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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Die vorliegende Erfindung stellt Anti-CD22-Antikorper, Anti-CD22-Immunkonjugate, CD22-Assayme-
thoden als auch Methoden zum Hemmen des Wachstums von Zellen, die CD22 exprimieren, bereit.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Leukamien und Lymphome stellen attraktive Ziele fiir die Behandlung mit Immuntoxinen dar. Die Re-
aktion von Patienten mit B-Zell-Malignitaten ist in klinischen Studien der Phase /1l der Immuntoxin-Aktivitat um-
fassend untersucht worden. Amlot et al., (1993), Blood 82, 2624-2633; Sausville et al., (1995) Blood 85,
3457-3465; Grossbard et al., (1993) Blood 81, 2263-2271; Grossbard et al., (1993) Clin. Oncol. 11, 726-737.
Bisher sind einige Antitumor-Reaktionen festgestellt worden, doch verhinderte eine Immuntoxin-vermittelte To-
xizitdt gegenuber normalem Gewebe oftmals Dosiseskalationen auf therapeutische Mengen. Mehrere
B-Zell-spezifische Antigene, wie etwa CD19, CD22 und CD40, sind mittels Immuntoxinen angezielt worden,
die mit Pflanzentoxinen, wie etwa der Ricin A-Kette, und bakteriellen Toxinen, wie etwa Pseudomonas Exotoxin
A (PE), erzeugt wurden. Uckun et al., (1992), Blood 79, 2201-2214; Ghetie et al., (1991), Cancer Res. 51,
5876-5880; Francisco et al., (1995), Cancer Res. 55, 3099-3104.

[0003] CD22, ein Abstammungslinien-beschranktes B-Zell-Antigen, das zu der Ig-Superfamilie gehért, wird
an der Oberflache vieler Typen von malignen B-Zellen exprimiert, einschlief3lich chronischer B-lymphozyti-
scher Zellen (B-CLL), B-Lymphom-Zellen, wie etwa Burkitt-Lymphomen, und Haarzell-Leukamien, als auch auf
normalen reifen B-Lymphozyten. CD22 ist auf der Zelloberflache in friihen Stadien der B-Zellentwicklung nicht
vorhanden und wird auf Stammzellen nicht exprimiert. Vaickus et al., (1991), Crit. Rev. Oncol/Hematol. 11,
267-297. AuRerdem kann kein Shed-Antigen in normalem menschlichem Serum oder Serum von Patienten mit
CLL nachgewiesen werden. Li et al., (1989), Cell. Immunol. 118, 85-99.

[0004] RFB4 IgG ist ein monoklonaler Anti-CD22-Antikorper. Dieser Antikorper ist sowohl an Ricin als auch
an Pseudomonas Exotoxin A (PE) chemisch konjugiert worden und hat eine Aktivitat gegen B-Zellen sowohl
in vitro als auch in vivo gezeigt; Ghetie et al., (1991), Cancer Res. 51, 5876-5880; Ghetie et al., (1988), Cancer
Res. 48, 2610-2617. RFB4 ist fur Zellen der B-Linie hoch spezifisch und zeigt keine nachweisbare Kreuzreak-
tivitat mit irgendeinem anderen normalen Zelltyp auf. Li et al., (1989), Cell. immunol. 118, 85-99. RFB4 IgG ist
zuvor sowohl an die Ricin A-Kette als auch an eine verkirzte Form von PE, bezeichnet als PE35, kovalent ge-
koppelt worden. Diese Konjugat-Molekille waren gegen experimentelle Lymphom-Xenograft-Modelle wirksam,
und in dem klinischen Setting hat das Ricin-basierte Immuntoxin auch eine gewisse Wirksamkeit gegen Hu-
manerkrankungen gezeigt. Amlot et al., (1993), Blood 82, 2624-2633; Sausville, (1995), Blood 85, 3457-3465.

[0005] Zwar sind chemische Konjugate oftmals sehr stabil und potent, doch sind sie gro® und an ihren Ver-
knlpfungsstellen vermutlich heterogen, was zu einer suboptimalen Aktivitat fihren kann. Die Anforderungen
zur Herstellung groBer Mengen an IgG und die chemische Konjugation setzen der Méglichkeit, den Arzneistoff
herzustellen, ebenfalls gewisse Beschrankungen. Da die Fahigkeit, in Tumoren einzudringen, in umgekehrtem
Bezug zu der Grofie des eindringenden Molekiils steht, kann die grof3e Grofie von Antikorper-Toxin-Konjuga-
ten ihre Fahigkeit beeintrachtigen, in Tumormassen einzudringen, wie sie etwa bei Lymphomen vorgefunden
werden.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] In einem Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung rekombinante Immunkonjugate und die Antikor-
per-Komponenten, die (iberraschenderweise sehr stabil und potent gegeniiber Zellen sind, die das CD22-An-
tigen tragen, am typischsten maligne B-Zellen. Das Immunkonjugat umfasst ein therapeutisches Mittel oder ein
nachweisbares Markerpeptid, das an ein rekombinantes Anti-CD22-Antikorper-Disulfid gebunden ist, stabili-
siert durch ein Cystein, das an der Aminosaure-Position 44 der V, platziert ist, und ein Cystein an der Amino-
saure-Position 100 der V|, und in Anspruch 1 definiert ist. Das therapeutische Agens kann ein Toxin sein, wie
etwa ein Pseudomonas Exotoxin (PE) oder ein zytotoxisches Fragment davon (z. B. PE38). Der Anti-CD22-An-
tikdrper ist ein RFB4-bindendes Fragment, welches eine variable schwere (V,)) Kette umfasst, die im Wesent-
lichen &hnlich der SEQ ID NR: 2 ist, codiert durch SEQ ID NR: 3, und eine variable leichte (V) Kette, die im
Wesentlichen ahnlich der SEQ ID NR: 4 ist, codiert durch SEQ ID NR. 3. (Siehe auch Fig. 1). Die variable
schwere Kette kann an den Carboxyl-Terminus des Toxins peptidgebunden sein. Wahlweise ist die V,-Kette
an die V -Kette durch ein Linkerpeptid, wie etwa das Linkerpeptid der SEQ ID NR: 5, peptidgebunden. Bei ei-
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nigen Ausfiihrungsformen ist die V,,-Kette an die V| -Kette durch eine Cystein-Cystein-Disulfid-Bindung gebun-
den.

[0007] In einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine Expressionskassette (siehe Anspruch
10), die das rekombinante Immunkonjugat codiert, und eine Wirtszelle, umfassend eine Expressionskassette,
die die rekombinanten Immunkonjugate codiert. Der Anti-CD22-Antikdrper umfasst eine variable schwere (V)
Kette, die im Wesentlichen &hnlich der SEQ ID NR: 2 ist, und eine variable leichte (V) Kette, die im Wesentli-
chen ahnlich der SEQ ID NR: 4 ist.

