Samenflissig-
keit; und Spur 4 = humanes Serum vom Mann. Die Positionen von PSMA und PSM' sind angezeigt.

[0036] Fig. 20. Diagrammatische Darstellung von PSMA und PSMA-Fragmenten, die als bakterielle Fusions-
proteine exprimiert werden. PSMA der vollen Lange ist definiert als Aminosauren 1 bis 750. Bei PSM' fehlen
die ersten 57 Aminosauren, die auch die Transmembrandomane (TM, Reste 20 bis 43) des Proteins enthalten.
Die verwendeten PSMA-Fragmente setzen sich aus den Aminosauren 1 bis 173, Aminosauren 134 bis 437
und Aminosauren 438 bis 750, wie in der Figur ersichtlich ist, zusammen. Die Antikdrper sind unter der Region
des Proteins angegeben, die annahernd dem Ort ihrer Bindungsepitopen entsprechen. Der untere Anteil der
Figur listet 3 Antikdrper auf, von denen festgestellt wurde, dass sie nur an native Konformationen des Proteins
und nicht an denaturiertes Protein oder Proteinfragmente binden. Basierend auf immunzytochemischen und
flowzytometrischen Experimenten mit Lebendzellen werden diese Epitope der Extrazellulardoméane in den
Aminosauren 44 bis 750 zugeordnet.

5. AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0037] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind monoklonale Antikérper, die fir konformationale Epitope
auf der Extrazellulardomane von PSMA spezifisch sind, Verfahren zur Verwendung dieser Antikdrper und eine
durch diese Antikdrper identifizierte trunkierte Proteinvariante PSM'. Obwohl die hierin beschriebenen spezifi-
schen Verfahren und Methoden unter Verwendung eines C-terminalen Peptids, einer PSMA-exprimierenden
Tumormembranpraparation oder eines gereinigten PSMAs an immunisierte Mause erlautert werden, dienen
sie lediglich der Erlauterung der praktischen Ausfiihrung der Erfindung. Analoge Verfahren und Techniken sind
gleichermalien auf viele verschiedene Tierwirte anwendbar, die gegen PSMA in der Form von Protein, Pepti-
den, Zelloberflachenantigen und Rohmembranpraparationen immunisiert wurden.

5.1 HYBRIDOMZELLLINIEN UND ANTIKORPERPRODUKTION

[0038] In einer spezifischen Ausfliihrungsform anhand des Beispiels in Abschnitt 6, nachstehend, wurde ein
sich aus der C-terminalen Region von PSMA herleitendes synthetisches Peptid als Immunogen verwendet. Die
Ergebnisse zeigen, dass ein als 3F5.4G6 bezeichneter Antikdrper an die Extrazellulardomane von PSMA bin-
det, die auf der Zelloberflache lebender Prostatakrebszellen und in den Seren von Patienten mit Prostatakrebs
exponiert ist. AuRerdem weisen die Arbeitsbeispiele in den Abschnitten 7 und 8, nachstehend, darauf hin, dass
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nach der Immunisierung von Tieren mit einer PSMA-exprimierenden Tumormembranpraparation die Produkti-
on zusatzlicher monoklonaler Antikorper gegen die Extrazellulardomane von PSMA gerichtet ist. In diesem Zu-
sammenhang kdnnen Krebszellen, wie zum Beispiel LNCaP, die PSMA exprimieren, mit der PSMA-Kodierse-
quenz transfizierte Wirtszellen, gereinigte PSMA, Peptide der PSM'- oder PSMA-Extrazellulardoméane als Im-
munogen zum Auslésen einer Immunantwort in Tierwirten zur Generierung monoklonaler Antikérper, die fur
die Extrszellulardomane von PSMA spezifisch sind, verwendet werden.

[0039] Somatische Zellen mit dem Potenzial zur Antikdrperproduktion und, insbesondere B-Lymphozyten,
sind zur Fusion mit einer B-Zell-Myelomlinie geeignet. Diese Antikorperproduzierenden Zellen, die sich im tei-
lenden Plasmablastenstadium befinden, fusionieren bevorzugt. Somatische Zellen kénnen aus den Lymph-
knoten, der Milz und dem peripheren Blut von mit Antigen geprimten Tieren gewonnen werden, und die lym-
phatischen Zellen der Wahl hangen weitgehend von ihrem empirischen Nutzen im entsprechenden Fusions-
system ab. Einmal geprimte oder hyperimmunisierte Tiere kénnen als Quelle Antikdrper-produzierender Lym-
phozyten verwendet werden. Mauslymphozyten ergeben einen hdheren Prozentsatz stabiler Fusionen mit den
nachstehend beschriebenen Myelomlinien von der Maus. Von diesen ist die BALB/c-Maus bevorzugt. Jedoch
kdnnen auch andere Mausstdmme, Kaninchen, Hamster, Schafe und Frosche als Wirte zur Praparation Anti-
kdrper-produzierender Zellen verwendet werden. Wie von Goding (in: Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, 2. Aufl., S. 60-61, Orlando, Fla, Academic Press, 1986) besprochen, kann die Verwendung von Rat-
tenlymphozyten mehrere Vorteile bereitstellen.

[0040] Als Alternative sind humane somatische Zellen, die zur Produktion von Antikérpern, spezifisch B-Lym-
phozyten, fahig sind, zur Fusion mit Myelomzelllinien geeignet. Wahrend B-Lymphozyten aus der biopsierten
Milz, den Tonsillen oder Lymphknoten des Individuums verwendet werden kdnnen, sind die leichter zugangli-
chen B-Lymphozyten im peripheren Blut bevorzugt. Die Lymphozyten kénnen sich von Patienten mit diagnos-
tizierten Prostatakarzinomen herleiten. Humane B-Zellen kénnen auferdem durch das Epstein-Barr-Virus di-
rekt immortalisiert werden (Cole et al., 1995, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.,
S. 77-96).

[0041] Myelomzelllinien, die zur Verwendung in Hybridom-produzierenden Fusionsverfahren, die bevorzugt
keine Antikorper produzieren, geeignet sind, weisen eine hohe Fusionseffizienz und Enzymdefizienzen auf, die
sie unfahig machen, in bestimmten Selektivmedien zu wachsen, welche das Wachstum der gewlinschten Hy-
bridome unterstutzen. Beispiele solcher Myelomzelllinien, die zur Produktion fusionierter erfindungsgemaler
Zellhybriden verwendet werden kénnen, schlieBen P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4.1, Sp210-Ag14,
FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7, S194/5XX0 Bul ein, die sich alle von Mausen herleiten;
R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F und 4B210, die sich von Ratten herleiten und U-266, GM1500-GRG2,
LICR-LON-HMy2, UC729-6, die sich alle von Menschen herleiten (Goding in: Monoclonal Antibodies: Princip-
les and Practice, 2. Aufl., S. 65-66, Orlando, Fla, Academic Press, 1986; Campbell, in: Monoclonal Antibody
Technology, Laborstory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 13, Burden und von Knippen-
berg, Hrsg., S. 75-83, Amsterdam, Elseview, 1984).

[0042] Verfahren zum Generieren von Hybriden von der Antikérperproduzierenden Milz oder Lymphknoten-
zellen und Myelomzellen umfassen gewdhnlich das Mischen somatischer Zellen mit Myelomzellen in einem
Verhaltnis von 2:1 (obwohl das Verhaltnis von ca. 20:1 bis ca. 1:1 variieren kann), in Anwesenheit eines Mittels
oder von Mitteln (chemisch oder elektrisch), das/die die Fusion von Zellmembranen fordert/férdern. Es wird
haufig bevorzugt, dass die gleiche Tierspezies als Quelle der im Fusionsverfahren verwendeten somatischen
und Myelomzellen verwendet wird. Fusionsverfahren wurden von Kohler and Milstein (1975, Nature
256:495-497, 1976, Eur. J. Immunol. 6:511-519), und von Gefter et al. (1977, Somatic Cell Genet. 3:231-236)
beschrieben. Bei den von diesen Untersuchern verwendeten Fusionsférderungsmitteln handelte es sich um
das Sendai-Virus bzw. Polyethylenglykol (PEG). Die von Goding (1986, in: Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, 2. Aufl., S. 71-74, Orlando, Fla, Academic Press) besprochenen Fusionsverfahren, die die vor-
stehende sowie die elektrisch induzierte Fusion einschlief3en, sind auch zur Generierung erfindungsgemafer
monoklonaler Antikdrper geeignet.

[0043] Fusionsverfahren produzieren gewohnlich viable Hybriden, bei sehr niedriger Frequenz, ca. 1 x 107°
bis 1 x 107 somatische Zellen. Auf Grund der niedrigen Frequenz, mit der viable Hybriden erhalten werden, ist
es wesentlich, dass man ein Mittel zum Auswahlen fusionierter Zellhybriden aus den zurtickgebliebenen nicht
fusionierten Zellen, insbesondere der nicht fusionierten Myelomzellen hat. Ein Mittel zur Detektion der er-
wiinschten Antikérperproduzierenden Hybridome unter den anderen resultierenden fusionierten Zellhybriden
ist auch notwendig.
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[0044] Im Allgemeinen werden die fusionierten Zellen in Selektivmedien, zum Beispiel im HAT-Medium mit
Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin, kultiviert. Das HAT-Medium erlaubt die Proliferation von Hybridenzel-
len und verhindert das Wachstum von nicht fusionierten Myelomzellen, die sich in der Regel weiterhin unbe-
grenzt teilen wirden. Aminopterin blockiert die de novo-Purin- und -Pyrimidinsynthese durch Inhibition der Pro-
duktion von Tetrahydrofolat. Das Zufiigen von Thymidin umgeht die Blockade der Pyrimidinsynthese, wahrend
Hypoxanthin in das Medium eingeschlossen wird, damit inhibierte Zellen unter Verwendung des Salvage-Pa-
thway der Nukleotide Purin synthetisieren. Die eingesetzten Myelomzellen stellen Mutanten dar, denen die Hy-
poxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) fehlt und folglich den Salvage-Pathweg nicht nutzen kénnen. In
dem uberlebenden Hybriden stellt der B-Lymphozyt die genetische Information zur Produktion dieses Enzyms
bereit. Da B-Lymphozyten selbst in Kultur eine begrenzte Lebensspanne (ca. zwei Wochen) aufweisen, han-
delt es sich bei den einzigen Zellen, die in HAT-Medium proliferieren kénnen, um die aus Myelom- und Milzzel-
len gebildeten Hybriden.

[0045] Zur Férderung des Screenings des durch die Hybriden sezernierten Antikdrpers und zur Verhinderung,
dass individuelle Hybriden andere Uberwachsen, wird das Gemisch von fusioniertem Myelom und B-Lympho-
zyten in HAT-Medium verdlnnt und in multiplen Wells von Mikrotiterplatten kultiviert. In zwei bis drei Wochen,
wenn Hybridklone mikroskopisch sichtbar werden, wird die Uberstandsfliissigkeit der individuellen Wells, die
die Hybridklone enthalten, auf spezifische Antikérper untersucht. Der Assay muss empfindlich, einfach und
schnell sein. Die Assay-Verfahren schlieen Radioimmunassays, Enzymimmunassays, Zytotoxizitatsassays,
Plaque-Assays, Dot Immuno Binding Assays und dergleichen ein.

[0046] Sobald die gewiinschten fusionierten Zellhybriden ausgewahlt und in individuelle Antikdrperproduzie-
rende Zelllinien kloniert sind, kann jede Zelllinie auf die eine oder andere von zwei standardmafigen Weisen
propagiert werden. Eine Probe des Hybridoms kann in ein histokompatibles Tier des Typs injiziert werden, der
zur Bereitstellung der somatischen und Myelomzellen fiur die Originalfusion verwendet wurde. Das injizierte
Tier entwickelt Tumoren, die den spezifischen monoklonalen Antikorper, der durch den fusionierten Zellhybri-
den produziert wird, sezernieren. Die Korperflissigkeiten des Tieres, wie zum Beispiel Serum oder Aszitesflls-
sigkeit, kdnnen zur Bereitstellung monoklonaler Antikérper in hoher Konzentration abgenommen werden. Als
Alternative kénnen die individuellen Zelllinien in vitro in LaborkulturgefaRen propagiert werden; das Kulturme-
dium, das auch hohe Konzentrationen eines einzelnen spezifischen monoklonalen Antikdrpers enthalt, kann
durch Dekantieren, Filtration oder Zentrifugation geerntet werden.

[0047] Aufler der Hybridom-Technologie kénnen fir die Extrazellulardomane von PSMA spezifische monok-
lonale Antikérper mittels anderer im Stand der Technik tberall bekannter Verfahren produziert werden. So kén-
nen zum Beispiel molekulare Ansatze unter Verwendung der Phagen-Display-Technologie zur Expression von
PSMA bindenden variablen Antikérperregionen verwendet werden (US-Patente Nr. 5223409; 5403484 und
5571698).

[0048] Monoklonale Antikdrper oder gereinigte Fragmente der monoklonalen Antikérper mit mindestens ei-
nem Anteil einer Antigenbindungsregion, die zum Beispiel Fv-, F(ab'),-, Fab-Fragmente (Harlow und Lane,
1988, Antibody, Cold Spring Harbor), Einzelketten-Antikérper (US-Patent 4946778), chimare oder humanisier-
te Antikdrper (Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851; Newuberger et al., 1984 Nature
81:6851) und Komplementaritat-bestimmende Regionen (CDR) einschlielen, kénnen mittels tblicher Verfah-
ren hergestellt werden. Die Reinigung der Antikdrper oder Fragmente kann durch viele verschiedene dem
Fachmann bekannte Verfahren erreicht werden, einschlieflich der Prazipitation durch Ammoniumsulfat oder
Natriumsulfat, gefolgt von einer Dialyse gegen Kochsalz, lonenaustauschromatographie, Affinitats- oder Im-
munaffinitdtschromatographie wie auch Gelfiltration, Zonenelektrophorese usw. (siehe Goding in: Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, 2. Aufl., S. 104-126, Orlando, Fla, Academic Press).

5.2 CHARAKTERISIERUNG VON MONOKLONALEN ANTIKORPERN UND PSM'

[0049] Unter Verwendung von allgemein in Abschnitt 5.1 vorstehend und in den Abschnitten 6-8, nachste-
hend, beschriebenen Verfahren wurden flinfunddreiRig Hybridomzelllinien auf Grund ihrer Produktion von fir
die Extrazellulardomane von PSMA spezifischen monoklonalen Antikérpern ausgewahlt. Gegenstand der vor-
liegenden Erfindung umfasst die in den Abschnitten 6, 7 und 8, nachstehend, erlauterten monoklonalen Anti-
korper, die spezifisch an konformationale Epitope der Extrazellulardomane von PSMA und PSM' binden, die
insbesondere jedwede Antikdrper einschlief3en, die die Bindung von jedwedem einen oder jedweden mehreren
der vorstehend erwahnten Antikdrper gegen PSMA kompetitiv inhibieren, wie in einem Enzymimmunassay, ei-
nem Radioimmunassay oder in jedwedem anderen kompetitiv bindenden Immunassay beurteilt wurde.
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[0050] Der Antikorper 3F5.4G6 stellt einen Antikdrper vom IgM-Isotyp dar, der spezifisch an PSMA bindet, der
in Prostatakrebszelllysaten und auf der Zelloberflache von Prostatakrebszellen ebenso wie in Seren, die von
Patienten mit Prostatakrebs erhalten werden, exprimiert wird. AuRerdem bindet 3F5.4G6 auch spezifisch an
PSM'. Das 3F5.4G6-reaktive PSMA-Epitop ist extrazellular, C-terminal und distinkt von dem durch 7E11-C5
erkannten (Horoszewicz et al., Anticancer Res. 7:927-936), das im Zytoplasma der Zelle Membran-assoziiert
ist. Die Antikdrper 3D7-1.1 und 4E10-1.14 stellen auch IgM-Antikérper dar und binden an PSMA, das in Pros-
tatakrebszelllysaten und auf der Zelloberflache exprimiert wird. Diese Antikérper kdnnen zum Nachweis von
sowohl primarem Prostatakrebs als auch metastasierenden Tumoren, wie zum Beispiel Knochenmetastasen
bei Prostatakrebs verwendet werden. Auferdem wurden zweiunddreif3ig Antikorper des IgG-Isotyps generiert,
und sie sind fur Epitope Uberall in der Extrazellulardomane von PSMA spezifisch. Antikorper des IgG-Isotyps
aktivieren die Komplementvermittelte Zytolyse und binden Uber ihre Fc-Region an phagozytische Zellen. Au-
Rerdem kann ihre kleinere GroRRe und Stabilitadt gegebenenfalls eine bessere Penetration als IgM in Geweben
in vivo zulassen.

[0051] Wahrend der Entwicklung einer Antikérperantwort sezernieren die Antikdrper-produzierenden Zellen
zuerst den IgM-Isotyp, der nach und nach auf IgG umschaltet. Derartige Klassen-Switch-Ereignisse treten
durch das DNA-Rearrangement von Genen in konstanter Region auf, damit die gleiche Antigenspezifitat erhal-
ten bleibt. Die verschiedenen Antikorper-Isotypen besitzen verschiedene Effektorfunktionen. IgM und alle
IgG-Unterklassen auf3er IgG4 kdnnen nach der Antigenbindung Komplement fixieren. Dagegen bindet IgE bei
einer allergischen Reaktion zum Triggern der Histaminfreisetzung an Mastzellen.

