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Anticorps monoclonal dirigé contre les cellules de carcinome rénal

"humain

La présente invention concerne un nouvel hybridome produisaﬁt'

5 un anticorps monoclonal dirigé spécifiquement contre un antigéne de
carcinome de cellules rénales humaines (RCC); l'invention concerne
également l'utilisation de cet anticorps -monoclonal notamment pour le
diagnostic, l'imagerie et le traitement des RCC.

Les RCC sont des cancers particulierement difficiles a

10 diagnostiquer dans les formes disséminées (Oberling et al (1960}
Nature 186, 402-403; Holthafer et al. (1983) Lab. Invest. 49, 319-326)
qui représentent chaque année environ 5% des nouveaux cas de
cancers. En dehors de la chirurgie de premiére intention, il n'y a, a
I'heure actuelle, aucun traitement efficace en cas de récidive.

15 Un anticorps monoclonal (mAb) spécifique d'antigéne présent de
maniére prédominante uniquement sur les cellules de carcinome rénal
humain serait extrémement utile pour le diagnostic, la localisation et le
traitement de cette maladie. Un nombre limité de mAb dirigés contre les
RCC humains ont été rapporté dans la littérature (Oosterwijk E et al.

20 (1986) Int. J. Cancer 38: 489-494; Kinouchi T. et al. (1995) J. Urol. 154:
288-292: Kaufmann O. et al. (1997) Histopathology 31:31-37) ou ont
fait 1'objet de brevets ou de demandes de brevet (EP 119 528, EP 160
250, EP 210 970, WO 88/08854, WO 90/14595).

Parmi les anticorps actuellement disponibles, aucun n'a les

25 qualités requises pour le diagnostic, I'imagerie et/ou la thérapie. Ainsi
par exemple, I'anticorps G250 (WO 88/08854, inventeurs Oosterwijk E.
et Warnaar S.0.) le plus étudié et le plus utilisé des mADb dirigés contre
les RCC puisqu'utilisé dans deux études cliniques
d'immunoradiolocalisation de tumeurs primitives ou meétastasees

30 (Oosterwijk E. et al. (1993) J. Clin. Oncol. 11: 738-750; Stettens M.G. et
al. (1997) J. Clin. Oncol. 15: 1529-1537), ne reconnait que 70 a 80%
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des tumeurs. Cependant a ce jour, aucun effet thérapeutique n'a €te

-~ obtenu avec l'anticorps G250. Une autre limite de l'exploitation de cet

anticorps réside dans le fait que les tumeurs humaines exprimant
l'antigéne G250 ne peuvent se développer que tres difficilement chez la

souris, rendant difficile la réalisation d'un bon modéle animal de ciblage

in vivo, via le mAb G2350.

Ces résultats soulignent donc la nécessité d'obtenir d'autres
anticorps monoclonaux spécifiques d'un antigene different et
reconnaissant de maniére hautement spécifique les RCC sans présenter
de réactivité substantielle avec les cellules normales.

Les inventeurs ont employé la technique des hybridomes
développée a l'origine par Kohler et Milstein (Nature (19735) 256: 495-
497) pour obtenir un nouvel hybridome produisant un nouvel anticorps
monoclonal hautement spécifique des carcinomes rénaux humains et
reconnaissant un antigéne spécifique différent de l'antigéne G250. La
présente invention a donc pour objet un hybridome désigné 5Co5tel que
déposé a la CNCM sous le numéro 1-2184, formé par la fusion de
cellules d'une lignée de myélome murin Balb/C Sp20 et de cellules de
canglions inguinaux et abdominaux de souris Balb/C ayant ete
préalablement immunisée avec la lignée de carcinome rénal humain
BIZ.

La présente invention concerne ¢également un anticorps
monoclonal spécifique de la plupart des cellules de carcinomes rénaux
humains appelé 5C5, ne se liant pas a l'antigéne G250 et susceptible
d'étre obtenu par l'hybridome de l'invention. L'anticorps monoclonal
ainsi produit a été isolé puis caractérisé. La sous-classe et l'isotype de
l'anticorps monoclonal ont été déterminé par la technique
d'immunoprécipitation de Ouchterlony qui utilise des anticorps de lapin
dirigés contre des sous-classes d'immunoglobulines de souris.