[0008] In noch einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine Methode zur Hemmung des
Wachstums einer malignen B-Zelle (siehe Anspruch 15). Die Methode umfasst die Schritte des Kontaktierens
der malignen B-Zelle mit einer wirksamen Menge eines rekombinanten Immunkonjugats, umfassend ein To-
xinpeptid, das an einen Anti-CD22-Antikdrper gebunden ist. Das Toxin kann ein Pseudomonas Exotoxin (PE)
oder ein zytotoxisches Fragment davon sein, wie etwa PE38. Bei einigen Ausfuhrungsformen wird die maligne
B-Zelle mit dem Immunkonjugat in vivo kontaktiert. Die maligne B-Zelle kann eine Nager-B-Zelle, eine Hun-
de-B-Zelle oder eine Primaten-B-Zelle (z. B. humane B-Zelle) sein.

[0009] Die vorliegende Erfindung fasst ein Anti-CD22-Fv-Fragment ins Auge, umfassend eine variable
schwere (V,) Kette, die im Wesentlichen ahnlich der SEQ ID NR: 2 ist, und eine variable leichte (V) Kette, die
im Wesentlichen ahnlich der SEQ ID NR: 4 ist. Das Fv-Fragment kann ein dsFv-Fragment sein. Bei einigen
Ausfuhrungsformen ist das Fv-Fragment nachweisbar markiert, bei anderen ist das Fv-Fragment an ein thera-
peutisches Mittel konjugiert. Das therapeutische Mittel kann ein Pseudomonas Exotoxin (PE) oder ein zytoto-
xisches Fragment davon sein.

[0010] Die vorliegende Erfindung kann bei einer Methode zum Nachweisen des Vorhandenseins von
CD22-Protein in einer biologischen Probe verwendet werden. Die Methode umfasst den Schritt des Kontaktie-
rens der biologischen Probe mit einem Anti-CD22-Antikérper, umfassend eine variable schwere (V,,) Kette, die
im Wesentlichen dhnlich der SEQ ID NR: 2 ist, und eine variable leichte (V) Kette, die im Wesentlichen ahnlich
der SEQ ID NR: 4 ist, und des Ermdglichens der Bindung des Antikdrpers an das CD22-Protein unter immu-
nologisch reaktiven Bedingungen, wobei der Nachweis des gebundenen Antikdrpers das Vorhandensein des
CD22-Proteins anzeigt. Bei einigen Ausfiihrungsformen ist der Antikérper ein dsFv-Fragment. Der bei der Me-
thode verwendete Antikérper kann nachweisbar markiert sein. Bei einigen Ausfuhrungsformen wird die Metho-
de in vivo in einem Sauger vorgenommen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0011] Eig. 1: Hergeleitete Aminosauresequenz der variablen Region der RFB4-Leichtkette (SEQ ID NR: 4;
Nukleotide = SEQ ID NR: 3) und der RFB4-Schwerkette (SEQ ID NR: 2; Nukleotide = SEQ ID NR: 1). Die fett
gedruckt gezeigten Aminosauren wurden durch N-terminale Proteinsequenz-Analyse bestimmt.

[0012] Fig. 2A: Konstruktion des Plasmids (pEM9), das fiir ein einzelkettiges Immuntoxin codiert, zusammen-
gesetzt aus den variablen leichten und schweren Ketten von RFB4, fusioniert an PE38.

[0013] Fig. 2B: Konstruktion der Plasmide pEM15 und pEM16, die fir die variable leichte Kette-Cys 100 und
die variable schwere Kette-Cys 44, fusioniert an PE38, von RFB4 codieren.

[0014] Fig. 3: Zytotoxizitat von RFB4(dsFv)PE38 flir verschiedene Zelllinien nach 24-stiindiger Inkubation.
Der [*H]Leucin-Einbau ist als ein Prozentsatz von cpm ausgedriickt, der durch Kontrollzellen inkorporiert wird,
die ohne Immuntoxin inkubiert sind. Leere Kreise CA46; leere Dreiecke, JD-38; Kreuze Raji; schwarze Qua-
drate Namalwa; schwarze Kreise Daudi; schwarze Dreiecke HUT102.

[0015] Fig. 4: Die relative Bindungsaktivitdt von RFB4-Immuntoxinen, verglichen zu nativem Antikdrper, an
CA46-Zellen. Vollantikérper und rekombinante Immuntoxine wurden zum Konkurrieren um die Bindung von
Spurenmengen von 1251-markiertem RFB4 IgG verwendet. Die konkurrierten Zahlungen sind als der prozen-
tuale Anteil an Zahlungen von Zellen ausgedriickt, die ohne irgendeinen Kompetitor inkubiert wurden. Leere
Quadrate RFB4 IgG; schwarze Kreise RFB4(scFv)PE38; schwarze Dreiecke RFB4(dsFv)PE38.

[0016] Fig. 5: Stabilitat von RFB4(dsFv)PE38. RFB4(dsFv)PE38 wurde bei 37°C fir die angegebene Zahl

von Tagen inkubiert, und die Zytotoxizitat wurde zu einer Probe verglichen, die nicht bei 37°C inkubiert war.
Leere Kreise 7 Tage; leere Dreiecke 5 Tage; schwarze Kreise 3 Tage; schwarze Dreiecke 1 Tag; schwarze
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Quadrate 0 Tage.

[0017] Fig. 6A: Anti-Tumorwuchs-Aktivitdt von RFB4(dsFv)PE38. Athymische Nacktmause, die am Tag 4 be-
strahlt wurden, wurden mit 5 x 10° CA46-Zellen am Tag 0 beimpft. Beginnend am Tag 1 wurden Injektionen
von 5, 3 oder 1 pg RFB4(dsFv)PE38 oder PBS/0,2% BSA-Verdiunnungsmittel taglich fir vier Dosen gegeben.
Das Tumorwachstum wurde durch Messen des Tumorvolumens tberwacht und ist als das mittlere Tumorvo-
lumen jeder Gruppe ausgedriickt. Leere Quadrate 5 pg; schwarze Dreiecke 3 ug; leere Kreise 1 ug; schwarze
Quadrate PBS/0,2% BSA-Verdinnungsmittel-Kontrolle.

[0018] Fig. 6B: Anti-Tumorwuchs-Aktivitdt von RFB4(dsFv)PE38. Athymische Nacktmause, die am Tag 3 be-
strahlt wurden, wurden mit 10" CA46-Zellen am Tag 0 beimpft. Beginnend am Tag 1 wurden Injektionen von 5,
2 oder 1 uyg RFB4(dsFv)PE38 oder PBS/0,2% BSA taglich fur vier Dosen gegeben. Das Tumorwachstum wur-
de durch Messen des Tumorvolumens Uberwacht und ist als das mittlere Tumorvolumen jeder Gruppe ausge-
drickt. Leere Quadrate 5 ug; schwarze Dreiecke 2 pg; leere Kreise 1 ug; schwarze Quadrate PBS/0,2%
BSA-Verdiinnungsmittel-Kontrolle.