[0052] Hybridomzelllinien produzieren auch wahrend der Langzeitkultur Klassen-Switch-Varianten. Insbeson-
dere monoklonale Antikdrper, die von IgM auf IgG oder IgG, auf IgG,, umschalten, wurden auf Grund ihrer hé-
heren Affinitat zu Protein A ausgewahlt, wodurch ihre Reinigung geférdert wird. Jedwede Klassen-Switch-Va-
riante kann auf eine besonders wiinschenswerte Effektorfunktion selektiert werden (Spira et al., 1985, in: Hy-
bridoma Technology in the Biosciences and Medicine, Hrsg. Springer, S. 77-88, Plenum Press, NY; Harlow
und Lane, 1988 Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory). Da einige von ihnen vom IgM-Isotyp sind, ist im
Fall der erlauterten Antikdrper erwiinscht, auch auf IgG-Varianten zu selektieren, die die gleiche Antigenspe-
zifitat besitzen, die fur bestimmte Zwecke in vitro oder in vivo gegebenenfalls nutzlicher sein konnten. Gegen-
stand der vorliegenden Erfindung sind IgG-Varianten der erfindungsgemaflen monoklonalen Antikérper, die
3F5.4G6, 3D7-1.1 und 4E10-1.14 einschlieRen.

[0053] Abschnitte 6-8, nachstehend, zeigen, dass die erlauterten Antikdrper ein Protein mit einem Molekular-
gewicht von 120 kD erkennen. Die meisten dieser Antikrper erkennen insbesondere auch ein Protein mit ei-
nem Molekulargewicht von 105-110 kD in Prostatatumorzelllysaten. Wahrend das 120 kD grof3e Protein auch
vom Antikérper 7E11-C5 erkannt wird, wird das Protein mit niedrigerem Molekulargewicht nur durch die erfin-
dungsgemalen Antikérper nachgewiesen. Deshalb stellt das Protein von 105-110 kD das Produkt einer als
PSM' bekannten mRNA dar. Vor der vorliegenden Erfindung wurde ein PSM'-Protein jedoch noch nie berichtet,
und es wurde angenommen, dass es sich um eine nicht translatierte mRNA handelt. Da der Aminosaurese-
quenz von PSM', wie von ihrer RNA-Sequenz abgeleitet, vermutlich die Zytoplasma- und Transmembranregi-
onen von PSMA fehlen, ist miteinander vereinbar, dass 7E11-C5, auf Grund seiner Spezifitat fur ein intrazellu-
lares Epitop, mit diesem Produkt nicht reagieren wirde. Im Gegensatz dazu erkennen Antikérper, die fir die
Extrazellulardomane von PSMA spezifisch sind, auch PSM'".

5.3 KODIERSEQUENZEN VON PSMA-SPEZIFISCHEN MONOKLONALEN ANTIKORPERN

[0054] In einer anderen erfindungsgemalen Ausfliihrungsform kénnen die erlauterten Hybridomzelllinien zur
Herstellung von Zusammensetzungen verwendet werden, die eine Antigenbindungsstelle oder Antikérpervari-
anten umfassen, welche die murinen variablen oder hypervariablen Regionen mit der humanen konstanten
Region oder den konstanten und variablen Framework-Regionen, d. h. chimare oder humanisierte Antikérper
ebenso wie humanisierte Antikdrper, die nur die Antigen-bindenden CDRs aus dem Ausgangsantikorper in As-
soziation mit humanen Framework-Regionen erhalten, kombinieren (siehe, Waldmann, 1991, Science
252:1657, 1662, insbesondere 1658-59 und darin angegebene Referenzen). Es wird erwartet, dass solche
chimaren oder humanisierten Antikérper, welche die Bindungsspezifitdt des murinen Antikdrpers beibehalten,
eine reduzierte Immunogenitat aufweisen, wenn sie fir erfindungsgemafie diagnostische, prophylaktische
oder therapeutische Applikationen in vivo verabreicht werden.

[0055] In noch anderen erfindungsgemafen Ausflihrungsformen umfasst die Verwendung der Hybridomzell-

linien als eine Quelle von DNA oder mRNA, kodierend flr die rearrangierten, aktivierten Immunglobulingene,
die isoliert, durch bekannte rekombinante DNA-Verfahren kloniert und an andere Zellen zur Produktion von An-
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tigen-bindenden Fragmenten, die firr die Extrazellulardomane von PSMA spezifisch sind, transferiert werden
koénnen. Durch die Isolierung von rearrangierter DNA oder die Praparation von cDNA aus der Messenger-RNA
der erfindungsgemafen Hybridomzelllinie, kann eine Sequenz frei von Intronen erhalten werden.

[0056] Zur Erlauterung und nicht durch Einschrankung kann eine Immunexpressionsbibliothek hergestellt und
auf Antikdrper-bindende Fragmente fir PSMA und PSM' wie folgt durchsucht werden (siehe, Huse et al., 1989,
Sci. 246:1275-1281; Mullinax et al., 1990, Proc. Natl Acad. Sci. USA 87:8045-8099). Die Gesamt-RNA kann
(z. B. unter Verwendung gewerblich erhaltlicher Kits) gereinigt und unter Verwendung eines Oligo-(dT)-Primers
fur die Leichtkette (L-Kette) und einen spezifischen Primer fur die Schwerkette (H-Kette) unter Verwendung ei-
ner reversen Transkriptase, in cDONA umgewandelt werden. In der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann die
Amplifikation der H- und L-Kettensequenzen des Immunglobulins mit Sets von Primerpaaren getrennt durch-
geflhrt werden. Sich stromaufwarts befindende Primer kbnnen zum Hybridisieren an partiell konservierte Se-
quenzen in den Leader- und/oder Framework-Regionen von V, oder V, ausgelegt werden, und sich stromab-
warts befindende Primer kdnnen zum Hybridisieren an Sequenzen in einer konstanten Doméane ausgelegt wer-
den. Solche Primer wiirden L-Ketten der vollen Lange konservieren und H-Ketten bereitstellen, die dem Fd von
IgG entsprechen, und die H-L-Disulfidbindungen konservieren. Die PCR-amplifizierten L- und H-DNA-Frag-
mente werden dann verdaut und getrennt in H- und L-Kettenvektoren ligiert. Solche Vektoren enthalten eine
pelB-Leader-Sequenz, eine Ribosomenbindungsstelle und Stoppcodons. Geeignete A-Phagenvektoren zur
Expression in E. coli kdnnen aus gewerblich erhaltlichen Vektoren (ImmunoZAP L, ImmunoZAP H; Stratacyte,
La Jolla, CA) hergestellt werden. Die ligierte rekombinante Phagen-DNA wird mit einem in vitro-Packungsext-
rakt in den Bakteriophagen inkorporiert und zum Infizieren von E. coli verwendet Die so erstellte Immunexpres-
sionsbibliothek wird unter Verwendung von PSMA, PSM' oder einem spezifischen Peptid davon auf Antigen-
bindungsfragmente durchsucht. Positive Klone kénnen gescreent und wie von Mullinax et al. (vorstehend) be-
schrieben gescreent und identifiziert werden.

5.4 VERWENDUNGEN VON EXTRAZELLULAREN PSMA-DOMANEN-SPEZIFISCHEN ANTIKORPERN
UND ANTIKORPERZUSAMMENSETZUNGEN

[0057] Obwohl die hierin beschriebenen spezifischen Verfahren und Methoden unter Verwendung der erfin-
dungsgemaflen monoklonalen Antikdrper erlautert sind, sind sie firr die erfindungsgemale praktische Ausfih-
rung lediglich als veranschaulichend vorgesehen. Gereinigte Fragmente der monoklonalen Antikdrper mit min-
destens einem Anteil der Antigen-bindenden Region, die Fv-, F(ab'),-, Fab-Fragmente, Einzelketten-Antikor-
per, chimare oder humanisierte Antikérper oder CDRs einschlie®en, kénnen in den nachstehend beschriebe-
nen erfindungsgemafen Verfahren und Methoden verwendet werden.

5.4.1 IMMUNHISTOLOGISCHE UND IMMUNZYTOLOGISCHE APPLIKATIONEN

[0058] Erfindungsgemafie monoklonale Antikdrper kbnnen zum Nachweis von Prostatakarzinomzellen in his-
tologischen und zytologischen Proben und insbesondere zum Unterscheiden maligner Tumoren von normalen
Geweben und nicht malignen Tumoren verwendet werden. Die Gewebsproben kénnen mittels der Antikdrper
gefarbt und ihre Bindung durch einen zweiten Antikérper, der an eine Markierung, wie zum Beispiel Peroxida-
se, Fluoreszein, alkalische Phosphatase und dergleichen konjugiert wurde, nachgewiesen werden.

[0059] AufRerdem kdnnen die Immunfluoreszenz-Verfahren die erfindungsgemafien monoklonalen Antikérper
zur Untersuchung des humanen Gewebes, Zell- und Koérperflissigkeitsproben verwenden. In einem typischen
Protokoll werden Objekttrager mit Gefrierschnitten von gefrorenen, nicht fixierten, durch Biopsie erhaltenen
Gewebsproben oder zytologische Abstriche luftgetrocknet, mit Formalin oder Aceton fixiert und mit der mono-
klonalen Antikdrperpraparation in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert.

[0060] Die Objekttrager werden dann gewaschen und weiter mit einer Antikdrperpraparation, die gegen den
monoklonalen Antikdrper gerichtet ist, gewdhnlich einen Typ des Antimaus-Immunglobulins, wenn sich die ver-
wendeten monoklonalen Antikérper von der Fusion eines Lymphozyten am der Mausmilz und einer Maus-My-
elomzelllinie herleiten, inkubiert. Dieses Antimaus-Immunglobulin wird mit einer Verbindung, zum Beispiel
Rhodamin- oder Fluoreszeinisothiozyanat, das bei einer bestimmten Wellenlange fluoresziert, getaggt. Das
Farbungsmuster und die Farbungsintensitaten in der Probe werden dann mittels Fluoreszenzlichtmikroskopie
bestimmt und optional photographisch registriert.

[0061] Als noch andere Alternative kann die Computer-enhanced Fluoreszenzbildanalyse oder die Flowzyto-

metrie zur Untersuchung der Gewebsproben oder exfoliierten Zellen, d. h. Einzelzellpraparationen aus Aspira-
tionsbiopsien von Prostatatumoren unter Verwendung der erfindungsgemafen monoklonalen Antikérper ein-

10/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

gesetzt werden. Die erfindungsgemafRen monoklonalen Antikérper sind besonders nutzlich bei der Quantifizie-
rung von lebenden Tumorzellen, d. h. Einzelzellpraparationen aus Aspirationsbiopsien von Prostatatumoren
mittels des Computer-enhanced Fluoreszenzbildanalysators oder mit einem Flowzytometer. Die erfindungsge-
maRen Antikérper sind in solchen Assays zum Differenzieren benigner von malignen Prostatatumoren beson-
ders nutzlich, da PSMA, an das die monoklonalen Antikdrper binden, von malignen Tumoren in erhdhten Men-
gen exprimiert wird. Der prozentuale Anteil der PSMA-positiven Zellpopulation, allein oder zusammen mit der
Bestimmung der DNA-Ploidie dieser Zellen, kann zusatzlich sehr nitzliche prognostische Informationen durch
Bereitstellung eines frihen Indikators fiir die Krankheitsprogression darstellen.

[0062] In einer noch anderen alternativen Ausfihrungsform kénnen die erfindungsgemaflen monoklonalen
Antikérper in Kombination mit anderen bekannten Prostata-Antikérpern zur Bereitstellung zusatzlicher Infor-
mationen in Bezug auf den malignen Phanotyp eines Prostatakarzinoms verwendet werden.

5.4.2 IMMUNSEROLOGISCHE APPLIKATIONEN

[0063] Die Verwendung der erfindungsgeméafien monoklonalen Antikérper kann sich auf das Screening von
humanen biologischen Flissigkeiten auf Anwesenheit der erkannten spezifischen Antigendeterminanten er-
strecken. Die immunserologische in vitro-Bewertung biologischer Fliussigkeiten, die den Patienten entnommen
werden, ermdglichen hierdurch die nicht invasive Diagnose von Krebs. Humane Kérperflussigkeiten, wie zum
Beispiel Prostataflissigkeit, Samenflissigkeit, Vollblut, Serum oder Urin, kénnen, zur Erlauterung, einem Pa-
tienten entnommen werden und auf das spezifische Epitop, entweder als freigesetztes Antigen oder Memb-
ran-gebunden an Zellen in der Probenflussigkeit unter Verwendung monoklonaler Antikorper, die fir die Extra-
zellulardomane von PSMA und PSM' in Standard-Radioimmunassays oder Enzyme-linked Immunassays,
kompetitiv bindender Enzyme-linked Immunassays, Dot-Blot oder Western Blot oder anderer im Stand der
Technik bekannten Assays spezifisch sind, bestimmt werden.

[0064] Aufierdem kann durch die Verwendung von monoklonalen Antikérpern, die gegen die nicht Uberlap-
penden Epitopen auf PSMA und PSM' gerichtet sind, ein empfindlicherer diagnostischer Assay auf PSMA-
oder PSM'-Protein entwickelt werden. Antikdrper, die fur die gegenuberliegenden Enden von PSMA, wie zum
Beispiel 7E11-C5 und die erfindungsgemalen Antikérper spezifisch sind, sind besonders zur Verwendung in
einem derartigen Assay geeignet. In dieser Hinsicht kann ein Antikdrper mit einem Substrat zum Capturing von
PSMA oder PSM' in einer biologischen Flissigkeit verankert werden, wahrend der andere Antikérper zur De-
tektion des Antikdrper-gebundenen Antigens verwendet wird. Da die Expression von PSMA und PSM' Giberdies
beim Prostatakrebs bzw. in normalen Prostatageweben erhoht ist, kdnnen Antikorper, die diese beiden Formen
unterscheiden, zur Bereitstellung einer genaueren Weise zur Uberwachung der Tumorregression versus -pro-
gression nach der Behandlung eingesetzt werden. Da die meisten erfindungsgemafRen Antikérper beide For-
men erkennen, aber 7E11-C5 nur an PSMA bindet, kdnnen diese Antikdrper zusammen zur Bestimmung der
genauen Spiegel von jeder Form in einem Patienten verwendet werden, wodurch ihre Mengen mit der Tumor-
last korrelieren. 7E11-C5 kann zum Beispiel als ein verankerter Antikdrper in einem Two-Site-Capture-Assay
verwendet werden, und jedweder eine der anderen Extrazelluldrdomanen-spezifischen Antikdrper kann als ein
Nachweisantikérper zur Quantifizierung von PSMA verwendet werden. Andererseits kann jedwede Kombina-
tion von zwei der Extrazellulardomanen-spezifischen Antikrper von PSMA in einem ahnlichen Two-Site-Cap-
ture-Assay zum spezifischen Messen der PSM'- plus PSMA-Konzentrationen insgesamt verwendet werden.
Eine einfache Subtraktion von PSMA von PSMA und PSM' insgesamt quantifiziert spezifisch PSM'.

[0065] Aufler der Detektion der Extrazellulardomane von PSMA und PSM' durch einen monoklonalen Anti-
korper in Geweben und Korperflissigkeiten kbnnen Messungen der NAALADase-Enzymaktivitat zur Quantifi-
zierung der Extrazellulardomane von PSMA und/oder PSM' in Geweben und/oder Kérperflissigkeiten verwen-
det werden.

[0066] So kénnen zum Beispiel die Gewebespiegel durch ein Detergens, das homogenisierte Gewebe solu-
bilisiert, Pelletierung des unléslichen Materials durch Zentrifugation und Messen der NAALADase-Aktivitat im
zuriickbleibenden Uberstand bestimmt werden. Auf @hnliche Weise kann auch die NAALADase-Aktivitat in
Korperflissigkeiten durch zuerst Pelletieren des zellularen Materials durch Zentrifugieren und Durchfiihren ei-
nes typischen Enzym-Assays auf NAALADase-Aktivitdt am Uberstand gemessen werden.

[0067] Die NAALADase-Assay-Protokolle, die den Vorteil der Antikérper bindenden Spezifitaten nutzen, kon-
nen auch eingeschlossen werden. So kdnnten zum Beispiel feste Oberflachen, die mit entweder 7E11-C5 oder
den erfindungsgemafien Antikdrpern beschichtet sind, zum Capturing des PSMA- oder PSM'-Proteins zur De-
tektion unter Verwendung eines NAALADase-Enzym-Assays verwendet werden. Folglich kann dies zur diffe-
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renziellen Detektion und Quantifizieren des PSMA-Proteins der vollen Lange und PSM' in einer Probe verwen-
det werden, vorausgesetzt, dass ein Extrazellulardomanen-spezifischer Antikérper an sowohl PSMA als auch
PSM' bindet, wohingegen 7E11-C5 nur an PSMA binden wirde.