La caractérisation de l'anticorps monoclonal 5C5 de la presente

invention a été réalisée sur des lignées cellulaires de RCC ainsi que sur
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des fragments tissulaires de patients atteints de RCC. L'analyse de la

- présence de l'antigéne de cellules de carcinome rénal spécifiquement

reconnu par l'anticorps de la présente invention peut €tre réalisée par
des techniques d'immunohistochimie utilisant par exemple des
colorations a la peroxydase ou par des techniques
d'immunofluorescence. Selon un protocole standard, les lames sur
lesquelles sont posées les sections gelées, obtenues au cryostat, des
échantillons non fixés de biopsie sont séchées a l'air puis incubées avec
'anticorps monoclonal SC5 dans un chambre humide a température
ambiante. Les lames sont ensuite recouvertes dune préparation
d'anticorps dirigée contre l'anticorps ou le fragment d'anticorps de la
présente invention. Par exemple, si l'anticorps monoclonal 5CO est
utilisé, le second anticorps peut étre un anticorps anti-souris. Le
second anticorps peut étre marqué avec un composé fluorescent
(fluorescéine, Texas-red, DAPI). La nature du marquage de 'échantillon
ainsi que son intensité sont ensuite déterminé€es a l'aide d'un
miCroscope a fluorescence. Dans des eXpPEriences
d'immunofluorescence, l'anticorps selon l'invention se caractérise en ce
que ledit anticorps ou fragment d'anticorps se lie de maniere spécifique
a un antigéne commun aux cellules de lignées de carcinome rénal
humain BIZ, HIEG, QUIE, BENA, PIUZ, GUIL, GUER, ROB, DURI,
JOUS, GUIS, LEFR, MEGR, BLAN, DOBS, MOJ; l'anticorps monoclonal
5C5 ne se lie pas a un antigéne de cellules de la lignée de carcinome
rénal humain LAWR et ne se lie pas a l'antigene G250.

La grande spécificité de réaction de l'anticorps 5CS a éte
démontrée par l'absence de réactivité de l'anticorps sur des cellules de

lignées tumorales humaines autres que les lignées cellulaires de RCC.

Ainsi l'anticorps monoclonal SC5 ne se lie pas a un antigene de cellules

de lignées de tumeurs du colon humaines: HRT18, HTLSR, LS174T,
SW48, SW620 , ne se lie pas a un antigéne de cellules de la lignée de

tumeur du poumon humaine: LX2 , ne se lie pas a un antigéne de
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cellules de la lignée de tumeur de l'estomac humaine: Kato , ne se l1ie

- pas a un antigéne de cellules de lignées de tumeurs du sein humaines:

McF7 et ZR75 , ne se lie pas a un antigéne de cellules de la lignée dge
tumeur de l'ovaire humaine : OVCAR. Concernant la réactivité de
'anticorps sur les cellules normales, des expériences
d'immunohistochimie ont révélé un marquage de l'anticorps monoclonal
5C5 dans le cytoplasme des tubes rénaux proximaux ainsi que le pole
apical et les faces latérales des cellules épithéliales coliques provenant
de fragments tissulaires humains normaux.

La présente invention concerne également l'anticorps simple

chaine produit a partir de l'anticorps monoclonal selon l'invention,

l'anticorps chimérique produit a partir de l'anticorps monoclonal selon
linvention et également l'anticorps humanisé produit & partir de
I'anticorps monoclonal selon l'invention.

L'anticorps ou le fragment d'anticorps dirigé contre l'antigéne de
carcinome des cellules rénales humaines peut étre administré pour
provoquer une réponse immune anti-idiotypique ou anti-anti-
idiotypique. Un anticorps anti-idiotypique dirigé contre l'anticorps
réagissant contre un antigéne de carcinome de cellules rénales
humaines peut en effet exprimer des épitopes similaires a ceux de
l'antigéne et peut ainsi étre utilis€ de maniére similaire pour
'immunisation et ainsi pour développer une réponse immune anti-
cancéreuse. Un anticorps anti-anti-idiotypique peut étre utilis€ dans
des voies similaires a celles décrites pour l'anticorps primaire anti-
tumeur de la présente invention. En conséquence, il est également dans
'étendue de l'invention d'utiliser un anticorps anti-idiotypique
caractérisé en ce qu'il est dirigé contre l'anticorps selon l'invention et
dutiliser un anticorps anti-anti-idiotypique caractérisé en ce qu'il est
dirigé contre l'anticorps anti-idiotypique précédent.

L'invention concerne également un fragment de l'anticorps selon

-

linvention caractérisé en ce qu'ill peut étre utilisé a la place de
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'anticorps entier. Dans un mode préféré de réalisation, ce fragment

d'anticorps est un fragment F(ab')2, un fragment Fab' ou un fragment

Fv.

L'invention concerne également un antigéne de cellules de
carcinome rénal humain susceptible d'étre reconnu par un anticorps
selon l'invention ou par l'un de ses fragments.