[0019] Fig. 7A: Antitumor-Aktivitdt von RFB4(dsFv)PE38 gegen CA46-Tumoren. Athymische Nacktmause
wurden am Tag 3 bestrahlt und mit 10" CA46-Zellen am Tag 0 beimpft. Beginnend am Tag 4 wurden Mause
mit TumorgréBen von durchschnittlich 50 mm?® mit 8, 5 oder 3 ug RFB4(dsFv)PE38 oder mit PBS/0,2%
BSA-Verdunnungsmittel an jedem zweiten Tag fur drei Dosen behandelt. Die Tumorgréf3e wurde durch Mes-
sen des Tumorvolumens Uberwacht und ist als das mittlere Tumorvolumen jeder Gruppe ausgedriickt. 3/5
Mause, die 8 ug an RFB4(dsFv)PE38 erhielten, starben wahrend der Behandlung, und 1/5, die 5 g erhielten,
starben. Leere Quadrate 8 ug; schwarze Dreiecke 5 pg; leere Kreise 3 pg; schwarze Quadrate PBS/0,2%
BSA-Verdiinnungsmittel-Kontrolle.

[0020] Fig. 7B: Antitumor-Aktivitdt von RFB4(dsFv)PE38 gegen CA46-Tumoren. Athymische Nacktmause
wurden am Tag 3 bestrahlt und mit 10" CA46-Zellen am Tag 0 beimpft. Beginnend am Tag 4 wurden Mause
mit TumorgréRen von durchschnittlich 50 mm? mit 8, 5 oder 1 ug RFB4(dsFv)PE38 oder mit 30 ug RFB4 1gG
oder mit PBS/0,2% BSA-Verdinnungsmittel an Tagen 4, 6, 7 oder 8 behandelt. Die Tumorgrof3e wurde durch
Messen des Tumorvolumens tGberwacht und ist als das mittlere Tumorvolumen jeder Gruppe ausgedrickt. 3/5
Mause, die 8 ug an RFB4(dsFv)PE38 erhielten, starben wahrend der Behandlung, und 2/5, die 5 ug erhielten,
starben. Schwarze Kreise 8 ug; leere Quadrate 5 ug; leere Kreise 3 ug; Kreuze 30 ug RFB4 IgG; schwarze
Quadrate PBS/0,2% BSA-Verdinnungsmittel-Kontrolle.

[0021] Eig.8A und FEig. 8B: Antitumor-Aktivitat von RFB4(dsFv)PE38 in Mausen. Weibliche Nacktmause
wurden an Tag 3 bestrahlt (3 Gy) und wurden an Tag 0 subkutan mit 10 CA46-Zellen injiziert. Die Tumoren
bildeten sich bis zum Tag 4, und die Mause wurden an jedem zweiten Tag fur 3 Dosen der angegebenen Toxine
und Dosierungen behandelt. Die Reaktionen waren dosisabhangig und wurden mit den negativen Kontroll-Mo-
lekilen Anti-Tac(Fv)PE38 und RFB4-IgG nicht erhalten.

[0022] Fig. 9A und Eig. 9B: Pharmakokinetiken von RFB4(dsFv)PE38. Mause in Gruppen von 3 wurden mit
RFB4(dsFv)PE38 injiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Blut entnommen. Zwei Cynomolgus-Affen
wurden jeweils mit der angegebenen Dosis behandelt. Die Plasmaspiegel wurden mittels eines Zytotoxizi-
tats-Assays bestimmt.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
Uberblick

[0023] Die vorliegende Erfindung stellt rekombinante Antikérper und Immunkonjugate bereit, die fir CD22
hoch spezifisch sind. Ein exemplarisches Molekuil verwendete ein Pseudomonas Exotoxin (PE), das an einen
Anti-CD22-Disulfid-stabilisierten Antikérper, vorzugsweise ein Fv(dsFv)-Fragment, genetisch fusioniert war.
Ziemlich unerwarteter Weise erwies sich das rekombinante PE-dsFv-Immuntoxin als nahezu 10-mal zytotoxi-
scher als das einzelkettige Fv(scFv)-Fragment. Das dsFv wurde durch Mutieren der Nukleinsauren bei Amino-
saure-Position 44 der V|, und der Aminosaure-Position 100 der V, um fur ein Cystein zu codieren, produziert.

[0024] Viele der rekombinanten Molekile, die aus Konstrukten der vorliegenden Erfindung produziert sind,
betragen ein Drittel der Grofie der chemischen IgG-Toxin-Konjugate und sind von homogener Zusammenset-
zung. Eine kleine GréRe wird die Eindringung des Wirkstoffs in feste Tumoren verbessern, wohingegen die Eli-
minierung des konstanten Abschnitts des IgG-Molekiils zu einer schnelleren Ausscheidung aus dem Kreislauf
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von experimentellen Tieren und Patienten fliihrt. Zusammengenommen werden diese Eigenschaften die Ne-
benwirkungen vermindern, indem sie die Zeit herabsetzen, in der das Immuntoxin (IT) mit Nicht-Zielgeweben
und Geweben, die sehr geringe Mengen an Antigen exprimieren, interagieren kann. Aufserdem kénnen homo-
gene Praparate der rekombinanten Immuntoxine ohne weiteres in grolten Mengen erzeugt werden.

[0025] Die Uberraschend hoéhere Aktivitat und die einzigartigen pharmakologischen Eigenschaften, die durch
die Anti-CD22-Disulfid-stabilisierten Immunkonjugate der vorliegenden Erfindung erbracht werden, macht sie
zu hochgradig wirksamen therapeutischen Mitteln fir die Behandlung von B-Zell-Malignitaten oder als Nach-
weisagenzien solcher Malignitaten.

Definitionen

[0026] Einheiten, Prafixe und Symbole kdnnen mit ihrer Sl-akzeptierten Form bezeichnet werden. Die Zah-
lenbereiche verstehen sich einschlieRlich der Zahlen, die den Bereich definieren. Sofern nicht anderweitig an-
gegeben, sind die Nukleinsauren von links nach rechts in der 5' nach 3'-Orientierung aufgeschrieben; die Ami-
nosauresequenzen sind von links nach rechts in der Amino nach -Orientierung aufgeschrieben. Die hierin an-
gegebenen Uberschriften stellen keine Beschrankungen der verschiedenen Aspekte der Ausfiihrungsformen
der Erfindung dar, die unter Bezugnahme auf die Beschreibung im gesamten vorgenommen werden kénnen.
DemgemaR sind die unmittelbar nachstehend definierten Begriffe unter Bezugnahme auf die Beschreibung in
ihrer Gesamtheit umfassender definiert.

[0027] Der Begriff "CD22" umfasst die Bezugnahme auf ein CD22-Antigen, das auf der Oberflache der B-Zel-
len von Saugern, wie etwa Ratten, Mausen und Primaten, insbesondere Menschen, vorhanden ist. Siehe z. B.
Wilson et al., J. Exp. Med. 173(1): 137-146 (1991); Wilson et al., J. Immunol, 150 (11): 5013-5024 (1993). Der
Begriff "CD22-Protein" umfasst die Bezugnahme sowohl auf CD22- als auch RFB4-immunreaktive Fragmente
von CD22. Solche CD22-immunreaktiven Fragmente weisen eine Affinitat fiir ein RFB4-bindendes Fragment
auf (siehe z. B. Beispiel 1), die um das wenigstens 5-fache gréRer ist als die eines Nicht-CD22-Kontrollproteins.
Ein Beispiel eines Assays fur die Bindungsaffinitat ist in Beispiel 2 beschrieben.