[0068] ZweckmaRigere NAALADase-Enzym-Assays, die den Vorteil der Reaktionseigenschaften von Gluta-
matdehydrogenase wahrnehmen, kénnen auch angewendet werden (Frieden, 1959, J. Biol. Chem.,
234:2891). In diesem Assay stellt das Reaktionsprodukt des NAALADase-Enzyms Glutamins&ure dar. Dies lei-
tet sich von der Enzymkatalysierten Spaltung von N-Acetylaspartylglutamat her, um N-Acetylasparaginsaure
und Glutaminsaure zu ergeben. Glutaminsaure, in einem NAD(P)' erforderlich machenden Schritt, ergibt
2-Oxoglutarat plus NAD(P)H in einer durch Glutamatdehydrogenase katalysierten Reaktion. Der Reaktionsab-
lauf kann aufgrund der Umwandlung von of NAD(P)* in NAD(P)H leicht und zweckmaRigerweise durch Ande-
rung der Absorption bei 340 nm gemessen werden. Folglich kdnnen Verbesserungen an dem Assay der NAA-
LADase-Aktivitat, die auf einem Festphasenformat mit immobilisierten Capture-Antikdrpern anwendbar ist, er-
reicht werden. Auf diese Weise kbnnen mehrere Assays in einem Mikroplatten-Lesegerat, das auf der Absorp-
tionsénderung bei 340 nm vor und nach dem Zufiigen von NAD* oder NADP" basiert, gleichzeitig durchgefiihrt
werden. Er wurde nicht auf die Festphasen-Assays beschrankt, da Ldsungsassays, von zum Beispiel Serum,
mit diesem Typ des NAALADase-Assays auch moglich waren.

[0069] Kits, die die erfindungsgemalRen monoklonalen Antikorper oder Fragmente davon enthalten, kdnnen
zur in vitro-Diagnose, -Prognose und/oder der -Uberwachung des Prostatakarzinoms durch die vorstehend be-
schriebenen immunhistologischen, immunzytologischen und immunserologischen Verfahren hergestellt wer-
den. Die Komponenten der Kits kdnnen entweder in wassrigem Medium oder in lyophilisierter Form verpackt
werden. Wenn die monoklonalen Antikérper (oder Fragmente davon) in den Kits in der Form von Konjugaten
verwendet werden, worin ein Markierungsteil, wie zum Beispiel ein Enzym oder ein radioaktives Metallion an-
gelagert ist, kbnnen die Komponenten solcher Konjugate entweder in vollkommen konjugierter Form, in der
Form von Intermediaten oder als durch den Verwender des Kits zu konjugierende separate Teile geliefert wer-
den.

[0070] Ein Kit kann einen Trager umfassen, der zur Aufnahme in engem Raum darin von einem oder mehr
Behaltnismittel(n) oder einer Reihe von Behaltnismitteln, wie zum Beispiel Testrohrchen, Durchstichflaschen,
Kolben, Flaschen, Spritzen oder dergleichen, kompartimentalisiert ist. Ein erstes dieser Behaltnismittel oder
eine Reihe von Behaltnismitteln kann den monoklonalen Antikérper (oder ein Fragment davon) oder PSMA
oder PSM' enthalten. Ein zweites Behaltnismittel oder eine Reihe von Behaltnismitteln kann eine Markierung
oder ein Linker-Markierungsintermediat, das zur Bindung an den Primarantikérper (oder ein Fragment davon),
PSMA oder PSM' fahig ist, enthalten.

5.4.3 DIAGNOSTISCHE, PROPHYLAKTISCHE UND THERAPEUTISCHE ANWENDUNGEN IN VIVO

[0071] Die erfindungsgemafen monoklonalen Antikdrper oder Fragmente davon sind besonders nitzlich zum
Targetieren der Prostatakrebszellen in vivo. Sie kénnen zur Tumorlokalisierung, zum Nachweis und zur Uber-
wachung ebenso wie fiir die Therapie des primaren Prostatakarzinoms und Metastasen angewendet werden.
Fir diese in vivo-Applikationen ist die Verwendung gereinigter monoklonaler Antikérper oder gereinigter Frag-
mente der monoklonalen Antikdrper mit mindestens einem Anteil einer Antigenbindungsregion, die zum Bei-
spiel Fv-, F(ab'),-, Fab-Fragmente (Harlow und Lane, 1988, Antibody Cold Spring Harbor), Einzelketten-Anti-
korper (US-Patent 4946778), chimare oder humanisierte Antikorper (Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:6851; Newuberger et al., 1984 Nature 81:6851), CDR und dergleichen einschlie3t, bevorzugt. Die
Reinigung der Antikérper oder Fragmente kann mithilfe vieler verschiedener dem Fachmann bekannter Ver-
fahren, einschlielich Prazipitation durch Ammoniumsulfat oder Natriumsulfat, gefolgt von der Dialyse gegen
Kochsalzldsung, lonenaustauschchromatographie, Affinitats- oder Immunaffinitdtschromatographie ebenso
wie Gelfiltration, Zonenelektrophorese usw. erreicht werden (siehe Goding in: Monoclonal Antibodies: Princip-
les and Practice, 2. Aufl., S. 104—-126, Orlando, Fla, Academic Press).

[0072] Zur Anwendung beim in vivo-Nachweis und/oder bei der Uberwachung des Prostatakarzinoms kénnen
die gereinigten monoklonalen Antikérper kovalent, entweder direkt oder Gber einen Linker, an eine Verbindung
angelagert werden, die als eine Reporter-Gruppe dient, um die Bildgebung von spezifischen Geweben oder
Organen nach der Verabreichung und Lokalisierung der Konjugate oder Komplexe zu erlauben. Eine Reihe
vieler verschiedener Substanztypen kénnen als Reporter-Gruppe dienen, die zum Beispiel radioopake Farb-
stoffe, radioaktives Metall und Nichtmetallisotope, fluorogene Verbindungen positronenemittierende Isotope,
nicht paramagnetische Metalle usw. einschlief3en.

12/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

[0073] Zur Anwendung bei der in vivo-Therapie des Prostatakarzinoms kénnen die gereinigten monoklonalen
Antikorper allein oder kovalent, entweder direkt oder Uber einen Linker, an eine Verbindung, welche nach Ver-
abreichung und Lokalisierung der Konjugate die malignen Zellen oder Gewebe abtétet und/oder die Prolifera-
tion derselben inhibiert, verwendet werden. Wenn der Antikérper allein angewendet wird, kann er die Zersto-
rung des Tumors durch Komplementfixierung oder Antikorper-abhangige zellulare Zytotoxizitat vermitteln. Als
Alternative kann der Antikorper in Kombination mit einem Chemotherapeutikum zum Erreichen synergistischer
therapeutischer Wirkungen verabreicht werden (Baslya und Mendelsohn, 1994 Breast Cancer Res. and Treat-
ment 29:127-138). Eine Reihe vieler verschiedener Substanztypen kénnen zur therapeutischen Anwendung
direkt an den Antikdrper konjugiert werden, zu diesen gehdren radioaktives Metall und Nichtmetallisotope,
Chemotherapeutika, Toxine usw. (Vitetta und Uhr, 1985, Annu. Rev. Immunol. 3:197).

[0074] Gemal einer alternativen Ausflihrungsform kénnen die erfindungsgemafien monoklonalen Antikérper
zur in vivo-Therapie des Prostatakarzinoms dergestalt modifiziert werden, dass sie in der Form eines bifunkti-
onellen oder bispezifischen Antikérpers, d. h. als ein Antikérper mit einer Antigen-bindenden Region, die fur
die Extrazellulardoméane des Prostata-spezifischen Membranantigens spezifisch ist und eine Antigen-binden-
de Region, die fur eine Effektorzelle spezifisch ist, die eine tumorizide oder tumorinhibitorische Aktivitat auf-
weist, vorliegen. Die beiden Antigen-bindenden Regionen des bispezifischen Antikérpers sind entweder che-
misch verkniipft oder kdnnen durch eine zur Produktion des bispezifischen Antikérpers genetisch manipulierte
Zelle exprimiert werden (Siehe im Allgemeinen Fanger et al., 1995 Drug News & Perspec. 8(3):133-137). Ge-
eignete Effektorzellen mit tumorizider Aktivitat schlieRen die folgenden ein, sind aber nicht beschrankt auf zy-
totoxische T-Zellen (hauptsachlich CD8%-Zellen), natiirliche Killerzellen usw. Eine wirksame Menge eines er-
findungsgemafen bispezifischen Antikdrpers wird an einen Patienten mit Prostatakarzinom verabreicht, und
der bispezifische Antikorper tétet die malignen Zellen nach der Lokalisierung an den Stellen der primaren oder
metastasierenden Tumoren, die PSMA tragen, ab und/oder inhibiert ihre Proliferation.

[0075] Verfahren zur Herstellung von Antikérper-Konjugaten der erfindungsgemafien Antikdrper (oder Frag-
menten davon), die zur Detektion, zur Uberwachung und/oder Therapie niitzlich sind, werden in den US-Pa-
tenten Nr. 4671958; 4741900 und 4867973 beschrieben.

[0076] Antikdrper und Antigen-bindende Antikdrperfragmente kdnnen mithilfe chemischer Konjugation oder
rekombinanter DNA-Technologie auch an ein heterologes Protein oder Peptid konjugiert werden. Das sich er-
gebende chimare Protein besitzt die Antigen-bindende Spezifitdt des Antikérpers und die Funktion des hete-
rologen Proteins. Ein Polynukleotid, das zum Beispiel fur die Antigen-bindende Region eines Antikérpers ko-
diert, der fir die Extrazellulardoméane von PSMA spezifisch ist, kann genetisch an eine Kodiersequenz fur die
Zeta-Kette des T-Zellrezeptors fusioniert werden. Nach der Expression dieses Konstrukts in T-Zellen, werden
die T-Zellen ex vivo expandiert und in einen Patienten mit Prostatakrebs infundiert. Die dieses chimare Protein
exprimierenden T-Zellen werden spezifisch an Tumoren gerichtet, die auf Grund der Antikdrper-bindenden
Spezifitat PSMA exprimieren und die Abtétung der Tumorzellen veranlassen. Als Alternative wird ein Antikor-
per an ein Protein fusioniert, das die Migration von Leukozyten induziert oder eine Affinitdt zum Anziehen an-
derer Verbindungen an die Tumorstelle aufweisen. Ein spezifisches Protein dieses Typs stellt Streptavidin dar.
Der Bindung eines Streptavidin-konjugierten Antikdrpers an eine Tumorzelle kann das Zufligen eines biotiny-
lierten Arzneimittels, Toxins oder Radioisotops folgen, um die spezifische Abtétung des Tumors zu veranlas-
sen.

[0077] Kits zur Verwendung mit einer solchen in vivo-Tumorlokalisierung und solchen Therapieverfahren, die
die monoklonalen Antikorper (oder Fragmente davon) konjugiert an jedwede der vorstehenden Substanztypen
enthalten, kdnnen hergestellt werden. Die Komponenten der Kits kdnnen entweder in wassrigem Medium oder
in lyophilisierter Form verpackt werden. Wenn die monoklonalen Antikérper (oder Fragmente davon) in den
Kits in der Form von Konjugaten verwendet werden, in denen eine Markierung oder ein therapeutischer Teil,
wie zum Beispiel ein radioaktives Metallion oder ein therapeutisches Arzneimittelteil angelagert ist, kbnnen die
Komponenten solcher Konjugate entweder in vollstandig konjugierter Form, in der Form von Intermediaten
oder als durch den Verwender des Kits zu konjugierende separate Teile geliefert werden.

6. BEISPIEL: PRODUKTION EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS GEGEN EIN PSMA-PEPTID
6.1 MATERIALIEN UND VERFAHREN
6.1.1 HERSTELLUNG EINES IMMUNISIERUNGSPEPTIDS

[0078] PSMA-Peptid Nr. 716-723 (NH,-ESKVDPSK) (SEQ ID NO: 1) wurde an Keyhole-Limpet-Hamocyanin
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(KLH) als einen Trager unter Verwendung des EDC-Verfahrens nach Pierce (Rockford, IL) gekoppelt. Der Pep-
tid-KLH-Komplex wurde in inkomplettem Freund-Adjuvanz (Sigma, St. Louis, MO) mit 1 mg/ml Muramyldipep-
tid (MDP, Pierce, Rockford, IL) in einer Endkonzentration von 250 ug/ml gekoppelt. Die emulgierte Antigenpra-
paration wurde bei 4 °C gelagert.

6.1.2 IMMUNISIERUNG

[0079] Weibliche BALB/c-Mause wurden alle vierzehn Tage flr eine Dauer von sechs Wochen subkutan mit
0,1 ml des emulgierten Peptid-Trager-Komplexes immunisiert. Den Mausen wurde Blut abgenommen und ihre
Seren wurden in einem Peptid-spezifischen Radioimmunassay (RIA) auf die Anwesenheit von gegen das Pep-
tid gerichteten Antikérpern getestet. Mause, die flir gegen das Peptid gerichtete Antikdrper mit einem Titer von
1:1000 oder grofer positiv testeten, wurden in einem Fusionsprotokoll als Spender verwendet. Drei Tage vor
der Fusion wurden die Mause mit 50 pg Peptid-KLH-Komplex, aufgelést in Kochsalzlésung, intraperitoneal im-
munisiert.

6.1.3 ZELLFUSION

[0080] Drei Tage nach dem endgiltigen Boost mit dem gleichen Peptid-KLH-Komplex wurde die Milz einer
BALB/c-Maus aseptisch entfernt, und es wurde eine Einzellsuspension hergestellt. Die roten Blutzellen wurden
durch osmotischen Schock lysiert und die zuriickbleibenden Lymphozyten wurden in RPMI-1640-Medium sus-
pendiert. Die Splenozyten wurden mit P3X63Ag8U.1 (X63) Myelomzellen (CRL 1597 von ATCC, Rockville,
MD) in einem Verhaltnis von 10:1 (100 x 10° Splenozyten: 10 x 10° X63 Myelomzellen) gemischt. Die Fusion
der Splenozyten an X63-Zellen wurde mithilfe des Verfahrens von Galfre und Milstein (1981, Methods in En-
zymology, Vol. 73, Immunochemical Techniques, Teil B) durchgefuhrt. Die Hybridomzellen wurden durch den
Einschluss von Aminopterin in das Zellkulturmedium (RPMI-1640-20 % fetales Kalbserum) ausgewahlt.

6.1.4 SCREENING VON PRIMAREN HYBRIDOMEN

[0081] Funfzig Mikroliter (ul) des Zellkulturiiberstands wurden aus den individuellen Hybridomkulturen ent-
fernt und in einem Peptid-spezifischen RIA auf die Anwesenheit von Peptid-spezifischen Antikdrpern getestet.
Die Uberstande wurden, um es kurz zusammenzufassen, den Wells einer 96-Well-Pro-Bind-Platte (Falcon) zu-
gefugt, die zuvor mit Peptid, gekoppelt an bovines Serumalbumin (BSA) in Héhe von 50 pg/ml beschichtet wur-
den. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 4 °C wurden die Platten viermal mit PBS-0,1 % BSA gewaschen.
Jedem Well wurden fiinfzig Mikroliter einer Verdinnung (1:500) von Kaninchen-Antimaus-IgM und -IgG (ICN)
zugefugt und die Platten wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden wie vorste-
hend viermal gewaschen und jedem Well wurden 50 pl '%I-Protein A zugefiigt. Die Platten wurden eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert und wie vorstehend viermal gewaschen. Die Platten wurden tber Nacht einem
Autoradiographie-Film (Kodak, X-OMAT) ausgesetzt und entwickelt. Positive Wells wurden ausgewahlt und die
Zellen wurden in einem Zellkulturmedium zum weiteren Testen expandiert.

6.1.5 WESTERN BLOT-SCREENING

[0082] Uberstande aus den positiven und expandierten Wells wurden in einem Western Blot-Assay auf an-
ti-PSMA-Antikérper getestet. Lysate aus der LNCaP-Tumorzelllinie (CRL 1740 von ATCC, Rockville, MD), ei-
nem Prostatatumor, der PSMA exprimiert, wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel 90 Minuten bei 175 Volt
laufen lassen. Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden an eine an Immobilon-P™-Membran elek-
trogeblottet und die Membran wurde mittels einer Inkubation Gber Nacht mit 5 % BLOTTO in Tris-gepufferter
Kochsalzldsung blockiert. Die Membran wurde in einen Bio-Rad-Multi-Screen-Apparat (Bio-Rad) gegeben,
und es wurden ca. 650 pl Hybridom-Uberstand in die individuellen Spuren pipettiert. Die Membran wurde 90
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und der Blot wurde 5-mal mit Tris-gepufferter Kochsalzl6sung-0,5 %
Tween-20 (TBS-T) gewaschen. Der gewaschene Blot wurde mit Peroxidase-markiertem Ziegen-Antimaus-lgG
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) in einer Verdinnung von 1:5000 eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Blot wurde wie vorstehend 5-mal gewaschen und 1 Minute mit 2 ml Lumi-
GLO™-Chemilumineszenz-Substrat (KPL, Gaithersburg, MD) inkubiert. Der Blot wurde einem Autoradiogra-
phie-Film ausgesetzt und entwickelt. Positive Hybridom-Wells (anti-PSMA-Reaktivitat) wurden identifiziert und
zur weiteren Entwicklung ausgewahit.