Un autre mode de réalisation de l'invention concerne un agent de
diagnostic de carcinome des cellules rénales humaines caractérisé en ce
qu'il comprend un anticorps ou un fragment d'anticorps ou un antigene
selon l'invention tel que décrit précédemment. Selon un mode préiéré de
réalisation, l'agent de diagnostic se caractérise en ce que l'anticorps ou
le fragment d'anticorps ou l'antigéne est marqué directement ou
indirectement par un marqueur géneérateur de signal; ce marqueur est
sélectionné parmi les isotopes radioactifs et les entités non 1sotopiques;
Les entités non isotopiques sont sélectionnées parmi les enzymes, les
colorants, les hapténes, les agents luminescents tels que les agents
radioluminescents, chémiluminescents, bioluminescents, fluorescents,
phosphorescents, les ligands tels que la biotine, l'avidine, la
streptavidine, la digoxygénine.

Selon un mode de réalisation, l'agent de diagnostic selon
l'invention se caractérise en ce que l'anticorps, le fragment d'anticorps
ou l'antigéne est couplé a un support solide directement ou
indirectement par lintermédiaire d'un bras d'espacement. L'agent de
diagnostic de linvention peut étre utilisé dans une méthode de
diagnostic des RCC humains in vitro qui comprend la mise en contact
d'un échantillon de fluide corporel et/ou de tissu corporel provenant

d'un patient chez lequel on suspecte la présence d'un cancer avec un
agent de diagnostic tel que précédemment décrit et la détermination de
la présence d'un antigéne ou d'un anticorps anti-idiotypique ou dun

anticorps selon l'invention. L'invention concerne également un kit de
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diagnostic caractérisé en ce qu'il contient l'agent de diagnostic décrit

précédemment.

L'invention concerne également une composition pour la détection,
la localisation et l'imagerie de carcinome de cellules rénales--,'
comprenant un anticorps ou un fragment d'anticorps selon I'invention;
les avantages de l'utilisation de fragments d'anticorps F(ab) ou F(ab)2’
pour la détection, la localisation et l'imagerie ont €te décrits par
Goldenberg D.M. (Brevet US 4 331 647). L'anticorps ou le fragment
d'anticorps selon l'invention est marqué directement ou indirectement
avec un marqueur générateur de signal sélectionné parmi les 1sotopes
radioactifs et les entités non isotopiques. Les radioisotopes émetteurs de
rayons X, de rayons gamma, de positron et de fluorescence sont les plus
appropriés pour le marquage des agents de diagnostic selon I'ilnvention;
comme radioisotopes utilisables pour le marquage de l'agent de
diagnostic, on peut donc citer: Iodel4s, lodel25 Jodel?6, Jodel3!, Iodelss,
Brome’?, Technetium?m, Indium!!!, Indium!3m  Gallium®7, Gallium®s,
Ruthénium?®, Ruthénium?9’, Ruthénium!03, Ruthénium!l®>, Mercurel®?,
Mercure203, Rhénium?m®, Rhénium!®l, Rhéniuml!®, Scandium?’,
Tellurium!2im Tellurium!22m, Tellurium!2m, Thulium!®s, Thulium!67,
Thulium!68, Cuivre®?, Fluor!8, Yttrium®, Yttrium!®?, Palladium109,
Bismuth2!7, Antimoine?!l. Une variété de méthodes connues de 'homme
de l'art existe pour accrocher des radioisotopes aux protéines soit
directement soit via un agent chélatant tel le DTPA (Acide diéthylene
triamine pentaacétique). Toutes ces méthodes peuvent étre utilis€es
pour marquer les anticorps ou fragments d'anticorps de la présente
invention. Par exemple l'anticorps monoclonal peut étre marqué avec du
Na[l125] par la méthode a la chloramine T. [Hunter W.M. et Greenwood
F.C. (1962) Nature 194: 495]. L'anticorps ou le fragment d'anticorps
peut étre directement marqué par du Technetium®®™ par la technique
de Crockford et coll. (brevet US 4 424 200) ou attaché via du DTPA

comme décrit par Hnatowich (brevet US 4 479 930). Les entités non
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isotopiques sont sélectionnées parmi les enzymes, les colorants, les
hapténes, les agents luminescents tels que les agents
radioluminescents, chémiluminescents, bioluminescents, fluorescents,
phosphorescents, les ligands tels que la biotine, l'avidine, la
streptavidine, la digoxygénine.

L'invention concerne également une méthode de détection, de
localisation et d'imagerie de carcinome de cellules rénales, comprenant
les étapes suivantes (i) d'injection parentérale chez un ¢€tre humain d'un
anticorps ou d'un fragment d'anticorps selon I'invention, ou d'une
composition telle que décrite ci-dessus; (ii) d'accumulation apres un
temps suffisant au niveau du site du carcinome de cellules rénales de
lanticorps marqué ou du fragment d'anticorps marque sans que
l'anticorps ou le fragment d'anticorps ne se lie de maniere substantielle
aux cellules normales; et (iii) de détection du signal au moyen d'un
détecteur de signal puis (iv) de conversion du signal détecte en une
image du carcinome de cellules rénales. Dans le cadre d'un marquage
avec un radioisotope, le détecteur de signal utilisé est de préi€rence un
équipement conventionnel tel une cameéra gamma.