[0028] Der Begriff "zytotoxisches Fragment" im Hinblick auf Pseudomonas Exotoxin (PE) umfasst die Bezug-
nahme auf eine angrenzende Subsequenz von nativem PE, oder natives PE, dem ein oder mehrere benach-
barte Subsequenzen fehlen, die in dem nativen Molekiil vorhanden sind, oder die eine konservativ modifizierte
Variante solcher Fragmente ist. Das zytotoxische Fragmente behalt zumindest 50%, vorzugsweise 75%, be-
vorzugter zumindest 90% und am bevorzugtesten 95% der Zytotoxizitat des nativen PE bei. Die native PE-Se-
quenz ist veroffentlicht. Exemplarische zytotoxische PE-Fragmente von PE35, PE38 und PE40 sind beschrie-
ben in US-Patenten Nrn. 5,602,095, 5,608,039 und 4,892,827.

[0029] "Biologische Probe", wie hierin verwendet, ist eine Probe von biologischem Gewebe oder Flissigkeit,
die CD22 oder ein CD22-Protein enthalt. Zu solchen Proben zahlen, ohne darauf beschrankt zu sein, Sputum,
amniotische Flissigkeit, Blut, Blutzellen (z. B. weilte Zellen) oder Gewebe. Biologische Proben kénnen auch
Sektionen von Geweben umfassen, wie etwa fir histologische Zwecke enthnommene eingefrorene Sektionen.
Zu Beispielen der biologischen Proben zahlen eine Zellprobe von dem Immunsystem (z. B. B-Zellen). Eine bi-
ologische Probe wird typischerweise von einer multizellularen Eukaryote erhalten, vorzugsweise einem Sau-
ger, wie z. B. Ratte, Maus, Kuh, Hund, Meerschweinchen oder Kaninchen, und am bevorzugtesten von einem
Primaten, wie etwa Makakaffen, Schimpansen oder Menschen.

[0030] Wie hierin verwendet, umfasst "rekombinant” die Bezugnahme auf ein Protein, das unter Verwendung
von Zellen produziert wurde, die in ihrer nativen Form keine endogene Kopie der DNA aufweisen, die zum Ex-
primieren des Proteins fahig ware. Die Zellen produzieren das rekombinante Protein, da sie durch die Einflih-
rung der entsprechenden isolierten Nukleinsduresequenz genetisch verandert worden sind. Der Begriff um-
fasst auch die Bezugnahme auf eine Zelle oder Nukleinsaure oder Vektor, die/der durch die Einflihrung einer
heterologen Nukleinsaure oder die Veranderung einer nativen Nukleinsaure zu einer Form, die fiir jene Zelle
nicht nativ ist, modifiziert worden ist, oder auf eine Zelle, die von einer derart modifizierten Zelle abgeleitet ist.
So exprimieren rekombinante Zellen beispielsweise Gene, die innerhalb der nativen (nicht-rekombinanten)
Form der Zelle nicht gefunden werden, oder exprimieren native Gene, die anderweitig abnormal exprimiert, un-
terexprimiert oder Gberhaupt nicht exprimiert sind.

[0031] Der Begriff "therapeutisches Mittel" umfasst eine beliebige Anzahl an Peptidverbindungen, die derzeit

bekannt sind oder spater entwickelt werden, um als Entziindungshemmer, Zytokine, Infektionshemmer, En-
zymaktivatoren oder -inhibitoren, allosterische Modifikatoren oder Antibiotika zu dienen, oder solche mit ande-
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ren therapeutischen Wirkungen.

[0032] Die Begriffe "wirksame Menge" oder "Menge, die darin wirksam ist" oder "therapeutisch wirksame
Menge" umfassen die Bezugnahme auf eine ausreichende Dosierung, um ein gewlinschtes Ergebnis zu erzie-
len, wie etwa die Hemmung der Zellproteinsynthese um mindestens 50% oder die Abtétung der Zelle.

[0033] Der Begriff "in vivo" umfasst die Bezugnahme auf das Innere des Kdrpers des Organismus, von dem
die Zelle erhalten wurde. "Ex vivo" meint aulRerhalb des Korpers des Organismus, von dem die Zelle erhalten
wurde.

[0034] Der Begriff "Immunkonjugat" umfasst die Bezugnahme auf eine kovalente Bindung eines therapeuti-
schen Mittels oder einer nachweisbaren Markierung an einen Antikdrper, wie etwa ein Antikdrper-bindendes
Fragment. Die Verknlpfung kann direkt oder indirekt durch ein Linkerpeptid erfolgen.

[0035] Der Begriff "Markierung" oder "nachweisbare Markierung" umfasst die Bezugnahme auf irgendeine
Zusammensetzung, die mittels spektroskopischer, photochemischer, biochemischer, immunchemischer, elek-
trischer, optischer oder chemischer Methoden nachweisbar ist.

[0036] Der Begriff "Toxin" umfasst die Bezugnahme auf Abrin, Ricin, Pseudomonas Exotoxin (PE), Diphterie-
toxin (DT), Botulinumtoxin oder modifizierte Toxine davon. Zum Beispiel sind PE und DT hochgradig toxische
Verbindungen, die typischerweise durch Lebertoxizitdt zum Tode fuhren. PE und DT kénnen jedoch zu einer
Form zur Verwendung als ein Immuntoxin modifiziert werden, indem die native Targeting-Komponente des To-
xins (z. B. Doméne la von PE und die B-Kette von DT) entfernt und durch eine unterschiedliche Antikérper-Tar-
geting-Komponente ersetzt wird.

[0037] Wie hierin verwendet, umfasst "Saugerzellen" die Bezugnahme auf Zellen, die von Saugern, ein-
schlieBlich Menschen, Ratten, Mausen, Meerschweinchen, Schimpansen oder Makakaffen, abgeleitet sind.
Die Zellen kdnnen ex vivo gezichtet werden.

[0038] Wie hierin verwendet, umfasst "exprimiert” die Bezugnahme auf die Translation einer Nukleinsaure zu
einem Protein.

[0039] Wie hierin verwendet, umfasst "Nukleinsdure" die Bezugnahme auf ein Desoxyribonukleotid- oder Ri-
bonukleotid-Polymer in entweder einzel- oder doppelstrangiger Form, und umfasst, sofern nicht anders ange-
geben, bekannte Analoga von natlrlichen Nukleotiden, die an Nukleinsduren in einer Weise ahnlich der der
natirlich vorkommenden Nukleotide hybridisieren. Sofern nicht anders angegeben, umfasst eine bestimmte
Nukleinsauresequenz die dazu komplementare Sequenz.