6.1.6 LIMITING DILUTION-KLONIERUNG

[0083] Die Wells mit dem positiven primaren Hybridom, die durch ihre Reaktivitat auf PSMA im vorstehend
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beschriebenen Western Blot-Assay identifiziert wurden, wurden durch Limiting Dilution kloniert. Die Zellen wur-
den auf 1 Zelle/ml in komplettem Zellkulturmedium, das syngene Thymozyten als eine Feeder-Zellpopulation
enthielt, angepasst. Die Zellsuspension wurde in Aliquoten von 200 pl in die Wells einer 96-Well-Platte abge-
geben. Nach einer 7- bis 10-tagigen Kultivierung waren Zellkolonien sichtbar. Wells, die Einzelkolonien enthiel-
ten, wurden herausgepickt, und die Zellen wurden in 24-Well-Platten (Kulturen von 1,5 ml) expandiert. Die
Ubersténde von den klonalen Zellen wurden geerntet und im vorstehend beschriebenen Western Blot-Assay
auf anti-PSMA-Antikorper getestet. Positive Klone wurden expandiert und in flissigem Stickstoff eingefroren.

6.1.7 BILDUNG VON ASZITESFLUSSIGKEIT UND ANTIKORPERREINIGUNG

[0084] Sieben bis 10 Tage vor der Injektion der Hybridomzellen (10 x 10°) wurden BALB/c-M&use mit 0,4 ml
Pristan intraperitoneal geprimt. Die den monoklonalen Antikérper enthaltende Aszitesfllissigkeit wurde in peri-
odischen Intervallen drainiert und bei 4 °C gelagert. Der monoklonale Antikérper wurde unter Verwendung des
ImmunoPure™ IgM-Reinigungskits von Pierce (Rockford, IL) von Aszitesfliissigkeit gereinigt.

6.1.8 IMMUNPRAZIPITATION VON PSMA

[0085] Es wurden LNCaP-Tumorzellen (ca. 10 x 10°) mit 1 ml NP-40-Lysepuffer (150 mM NaCl, 1 % NP-40,
50 mM Tris) 30 Minuten bei 4 °C geprimt. Das Lysat wurde bei 12000 U/min zentrifugiert und der sich ergeben-
de Uberstand wurde durch Inkubation mit 50 ul normalem Mausserum 30 Minuten vorgereinigt, gefolgt vom
Zufugen von 60 pl einer 20 %igen Suspension von Anti-Maus-IgM-Agarose-Beads. Nach der 1-stiindigen In-
kubation bei 4 °C wurde die Praparation zur Entfernung der Beads zentrifugiert und der sich ergebende Uber-
stand wurde mit dem monoklonalen Antikérper 3F5.4G6 zur Reaktion gebracht. Drei Lysaten (in Wiederho-
lung) wurden variierende Mengen des monoklonalen Antikorpers 3F5.4G6 (2,5, 5 und 10 pg) zugefiigt und eine
Stunde bei 4 °C inkubiert. Einhundert Mikroliter einer 10 %igen Suspension von Anti-Maus-IgM-Agarose-Be-
ads (Sigma) wurden zugefiigt, und die Lysate wurden eine weitere Stunde bei 4 °C inkubiert. Die Lysate wur-
den bei 12000 U/min zentrifugiert, und die Agarose-Beads wurden dreimal mit NP-40-Lysepuffer gewaschen.
Den Beads wurden 30 pl Elektrophoreseproben-Puffer zugefligt und sie wurden 10 Minuten bei 95 °C erhitzt.
Die Beads wurden bei 12000 U/min kurz zentrifugiert, und der Probenpuffer wurde auf ein SDS-Polyacrylamid-
gel geladen. Nach der Elektrophorese wurden die Proben wie vorstehend beschrieben elektrogeblottet, und es
wurde unter Verwendung des PSMA-spezifischen monoklonalen Antikérpers 7E11-C5 als der Reporter-Anti-
korper ein Western Blot durchgefiihrt.

6.1.9 FLOWZYTOMETRISCHE ANALYSE

[0086] Die Zellen wurden zuerst mit Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung (PBS) gespuilt. Versen-Lésung
(0,2 g EDTA.4Na/L) (2 ml fir einen 75 cm?® Kolben) wurde zugefiigt. Der groRte Teil der Versen-Losung wurde
vor der 5-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur entfernt. PBS wurde zugefiigt und die Zellen wurden durch
Pipettieren losgeldst. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und gezahlt. Finfhunderttausend bis zu
einer Million Zellen wurden mit 50 pl Primarantikorper 30 Minuten auf Eis inkubiert, gefolgt von zweimaligem
Waschen mit PBS. Die Zellen wurden anschlieend mit 50 pl FITCmarkiertem Sekundarantikorper (Ziegen-An-
timaus-IgG fir 7E11-C5 oder Ziegen-Antimaus-IgM fiir 4G6) 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Gberschissige
Sekundarantikérper wurde mit PBS von den Zellen gewaschen. Die Fluoreszenz wurde unter Verwendung ei-
nes Flowzytometers (FACScan, Becton Dickinson, San Jose, CA) analysiert. Die Zelltrimmer wurden aus den
Zellpopulationen, die bezogen auf ihre Vorwarts- und Seitwartsstreuungsprofile analysiert wurden, ausge-
schlossen.

6.1.10 SERUM-ASSAYS MITTELS WESTERN BLOT

[0087] Die Serumproben wurden in Lysepuffer (1 % Triton X-100, 50 mM HEPES, 10 % Glycerol, 15 mM
MgCl,, 1 mM AEBSF, 1 mM EGTA) 1:7 verdinnt. Das LNCaP-Lysat wurde in Lysepuffer 1:35 verdiinnt. Die
verdunnten Proben wurden dann in einem Verhaltnis von 2:3 mit Probenpuffer (SDS-Reduktionspuffer) kom-
biniert. Die Proben (20/ul) wurden auf 8,5 % SDS-PAGE (Protein-Endkonzentration von 93 mg pro Probe, wie
unter Verwendung des Bio-Rad-Protein-Assays bestimmt) laufen lassen, und die getrennten Proteine wurden
auf eine PVDF-Membran fir eine Stunde bei 90 Volt geblottet. Die Membranen wurden dann Uber Nacht in 5
% Milch-TBS blockiert. Am nachsten Tag wurden die Membranen eine Stunde mit 3 ug/ml 7E11-C5-Antikorper
in TBS-T sondiert, 5-mal fur funf Minuten in TBS-T gewaschen und mit 167 ng/ml Schaf-Antimaus-Meerrettich-
peroxidase-markiertem Sekundarantikérper 30 Minuten in TBS-T sondiert. Die Membranen wurden wiederum
5-mal fir 5 Minuten jeweils in TBS-T gewaschen und die Membranen unter Verwendung des Chemilumines-
zenz-Substrat-Kits entwickelt (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD) (Rochon et al., 1994,

15/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10
The Prostate 15:219-223).

[0088] Die Blots wurden durch Aussetzen gegeniiber einem Rontgenfilm sichtbar gemacht, wobei eine Pro-
teinbande bei ca. 120 kD in Erscheinung trat. Das Blot-Image wurde mit einem Microtek ScanMaker
[IHR-Scanner gescannt und die Bandenintensitaten mithilfe einer ,an einem Macintosh Quadra 605 Computer
unter Verwendung des sich in der 6ffentlichen Domane befindenden NIH-Image-Programms (geschrieben von
Wayne Rasband an den U.S. National Institutes of Health und erhaltlich vom Internet durch ein anonymes ftp
von zippy.nimh.nih.gov oder auf einer Diskette von NTIS, 5285 Port Royal Rd., Springfield, VA 22161, Teile-Nr.
PB93-504868) durchgeflihrten Analyse gemessen". Alle Patientenproben wurden gegen eine gesunde norma-
le Spenderprobe und an einer Probe von einem Patienten mit Prostatakrebs mit einem hohen PSMA vom glei-
chen Western Blot wie die Standardkontrollen gemessen".

6.1.11 NACHWEIS DER ENZYMATISCHEN AKTIVITAT VON PSM'

[0089] Einhundert Milliliter humaner Samen wurden unter den WHO-Richtlinien zur Fertilitdtstestung von be-
zahlten Spendern gesammelt. Das Zellmaterial wurde durch Zentrifugation 30 Minuten bei 10000 U/min pelle-
tiert und der Uberstand sorgfaltig entfernt und tiber Nacht gegen zwei Wechsel von 20 mM Tris-Puffer, pH 7,6,
dialysiert. Das Dialysat wurde wieder bei 10000 U/min zentrifugiert und auf eine DEAE-Sephacryl-Saule, die
zuvor mit 20 mM Tris-Puffer, pH 7,6, gewaschen wurde, geladen. Die geladene Saule wurde dann wieder mit
500 ml des gleichen Puffers geladen und die Proteine durch Aufbringen eines 20 mM bis 200 mM Tris-Puf-
fer-Gradienten bei pH 7,6 getrennt. Es wurden Fraktionen von 5 ml gesammelt. Das Vorliegen von PSMA in
jeder Fraktion wurde mittels des Western-Dot-Blot unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers 7E11-C5
bestimmt. Die Fraktionen, die 7E11-C5 reaktive Proteinbanden enthielten, wurden gepoolt und unter Verwen-
dung von 70 %igem Ammoniumsulfat prazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden durch Zentrifugation bei
10000 U/min 30 Minuten pelletiert und dann in 1 Liter 200 mM Tris-Puffer, pH 7,6, resuspendiert. Die solubili-
sierten Proteine wurden dann uber Nacht gegen zwei Wechsel von 20 mM Tris-Puffer, pH 7,6, dialysiert. Das
dialysierte Material wurde dann auf eine vorgewaschene Sephacryl-Saule geladen und die Proteine eluiert, es
wurden 3-ml-Fraktionen gesammelt. An dem eluierten Protein wurde ein Western-Dot-Blot unter Verwendung
des monoklonalen Antikérpers 3F5.4G6 durchgefiihrt. Die Fraktionen 88-96 waren positiv und jede dieser
Fraktionen wurde mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese auf Reinheit getestet.

6.2 ERGEBNISSE

[0090] Zum Generieren monoklonaler Antikdrper gegen die Extrazellulardomane von PSMA wurden mehrere
Regionen des Proteins in Bezug auf ihre relative Hydrophilie basierend auf dem Verfahren nach Hopp und
Woods (1983, Mol. Immunol. 20:483-489) analysiert.

[0091] In Tabelle 1, nachstehend, ist die relative Hydrophilie von mehreren untersuchten Peptiden ersichtlich.
Insbesondere wurde ein Peptid mit der Sequenz von ESKVDPSK (Glu-Ser-Lys-Val-Asp-Pro-Ser-Lys) (SEQ ID
NO: 1) synthetisiert, das den Zahlen der Aminosaurereste 716—723 in der C-terminalen Region von PSMA ent-
spricht. AuRerdem kdnnten andere Anteile der Extrazellulardomane, wie in Tabelle 1 gezeigt, oder die gesamte
Extrazellulardomane selbst zur Herstellung von Antikérpern gegen die Extrazellulardomane verwendet wer-
den. Im Gegensatz dazu induzierten zwei Aminosaurepeptide, die dem Rest Nr. 44-58 und dem Rest Nr.
196-213 entsprechen, Antipeptid-Antikdrper-Anworten und banden nicht an natives PSMA.

TABELLE 1

Relative Hydrophilie von PSMA-Peptiden

PEPTID (Aminos&ure Nr.) RELATIVE HYDROPHILIE
63-69 1,41

183-191 1,24

404-414 1,45

479-486 1,5

716-723 1,39

[0092] Vor der Immunisierung wurde das Peptid ESKVDPSK (SEQ ID NO: 1) zuerst an KLH als einen Trager
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konjugiert. Die Mause wurden dann immunisiert und mit dem gleichen konjugierten Material in wéchentlichen
Intervallen geboostet. Die Milz der Tiere mit einem nachweisbaren Antipeptid-Serumtiter wurde isoliert und mit
den Myelomzellen fusioniert.

[0093] Initiale Screenings wurden mittels Bindungsassays unter Verwendung von Peptid-gebundenem BSA
als Antigen durchgeflhrt. Funfzig Mikroliter des Zellkulturiiberstandes wurden aus den individuellen Hybridom-
kulturen entfernt und in einem Peptid-spezifischen Radioimmunassay auf die Anwesenheit von Peptid-spezifi-
schen Antikdrpern getestet. Die Uberstdnde wurden, um es kurz zusammenzufassen, den Wells einer
96-Well-Pro-Bind-Platte zugefligt, die zuvor mit an bovines Serumalbumin (BSA) gekoppeltem Peptid be-
schichtet wurde. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 4°C wurden die Platten mit PBS gewaschen. Funfzig
Mikroliter einer Verdinnung von 1:500 von Kaninchen-Antimaus-IgM und -IgG wurden jedem Well zugefiigt
und die Platten eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden dann 4x gewaschen und es
wurden jedem Well 50 pl '®I-Protein A zugefuigt. Die Platten wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
und wie vorstehend 4x gewaschen. Die Platten wurden einem Autoradiographie-Film Uber Nacht ausgesetzt
und entwickelt. Die positiven Wells wurden ausgewahlt und die Zellen wurden in einem Zellkulturmedium zum
weiteren Testen expandiert. Unter den identifizierten positiven Wells wurde ein als 3F5 bezeichnetes Hybridom
in einem Western Blot-Assay weiter getestet, und es wurde gezeigt, dass sein sezernierter Antikdrper mit in
LNCaP-Lysaten enthaltenem PSMA reagierte. Die LNCaP-Zellen wurden wie von Horoszewicz et al. (1983,
Cancer Res. 43: 1809-1818) beschrieben kultiviert, und die Lysate wie von Rochon et al. (1994, Prostate 25:
219-223) beschrieben hergestellt. Die 3F5-Hybridomzellen wurden durch Limiting Dilution kloniert, zahlenma-
Rig expandiert und in einem Western Blot-Assay erneut getestet. Ein Subklon des Antikdrpers, auf den als auf
3F5.4G6 verwiesen wird, trat mit einem Protein mit einem Molekulargewicht von 120 kD in den LNCaP-Lysaten
in Reaktion (Fig. 2). Dieser Antikdrper wurde als ein IgM isotypisiert. Der von Boehringer Mannheim erhaltene
ISOStrip zum Isotypisieren der monoklonalen Antikérper von der Maus wurde zum Bestimmen des Isotyps von
3F5.4G6 verwendet. Der monoklonale Antikérper wurde 1:100 in PBS verdiinnt und die verdiinnte Probe (150
pl) einem Entwicklungsréhrchen zugeflgt, das mit dem Kit geliefert wurde, und 30 Sekunden bei Raumtempe-
ratur inkubiert und dann kurz gerthrt. Der Isotyp-Streifen wurde dann in das Réhrchen insertiert und 5 Minuten
entwickelt. In entweder dem A- oder k-Abschnitt des Streifens ebenso wie in einem der Klassen- oder Subklas-
sen-Abschnitte trat eine blaue Bande in Erscheinung. Der monoklonale Antikdrper 3F5.4G6 wurde als ein
IgM-Isotyp identifiziert.

[0094] Der monoklonale Antikérper 3F5.4G6 wurde weiter gegen Seren getestet, die von Patienten mit Pro-
statakrebs des Stadiums D2 in Progression entnommen wurden, wobei der monoklonale Antikérper 7E11-C5
als Kontrolle verwendet wurde (Fig. 3). Beide Antikorper identifizierten eine Bande mit einem Molekulargewicht
von Ca. 120 kD (Eig. 3). Es wurde ein zusatzlicher Western Blot-Assay von LNCaP-Zellen unter Verwendung
des monoklonalen Antikérpers 3F5.4G6 mit einem fur IgM spezifischen Sekundarantikdrper durchgefuhrt
(Eig. 4). Wahrend der monoklonale Antikdrper 7E11-C5 eine einzelne Bande bei ca. 120 kD, d. h. PSMA er-
kannte, erkannte 3F5.4G6 eine Bande mit einem ahnlichen Molekulargewicht ebenso wie eine Bande bei Ca.
105-110 kD. Diese Bande entspricht der vorhergesagten Proteinform von PSM', und weist die Nitzlichkeit ei-
nes Antikdrpers nach, der spezifisch die Extrazellulardomane sowohl von PSMA als auch PSM' erkennt.

[0095] Die Reaktivitdt von 7E11-C5 mit einem Protein von 120 kD in den Seren von Patienten mit Prostata-
krebs war Antikérper-spezifisch, und nicht auf die nicht spezifische Reaktivitat des Sekundarantikérpers mit
Serumproteinen im Allgemeinen zuriickzufiihren. In einem Western Blot-Assay wurde Immobilon P-Papier, das
getrennte Proteine enthalt, die sich von Serumproben herleiten, mit entweder dem monoklonalen Antikdrper
7E11-C5 plus dem Sekundarantikérper gekoppelt an HRP oder an einen Sekundarantikérper, nur an HRP ge-
koppelt, zur Reaktion gebracht. Der Film wurde eine Minute belichtet oder 45 Minuten Uberbelichtet, um die
fehlende Reaktivitat des Sekundarantikdrpers mit jedwedem Protein von 120 kD in Seren nachzuweisen. Der
gleiche Sekundarantikérper wurde auch mit 3F5.4G6 zum Nachweis des gleichen Antigens verwendet. Des-
halb war der monoklonale Antikdrper 3F5.4G6 fur PSMA und PSM' spezifisch.