L'invention porte également sur une composition pharmaceutique
destinée au traitement du carcinome rénal humain qui comprend une
quantité thérapeutiquement efficace dun anticorps ou d'un fragment
d'anticorps selon linvention et un véhicule pharmaceutiquement
acceptable. Le véhicule pharmaceutiquement acceptable peut étre tout
type de véhicule employé habituellement dans la préparation de
compositions injectables, c'est-a-dire un diluant, un agent de
suspension tel une solution saline isotonique ou tamponnée.
L'anticorps et/ou fragment d'anticorps selon l'invention peuvent etre
utilisés a titre de meédicament; selon un mode de réalisation préfére,
l'anticorps et/ou fragment d'anticorps selon l'invention sont utilisés a
titre de médicament pour le traitement du carcinome de cellules renales

humaines; pour ce faire, l'anticorps ou le fragment d'anticorps de la
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composition pharmaceutique sont conjugués a au moins un agent
sélectionné parmi le groupe des  agents antiprolifératits,

antinéoplastiques ou cytotoxiques. Ces agents sont des radioisotopes ou

des entités non isotopiques.

Dans un mode préféré de réalisation, 'agent antiprolifératit et/ou
antinéoplastique et/ou cytotoxique non isotopique est une molécule
d'acide nucléique. Cette molécule d'acide nucléique peut €tre de I'ADN
simple brin, de 'ADN double brin, de ’ARN simple brin, de I'ARN double
brin, un hybride ARN/ADN. Selon un mode préféré de réalisation, la
molécule d'acide nucléique est de I'ADN double brin ou de I'ARN simple
brin qui code pour un produit protéique d’intérét qui s’exprime
efficacement dans la cellule. Les produits protéiques d'intérét sont
choisis dans un groupe composé des interleukines, des cytokines, des
lymphokines, des chémokines, des facteurs de croissance, des protéines
tueuses, des protéines qui permettent de lever la chimiorésistance et
des enzymes de restriction ; les interleukines, cytokines, lymphokines et
chémokines sont choisies dans un groupe composé de préférence des
interleukines I1-1, 1I-2, 1I-3, 1I-4, 1I-5, II-6, I11-7, 11-8, 1I-9, II-10, [1-11, IlI-
12, 11-13, 11-14, 11-15, 11-16, 11-17 et 11-18, des interfeérons o-IFN, B-IFN et
v-IFN ; de préférence le produit protéique d’interet est I'interleukine 2.

Selon un autre mode de réalisation de l'invention, la molécule
d'acide nucléique est un ARN antisens.

La conjugaison de l'anticorps ou du fragment d'anticorps de la
présente invention a un agent antiprolifératit, antinéoplastique ou
cytotoxique tel que décrit ci-dessus peut €étre utilis€é en thérapie
génique. Selon un autre mode de réalisation, la conjugaison de
l'anticorps ou du fragment d'anticorps de la présente invention a un
agent antiprolifératif, antinéoplastique et cytotoxique peut étre utilise
pour arréter le développement des RCC et pour induire une régression
et/ou une élimination de la masse tumorale. De préference, I'anticorps

ou le fragment d'anticorps ainsi conjugué est introduit dans le patient
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atteint de RCC et délivré aux sites tumoraux par voie orale ou

- parentérale dans un liquide transporteur pharmaceutiquement

acceptable tel qu'une solution de sel physiologique. Alternativement,
une solution ou une suspension d'anticorps ou de fragment d'anticorps
conjugué a un agent peut €tre perfusece directement dans le tissu

épithélial malin, cette méthode €tant utilisée de préférence dans le cas

ou le RCC n'est pas métastase€.

Les radioisotopes préférés conjugués aux anticorps monoclonaux
employés pour la thérapie sont des radioisotopes émetteurs de rayons
gamma et de préférence 'Tode!3!, 1'Yttrium?0, 1'0r!99, le Palladium!%°, le
Cuivret?, le Bismuth?17 et I'Antimoine?!!. Les radioisotopes emetteurs de
rayons beta et alpha peuvent également €tre utilisés pour la thérapie.
Les entités non isotopiques conjuguées aux anticorps monoclonaux
employés pour la thérapie sont multiples et variés; on peut citer: (1) les
antimétabolites telles les agents anti-folate, le méthotrexate, (11 les
analogues des purines et des pyrimidines (mercaptopurine,
fluorouracile, 5-azacytidine), (iii) les antibiotiques, (iv) les lectines
(ricine, abrine) et (iv) les toxines bactériennes (toxine diphtérique).