[0040] Wie hierin verwendet, umfasst "codierend" bezlglich einer spezifizierten Nukleinsaure die Bezugnah-
me auf Nukleinsauren, die die Information flr die Translation zu dem spezifischen Protein umfassen. Die In-
formation wird durch die Verwendung von Codons spezifiziert. Typischerweise wird die Aminosauresequenz
durch die Nukleinsaure unter Anwendung der "universellen" genetischen Codes codiert. Varianten des univer-
sellen Codes, wie sie z. B. in einigen pflanzlichen, tierischen und fungalen Mitochondrien, dem Bakterium My-
coplasma Capricolum (Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 2306-2309 (1985)) oder dem Wimperntierchen Macronucleus
vorliegen, kénnen verwendet werden, wenn die Nukleinsaure unter Verwendung der Translationsmaschinerie
dieser Organismen exprimiert wird.

[0041] Wie hierin verwendet, umfasst "Antikorper" die Bezugnahme auf ein Immunglobulin-Molekdl, das
durch in vitro- oder in vivo-Generierung der humoralen Reaktion erhalten wird, und umfasst sowohl polyklonale
als auch monoklonale Antikorper. Der Begriff umfasst auch gentechnisch erzeugte Formen, wie etwa schimare
Antikorper (z. B. humanisierte murine Antikdrper), Heterokonjugat-Antikérper (z. B. bispezifische Antikorper)
und rekombinante Einzelketten-Fv-Fragmente (scFv) oder Disulfidstabilisierte (dsFv) Fv-Fragmente (siehe
U.S.S.N. 08/077,252). Der Begriff "Antikorper" umfasst aulerdem Antigen-bindende Formen von Antikorpern
(z. B. Fab', F(ab'),, Fab, Fv, rlgG und invertiertes IgG). Siehe auch Pierce Katalog und Handbuch, 1994-1995
(Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Ein mit einem bestimmten Antigen immunologisch reaktiver Antikorper
kann in vivo oder mittels rekombinanter Methoden erzeugt werden, wie etwa der Auswahl von Bibliotheken von
rekombinanten Antikérpern in Phagen oder ahnlichen Vektoren. Siehe z. B. Huse et al. (1989) Science 246:
1275-1281; und Ward, et al. (1989) Nature 341: 544-546; und Vaughan et al. (1996) Nature Biotechnology, 14:
309-314.

6/49



DE 698 38 979 T2 2008.12.24

[0042] Der Begriff "Bindungsfragment" beziglich eines Antikorpers bezieht sich auf einen Antikorper, dem im
Wesentlichen die gesamte Fc-Region eines in vivo generierten Antikorpers fehlt. Zu Beispielen der Antikor-
per-bindenden Fragmente z&hlen scFv, dsFv, Fab und (Fab'),-Fragmente.

[0043] Der Begriff "immunologisch reaktive Bedingungen" umfasst die Bezugnahme auf Bedingungen, die ei-
nem zu einem bestimmten Epitop generierten Antikdrper die Bindung an jenes Epitop in einem nachweislich
héheren MalRe und/oder den wesentlichen Ausschluss der Bindung an im Wesentlichen alle anderen Epitope
erlaubt. Immunologisch reaktive Bedingungen hangen vom Format der Antikdrper-bindenden Reaktion ab und
sind typischerweise solche, die in Immunoassay-Protokollen angewendet werden, oder solche Bedingungen,
die in vivo anzutreffen sind. Siehe Harlow und Lane (1988) Antibodies, A Laboratoty Manual, Cold Spring Har-
bor Publications, New York, fir eine Beschreibung der Immunoassay-Formate und Bedingungen.

[0044] Wie hierin verwendet, werden "Polypeptid”, "Peptid" und "Protein" austauschbar verwendet und um-
fassen die Bezugnahme auf ein Polymer von Aminosaureresten. Die Begriffe gelten flir Aminosaure-Polymere,
in denen ein oder mehrere Aminosaurereste ein kiinstliches chemisches Analogon einer entsprechenden na-
turlich vorkommenden Aminosaure darstellen, als auch fir nattrlich vorkommende Aminosaure-Polymere.

[0045] Der Begriff "Rest" oder "Aminosaurerest" oder "Aminosaure" umfasst die Bezugnahme auf eine Ami-
nosaure, die in ein Protein, Polypeptid oder Peptid (kollektiv als "Peptid" bezeichnet) inkorporiert ist. Die Ami-
nosaure kann eine natirlich vorkommende Aminosaure sein und kann, sofern nicht anders angegeben, be-
kannte Analoga der natirlichen Aminosauren umfassen, die in einer ahnlichen Weise wie naturlich vorkom-
mende Aminosauren fungieren kénnen.

[0046] Die Aminosauren und Analoga, auf die hierin Bezug genommen wird, werden manchmal mit abkiirzen-
den Bezeichnungen wie folgt beschrieben:
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Aminosaure-Nomenklatur

Name 3-buchstabig 1-buchstabig
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartinsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutaminsaure Glu E
Glutamin Gin Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Homoserin Hse -
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Methioninsulfoxid Met (O) -
Methioninmethylsulfonium Met (S-Me)

Norleucin Nie -
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V

[0047] Eine "konservative Substitution" bezieht sich bei der Beschreibung eines Proteins auf eine Verande-
rung in der Aminosaure-Zusammensetzung des Proteins, die die Aktivitat des Proteins nicht wesentlich veran-
dert. Somit bezieht sich "konservativ modifizierte Variationen" einer bestimmten Aminosauresequenz auf Ami-
nosaure-Substitutionen solcher Aminosauren, die fir die Protein-Aktivitat nicht entscheidend sind, oder auf die
Substitution von Aminosauren durch andere Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften (z. B. sauer, basisch,
positiv oder negativ geladen, polar oder nicht-polar etc.), so dass Substitutionen selbst entscheidender Amino-
sauren die Aktivitat nicht wesentlich verandern. Konservative Substitutionstabellen, die funktionell dhnliche
Aminosauren wiedergeben, sind im Fachgebiet wohl bekannt. Die folgenden sechs Gruppen enthalten jeweils
Aminosauren, die konservative Substitutionen fiireinander sind:

1) Alanin (A), Serin (S), Threonin (T);

2) Aspartinsaure (D), Glutaminsaure (E);

3) Asparagin (N), Glutamin (Q);

4) Arginin (R), Lysin (K);

5) Isoleucin (1), Leucin (L), Methionin (M), Valin (V); und

6) Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W).

Siehe auch Creighton (1984) Proteins W. H. Freeman and Company

[0048] Der Begriff "im Wesentlichen ahnlich" im Zusammenhang mit einem Peptid gibt an, dass ein Peptid
eine Sequenz mit mindestens 90%, vorzugsweise mindestens 95% Sequenzidentitat zu der Referenzsequenz
Uber ein Vergleichsfenster von 10-20 Aminosauren umfasst. Der Prozentsatz der Sequenzidentitat wird durch
Vergleichen zweier optimal angeordneter Sequenzen Uber ein Vergleichsfenster bestimmt, wobei der Abschnitt
der Polynukleotidsequenz in dem Vergleichsfenster Additionen oder Deletionen (d. h. Liicken) im Vergleich zu
der Referenzsequenz (die keine Additionen oder Deletionen umfasst) fiir das optimale Alignment der beiden
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Sequenzen umfasst. Der Prozentsatz wird durch Bestimmen der Anzahl der Positionen errechnet, an denen
der/die identische Nukleinsdurebase oder Aminosaurerest in beiden Sequenzen vorkommt, um die Anzahl der
gepaarten Positionen zu erhalten, Teilen der Anzahl der gepaarten Positionen durch die Gesamtanzahl an Po-
sitionen in dem Vergleichsfenster und Multiplizieren des Ergebnisses mit 100, um den prozentualen Anteil der
Sequenzidentitat zu erhalten.