[0096] Fig. 5 bestatigt, dass das durch 7E11-C5 identifizierte Protein auch vom monoklonalen Antikérper
3F5.4G6 erkannt wurde. AulRerdem erkannte der monoklonale Antikérper 3F5.4G6 auch ein Protein von
105-110 kD, das vom monoklonalen Antikérper 7E11-C5 nicht nachgewiesen wurde. Dieses schneller migrie-
rende Protein entsprach PSM'. Wenn das Lysat zuerst mit 7E11-C5 prazipitiert wurde und die Gbrigen Proteine
mit dem 7E11-C5 sondiert wurden, detektierte der Antikdrper kein Protein (Spur 4). Im Gegensatz dazu, wenn
das mit 7E11-C5 vorbehandelte Lysat mit 3F5.4G6 sondiert wurde, detektierte es ein Protein von ca. 110 kD.
Fig. 6 zeigt, dass das Protein von 120 kD, d. h. PSMA, immunprazipitiert durch 3F5.4G6, auch von 7E11-C5
erkannt wurde.
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[0097] Fig. 7A und B weisen nach, dass der monoklonale Antikérper 3F5.4G6 anhand der FACS-Analyse LN-
CaP-Lebendzellen erkannte, wobei bestatigt wird, dass 3F5.4G6 die Extrazellulardomane von PSMA erkann-
te. Ein derartiger Antikdrper, der die Extrazellulardomane von PSMA erkennt, ist als diagnostisches und/oder
therapeutisches Werkzeug bei Prostatakrebs besonders nitzlich.

[0098] Die humane Samenflissigkeit wurde mit einem PSMA-spezifischen Antikdrper zur Reaktion gebracht
und auf Enzymaktivitat bestimmt. Fig. 8 erlautert, dass das durch den monoklonalen Antikérper 3F5.4G6 er-
kannte Protein in Spur 2 ein Molekulargewicht von ca. 90 kD aufweist. Wahrend gezeigt wurde, dass PSM' ein
Molekulargewicht von 105-110 kD in LNCaP-Lysaten aufweist, handelte es sich bei dem Protein von 90 kD in
Samenflissigkeiten wahrscheinlich um ein nicht glykosyliertes oder partiell glykosyliertes Produkt von PSM'.
Da PSM' mehrere Glykosylierungsorte enthalt, war dieses niedrigere Molekulargewicht auf die Aktivitaten von
Glykosidasen in der Samenflussigkeit zurtickzufiihren. Dass PSMA in dieser gereinigten Praparation nicht an-
wesend war, wird durch die Tatsache erlautert, dass 3F5.4G6 ein Protein mit einem Molekulargewicht von 120
kD (Spur 1) erkennt, das in einem Lysat von LNCaP-Zellen anwesend ist, bei dem es sich um PSMA handelt,
das aber kein Protein von diesem Molekulargewicht in Spur 2 erkennt. AulRerdem erkannte der Antikorper
7E11-C5 nicht die Bande bei 90 kD in Samenflissigkeiten.

[0099] Diese gereinigte Praparation von PSM', die vom monoklonalen Antikérper 3F5.4G6 erkannt wurde,
wurde dann auf NAALADase-Aktivitat untersucht. Der bei hoher Geschwindigkeit aus einem LNCaP-Lysat her-
gestellte Uberstand wurde als eine positive Kontrolle eingesetzt. Das Protein, das mit dem monoklonalen An-
tikdrper 3F5.4G6 positiv reagierte und konsistent daraus hervorgeht, dass es sich um PSM' handelt, enthielt
unter Verwendung des in Robinson et al. (1987, J. Biol. Chem. 262:14498-14506) beschriebenen Assays eine
inharente NAALADase-Aktivitat von 16,9 nmol/min/mg Protein.

7. BEISPIEL: PRODUKTION VON MONOKLONALEN ANTIKORPERN GEGEN EINE PSMA-ENTHALTENDE
TUMORZELLMEMBRAN-PRAPARATION

7.1 MATERIALIEN UND VERFAHREN
7.1.1 IMMUNISIERUNG

[0100] LNCaP-Prostatakarzinomzellen wurden von der American Type Culture Collection (ATCC), Rockuville,
MD, erhalten. Die LNCaP-Membranen wurden aus zwei Platten von 150 mm durch Entfernen von Zellen in
einer Versen-Ldsung, gefolgt von der Zentrifugation zum Pelletieren der Zellen, hergestellt. Dem Zellpellet wur-
de destilliertes Wasser zugefigt, und die Zellen wurden unter Verwendung eines Dounce-Homogenisators her-
gestellt. Die homogenisierte Suspension wurde bei 30000 xg zentrifugiert und die pelletierte Membranfraktion
zur Immunisierung verwendet.

[0101] Erwachsene weibliche BALB/c-Mause wurden viermal (in 2- bis 3-wdchentlichen Intervallen) mit einer
LNCaP-Membranpraparation in komplettem Freund-Adjuvanz intraperitoneal immunisiert. Finf Tage vor der
Zellfusion wurden die Mause mit 50 pyg immunaffinitatsgereinigtem PSMA in PBS geboostet. Die Zellfusion
wurde wie in Abschnitt 6.1.3 vorstehend durchgefihrt

7.1.2 SCREENING VON PRIMAREN HYBRIDOMEN

[0102] Ein auf einer Festphase basierender Enzyme-linked Immunoadsorbant-Assay (ELISA) wurde zur De-
tektion von PSMA-spezifischen Antikdrpern eingesetzt. Imunaffinitatsgereinigtes PSMA, Baculovirusexprimier-
tes PSMA der vollen Lange oder bakteriell exprimierte Fusionsproteine, die PSMA-Fragmente enthielten, wur-
den auf Maxi-Sorp (Nunc Immun, Rochester, NY) 96-Well-Platten mit einer Inkubation Gber Nacht bei 4 °C be-
schichtet. Die Platten wurden mit PBS-0,2 % Tween-20 gewaschen und die Ubrigen Stellen wurden mit einer
5 %igen BSA-L6ésung eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Fiinfzig Mikroliter (ul) Uberstand aus den Hy-
bridomkulturen wurden den mit PSMA beschichteten Wells zugefiigt und die Platten wurden zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden wie vorstehend gewaschen und jedem Well wurden 50 pl der
Verdunnung (1:600) von Kaninchen-Antimaus-IgG und Kaninchen-Antimaus-IgM (ICN, Costa Mesa, CA) zu-
gefugt. Nach einer 1-stindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten wie vorstehend gewaschen
und jedem Well wurden 50 pl einer Verdiinnung (1:400) von HRP-konjugiertem Protein-A (Sigma, St. Louis,
MO) zugeflgt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten wie vorstehend ge-
waschen und jedem Well wurden 100 pl ABTS-(150 mg 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure in
500 ml 0,1 M Citronenséaure, pH 4,35)/H,0, (10 pl 30 %iges H,O, pro 10 ml ABTS-L&sung)-Chromogen-/Sub-
strat-Losung zugefligt. Die Platten wurden in einem Mikroplatten-Lesegerat abgelesen und die OD,,, wurde
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gemessen. Die Hybridomzellen, die Uberstande mit OD-Werten von 0,05 (iber dem Hintergrund produzieren,
wurden durch Limiting Dilution kloniert und einer zusatzlichen Analyse unterzogen.

[0103] Fur das Festphasen-Capture von PSMA wurde der vorstehend erwahnte Assay wie folgt modifiziert:
50 pl einer 40 pg/ml Losung des gegen PSMA gerichteten monoklonalen Antikérpers 7E11-C5 in 0,1 M
NaHCO,-Bindungspuffer, pH 8,2, wurde den Wells einer Maxi-Sorp-Platte zugefiigt und Uber Nacht bei 4 °C
anhaften lassen. Die Platten wurden gewaschen und wie vorstehend blockiert. 50 pl von reihenverdinntem im-
munaffinitatsgereinigtem PSMA wurden den mit 7E11-C5-beschichteten Wells zugefugt, und die Platten wur-
den zwei Stunden bei Raumtemperatur irrkubiert. Nach griindlichem Waschen wurde den Wells 50 pl unver-
dinnter Gewebskulturiberstand entweder aus 3D7-1.1 oder 4E10-1.14-Hybridomklonen zugefligt, und die
Platten wurden 90 Minuten bei Raumtemperatur irrkubiert. Nach dem Waschen wie vorstehend wurden die
Wells mit 50 pl einer Verdinnung (1:1000) von Peroxidase-konjugiertem Ziegen-Antimaus-IgM sondiert und
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach griindlichem Waschen wurden jedem Well 100 yl ABTS/H,0O,
zugeflugt, und die Platten wurden in einem Mikroplatten-Lesegerat, wie vorstehend beschrieben, abgelesen.

7.1.3 IMMUNAFFINITATSREINIGUNG VON PSMA

[0104] Sechzehn Milliliter gepackte LNCaP-Zellen wurden in 5 Volumen von 25 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM
NaCl, 1 % NP-40 (Sigma, St. Louis, MO) durch zwei Hibe eines Potter-Elvehjem-Homogenisators homogeni-
siert, gefolgt von Ruhren tber Nacht bei 4 °C. Der Extrakt wurde 1 Stunde bei 100000 xg zentrifugiert und das
Pellet wie zuvor erneut extrahiert. Die kombinierten Uberstidnde wurden in der Kélte Uber Nacht mit
7E11-C5-Immunobeads (Pierce, Rockford, IL) (3-5 ml Harzbettvolumen) gemischt. Die Beads wurden zentri-
fugiert, mit Homogenisationspuffer griindlich gewaschen und in eine Saule gegossen. Die Beads wurden wie-
der mit zusatzlichem Homogenisationspuffer, enthaltend 1 % NP-40 gewaschen, gefolgt von einem zusatzli-
chen Waschgang mit Puffer, enthaltend 1 % Triton X-100R (Aldrich, Milwaukee, WI). Die gewaschenen Beads
wurden mit 100 mM Glycinpuffer, pH 2,5, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100R in Fraktionen von 2 ml eluiert. Die
Protein-Elution wurde bei OD,g, GUberwacht.

[0105] Fraktionen, die Protein enthalten, wurden mittels SDS-PAGE-Gelen unter Verwendung von Silberfar-
bung und Western-Blotting analysiert. In typischen Praparationen war die Proteinbande bei 120 kD, die der
7E11-C5-Reaktivitat in einem Western Blot entspricht, 60-80 % rein. Eine ungefahre Ausbeute von 16 ml ge-
packten Zellen betrug 1 mg PSMA-Protein. Das Detergens in der PSMA-Praparation wurde durch Passage der
Lésung Uber eine Extractigel-Saule (Pierce) entfernt. Das Protein wurde lyophilisiert und mit PBS vor der Ver-
wendung bei der Immunisierung oder beim Hybridom-Screening griindlich dialysiert.

7.1.4 FLOWZYTOMETRISCHE ANALYSE

[0106] Die Fahigkeit monoklonaler Antikdrper beim Erkennen externer oder extrazellularer Epitopen von
PSMA wurde mithilfe der Flowzytometrie beurteilt. LNCaP- (PSMA-exprimierend) und PC-3-Zellen (nicht PS-
MA-exprimierend) wurden aus den Gewebskulturflaschen frisch geerntet, und es wurde eine Einzelzellsuspen-
sion hergestellt. Circa eine Million Zellen wurden in 1 ml unverdiinntem Gewebekulturiberstand aus entweder
3D7-1.1- oder 4E10-1.14-Hybridomklonen resuspendiert und zwei Stunden auf Eis inkubiert. Die Zellen wur-
den zweimal mit PBS-0,1 % BSA, 0,01 % Na-Azid gewaschen, in 100 pl einer Verdinnung (1:100) von
FITC-konjugiertem Kaninchen-Antimaus-IgM (Jackson ImmunoResearch, WestGrove, PA) resuspendiert und
weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden wie vorstehend zweimal gewaschen, in 500 pl Wasch-
puffer resuspendiert und durch FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA) mit CellQuest-Akquisitions-
software auf Fluoreszenzfarbung analysiert.

7.1.5 WESTERN BLOT-ANALYSE

[0107] Gewebekulturiberstadnde von den 3D7-1.1 und 4E10-1.14-Hybridomklonen wurden in einem Western
Blot-Assay auf die PSMA-Reaktivitat getestet. Die Western Blot-Analyse wurde unter Befolgung des Protokolls
von Pelletier und Boynton (1994, J. Cell. Physiol. 158:427-434) durchgefihrt. Lysate aus LNCaP- und
PC-3-Zellen, immunaffinitatsgereinigter PSMA oder Baculovirus-exprimierter PSMA der vollen Lange wurden,
um es kurz zusammenzufassen, auf einem 8,5%igen SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch getrennt, und die ge-
trennten Proteine wurden 1 Stunde bei 90 Volt auf eine PVDF-Membran elektrogeblottet. Die Membranen wur-
den Uber Nachtin 5 % BLOTTO blockiert und 90 Minuten mit 20 ml unverdiinntem Gewebekulturiiberstand aus
dem entsprechenden Klon inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Blots wurden fiinfmal mit TBS-0,5 %
Tween-20 (TBS-T) gewaschen und mit einer Verdiinnung (1:5000) von Peroxidase-konjugiertem Ziegen-Anti-
maus-IgM-Sekundarantikérper (Jackson) eine Stunde bei Raumtemperatur sondiert. Die Membran wurde flnf-
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mal mit TBS-T gewaschen, unter Verwendung des Chemilumineszenz-Substrat-Kits (KPL, Gaithersburg, MD)
entwickelt und durch Aussetzen gegeniiber einem Rontgenfilm (Kodak) sichtbar gemacht.

7.1.6 PRAPARATION VON REKOMBINANTEM PSMA DURCH EIN BACULOVIRUS-EXPRESSIONSSYS-
TEM

[0108] Ein Insert mit der Kodiersequenz von PSMA der vollen Lange (Israeli et al., 1993, Cancer Res.
53:227-230) wurde aus einer Lambda-pDR2-Humanbibliothek (Clontech, Palo Alto, CA) unter Verwendung
von Sonden, die fur die Gensequenz spezifisch sind, kloniert. Das Insert wurde durch Smal- und Sspl-Verdau
aus diesem Vektor geschnitten und gemafl den Anleitungen des Herstellers in den Transfervektor pAcHLT-C
kloniert (Pharmingen, San Diego, CA). Die Cotransfektion des Transfervektors mit BacPAKG6-linearisierter Vi-
rus-DNA (Clontech) ergab ein Virus, das fir das PSMA-Protein der vollen Lange kodierte, das einen Polyhis-
tidin-Schwanz am N-terminalen Ende des Proteins enthielt, das zur Proteinisolierung durch Bindung an die
Ni-NTA-Saule verwendet werden soll. Das PSMA-Protein wurde durch Isolieren Plaque-gereinigter rekombi-
nanter Baculovirus-Partikel, Amplifizieren und Infizieren von SF9-Zellen bei einer Infektionsmultiplizitat von ca.
1:2 in Anwesenheit von SFM II-Medium (Gibco-BRI, Gaithersburg, MD), supplementiert mit 5 % FBS (Hyclone,
Logan, UT) produziert. Nach einer 48-stiindigen Inkubation wurden die infizierten Zellen geerntet und in 1 %
CHAPS lysiert und Uber Ni-NTA-Agarose (Quiagen, Chatsworth, CA) mit Imidazol-Elution gemaf den Anlei-
tungen des Herstellers zurlickgewonnen. Das Endprodukt wurde grindlich gegen PBS dialysiert.

7.2 ERGEBNISSE

[0109] Monoklonale Antikérper wurden gegen PSMA-enthaltende Prostatakarzinommembranen generiert.
Zwei Hybridomldone, 3D7-1.1 und 4E10-1.14, wurden mit einem Festphasen-Immunassay unter Verwendung
eines immunaffinitdtsgereinigten nativen PSMA aus LNCaP-Zellen und bakteriell exprimierten Fragmenten
von PSMA, die den Aminosaureregionen 1-173, 134-437 und 438-750 entsprechen, ausgewahit. Die Uber-
stédnde aus 3D7-1.1- und 4E10-1.14-Hybridomklonen wiesen auf eine vergleichbare Bindung an native PSMA
im Vergleich zum Antikérper 7E11-C5 (Eig. 9) hin. Der Hintergrund der nicht spezifischen Bindung an BSA war
fur alle drei Antikdrperpraparationen im Wesentlichen vergleichbar.

[0110] Wenn die Bindungsspezifitdt des Epitops getestet wurde, band der monoklonale Antikérper 7E11-C5
an das Aminosaurefragment 1-173, das die N-terminale Intrazellulardomane von PSMA enthélt. Obwohl
3D7-1.1 und 4E10-1.14 eine mittelgradige Bindung an dieses Fragment aufzeigten, wiesen diese beiden mo-
noklonalen Antikdrper die starkste Bindung an das Aminosaurefragment 134—437 von PSMA auf, das einen
Teil der Extrazellulardomane von PSMA (Eig. 9) darstellt. Da dieses Fragment einen Teil von PSM' darstellt,
reagieren diese Antikdrper auch mit PSM'.