L'anticorps ou fragment d'anticorps selon I'invention est également
utilisé en tant qu'agent de ciblage. Il permet ainsi de cibler des cellules
cytotoxiques telles les cellules T humaines, les monocytes ou les cellules
NK sur le lieu de la tumeur métastasée ou non. Les cellules
cytotoxiques peuvent €étre attachees a 'anticorps via le récepteur Fc
situé a la surface de ces cellules ou via un anticorps intermédiaire
présentant une double spécificite par exemple; de tels anticorps
bispécifiques pour le ciblage des carcinomes de cellules rénales peuvent
étre produits en fusionnant une cellule immunitaire produisant
l'anticorps de la présente invention ou l'hydridome de la présente
invention avec une cellule produisant un anticorps dirige contre la
cellule cytotoxique a cibler. Des anticorps bispécifiques peuvent

également étre produits par couplage chimique de deux anticorps ayant
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la spécificité désirée. L'anticorps ou fragment d'anticorps selon

linvention permet également de cibler des véhicules de délivrance

d'agents antiprolifératifs, antinéoplastiques ou cytotoxiques sur le heu,

de la tumeur métastasée ou non. Par véhicules de délivrance on entend

désigner les liposomes et les particules virales.

Enfin, selon un autre mode préféré de réalisation, 'antigéne ou
l'anticorps anti-idiotypique selon l'invention peut €tre utilisé pour la
préparation d'un traitement prophylactique destiné au traitement du
carcinome humain. En effet, l'antigéne ou l'anticorps anti-idiotype €tant
spécifiquement reconnu par l'anticorps ou le fragment d'anticorps selon
linvention, ils peuvent étre utilisés pour l'immunisation afin de

provoquer une réponse immune anti-cancereuse dans l'organisme.

LEGENDE DES FIGURES

Figure 1: Typage des lignées cellulaires de RCC en immunofluorescence
indirecte par cytométrie en flux. Figure 1A: typage des lignees PIUZ et
LAWR; figure 1B: typage des lignées DOBS et GUIL.

Figure 2: Mise en évidence de l'internalisation de 'anticorps 5SCS dans
une lignée RCC. ‘

Les cellules du carcinome rénal ROB ont été incubées avec 95CO
conjugué a la fluorescéine (FITC) (A, C, E) et de la transferrine
conjuguée au Texas-red (TRIC) (B, D, F). A 4°C, 5C5 marque la suriace
cellulaire (A). Aprés 10 minutes (C, D) et 30 minutes (E, F)
d'internalisation, 5C5 (C, E) et la transferrine (D, F) sont internalisés et
sont partiellement codistribués dans la région périnucléaire ou est
localisé le compartiment de recyclage tardif de la transterrine.

Figure 3: Production d'interleukine 2 (I1-2) de souris par des cellules

ROB apres transfection.

Figure 4: Expression de la 5-galactosidase dans les RCC in vivo, apres

antifection intraveineuse d’un conjugué SC5-benzoquinone-ADN.
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Une tumeur de carcinome rénal (HIEG) a été gretffée sous la peau de

- souris Nude irradiées. Les souris ont secondairement recu par vole

intraveineuse de 'ADN complémentaire codant pour la f3-galactosidase.
bactérienne, seul (Control) ou le méme ADN conjugue a SCS, via uri'
couplage faisant intervenir la benzoquinone. La production de -
galactosidase a €té mise en évidence par un marquage en
immunofluorescence a l’aide d’un anticorps biotinylé dirigé contre la 15-
galactosidase (laboratoire Sigma), puis révélé a l'aide de la streptavidine
FITC (b-Gal). Les noyaux des cellules de la tumeur sont visualisé€s a
'aide du DAPI et les cellules sont mises en évidence par contraste de
phase (C-phase). La f5-galactosidase n’est détectée dans les cellules
tumorales que lorsque les souris ont recu FADN conjugué a 5CJ.

Figure 5 : Expression de la f3-galactosidase dans les RCC in vivo, apres
antifection intraveineuse dun conjugue 5C5-avidine-polyLysine-toxine-
ADN.