[0049] Dagegen umfasst "Sequenzidentitat" im Zusammenhang mit zwei Nukleinsaure- oder Polypeptidse-
quenzen die Bezugnahme auf die Nukleotide (oder Reste) in den beiden Sequenzen, die gleich sind, wenn auf
die maximale Entsprechung uber ein spezifiziertes Vergleichsfenster angeordnet. Wird der Prozentsatz der Se-
quenzidentitat in Bezug auf Proteine verwendet, so wird festgestellt, dass Restepositionen, die nicht identisch
sind, oftmals um konservative Aminosaure-Substitutionen abweichen, wobei Aminosaurereste durch andere
Aminosaurereste mit ahnlichen chemischen Eigenschaften (z. B. Ladung oder Hydrophobizitat) ersetzt sind
und daher die funktionellen Eigenschaften des Molekuls nicht verandert werden. Wo Sequenzen in konserva-
tiven Substitutionen abweichen, kann die prozentuale Sequenzidentitat nach oben korrigiert werden, um fir
die konservative Natur der Substitution zu korrigieren. Due Methoden zum Vornehmen dieser Anpassung sind
den Fachleuten des Gebiets wohl bekannt. Typischerweise bezieht dies das Bewerten einer konservativen
Substitution als einer partiellen und nicht einer vollstandigen Fehlpaarung ein, was die prozentuale Sequenzi-
dentitat erhéht. Wo zum Beispiel einer identischen Aminosaure ein Punktwert von 1 zugeordnet wird und einer
nicht-konservativen Substitution ein Wert von Null zugeordnet wird, erhalt eine konservative Substitution einen
Wert zwischen Null und 1. Die Punktebewertung der konservativen Substitutionen wird z. B. gemafR dem Al-
gorithmus von Meyers and Miller, Computer Applic. Biol. Sci., 4: 11-17 (1988), wie z. B. in dem Programm
PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California, USA) implementiert, berechnet. Ein Hinweis darauf, dass
zwei Peptidsequenzen im Wesentlichen ahnlich sind, ist der, dass ein Peptid immunologisch reaktiv mit Anti-
kérpern ist, die gegen das zweite Peptid gezlichtet sind. Somit ist ein Peptid im Wesentlichen ahnlich zu einem
zweiten Peptid zum Beispiel dort, wo die beiden Peptide um lediglich eine konservative Substitution abwei-
chen.

[0050] Nukleinsaure-Sequenzen sind "im Wesentlichen ahnlich", wenn sie im Wesentlichen ahnliche Peptide
codieren.

[0051] Ein "Vergleichsfenster", wie hierin verwendet, umfasst die Bezugnahme auf ein Segment von etwa
10-20 Resten, in welchem eine Sequenz zu einer Referenzsequenz derselben Anzahl an benachbarten Posi-
tionen verglichen werden kann, nachdem die beiden Sequenzen optimal angeordnet worden sind. Methoden
fiir das Alignment von Sequenzen fiir den Vergleich sind im Fachgebiet wohl bekannt. Das optimale Alignment
von Sequenzen fir den Vergleich kann vorgenommen werden mittels des lokalen Homologie-Algorithmus von
Smith und Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482; mittels des Homologie-Alignment-Algorithmus von Need-
leman und Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443; mittels der Suchmethode nach Ahnlichkeit von Pearson und
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad.; durch computerisierte Implementierungen dieser Algorithmen (einschlie3lich,
jedoch nicht beschrankt auf CLUSTAL im PC/Gene-Programm von Intelligenetics, Mountain View, California,
GAP, BESTFIT, BLAST, FASIA und TFASTA in dem Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Compu-
ter Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wisconsin, USA); das CLUSTAL-Programm ist gut beschrieben
bei Higgins und Sharp (1988) Gene, 73: 237-244 und Higgins und Sharp (1989) CABIOS 5: 151-153; Corpet,
et al. (1988) Nucleic Acids Research 16, 10881-90; Huang, et al. (1992) Computer Applications in the Biosci-
ences 8, 155-65, und Pearson, et al. (1994) Methods in Molecular Biology 24, 307-31.

[0052] Der Begriff "Kontaktieren" umfasst die Bezugnahme auf die Platzierung in direkter physischer Bezie-
hung.

[0053] Der Begriff "maligne B-Zelle" umfasst die Bezugnahme auf transformierte B-Zellen, wie etwa, jedoch
nicht beschrankt auf, chronische B-lymphozytische Zellen (B-CLL), B-Lymphomzellen, wie etwa Burkitt-Lym-
phome, und Haarzell-Leukdmien, als auch auf normale reife B-Lymphozyten. Die B-Zellen sind Sduger B-Zel-
len, wie etwa von Ratten, Mausen und Primaten, insbesondere humane B-Zellen. Maligne B-Zellen exprimie-
ren CD22, als ganzes oder als Teil, auf ihrer Oberflache, so dass Anti-CD22-Antikorper maligne B-Zellen bei
einer wenigstens 5 mal gréReren, und bevorzugter mindestens 10 mal grof3eren Bindungsaffinitat, unter An-
wendung eines standardmafRliigen Bindungsassays, erkennen und binden als eine B-Zelle, die CD22 nicht
tragt. Ein Beispiel eines Bindungsassays ist hierin in Beispiel 2 beschrieben.

[0054] Der Begriff "Expressionsvektor" umfasst die Bezugnahme auf ein Nukleinsdure-Konstrukt, das rekom-

binant oder synthetisch generiert ist, mit einer Reihe spezifizierter Nukleinsaure-Elemente, welche die Trans-
kription einer bestimmten Nukleinsaure in einer Wirtszelle zulassen. Der Expressionsvektor kann ein Teil eines
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Plasmids, Virus oder Nukleinsaure-Fragments sein. Typischerweise umfasst der Expressionsvektor eine zu
transkribierende Nukleinsaure und einen Promotor.

[0055] Der Begriff "Linkerpeptid" umfasst die Bezugnahme auf ein Peptid innerhalb eines Antikérper-binden-
den Fragments (z. B. Fv-Fragment), welches zur indirekten Bindung der variablen schweren Kette an die va-
riable leichte Kette dient.

[0056] Mit "Wirtszelle" ist eine Zelle gemeint, die die Replikation oder Expression des Expressionsvektors for-
dern kann. Wirtszellen kdnnen prokaryotische Zellen sein, wie etwa E. coli, oder eukaryotische Zellen, wie etwa
Hefe, Insekten, Amphibien oder Saugerzellen.

[0057] Wie hierin verwendet, umfasst der Begriff "Anti-CD22" bezuglich eines Antikdrpers oder eines Fv-Frag-
ments, welches fir CD22 spezifisch ist, die Bezugnahme auf einen Antikérper, der zu CD22, insbesondere ei-
nem extrazellularen Epitop von CD22, generiert ist. Bei bevorzugten Ausfihrungsformen ist das CD22 ein Pri-
maten-CD22, wie z. B. humanes CD22. Quellen des CD22 sind wohl bekannt.