[0111] Der Uberstand aus dem 3D7-1.1-Hybridomklon wurde weiter in einem Western Blot-Assay gegen Ly-
sate aus LNCaP- und PC-3-Zellen und immunaffinitatsgereinigtem PSMA getestet. Eia. 10 zeigt, dass 3D7-1.1
mit einer Bande von 120 kD reagiert, die in LNCaP-Zellen (Spur 1), aber nicht in PC-3-Zellen (Spur 2) vorliegt.
Sowohl Spur 1 als auch 2 weisen eine Reaktivitat auf, die sehr wahrscheinlich auf eine nicht spezifische Bin-
dung des Sekundarantikérper-Reagenzes zurlickzufihren war. Spur 3, das immunaffinitatsgereinigtes PSMA
enthalt, zeigt bei 120 kD eine bedeutende Bande, wenn mit dem monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 sondiert
wurde. Ahnliche Western Blot-Daten wurden auch mit dem Uberstand aus dem 4E10-1.14-Klon erhalten, ob-
wohl der nicht spezifische Hintergrund des Blots viel groRer war als mit 3D7-1.1. Folglich reagieren sowohl
3D7-1.1 als auch 4E10-1.14 mit einer Bande bei 120 kD, die in LNCaP-Zellen und mit immunaffinitatsgereinig-
tem PSMA vorliegt.

[0112] Das Baculovirus-exprimierte PSMA der vollen Lange wurde auf einem SDS-PAGE-Gel elektrophore-
tisch aufgetrennt und an eine PVDF-Membran elektrogeblottet. Der Blot wurde in einen Mini-Protean Il Mul-
ti-Screen-Apparat (Bio-Rad) insertiert, mit einer Reihe vieler verschiedener Antikdrperpraparationen sondiert
und als ein Western Blot entwickelt. Fig. 11 zeigt, dass die monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 und 4E10-1.14
mit einer Proteinbande reagierten, die der gleichen Bande entsprach, die durch den monoklonalen Antikorper
7E11-C5 gebunden wurde.

[0113] LNCaP-Zellen und PC-3-Zellen wurden mit den Uberstéanden von 3D7-1.1- und 4E10-1.14-Hybridom-
klonen gefarbt und durch Flowzytometrie analysiert. Beide Antikdrper farbten nicht fixierte LNCaP-Lebendzel-
len, farbten aber nicht PC-3-Zellen (Eig. 12A-D). Diese Ergebnisse bestatigen, dass diese zwei Antikdrper mit
Epitopen in der Extrazellulardomane des PSMA-Molekiils reagieren. Die distinkte Verschiebung der mit dem
monoklonalen Antikérper 4E10-1.14 beobachtete LNCaP-Farbung im Vergleich zur Bandenschulter, die mit
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3D7-1.1 gesehen wird, deutet darauf hin, dass diese beiden Antikdrper verschiedene Epitope in dieser be-
stimmten Region des PSMA-Molekils erkennen.

[0114] Ein Two-Site-Capture-ELISA auf PSMA wurde unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers
7E11-C5 als ein PSMA-Capture-Reagenz und die monoklonalen Antikérper 3D7-1.1 und 4E10-1.14 als Repor-
ter- oder Detektionsantikérper entwickelt. Da diese Antikdrper verschiedene Epitope auf dem PSMA-Molekil
(7E11-C5 reaktiv mit den N-terminalen 6 Aminosauren; 3D7-1.1 und 4E10-1.14, die mit einer Sequenz in der
Region der Aminosauren 134-475) reagieren, paaren sie sich wirksam im Two-Site-Capture-Assay. Unter Ver-
wendung des reihenverdiinnten, immunaffinitatsgereinigten PSMA als ein Testantigen waren Ubersténde von
sowohl 3D7-1.1 als auch 4E10-1.14 nach dem Capture auf mit 7E11-C5 beschichteten 96-Well-Platten zum
Nachweis von PSMA fahig (Fig. 13). AuRerdem wurde gereinigtes PSMA aus LNCaP-Zellen und Samenflis-
sigkeit ebenso wie eine Rohpraparation von Baculovirusexprimiertem PSMA der vollen Lange getestet
(Fig. 14). Fur das PSMA-Kontrollantigen, Samenflussigkeit und die Baculovirus-PSMA-Praparation wurden si-
gnifikante OD,,;-Ablesungen beobachtet. Wenn gereinigtes PSMA in normalem weiblichem Humanserum ge-
reinigt und die Proben unter Verwendung des Two-Site-Capture Assays bestimmt wurden, wiesen die gleichen
Antikoérper auch PSMA nach (Fig. 15). Deshalb wies der Two-Site-Capture-Assay, der mit monoklonalen Anti-
kdrpern entwickelt wurde, die auf verschiedene Anteile von PSMA gerichtet waren, PSMA aus vielen verschie-
denen Quellen auf Antigen-spezifische Weise nach.

[0115] Ein alternativer Two-Site-Capture-ELISA auf PSMA wurde unter Verwendung des monoklonalen Anti-
kdrpers 3D7-1.1 als ein PSMA-Capture-Reagenz und der monoklonale Antikdrper 7E11-C5 als ein Reporter-
oder Detektionsantikérper entwickelt. Reihenverdiinnte immunaffinitatsgereinigte PSMA wurde als Testantigen
verwendet, das auf mit 3D7-1.1 beschichteten Platten ,eingefangen" (captured) und unter Verwendung von bi-
otinyliertem monoklonalem Antikérper 7E11-C5 nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse sind in Eig. 16 ersicht-
lich. Fig. 16 weist darauf hin, dass monoklonale Antikdrper, wie zum Beispiel 3D7-1.1 oder 4E10-1.14, die spe-
zifisch an die Extrazellulardomane von PSMA binden, in einem Two-Site-Capture-ELISA auf PSMA ntzlich
sind.

[0116] Die Nutzlichkeit von 3D7-1.1 zum Capture von PSMA deutet darauf hin, dass ein anderer alternativer
Immunassay, der sich ausschlieBlich auf die Extrazellulardomane des PSMA-Proteins verlasst, nitzlich ist. Ein
derartiger Assay, der sich zwei fur die Extrazellulardomanen-spezifische Antikérper zum Capture und zur De-
tektion zu Nutze macht, ware zur Detektion von PSM' fahig, weil die Stelle im Protein sein Epitop darstellt. Folg-
lich wiurde jedweder Assay, der sich 7E11-C5 entweder zum Capture oder zur Detektion zu Nutze macht, PSM'
spezifisch ausschlieRen. Ein Beispiel eines PSM'-spezifischen Assays wirde das Capture von PSMA und
PSM' durch einen Antikdrper, wie zum Beispiel 3D7-1.1 oder jedweden einen der monoklonalen Antikdrper, die
fur die Extrazellulardoméane von PSMA in Paralleltests spezifisch sind, einschlie3en. Der anschlieRende Nach-
weis unter Verwendung von sowohl 4E10-1.14 fir das PSMA und PSM' insgesamt als auch 7E11-C5 flr nur
PSMA wirde durch einfache Subtraktion die PSM'-Menge ergeben. Aus diesen Daten leitet sich ein Verhaltnis
von PSM' zu PSMA her, das eine diagnostische Relevanz hinsichtlich der Referenz von Su et al., Cancer Res.,
55: 1441-1443 (1995) aufweisen wird.

[0117] Su zeigt, dass das Transkript, das fur PSMA kodiert, bevorzugt bei Patienten mit Prostatakrebs (im
Vergleich zu gesunden Mannern) nachgewiesen wird, obwohl Su keinen Nachweis erbringt, dass das PS-
MA-Transkript bei diesen Patienten faktisch in Protein translatiert wird. Su zeigt aulerdem, dass das Trans-
kript, das fur PSM' kodiert, bevorzugt in gesunden Mannern (im Vergleich zu Patienten mit Prostatakrebs)
nachgewiesen wird, obwohl Su niemals irgendein PSM'-Protein nachwies. Die Erfinder wiesen in dieser An-
meldung nach, dass das PSMA-Protein in Kérpergeweben und/oder Flissigkeiten von Patienten mit Prostata-
krebs (im Vergleich zu gesunden Mannern) verstarkt ist und dass das PSM'-Protein in Kérpergeweben
und/oder Korperflissigkeiten von gesunden Mannern (im Vergleich zu Patienten mit Prostatakrebs) verstarkt
ist. Erfindungsgemal weist folglich das Verhaltnis von PSM' zu PSMA einen diagnostischen und/oder prog-
nostischen Nutzen zur klinischen Beurteilung von Patienten mit Prostatakrebs auf.

[0118] Ein PSMA-Fragment, das den Aminosauren 34 bis 750 des PSMAs der vollen Lange entspricht, wurde
in einem Baculovirus-Expressionssystem als ein 1,9 kb grof3es Insert in einem Baculovirus-Expressionssystem
exprimiert. Das Baculovirus-exprimierte PSMA-Fragment ist dem PSM' (das den Resten 58-750 von PSMA
der vollen Lange entspricht) sehr dhnlich, auer dass zusatzliche 76 Aminosauren der Extrazellulardoméane
von PSMA vom N-terminalen Ende des Fragments fehlen. Die Western Blot-Analyse verschiedener Baculovi-
rus-exprimierter semigereinigter PSMA-Fragmente und LNCaP-Zelllysat wurden mit dem monoklonalen Anti-
korper 4E10-1.14 als Sonde entwickelt. Die Ergebnisse sind in Eig. 17 ersichtlich.
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[0119] Die Western Blot Analyse von Rohlysaten von mit dem Baculovirus infizierten SF9-Zellen, die entwe-
der ein irrelevantes Insert enthalten oder das 1,9 kb groRe Insert, das fur das PSMA-Fragment codiert, d. h.
die Aminosauren 134-750 von PSMA der vollen Lange, wurde mit dem monoklonalen Antikérper 7E11-C5 als
Sonde entwickelt. Die Ergebnisse sind in Fig. 18 entwickelt.

[0120] Fig. 17 deutet darauf hin, dass Antikdrper, wie zum Beispiel 4E10-1.14, die fur die Extrazellulardoma-
ne von PSMA spezifisch sind, auch dazu fahig sind, ein dem PSM' sehr dhnliches Baculovirus-exprimiertes
Proteinprodukt zu binden. Im Gegensatz dazu deutet Fig. 18 darauf hin, dass dies auf Grund seiner Epitopen-
spezifitat (siehe die negative Reaktivitat von 7E11-C5 mit dem Baculovirus exprimierten PSMA-Fragment in
Fig. 18) keine Eigenschaft des monoklonalen Antikdrpers 7E11-C5 darstellt. Das Baculovirus-exprimierte
PSM-Proteinfragment ist mit PSM' identisch (das den Resten 58-750 von PSMA der vollen Lange entspricht),
auller dass ihm zuséatzliche 76 Aminosauren vom N-terminalen Ende fehlen, die sich alle in der Extrazellular-
domane befinden. Da die Epitopenspezifitat von sowohl 3D7-1.1 als auch 4E10-1.14 einer Region der Extra-
zellulardomane zugeordnet wird, die sowohl in PSM' als auch dem PSMA-Fragment der Aminosauren 134-750
enthalten sind (siehe Fig. 9), wiirden beide Antikérper die inharente Eigenschaft zum Binden an natives PSM'
aufweisen, eine Eigenschaft, die von 7E11-C5 nicht geteilt wird.

[0121] Der monoklonale Antikdrper 3D7-1.1 wurde als eine Sonde in einem Western Blot mit einer LNCaP
Zelle verwendet, die sich von PSMA ebenso wie humanem Serum und Samenflissigkeit herleitet, von denen
bekannt ist, dass sie auch PSMA enthalten. Die Ergebnisse sind in Fig. 19 ersichtlich.

[0122] Eine Bande, die PSMA entspricht, die bei ca. 120 kD migriert, ist in allen Fraktionen anwesend. Au-
Rerdem wurde eine zweite schneller migrierende Bande mit einem Molekulargewicht von 90 bis 100 kD im Se-
rum und der Samenflissigkeit, wie durch Antikorper 3D7-1.1 gezeigt wird, beobachtet. Diese schneller migrie-
rende Bande wird in den Western Blots mit Serum unter Verwendung des 7E11-C5-Antikérpers nicht beobach-
tet (siehe Holmes et al., 1996, The Prostate, Suppl. 7:25-29). Diese schneller migrierende reaktive Proteinban-
de von 3D7-1.1 stellt sehr wahrscheinlich die in allen biologischen Flissigkeiten vorliegende PSM' dar.

8. BEISPIEL: PRODUKTION MONOKLONALER ANTIKORPER DES IgG-ISOTYPS GEGEN PSMA
8.1 MATERIALIEN UND VERFAHREN
8.1.1 IMMUNISIERUNG

[0123] BALB/c- und A/J-Mause wurden intraperitoneal mit der LNCaP-Membran in komplettem Freund-Adju-
vanz, gefolgt von einer sich anschliefenden Immunisierung (in 2- bis 3-wdchentlichen Intervallen) mit der Zell-
membran in inkomplettem Freund-Adjuvanz und drei Boosts mit 50 ug immunaffinitatsgereinigtem PSMA in
PBS immunisiert. PSMA wurde gemaf dem in Abschnitt 7.1.3, vorstehend, beschriebenen Verfahren gereinigt
Finf Tage nach dem letzten Boost wurde die Zellfusion durchgefihrt.

8.1.2 IMMUNZYTOCHEMIE

[0124] Die LNCaP-Zellen wurden auf Glasobjekttragern zur Immunzytochemie mit entweder viablen oder fi-
xierten Zellen gezichtet. Die Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd-PBS 30 Minuten bei Raumtemperatur
fixiert, mit 1 % BSA-PBS gewaschen, 10 Minuten in 50 mM NH,CI in PBS gequencht und in 1 % BSA-PBS
gespult. Fixierte Zellen wurden mit 0,075 % Triton X-100 in 1 % BSA-PBS 2 Minuten bei Raumtemperatur per-
meabilisiert.

[0125] Der Primarantikdrper als Kulturiberstand (+0,075 % Triton X-100 fir fixierte Zellen) wurde 60 Minuten
bei 4°C fir viable Zellen oder bei Raumtemperatur fur fixierte Zellen zugefigt. Nach der Behandlung mit dem
Primarantikbrper wurden viable Zellen 20 Minuten in kaltem Methanol fixiert. Der FITC-markierte Ziegen-Anti-
maus-Sekundarantikérper (1:100 verdunnt in 1 % BSA-PBS + 0,075 % Triton X-100 fur fixierte Zellen) wurde
60 Minuten inkubiert und griindlich mit 1 % BSA-PBS gewaschen. Die Proben wurden mit Glycerol auf die Ob-
jekttrager aufgezogen und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

8.2 ERGEBNISSE
[0126] Die Immunisierung von Tieren mit sich von der Membran herleitendem und immunaffinitdtsgereinigtem

PSMA, flhrte zu einer Steigerung der Serumtiter nach jeder Injektion. Es wurden Zellfusionen unter Verwen-
dung von Milzzellen aus Tieren durchgefiihrt, die Serumtiter Uber eine Verdinnung von 1:100000 hinausge-
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hend aufweisen. Die Hybridome wurden mittels Festphasen-ELISA mit PSMA der vollen Lange gescreent und
die Reaktivitat mit bakteriell exprimierten Fusionsproteinen verglichen, die Anteile des PSMA-Proteins enthiel-
ten, wie in Abschnitt 7.1.2, vorstehend beschrieben ist, aul3er dass ein sekundares Antimaus-lgG-Reagenz zur
Selektion auf Antikérper des IgG-Isotyps verwendet wurde. Au3erdem wurde die Antikorperreaktivitat mittels
der Western Blot-Analyse, der Flowzytometrie-Analyse und in einem Sandwich-ELISA unter Verwendung des
Antikérpers 4E10-1.14 als ein Capture-Antikérper und einem Peroxidase-konjugierten Kaninchen-Anti-
maus-lgG-SekundarantikOper bewertet.

[0127] Die Festphasen-Immunassays wurden zur Bestimmung des ungefahren Ortes des Bindungsepitops
fur jeden erhaltenen monoklonalen IgG-Antikdrper durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammen-
gefasst, die die Isotyp-Unterklasse fir jeden Antikdrper einschlieRt. Unter den insgesamt 32 getesteten Anti-
korpern, wurde festgestellt, dass mehrere Antikdrper an jedes PSMA-Fragment binden, und alle Antikérper na-
tive PSMA banden. Zwei Antikdrper, 3C2 und 3C4, reagierten sowohl mit den Fragmenten 1-173 und 134-437
von PSMA, was darauf hindeutet, dass sich ihre Epitope in der Gberlappenden Region dieser Fragmente be-
finden. Drei Antikérper 3C6, 4D4 und 1G9 banden nur native PSMA, was darauf hindeutet, dass diese Antikor-
per eine native Proteinkonformation erkennen, die in keinem der denaturierten PSMA-Fragmente vorliegt. Zwei
andere Antikorper, 3G6 und 3F6, banden auch nicht an PSMA-Fragmente, sie waren aber fahig, an denatu-
riertes PSMA auf Western Blots zu binden.
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TABELLE 2

Bindungsspezifitat und Isotyp von PSMA-spezifischen Antikdrpern gegen natives PSMA und PSMA-Fragmen-

te

Antikorper Native PSMA 1-173 134437 437-750 Isotyp®
3E11 + + - - 19G,,
3F6 + - - - 19G,,
3G6 + - - - 19G,,
2E4 + schwach - - 19G,,
3C2 + + + - I9G,,
3C4 + + + - 19G,,
3C9 + - + - I9G,
2C7 + - + - I9G,
2D4 + - + - 19G,,
4C8G8 + - + - 19G,,
2C4 + - + - I9G,
4C11 + - + - IgG,
1D11 + - + - 19G,,
4ES + - + - 19G,,
2G5 + - + - 19G,,
4E6 + - + - IgG,
1F4 + - + - I9G,
1G3 + - - + 19G,,
4C8B9 + - - + 19G,,
2E3 + - - + I9G,,
3D8 + - - + 19G,,
4F8 + - - + 19G,,
3D2 + - - + I9G,,
1G7 + - - + 19G,,
3D4 + - - + I9G,,
3C6 + - - - I9G,
4D4 + - - - 19G,
1G9 + - - - I9G,
5G10 + - + - IgG,
5E9 + - + - IgG,
4D8 + + - - 19G,,
3E6 + + - - IgG,

? Die Isotyp-Spezifitdt wurde unter Verwendung von IsoStrip-Tests (Boehringer-Mannheim) fir Bestimmungen
des murinen Antikodrper-Isotyps, die gemaf den Anleitungen des Herstellers durchgefuhrt wurden, bestimmt.