Une tumeur de carcinome rénal (HIEG) a été greffée sous la peau de
souris Nude irradiées. Les souris ont secondairement regu par voie
intraveineuse de ’ADN complémentaire codant pour la 3-galactosidase
bactérienne, seul (control) ou le méme ADN associc a un complexe
avidine polylysine (via la benzoquinone) auquel est accroché 35Co
biotinylé ( mAbAv-Pl) ou le méme complexe comprenant en supplement
la toxine bactérienne de hémagglutinine biotinylée permettant
d’accroitre Pefficacité du transfert de géne (id +Tox). La production de fS-
calactosidase a  été  déterminée par un  marquage  cll
smmunofluorescence a ’aide d’un anticorps biotinylé dirige contre la 15
calactosidase (laboratoire Sigma) puis révélé a 'aide de la streptavidine
FITC (R-galactosidase). Les cellules sont mises en é€vidence par
contraste de phase (Phase contrast). La R-galactosidase n’est détectee

dans les cellules tumorales que lorsque les souris ont recu I’ADN

conjugué a 5Co.
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D'autres caractéristiques et avantages de la présente invention

apparaitront a la lecture des exemples ci-apres.

EXEMPLES
1. Protocole de préparation de I'hybridome SCS

Deux souris Balb/C ont recu une injection intraplantaire de 4,5.1060

cellules du carcinome rénal humain BIZ fourni par le Dr Jean Gogusev
(Hopital Necker-Entants Malades, Paris, France) dans 100 pl de NaCl
0.9%.

Dix-huit jours plus tard, un rappel est réalis¢ avec 5.106 cellules du
carcinome rénal humain BIZ dans 50 ul de NaCl 0.9%. Trois jours plus
tard, une suspension cellulaire est réalisée a partir des ganglions

inguinaux et abdominaux des souris.

23.106 cellules de la suspension cellulaire sont fusionnees avec
11,5.106 cellules de myélome de souris Balb/C Sp20, en présence de
PEG4000. Le mélange cellulaire est ensuite déposé dans trois plaques
de 96 puits remplies deux jours auparavant de cellules péritonéales de
souris afin de ne sélectionner que les seules cellules hybrides capables
de se développer.

Une premiére analyse par cytométrie en tlux sur cellules BIZ a

donné des résultats positifs pour le clone 5Co.

Une deuxiéme analyse a permis de confirmer ce résultat positif.
Des ampoules 5C5 non clonées ont ainsi pu €tre congelées.

Une dilution limite a partir d'une ampoule décongelée du clone
5C5 a permis d'obtenir aprés analyse par cytomeétrie en flux sur cellules
BIZ un sous clone 5C5. L'hybridome 5CS a ainsi pu €tre congelé. La
détermination de la classe et de la sous classe de l'anticorps monoclonal
5C5 g été réalisée a l'aide d'immunsérums de lapin spécifiques selon la
technique d'Ouchterlony au Laboratoire d'Immunologie Expérimentale

(collaboration Professeur H. BAZIN).
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L'anticorps monoclonal 5C5 appartient a la classe des

- immunoglobulines IgG1Kk.

2 Caractérisation de l'anticorps monoclonal 5C5:
2.1. Sur les RCC

Dix-sept lignées de RCC humaines ont été testées en
immunofluorescence indirecte, par cytométrie en flux, a 'aide du mAD
5C5, soit a partir de surnageants de culture, soit a partir de mAb
immunopurifié sur colonne de protéine-A-SepharoseR. Les 17 lignees
RCC humaines testées sont les suivantes : BlZ, HIEG, QUIE, BENA,
PIUZ, GUIL, GUER, ROB, DURI, JOUS, GUIS, LEFR, MEGR, BLAN,
DOBS, MOJ, LAWR. Seule LAWR n'est pas reconnuc par 'anticorps

monoclonal 5C5 (Figure 1).

Une étude paralléle réalisée en présence de I'anticorps G250 sur
l'ensemble de ces tumeurs a montré que les lignées BlZ et HIEG
n'exprimaient pas l'anticorps G250 alors que les lignées ROB et QUIE

'expriment (résultats non montres).

2.2. Sur d'autres lignées

L'anticorps monoclonal 5C5 a été teste sur diverses lignees
tumorales humaines par immunofluorescence indirecte en microscopie
(collaboration avec le Docteur J. LEPENDU, INSERM U 419, NANTES
FRANCE). Les lignées testees sont les suivantes : HRT18, HLT3R,
LS174T, SW48 et SW620 dérivées de tumeur du colon, LX2 dérivée de
tumeur du poumon, KATO dérivée du cancer de l'estomac, MCF7 et
7R75 dérivée du cancer du sein et OVCAR dérivée dune tumeur de
l'ovaire. Toutes ces expériences d'immunofluorescence indirecte
utilisant l'anticorps monoclonal 5CS sur ces lignées tumorales

humaines se sont révélées négatives (résultats non montres).
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3. Utilisation de I'anticorps monoclonal 5C5 en thérapie génique in

vitro:

Les expériences d'immunofluorescence ont démontré que
l'anticorps monoclonal 5C5 s'internalise parfaitement dans les RCC
(Figure 2). Ce résultat positif constitue un préalable indispensable a

une approche vectorielle telle que I'antifection [Poncet et al. (1996) Gene

Ther. 3: 731-738].