[0058] Der Begriff "RFB4-Bindungsfragment" umfasst die Bezugnahme auf einen Antikorper, der an dasselbe
Epitop wie ein RFB4 dsFv bindet und mindestens 70%, bevorzugter mindestens 80% und am bevorzugtesten
mindestens 90% der Bindungsaffinitat eines RFB4 dsFv-Fragments aufweist, wie hierin z. B. in Beispiel 1 be-
schrieben. Ein Beispiel eines Assays fur die Bindungsaffinitat ist in Beispiel 2 beschrieben.

A. Konservativ modifizierte Varianten von PE

[0059] Konservativ modifizierte Varianten von PE oder zytotoxischen Fragmenten davon weisen zumindest
80% Sequenzahnlichkeit, vorzugsweise zumindest 85% Sequenzahnlichkeit, bevorzugter zumindest 90% Se-
quenzahnlichkeit und am bevorzugtesten zumindest 95% Sequenzahnlichkeit auf der Aminosaure-Ebene auf.

[0060] Der Begriff "konservativ modifizierte Varianten" gilt sowohl fiir Aminosaure- als auch Nukleinsaurese-
quenzen. Bezlglich bestimmter Nukleinsduresequenzen bezieht sich konservativ modifizierte Varianten auf
solche Nukleinsauren, die identische oder im Wesentlichen identische Aminosauresequenzen codieren, oder
dort, wo die Nukleinsaure keine Aminosauresequenz codiert, auf im Wesentlichen identische Sequenzen.

[0061] Aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes codiert eine gro3e Anzahl an funktionell identi-
schen Nukleinsauren fiir irgendein gegebenes Polypeptid. Zum Beispiel codieren die Codons GCA, GCC,
GCG und GCU allesamt die Aminosaure Alanin. Somit kann an jeder Position, an der ein Alanin durch ein Co-
don spezifiziert ist, das Codon zu irgendeinem der beschriebenen entsprechenden Codons verandert werden,
ohne das codierte Polypeptid zu verandern. Solche Nukleinsaure-Variationen sind "stumme Variationen", wel-
che eine Spezies der konservativ modifizierten Variationen darstellen. Jede hierin genannte Nukleinsaurese-
quenz, die ein Polypeptid codiert, beschreibt auch jede mdgliche stumme Variation der Nukleinsaure. Ein Fach-
mann wird erkennen, dass jedes Codon in einer Nukleinsaure (mit Ausnahme von AUG, welches normalerwei-
se das einzige Codon fiir Methionin ist) modifiziert werden kann, um ein funktionell identisches Molekiil zu er-
geben. Demgemal ist jede stumme Variation einer Nukleinsaure, die fir ein Polypeptid codiert, in jeder be-
schriebenen Sequenz inbegriffen.

[0062] Bezlglich der Aminosauresequenzen wird ein Fachmann erkennen, dass individuelle Substitutionen,
Deletionen oder Additionen an einer Nukleinsaure-, Peptid-, Polypeptid- oder Proteinsequenz, die eine einzel-
ne Aminosaure oder einen kleinen prozentualen Anteil der Aminosauren in der codierten Sequenz verandert,
addiert oder deletiert, eine "konservativ modifizierte Variante" ist, bei der die Veranderung zu der Substitution
einer Aminosaure mit einer chemisch ahnlichen Aminosaure fihrt.

B. Untersuchen auf die Zytotoxizitat von PE

[0063] Die in der Erfindung verwendeten Pseudomonas Exotosine kénnen auf den gewiinschten Grad der Zy-
totoxizitat mittels Assays untersucht werden, die den Fachleuten des Gebiets wohl bekannt sind. Beispiele der
Toxizitatsassays sind hierin z. B. in Beispiel 4 beschrieben. So kdnnen zytotoxische Fragmente von PE und
konservativ modifizierte Varianten solcher Fragmente ohne weiteres auf die Zytotoxizitat untersucht werden.
Eine groRe Anzahl von Kandidaten-PE-Molekiilen kann gleichzeitig auf die Zytotoxizitat mittels im Fachgebiet
wohl bekannter Methoden untersucht werden. Zum Beispiel kénnen Untergruppen der Kandidaten-Molekile
auf die Zytotoxizitat untersucht werden. Positiv reagierende Untergruppen der Kandidaten-Molekiile kénnen
kontinuierlich nochmals unterteilt und nochmals untersucht werden, bis das/die gewiinschte zytotoxische Frag-
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ment(e) identifiziert ist/sind. Solche Methoden erlauben ein schnelles Screening grofer Anzahlen an zytotoxi-
schen Fragmenten oder konservativer Varianten von PE.

Anti-CD22-Antikérper

[0064] Die vorliegende Erfindung stellt Antikdrper bereit, die auf extrazellulare Determinanten von CD22 ge-
richtet sind. CD22 ist ein auf B-Zellen vorhandenes Antigen. Die hierin beschriebenen Immunkonjugate werden
auf CD22 unter Verwendung der Antikdrper der vorliegenden Erfindung gerichtet. Diese Antikorper sind unter
immunologischen Bedingungen selektiv reaktiv fir jene Determinanten von CD22, die an der Oberflache von
B-Zellen prasentiert werden und fir den Antikérper aus dem extrazellularen Milieu zuganglich sind. Bei bevor-
zugten Ausfiihrungsformen ist der in Immunkonjugat-Zusammensetzungen verwendete Antikorper ein
RFB4-Bindungsfragment.

[0065] Der Begriff "selektiv reaktiv" oder "spezifisch fir" umfasst die Bezugnahme auf die praferenzielle As-
soziation eines Antikorpers, als ein Ganzes oder als Teil, mit einer Zelle oder Gewebe, die das CD22-Targe-
ting-Molekul tragt, und nicht mit Zellen oder Geweben, denen das Targeting-Molekiil fehlt. Es ist selbstver-
standlich erkannt, dass ein gewisser Grad an nicht-spezifischer Interaktion zwischen einem Molekul und einer
Nicht-Zielzelle oder -Gewebe erfolgen kann. Nichts desto trotz kann die spezifische Bindung als durch die spe-
zifische Erkennung des Targeting-CD22-Moleklls vermittelt unterschieden werden. Typischerweise fuhrt die
spezifische Bindung zu einer viel starkeren Assoziation zwischen dem verabreichten Molekil und Zellen, die
CD22 tragen, als zwischen dem gebundenen Molekul und Zellen, denen CD22 fehlt. Die spezifische Bindung
fuhrt typischerweise zu einer grof3er als 2-fachen, vorzugsweise groflier als 5-fachen, noch bevorzugter grofier
als 10-fachen und am bevorzugtesten gréRer als 100-fachen Zunahme der Menge an gebundenem Liganden
(pro Einheit Zeit) an eine Zelle oder Gewebe, die CD22 tragen, im Vergleich zu einer Zelle oder Gewebe, denen
CD22 fehlt. Die spezifische Bindung an ein Protein unter solchen Bedingungen erfordert einen Antikorper, der
auf seine Spezifitat fur ein bestimmtes Protein ausgewahlt ist. Eine Vielfalt von Immunoassay-Formaten ist zur
Auswahl von Antikdrpern geeignet, die mit einem bestimmten Protein spezifisch immunreaktiv sind. Zum Bei-
spiel werden Festphasen-ELISA-Immunoassays routinemafig zur Auswahl monoklonaler Antikdrper einge-
setzt, die mit einen Protein spezifisch immunreaktiv sind. Siehe Harlow und Lane (1988) Antibodies, A Labor-
story Manual, Cold Spring Harbor Publications, New York, flr eine Beschreibung der Immunoassay-Formate-
und Bedingungen, die zur Bestimmung der spezifischen Immunreaktivitdt angewendet werden kénnen.