[0128] Die Western Blot-Analyse wurde unter Verwendung von PSMA aus vielen verschiedenen Quellen, d.
h. LNCaP-Zellen, rekombinantem Baculovirus-exprimiertem PSMA und Samenflissigkeit durchgefiihrt. Die
Ergebnisse deuten im Allgemeinen auf eine starke Antikdrperbindung an PSMA aus allen Quellen und eine
negative Reaktivitat mit Lysaten von PSMA negativen PC-3-Zellen. In bestimmten Fallen (Antikérper 3E11,
2E4, 3G6 und 3F6) wurde keine Reaktivitat auf Baculovirus-exprimierte PMSA beobachtet, obwohl eine starke
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Reaktivitat auf sich von LNCaP und Samenflissigkeit herleitendem PSMA beobachtet wurde.

[0129] Vermutlich war dies auf Unterschiede in der Kryptizitat von Antikdrper-Epitopen in dieser Region, viel-
leicht auf Grund der Anwesenheit der N-terminalen Substitution von Polyhistidin auf dem Baculovirusexprimier-
ten Protein zurtickzufuhren.

[0130] Die 32 monoklonalen Antikdrper kdnnen basierend auf ihrer Fahigkeit, an eine schneller migrierende
Proteinbande von ca. 100 kD, die in den LNCaP-Zelllysaten vorliegt, binden. Es wurden auch Western Blots
unter Verwendung eines LNCaP-Zelllysats, in dem PSMA der vollen Lange erschopft war, durch Bindung an
7E1.1.C5-Immunobeads durchgefiihrt. Die Ergebnisse bestatigen eine Bindung an PSM' fir alle Antikorper, die
fur die PSMA-Fragmente 134-437 und 438-750 spezifisch sind. Auflerdem binden auch die Antikérper 3C2
und 3C4, die am reaktivsten mit dem Fragment von Aminosauren 1-173 sind, an PSM'. Dies lasst weiter er-
kennen, dass sich das Proteinepitop fir diese Antikérper im PSM' und wahrscheinlich in der Gberlappenden
Region zwischen den Fragmenten 1-173 und 134-437 befindet.

[0131] Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Antikérper 2E4 und 3E11 fiir Epitope spezifisch sind, die
in den ersten 57 Aminosauren enthalten sind, da keiner der beiden an die Proteinbande bindet, die PSM' ent-
spricht Es wurde jedoch keine Reaktivitat mit diesen beiden Antikérpern auf ein Peptid beobachtet, das dem
Intrazellularanteil von PSMA der vollen Léange entspricht. Diese Antikdrper sind weiter zum Binden an nicht fi-
xierte Zellen mittels der FACS-Analyse fahig, was darauf hindeutet, dass sie nicht fiir Epitope spezifisch sein
koénnen, die in der Transmembrandomane des Proteins enthalten sind. Folglich missen die Antikérper 2E4 und
3E11 an Epitope binden, die in der Extrazellulardomane von PSMA, am wahrscheinlichsten zwischen den Res-
ten 44 und 57 enthalten sind. Diese gleiche Analyse deutet daraufhin, dass die Antikérper 3E6 und 4D8 (die
an das PSMA-Fragment 1-173, aber nicht an das Fragment 134-437 binden), fiir einen Anteil des PSMA-Pro-
teins zwischen ca. den Resten 57-134 spezifisch sind, da beide Antikérper an das PSM'-Protein mittels Wes-
tern Blot binden.

[0132] Die FACS-Analyse unter Verwendung dieses Panels von Antikdrpern zeigt eine positive Farbung von
PSMA exprimierenden LNCaP-Zellen. Die starksten Verschiebungen wurden mit den Antikérpern 3C6, 1G3,
3C9, 3C4, 3G6, 3F6, 3E11, 1D11, 3D8, 1G9 und 4D4 beobachtet. Mindestens ein geringer Anteil der Variabi-
litdt des Ausmalles der Zellfarbung mit diesen Antikdrpern ist vermutlich auf die Wirkungen der Glykosylierung
durch die 10 potenziellen N-verknlpften Orte zurlickzufiihren, die im mehr C-terminalen Anteil des Proteins
verteilt sind.

[0133] Die Immunzytochemie wurde sowohl an lebenden als auch fixierten LNCaP-Zellen unter Verwendung
dieses Panels von Antikdrpern durchgefiihrt. Im Allgemeinen spiegelt die Farbungsintensitat von Lebendzellen
die durch die Flowzytometrie erhaltenen Ergebnisse wider. Die Farbung fixierter Zellen war mit einigen Aus-
nahmen, wie nachstehend besprochen, auch ahnlich.

[0134] Der anti-PSMA-Antikérper 7E11.C5 ist fur die ersten 6 Aminosauren von PSMA spezifisch und befindet
sich auf der Intrazellularseite der Plasmamembran. Die immunzytochemische Farbung von LNCaP-Lebend-
zellen mit 7E11.C5 war negativ, wohingegen die Farbung in fixierten Zellen stark war. Folglich gibt dieses Er-
gebnis zu erkennen, dass die Integritat der in der Immunzytochemie verwendeten LNCaP-Lebendzellen, die
auf die Unfahigkeit von Antikdrpern verweist, die Plasmamembran von Lebendzellen zu Gberqueren. Es wurde
eine starke Farbung von LNCaP-Lebendzellen durch die Antikérper 3C6, 4D4 und 1G9 beobachtet, was darauf
hindeutet, dass sie an extrazellular verteilte Epitope binden. Mit diesen Antikérpern wurde eine schwache oder
negative Farbung von fixierten Zellen beobachtet, womit bestatigt wird, dass diese Antikdrper native Protein-
konformationen erkennen, die durch Denaturierung oder Fixierung des Proteins zerstoért werden. Diese drei
Antikérper kdnnen fir die in vivo-Diagnose und Therapie von Tumoren, einschlief3lich der Bildgebung von Tu-
moren besonders nutzlich sein.

[0135] Es wurde ein Sandwich-ELISA entwickelt, der sich den IgM-4E10-1.14-Antikdrper als ein Capture-Re-
agenz, gefolgt von jedem IgG zur Detektion zu Nutze macht. Eine empfindliche lineare Response auf die An-
tigen-Konzentration wurde ungeachtet dessen beobachtet, ob der Antikérper zur Detektion verwendet wurde.

[0136] Schlussfolgernd sei angemerkt, dass insgesamt 32 monoklonale IgG-Antikérper mit einer Spezifitat fur
PSMA ausgewahlt wurden. Die Antikérper binden Epitope, die durch die gesamte Extrazellulardomane von
PSMA verteilt sind. Fig. 20 fasst die Verteilung der Spezifitaten des AntikOrper-Epitops von diesen Antikdrpern
zusammen. Drei Antikérper sind fiir komplexere Epitope spezifisch, die mit den nativen Proteinkonformationen
verwandt sind. Alle fiir den Anteil der PSMA spezifischen IgG-Antikorper, die die Reste 134-750 umfassen,
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binden auch PSM'.

9. HINTERLEGUNG VON ZELLLINIEN

[0137] Die folgenden Hybridomzelllinien wurden am 12. Marz 1996, am 11. Marz 1997, am 17. Marz 1998 und
am 16. Marz 1999 bei der American Type Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, VA
20110-2209, hinterlegt und bekamen die folgenden Zugangsnummern zugeteilt:

Hybridom ATCC-Zugangsnummer
3F5.4G6 HB12060
3D7-1.1 HB12309
4E10-1.14 HB12310
1G3 HB12489
1G9 HB12495
2C7 HB12490
3C4 HB12494
3C6 HB12491
3C9 HB12484
3E6 HB12486
3EM HB12488
3G6 HB12485
4D4 HB12493
4D8 HB12487
4C8B9 HB12492
3F6

2E4

3C2

2D4

4C8G8

2C4

4C11

1D11

4E8

2G5

4E6

1F4

2E3

3D8

4F8

3D2

1G7

3D4

5G10

5E9

[0138] Die vorliegende Erfindung darf hinsichtlich des Umfangs durch die erlauternden Ausfuhrungsformen,
die als Veranschaulichung der einzelnen erfindungsgemafRen Aspekte bestimmt sind, nicht eingeschrankt wer-
den. Verschiedene Modifikationen der Erfindung werden jedoch vom Fachmann, zusatzlich zu den hierin ge-
zeigten und beschriebenen, aus der vorstehenden Beschreibung und den beiliegenden Zeichnungen erkannt
werden. Es ist beabsichtigt, dass solche Modifikationen in den Umfang der anhangenden Anspriche fallen.
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SEQUENZPROTOKOLL
(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:
(i) ANMELDER: Northwest Biotherapeutics, Inc.

(i) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: MONOKLONALE ANTIKORPER, SPEZIFISCH
FUR DIE EXTRAZELLULARE DOMANE DES PROSTATA-SPEZIFISCHEN MEMBRANANTIGENS

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2
(iv) KORRESPONDENZADRESSE:
(A) NAME: Pennie & Edmonds, LLP
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(B) STRASSE: 1155 Avenue of the Americas

(C) STADT: New York

(D) STAAT: NY

(E) LAND: USA

(F) POSTLEITZAHL: 10036-2811

(v) MASCHINENLESBARE FORM:

(A) DATENTRAGER: Diskette

(B) COMPUTER: IBM-kompatibel

(C) BETRIEBSSYSTEM: Windows

(D) SOFTWARE: FastSEQ for Windows Version 2.0b
(vi) VORLIEGENDE PATENTANMELDUNG:
(A) ANMELDENUMMER:

(B) ANMELDETAG:

(C) KLASSIFIKATION:

(vii) FRUHERE PATENTANMELDUNG:

(A) ANMELDENUMMER: 09/044668

(B) ANMELDETAG: 18. MARZ 1998

(viii) ANGABEN ZUM PATENTANWALT/VERTRETER:
(A) NAME: Baldwin, Geraldine F

(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 31232

(C) KENN-/DOCKET-NUMMER: 8511-0013-228
(ix) TELEKOMMUNIKATIONSINFORMATIONEN:
(A) TELEFON: 650-493-4935

(B) TELEFAX: 650-493-5556

(C) TELEX: 66141 PENNIE

(2) ANGABEN ZU SEQIDNO: I:

(i) SEQUENZMERKMALE:

(A) LANGE: 8 Aminosiuren

(B) ART: Aminoséure

(C) STRANGIGKEIT: Einstréngig

(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULART: Keine

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: I:
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Glu Ser Lys Val Asp Pro Ser Lys
1 5
(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENZMERKMALE:
(A) LANGE: 750 Aminosiuren
(B) ART: Aminoséure
(C) STRANGIGKEIT: Einstringig
(D) TOPOLOGIE: Linear
(ii) MOLEKULART: Keine
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Met Trp Asn Leu Leu His Glu Thr Asp Ser Ala Val Ala Thr Ala Arg
1 S 10 15
Arg Pro Arg Trp Leu Cys Ala Gly Ala Leu Val Leu Ala Gly Gly Phe
20 25 30
Phe Leu Leu Gly Phe Leu Phe Gly Trp Phe Ile Lys Ser Ser Asn Glu
35 40 45
Ala Thr Asn Ile Thr Pro Lys His Asn Met Lys Ala Phe Leu Asp Glu
50 55 60
Leu Lys Ala Glu Asn Ile Lys Lys Phe Leu Tyr Asn Phe Thr Gln Ile
65 70 75 80
Pro His Leu Ala Gly Thr Glu Gln Asn Phe Gln Leu Ala Lys Gln Ile
85 30 95
Gln Ser Gln Trp Lys Glu Phe Gly Leu Asp Ser Val Glu Leu Ala His
100 105 110
Tyr Asp Val Leu Leu Ser Tyr Pro Asn Lys Thr His Pro Asn Tyr Ile
115 120 125
Ser Ile Ile Asn Glu Asp Gly Asn Glu Ile Phe Asn Thr Ser Leu Phe
130 135 140
Glu Pro Pro Pro Pro Gly Tyr Glu Asn Val Ser Asp Ile Val Pro Pro
145 150 155 160
Phe Ser Ala Phe Ser Pro Gln Gly Met Pro Glu Gly Asp Leu Val Tyr
165 170 175
Val Asn Tyr Ala Arg Thr Glu Asp Phe Phe Lys Leu Glu Arg Asp Met
180 185 190
Lys Ile Asn Cys Ser Gly Lys Ile Val Ile Ala Arg Tyr Gly Lys Val
195 200 205
Phe Arg Gly Asn Lys Val Lys Asn Ala Gln Leu Ala Gly Ala Lys Gly
210 215 220
Val Ile Leu Tyr Ser Asp Pro Ala Asp Tyr Phe Ala Pro Gly Val Lys
225 230 235 240
Ser Tyr Pro Asp Gly Trp Asn Leu Pro Gly Gly Gly Val Gln Arg Gly
245 250 255
Asn Ile Leu Asn Leu Asn Gly Ala Gly Asp Pro Leu Thr Pro Gly Tyr
260 265 270
Pro Ala Asn Glu Tyr Ala Tyr Arg Arg Gly Ile Ala Glu Ala Val Gly
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275 280 285
Leu Pro Ser Ile Pro Val His Pro Ile Gly Tyr Tyr Asp Ala Gln Lys
290 295 300
Leu Leu Glu Lys Met Gly Gly Ser Ala Pro Pro Asp Ser Ser Trp Arg
305 310 315 320
Gly Ser Leu Lys Val Pro Tyr Asn Val Gly Pro Gly Phe Thr Gly Asn
325 330 335
Phe Ser Thr Gln Lys Val Lys Met His Ile His Ser Thr Asn Glu Val
340 345 350
Thr Arg Ile Tyr Asn Val Ile Gly Thr Leu Arg Gly Ala Val Glu Pro
355 360 365
Asp Arg Tyr Val Ile Leu Gly Gly His Arg Asp Ser Trp Val Phe Gly
370 375 380
Gly Ile Asp Pro Gln Ser Gly Ala Ala Val Val His Glu Ile Val Arg
385 390 395 400
Ser Phe Gly Thr Leu Lys Lys Glu Gly Trp Arg Pro Arg Arg Thr Ile
405 410 415
Leu Phe Ala Ser Trp Asp Ala Glu Glu Phe Gly Leu Leu Gly Ser Thr
420 425 430
Glu Trp Ala Glu Glu Asn Ser Arg Leu Leu Gln Glu Arg Gly Val Ala
435 440 445
Tyr Ile Asn Ala Asp Ser Ser Ile Glu Gly Asn Tyr Thr Leu Arg Val
450 455 460
Asp Cys Thr Pro Leu Met Tyr Ser Leu Val His Asn Leu Thr Lys Glu
465 470 475 480
Leu Lys Ser Pro Asp Glu Gly Phe Glu Gly Lys Ser Leu Tyr Glu Ser
485 490 495
Trp Thr Lys Lys Ser Pro Ser Pro Glu Phe Ser Gly Met Pro Arg Ile
500 505 510
Ser Lys Leu Gly Ser Gly Asn Asp Phe Glu Val Phe Phe Gln Arg Leu
515 520 525
Gly Ile Ala Ser Gly Arg Ala Arg Tyr Thr Lys Asn Trp Glu Thr Asn
530 535 540
Lys Phe Ser Gly Tyr Pro Leu Tyr His Ser Val Tyr Glu Thr Tyr Glu
545 550 555 560
Leu Val Glu Lys Phe Tyr Asp Pro Met Phe Lys Tyr His Leu Thr Val
565 570 575
Ala Gln Val Arg Gly Gly Met Val Phe Glu Leu Ala Asn Ser Ile Val
580 585 590
Leu Pro Phe Asp Cys Arg Asp Tyr Ala Val Val Leu Arg Lys Tyr Ala
595 600 605
Asp Lys Ile Tyr Ser Ile Ser Met Lys His Pro Gln Glu Met Lys Thr
610 615 620
Tyr Ser Val Ser Phe Asp Ser Leu Phe Ser Ala Val Lys Asn Phe Thr
625 630 635 640
Glu Ile Ala Ser Lys Phe Ser Glu Arg Leu Gln Asp Phe Asp Lys Ser
645 650 655
Asn Pro Ile Val Leu Arg Met Met Asn Asp Gln Leu Met Phe Leu Glu
660 665 670
Arg Ala Phe Ile Asp Pro Leu Gly Leu Pro Asp Arg Pro Phe Tyr Arg
675 680 685
His val Ile Tyr Ala Pro Ser Ser His Asn Lys Tyr Ala Gly Glu Ser
690 695 700
Phe Pro Gly Ile Tyr Asp Ala Leu Phe Asp Ile Glu Ser Lys Val Asp
705 710 715 720
Pro Ser Lys Ala Trp Gly Glu Val Lys Arg Gln Ile Tyr Val Ala Ala
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Phe Thr Val Gln Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ser Glu Val Ala
740 745 750
SEQUENZPROTOKOLL
<110> Northwest Biotherapeutics, Inc.