Les expériences d'antifection ont permis de deémontrer que
l'anticorps monoclonal 5C5 est apte a véhiculer un gene codant pour de
l'interleukine-2 de souris (I1-2) dans les cellules; le géne de I'll-2 murin

ainsi véhiculé est transcrit et exprimé comme en témoigne la presence

d'I1-2 dans les surnageant de culture (Figure 3).

4- Utilisation de I'AcM 5C5 en thérapie génique in vivo

Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec k. Angevin

(I.G.R.).
4.1. 1¢re expérience

Des souris Nude préalablement irradiées ont recu une greffe de
tumeur HIEG en position sous-cutanée. Lorsque les tumeurs atteignent
une taille d'environ 10x10 mm, les souris sont réparties en trois
groupes :

* 1 souris naive
* O souris ont recu par voie intraveineuse rétro-orbitale, une injection

d'un mélange de 10 pg de mAb 5C5 couplé a 100 pg de plasmide codant

pour la B-galactosidase par l'intermédiaire de la benzoquinone, selon la
technique décrite précédemment [Poncet et al. (1996) Gene Ther. 3:731-
738].

Alors qu'aucune activité enzymatique n'a €été€ retrouvée dans 1a
tumeur de la souris naive, par analyse histochimique, 2 souris sur les 3
ayant recu le conjugué présentent une positivite marquée (Figure 4).

Une étude plus exhaustive portant sur la recherche d'activite
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enzymatique a démontré pour les 2 souris positives son absence dans

 les autres organes testés et une positivite importante dans le foie de la

souris négative.

4.2, 2¢me expérience
Des souris Nude préalablement irradiées ont recu une ogreffe de

tumeur HIEG en position sous-cutanée. L'anticorps monoclonal 5CS
préalablement biotinylé est couplé a un complexe incluant plusieurs
composants, ADN=poly-L-lysines=benzoquinone=biotine = via  une
molécule d'avidine. Enfin, une molécule d'exotoxine A de Pseudomonas
aeruginosa biotinylée est rajoutee. Une activité rapporteur est
recherchée par la mesure de l'expression de la B-galactosidase dans les

tumeurs. Une forte activité p-galactosidase a été mise en évidence dans

le groupe de souris ayant regu le conjugue complet (Figure 9).
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REVENDICATIONS

1. Hybridome désigné 5CS tel que déposé a la CNCM sous le N° I-
2184, formé par la fusion de cellules dune lignée de myélomé'

5 murin Balb/C Sp20 et de cellules de ganglions inguinaux et
abdominaux de souris Balb/C ayant été préalablement

immunisées avec la lignée de carcinome rénal humain BIZ.

2. Anticorps monoclonal 5C5 spécifique de la plupart des cellules de
10 carcinomes rénaux humains, ne se liant pas a l'antigéne G250 et

susceptible d'étre obtenu par I'hybridome de la revendication 1.

3. Anticorps simple chaine produit a partir de l'anticorps

monoclonal selon la revendication 2.

15
4, Anticorps chimérique produit a partir de l'anticorps selon la
revendication 2 ou 3.
0. Anticorps humanisé produit & partir de l'anticorps selon la
20 revendication 2 ou 3.
0. Anticorps anti-idiotypique caractérisé en ce qu'il est dirige contre
l'anticorps selon l'une quelconque des revendications 2 a o.
25 7. Anticorps anti-anti-idiotypique caractérisé en ce qu'il est dirige

contre l'anticorps anti-idiotypique selon la revendication 6.

8. Fragment d'un anticorps selon 'une quelconque des

revendications 2 a 7 caractérisé en ce qu'il conserve la spécificite

30 dudit anticorps.
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0. Fragment selon la revendication 8 caractérisé en ce qu'il s'agit

d'un fragment F(ab')2, d'un fragment Fab', ou d'un fragment Fv.

10. Antigéne de cellules de carcinome rénal humain susceptible d'étre
5 reconnu par un anticorps selon 1l'une quelconque des

revendications 2 a 5 ou 7, ou par un de ses fragments selon les

revendications & et 9.

11. Agent de diagnostic de carcinome des cellules rénales humaines
10 caractérisé en ce qu'ill comprend un anticorps selon l'une des
revendications 2 a 7 ou un fragment d'un anticorps selon les

revendications 8 et 9 ou un antigene selon la revendication 10.

12. Agent de diagnostic selon la revendication 11 caractéris€é en ce
15 que l'anticorps ou le fragment d'anticorps ou l'antigéne est marqueé

directement ou indirectement par un marqueur générateur de

signal.

13. Agent de diagnostic selon la revendication 12 caractéris€ en ce
20 que le marqueur est sélectionné parmi les i1sotopes radioactifs et

les entités non isotopiques.

14. Agent de diagnostic selon la revendication 13 caractéris€ en ce€

que les entités non isotopiques sont sélectionnées parmi les

25 enzymes, les colorants, les hapténes, les agents luminescents tels
que les agents radioluminescents, chémiluminescents,
bioluminescents, fluorescents, phosphorescents, les ligands tels

que la biotine, 'avidine, la streptavidine, la digoxygénine.

30 15. Agent de diagnostic selon la revendication 11 caractéerise en ce

que l'anticorps, le fragment d'anticorps ou l'antigéne est couplé a
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un support solide directement ou indirectement par l'intermédiaire

d'un bras d'espacement.

16. Méthode de diagnostic in vitro du carcinome rénal humain,

5 comprenant:

- (i) la mise en contact d'un échantillon de fluide corporel et/ou

quelconque des revendications 11 a 15; et

10 . (ii) la détermination de la présence dun antigene selon la
revendication 10 ou d'un anticorps anti-idiotypique selon la
revendication 6, ou de la présence d'un anticorps selon les

revendications 2 a 5ou 7.

15 17. Kit de diagnostic caractérisé en ce qu'il contient un agent de

diagnostic selon l'une quelconque des revendications 11 a 15.

18. Composition pour la détection, la localisation et 'imagerie de
carcinome de cellules rénales, comprenant un anticorps selon l'une

20 quelconque des revendications 2 a S ou 7, ou un fragment
d'anticorps selon les revendications 8 ou 9, tel que l'anticorps ou le

fragment d'anticorps est marqué directement ou indirectement

avec un marqueur générateur de signal.

25 19. Composition selon la revendication 18 caractérisée en ce que le
marqueur générateur de signal est sélectionne parmi les 1sotopes

radioactifs et les entités non 1sotopiques.

20. Composition selon la revendication 19 caractéris€e en ce que les

30 isotopes radioactifs sont sé€lectionne€s notamment parmi le groupe

composé de 1lodel23, 1lodel=>, I'lode!3l,  l'Indiumlll;, le
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Ruthénium??, le Cuivre®? ou le Technetium?m™ et en ce que les
entités non isotopiques sont sélectionnées parmi les enzymes, les
colorants, les hapténes, les agents luminescents tels que les agents.
radioluminescents, chémiluminescents, bioluminescents,
fluorescents, phosphorescents, les ligands tels que la biotine,

l'avidine, la streptavidine, la digoxygénine.

Utilisation d'un anticorps selon l'une quelconque des
revendications 2 4 5 ou 7 ou d'un fragment d'anticorps selon l'une
quelconque des revendications 8 ou 9 ou d'une composition selon

l'une des revendications 18 a 20 pour la préparation dune

composition destinée a la détection, a la localisation et a l'imagerie

de carcinome de cellules rénales.

Composition pharmaceutique destinée au traitement du carcinome
rénal humain qui comprend une quantité thérapeutiquement
efficace d'un anticorps selon l'une quelconque des revendications
de 2 a 7 ou d'un fragment d'anticorps selon 1'une quelconque des

revendications 8 a 9 et un véhicule pharmaceutiquement

acceptable.

Anticorps selon l'une quelconque des revendications 2 a 7 et/ou

fragment d'anticorps selon I'une des revendications 8 et 9 a titre de

meédicament.

Anticorps selon l'une quelconque des revendications 2 a 7 et/ou
fragment d'anticorps selon l'une des revendications 8 et 9 a titre de

médicament pour le traitement du carcinome de cellules rénales

humaines.
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20.

20.

27.

28.

21

Composition pharmaceutique selon la revendication 22
caractérisée en ce que ledit anticorps ou fragment d'anticorps est
conjugué a au moins un agent sélectionné parmi le groupe des

agents antiprolifératifs, antinéoplastiques ou cytotoxiques.

Composition pharmaceutique selon la revendication 25
caractérisée en ce que ledit agent est un isotope radioactif choisi
parmi le groupe: 1'Todeld!, 1I'Yttrium®°, 'Ort99, le Palladiuml!®, le

Cuivret?, le Bismuth?17 et I'Antimoine?!1,

Anticorps selon I'une quelconque des revendications 2 a 5 ou 7/, ou

fragment d'anticorps selon la revendication 8 ou 9, en tant

qu'agent de ciblage.

Utilisation d'un antigéne selon la revendication 10 ou dun
anticorps anti-idiotypique selon la revendication © pour la

préparation d'un traitement prophylactique destiné au traitement

du carcinome humain.
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