<120> MONOKLONALE ANTIKORPER, SPEZIFISCH FUR DIE EXTRAZELLULARE
DOMANE DES PROSTATA-SPEZIFISCHEN MEMBRANANTIGENS

<130> P10985EP

<140> EP 99913932.2
<141> 18.03.1999
<150> PCT/US99/05864
<151> 18.03.1999
<150> US 09/044,668
<151> 18.03.1998
<160>2

<170> Patentln Ver. 2.1
<210>1

<211>8

<212>PRT

<213> Kiinstliche Sequenz
<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Peptid, das die Aminosédurereste 716-723 von
SEQ ID NO: 2 enthilt

<400> 1

Glu Ser Lys Val Asp Pro Ser Lys
1 5

<210>2

<211> 750

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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Met

Arg

Phe

Ala

seu

65

’ro

t1n

Trp

Pro

Leu

Thr

50

Lys

His

Ser

Asn
Arg
Leu

35
Asn
Ala

Leu

Gln

Leu

Ile

Glu

Ala

Trp
100

Leu
Leu
Phe
Thr
Asn
Gly

85

Lys
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His Glu Thr

Cys Ala Gly

Leu Phe Gly
40

Pro Lys His
55

Ile Lys Lys
70

Thr Glu Gln

Glu Phe Gly

Asp Ser
10

Ala Leu
25

Trp Phe
Asn Met
Phe Leu
Asn Phe

90

Leu Asp
105
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Ala val Ala Thr Ala

Val
Ile
Lys
Tyr

75

Gln

Ser

Leu Ala

Lys
Ala

60
Asn

Leu

val

Ser

45

Phe

Phe

Ala

Glu

15

Gly Gly
30

Ser Asn
Leu Asp
Thr Gln
Lys Gln

85

Leu Ala
110

Arg

Phe

Glu

Glu

Ile

80

Ile

His



Tyr

Ser

Glu

145

Phe

val

Lys

Phe

Val

225

Ser

Asn

Pro

Leu

Leu

305

2he

‘hr

lsp

85

er

Asp

Ile
130
Pro
Ser
Asn
Ile
Arg
210
Ile
Tyr
Ile
Ala
Pro
2380
Leu
Ser
Ser
Arg
Arg
370
Ile
Phe
Phe

Trp

Ile

Vval

115

Ile
Pro
Ala
Tyr
Asn
195
Gly
Leu
Pro
Leu
Asn
275
Ser
Glu
Leu

Thr

Ile
355

Tyxr
Asp
Gly
Ala
Ala

435

Asn

Leu’

Asn

Pro

Phe

Ala
180

Cys

Asn

Asp
Asn
260
Glu
Ile
Lys

Lys

Gln
340

Tyr
Val
Pro
Thr
Ser
420

Glu

Ala
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Leu Ser Tyr

Glu
Pro
Ser
165
Arg
Sexr
Lys
Ser
Gly

245

Leu
Tyx
Pro
Met
Val
325
Lys
Asn
Ile

Gln

Leu
405

Trp

Glu

Asp

Asp
Gly
150
Pro
Thr
Gly
Val
Asp
230
Trp
Asn
Ala
val
Gly
310
Pro
Val
val
Leu
Ser
390
Lys
Asp

Asn

Ser

Gly
135

Tyr
Gln
Glu
Lys
Lys
215
Pro

Asn

Gly

His
285

Gly

Lys
Ile
Gly
375
Gly
Lys
Ala

Ser

Ser

Pro Asn Lys Thr His Pro Asn Tyr Ile

120

Asn
Glu
Gly
Asp
Ile
200
Asn
Ala
Leu
Ala
Arg
280
Pro
Ser
Asn
Met
Gly
360
Gly
Ala
Glu
Trp
Arg

440

Ile

Glu
Asn
Met
Phe
185
Val
Ala
Asp
Pro
Gly
265
Arg
Ile
Ala
vVal
His
345
Thr
His
Ala
Gly
Trp
425

Leu

Glu

Ile
Val
Pro
170
Phe
Ile
Gln
Tyr
Gly
250
Asp
Gly
Gly
Pro
Gly
330
Ile
Leu
Arg
val
Trp
410

Phe

Leu

Gly

Phe Asn
140

Ser Asp
155

Glu Gly
Lys Leu
Ala Arg
Leu Ala

220

Phe Ala
235

Gly Gly

Pro Leu

Ile Ala

Tyr Tyr
300

Pro Asp
315"
Pro Gly
His Ser
Arg Gly
Asp Ser
380

Val His
395

Arg Pro
Gly Leu

Gln Glu

Asn Tyr
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125

Thr

Ile

Asp

Glu

Tyr
205
Gly
Pro
Val
Thr
Glu
285
Asp
Ser
Phe

Thr

Ala
365

Trp
Glu
Arg
Leu
Arg

445

Thr

Ser
Val
Leu
Arg
190
Gly
Ala
Gly
Gln
Pro
270
Ala
Ala
Ser
Thr
Asn
350
Val
val
Ile
Arg
Gly
430

Gly

Leu

Leu
Pro
Val
175
Asp
Lys
Lys
vVal
Arg
255
Gly
val
Gln
Trp
Gly
335
Glu
Glu
Phe
val
Thr
415

Ser

Val

Arg

Phe

Pro
160

Tyr
Met
val
Gly
Lys
240
Gly
Tyr
Gly
Lys
Arg
320
Asn
vVal
Pro
Gly
Arg
400
Ile
Thr

Ala

Val
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450 455 460

Asp Cys Thr Pro Leu Met Tyr Ser Leu Val His Asn Leu Thr Lys Glu
465 470 475 480

Leu Lys Ser Pro Asp Glu Gly Phe Glu Gly Lys Ser Leu Tyr Glu Ser
485 490 495

Trp Thr Lys Lys Ser Pro Ser Pro Glu Phe Ser Gly Met Pro Arg Ile
500 505 510

Ser Lys Leu Gly Ser Gly Asn Asp Phe Glu Val Phe Phe Gln Arg Leu
515 520 525

Gly Ile Ala Ser Gly Arg Ala Arg Tyr Thr Lys Asn Trp Glu Thr Asn
530 535 540

Lys Phe Ser Gly Tyr Pro Leu Tyr His Ser Val Tyr Glu Thr Tyr Glu
545 550 555 560

Leu Val Glu Lys Phe Tyr Asp Pro Met Phe Lys Tyr His Leu Thr Val
565 570 575

Ala Gln Val Arg Gly Gly Met Val Phe Glu Leu Ala Asn Ser Ile Val
580 585 590

Leu Pro Phe Asp Cys Arg Asp Tyr Ala Val Val Leu Arg Lys Tyr Ala
595 600 605

Asp Lys Ile Tyr Ser Ile Ser Met Lys His Pro Gln Glu Met Lys Thr
610 615 620

Tyr Ser Val Ser Phe Asp Ser Leu Phe Ser Ala Val Lys Asn Phe Thr
625 630 635 640

Glu Ile Ala Ser Lys Phe Ser Glu Arg Leu Gln Asp Phe Asp Lys Ser
645 650 655

Asn Pro Ile Val Leu Arg Met Met Asn Asp Gln Leu Met Phe Leu Glu
660 665 €70

Arg Ala Phe Ile Asp Pro Leu Gly Leu Pro Asp Arg Pro Phe Tyr Arg
675 680 685

Iis val Ile Tyr Ala Pro Ser Ser His Asn Lys Tyr Ala Gly Glu Ser
690 695 700

he Pro Gly Ile Tyr Asp Ala Leu Phe Asp Ile Glu Ser Lys Val Asp
05 710 715- 720

'ro Ser Lys Ala Trp Gly Glu Val Lys Arg Gln Ile Tyr Val Ala Ala
725 730 735

‘he Thr val Gln Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ser Glu Val Ala
740 745 750

Patentanspriiche

1. Hybridomzelllinie, bestehend aus 3C6 mit der ATCC-Zugangsnummer HB12491, 4D4 mit der ATCC-Zu-
gangsnummer HB12493 oder 1G9 mit der ATCC-Zugangsnummer HB12495

2. Monoklonaler Antikérper, erhalten aus der Hybridomzelllinie nach Anspruch 1.

3. Monoklonaler Antikdrper mit einer antigenbindenden Region, der an ein konformationelles Epitop der
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extrazellularen Domane von PSMA bindet und die immunspezifische Bindung eines zweiten monoklonalen An-
tikdrpers an sein Zielepitop in der extrazellularen Doméane des Prostata-spezifischen Membranantigens (PS-
MA) kompetitiv inhibitiert, worin der zweite Antikdrper nach Anspruch 2 ist.

4. In-vitro-Verfahren zum Nachweis der Anwesenheit von PSMA- oder PSM'-Protein in einer biologischen
Probe, umfassend das Kontaktieren einer Probe mit einem monoklonalen Antikérper nach Anspriichen 2 oder
3 und Nachweis von jedwedem antikdrpergebundenen PSMA- oder antikbrpergebundenen PSM'-Protein.

5. Verfahren nach Anspruch 4, worin die Probe eine Biopsieprobe oder eine Kérperflissigkeit darstellt.

6. Verfahren nach Anspruch 5, worin die Kérperflussigkeit Vollblut, Serum, Samenflissigkeit oder Urin dar-
stellt.

7. Verfahren nach Anspriichen 4 bis 6, worin der Nachweis von antikérpergebundenem PSMA durch einen
zweiten fur PSMA spezifischen Antikorper oder durch die enzymatische Aktivitdt von NAALADase erfolgt.

8. Verfahren nach Anspruch 7, worin die NAALADase-Aktivitat durch eine Zunahme der NAD(P)H nachge-
wiesen wird.

9. In-vitro-Verfahren zum Nachweis der Anwesenheit durch von Krebszellen exprimiertem PSMA, umfas-
send das Kontaktieren einer Probe von Zellen mit einem monoklonalen Antikérper nach Anspriichen 2 oder 3
und Nachweis von jedwedem antikérpergebundenem PSMA.

10. Verfahren nach Anspruch 8, worin der Antikdrper kovalent an eine Markierung gebunden ist.

11. Verfahren nach Anspruch 10, worin die Markierung Folgendes darstellt: ein Enzym, einen radioopaken
Farbstoff, ein radioaktives Metallisotop, ein radioaktives Nichtmetallisotop, eine fluorogene Verbindung, eine
fluoreszierende Verbindung, ein positronenemittierendes Isotop oder ein nicht paramagnetisches Metall.

12. Verwendung einer wirksamen Menge eines monoklonalen Antikérpers nach Ansprichen 2 oder 3 in
der Herstellung eines Arzneimittels zum Abtéten von Prostatakrebszellen in einem Patienten.

13. Verwendung nach Anspruch 12, worin der Antikérper an ein Arzneimittel, ein Toxin oder ein Radioiso-
top konjugiert ist.

14. Verwendung nach Ansprichen 12 oder 13, worin der monoklonale Antikérper einen bispezifischen An-
tikdrper darstellt, weiter umfassend eine zusatzliche antigenbindende Region, die fir eine Effektorzelle mit tu-
morizider oder tumorinhibitorischer Aktivitat spezifisch ist.

15. Verwendung nach Anspruch 14, worin der Antikérper an ein heterologes Protein oder Peptid konjugiert
ist.

16. Verwendung nach Anspruch 15, worin das heterologe Protein tumorizide Zellen auf Prostatazellen ab-
Zielt.

17. Verwendung nach Anspruch 16, worin das heterologe Protein eine cytotoxische Verbindung auf Pros-
tatazellen abzielt.

18. Kit zur Diagnose, Prognose oder Uberwachung des Prostatakrebses, umfassend einen monoklonalen
Antikérper nach Anspriichen 2 oder 3.

19. Kit nach Anspruch 18, worin der Antikdrper oder das antigenbindende Fragment davon in einem wass-
rigen Medium oder in lyophilisierter Form verpackt ist.

20. Kit nach Anspruch 19, das weiter einen zweiten Antikdrper umfasst, der fir PSMA spezifisch ist.

21. Kit nach Anspruch 19, das weiter Glutamatdehydrogenase umfasst.

Es folgen 20 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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VA3ISTLIVVVOALIVVAAIDHIAIOMVYSIOANSIIQITVAAIDDASIOVAINH
SSdVAIAHHYAIJHAdTOTIdAIdVHITIWTOANINWHIAIGNSIHA3IADTHISINSYII LS
NAAVSITISAISASALINIDdHINSISAINAVYANHTIAAVAQHIASdTAISNVIIIANDD
HADVALTHANIAGGAINIATIALIAASHATIADSINNLIMNALAHVYHIS VIO THOSHA
J4ANOSOTIASIHAINDSIIdSISHALMSIATISHOIIOIAASHIINLINHATSANILLOA
AHTLANDIISSAVNIAVADHIDTIHSNIIVMILSOHTIOI3IVAMSVYIUILHYIEMDIN
ATLD4SHAIFHAAVYVYOSOLdAIDDIAMSAHHODTIAAHAdIAVOHTLOIANAIHLAINL
SHIHWIANDL1SINDLIOdOANAIANTISOHMSSAIdVYSOONNITINDVYAAADIdHALIS
dIDOAVIVIOHHAVAINVIADLSLIdAOVONTINTINDHOADODdTINMOAJASHADLVIAQ
VdASATUADAVOVIOVNIAANDHIANDAHVIAIODSININNGHINEAIQILEVANAAA
1093dWODVASIVSIddAIASANIADAEddIFTIS LNSIINOQINIISIANGHLANGAST
TAQAHVISASAIODAINMOSOIDNVIOINDILOVIHDIDLINATINNINIVIINIATAVIN
NHIdLINLVINSSHIIMOSTIOTIddODVIATVOVITIMULHUVLIVAVSALIHTINMIA

36/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

FIG.2

37/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

FIG.3

38/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

39/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

40/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

FIG.6

41/55



ZAHLUNGEN

ZAHLUNGEN

DE 699 36 049 T2 2008.01.10

BILLOS

&

evealiiadd

a8

N
o

50
40
30
20
10

FL1-HOHE

FIG.7A

BILL12

1o 102 109 1t

FL1-HOHE

FI1G.7B

42/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

203kD

29kD

FIG.8

43/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

1,0
] "NATIVES PSMA"

= PSMA 1-175
= PSMA 134437
2 PSMA 438-750

0,8

0,6

00405

_

0,4

0,2 -

0,0 AN

Eé///@’ﬂ[j’/// LA

1-C5  3D7-1.1 4E10-1.14

BESTIMMTE ANTIKORPER

7t

b

FIG.9

44/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

120Kd #

45/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

1 23456 789101 1213

FIG.11

46/55



307 1.1

4E10 1.14

DE 699 36 049 T2 2008.01.10
=
n
o
- L
. 5
~ 9 L
o L -
-— o 1
1 L
L
o
o
r=) o
O R8BgRBRKe~° g
NIONNTHYZ N NIONNTHYZ ~
|T— o
: O
O T
I
<+ <
-— -
S 'S
w
™~ = o~ li:-l
= o O
@ 7
o =)
- .............. -
l cg ..... oo
R8839882° . R88LRK2°
NIONNTHYZ N NIONNTHYZ N
-— -—
% : ™ :
%’ () S o
— o —-—
L L

47/55



00405

1,2

DE 699 36 049 T2 2008.01.10

1,04

0,8+

0,6 -

0,44

0,2 .

0,0

1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 HINTERGRUND

PSMA-VERDUNNUNG

FIG.13

48/55



00405

DE 699 36 049

T2 2008.01.10

1,75 <

1,50 -

1,25

1,00 ~

0,75

0,50 A

0,25 4

Lol el et )

~ JJ

BESTIMMTE PROBEN:
1 PSMA 1:50
£3 PSMA 1:200
A PSMA 1:800
O FL bvPSMA

5] SAMENFLUSSIGKEITSMATERIAL
I HINTERGRUND

AT A A A N AR S S, |

2 2 2 2 7 7

ol Kand L T L

a—

0,00

307-1.1

4E10-1.14

ANTIKORPER-NACHWEIS

Fl

C.14

49/55




0Dy05

DE 699 36 049 T2 2008.01.10

1,44

1,2 -

1,0 -

0,8

0,6 4

0,4

0,24

0,0

—— 3D7-1.1
~=- 4E10-1.14

1:50 1:200 1:8001:32001:12800 HNTERGRUND

PSMA-VERDUNNUNG

FIG.15

50/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

1,0
-~ BIOTINYLIERTER 7E11-C5
40 pg/ml
0,8
N
Q
5 064
o
0,4 -
0,2

] 1 ] ] 3 i
1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 HINTERGRUND

PSMA-VERDUNNUNG

F1G.16

51/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

1,9 kb-Konstrukt

52/55

FIG.17



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

53/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

54/55



DE 699 36 049 T2 2008.01.10

173 438 750
L I 1
- | l }
™ 5 13 437
3E11 4DB 3C2 39 163
36 3E6 3C4 27 4C8B9
366 204 2E3
2E4 4C868 308
2C4 4F8
4C11 302
1011 167
4EB 304
265
4E6
1F4
5E9
l 5610 '
44 35 750
4D4
169

FI1G.20

55/55



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