[0066] Vorzugsweise sind die bei den Methoden der vorliegenden Erfindung angewendeten immunologisch
reaktiven Bedingungen "physiologische Bedingungen", die die Bezugnahme auf Bedingungen umfassen (z. B.
Temperatur, Osmolaritat, pH), die im Inneren eines lebenden Saugers oder einer Saugerzelle typisch sind.
Zwar ist erkannt, dass einige Organe extremen Bedingungen unterliegen, doch variiert das intraorganistische
und intrazellulare Milieu normalerweise um pH 7 (d. h. von pH 6,0 bis pH 8,0, typischerweise von pH 6,5 bis
pH 7,5), enthalt Wasser als dem vorwiegenden Lésungsmittel und existiert bei einer Temperatur von oberhalb
0°C bis unterhalb 50°C. Die Osmolaritat liegt innerhalb des Bereichs, der die Zelllebensfahigkeit und Vermeh-
rung fordert.

[0067] Der bei der vorliegenden Erfindung verwendete Anti-CD22-Antikérper kann an Pseudomonas Exoto-
xin (PE) durch den PE-Carboxyl-Terminus, den PE-Amino-Terminus, durch einen inneren Aminosaurerest von
PE, wie etwa Cystein, oder irgendeine Kombination davon gebunden werden. In ahnlicher Weise kann PE di-
rekt durch die schwere, leichte oder FC-Region des Antikdrpers gebunden werden. Die Bindung kann durch
die Amino- oder Carboxyl-Termini des Antikdrpers oder durch einen inneren Aminosaurerest erfolgen. AulBer-
dem kénnen multiple PE-Molekiile (z. B. beliebige von 2-10) an den Anti-CD22-Antikérper gebunden werden,
und/oder multiple Antikorper (z. B. beliebige von 2-5) kénnen an ein PE-Molekil gebunden werden. Die in einer
multivalenten Immunkonjugat-Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung verwendeten Antikdrper konnen
die zu demselben oder einem unterschiedlichen CD22-Epitop sein.

[0068] Bei bevorzugten Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung ist der Anti-CD22-Antikérper ein An-
tikérper-bindendes Fragment, wie zum Beispiel ein scFv- oder dsFv-Antikorper, wie etwa ein RFB4 dsFv.
Fv-Fragmente betragen typischerweise etwa 25 kDa und enthalten eine vollstandige Antigen-Bindungsstelle.
Die V,, und V, -Ketten der Fv-Fragmente werden durch nicht-kovalente Interaktionen zusammengehalten. Die-
se Ketten neigen auf Verdinnung hin zum Dissoziieren, weshalb Methoden entwickelt worden sind, um die
Ketten durch Glutaraldehyd, intermolekulare Disulfide oder einen Peptidlinker zu vernetzen. Bei einigen bevor-
zugten Ausfuhrungsformen weist das Fv-Antikérper-bindende Fragment eine variable schwere RFB4-Kette
auf, die im Wesentlichen ahnlich der SEQ ID NR: 2 ist, oder eine konservativ modifizierte Variante davon,
und/oder eine variable leichte RFB4-Kette, die im Wesentlichen ahnlich der SEQ ID NR: 4 ist, oder eine kon-
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servativ modifizierte Variante davon. Solche in den dsFv-Fragmenten verwendeten konservativen Varianten
werden die Cysteinreste beibehalten, die fiir Disulfidbindungen zwischen den Ketten genuitzt werden. Konser-
vativ modifizierte Varianten der Prototyp-Sequenz der SEQ ID NR: 2 und/oder der Prototyp-Sequenz der SEQ
ID NR: 4 weisen wenigstens 80% Sequenzahnlichkeit, vorzugsweise wenigstens 85% Sequenzahnlichkeit,
noch bevorzugter wenigstens 90% Sequenzahnlichkeit und am bevorzugtesten wenigstens 95% Sequenzahn-
lichkeit auf der Aminosaure-Ebene zu ihrer Prototypsequenz auf.

[0069] Bei einigen Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden die Antikérper-bindenden Frag-
mente direkt an PE durch die leichte Kette gebunden. Bei anderen Ausfiihrungsformen werden die Antikor-
per-bindenden Fragmente direkt an PE durch die schwere Kette gebunden. Die Fv-Fragmente kdnnen an PE
Uber ihre Amino- oder Carboxyl-Termini gebunden werden. Bei bevorzugten Ausfiihrungsformen ist das PE
das PE38.

[0070] Die variablen schweren und leichten Ketten (V,, und V) der Disulfid-stabilisierten Fv-Fragmente wer-
den uber eine Disulfid-Bindung zwischen den Cysteinresten, die in jeder der beiden Ketten vorhanden sind,
kovalent gebunden. Ein Disulfid-stabilisiertes Fv(dsFv)-Fragment ist ein solches, in welchem die native Fv-Se-
quenz an einer spezifischen Position mutiert worden ist, um einen Cysteinrest zu ergeben, der eine zusatzliche
Disulfidbindung liefern wird, wenn das resultierende Antikdrper-Molekul gebildet wird. Die Paare der auszu-
wahlenden Aminosauren sind in der Reihenfolge der absteigenden Praferenz die folgenden:

V,44-V 100,

V,105-V, 43,

V,105-V, 42,

V,44-V 101,

V,106-V, 43,

V,104-V 43,

V,44-V 99,

V,45-V 98,

V,46-V 98,

V,103-V, 43,

V,103-V 44,

V,103-V, 45.

[0071] Am bevorzugtesten werden Substitutionen des Cysteins an den folgenden Positionen vorgenommen:
V,44-V 100; oder
V,105-V 43.

[0072] (Die Schreibweise V 44-V, 100 beispielsweise bezieht sich auf ein Polypeptid mit einer V,, die ein Cy-
stein an Position 44 aufweist, und einer V|, die ein Cystein an Position 100 aufweist; wobei die Positionen ent-
sprechend der Nummerierung in " Sequences of Proteins of Immunological interest," E. Kabat, et al., U.S. Go-
vernment Printing Office, NIH Publication No. 91-3242 (1991), angegeben sind; V,, und V| werden im Fachge-
biet bekannt identifiziert, einschliellich Kabat und Wu. Die hierin angegebenen Aminoséure-Positionen von V,,
oder V| sind unter Bezugnahme auf Kabat und Wu angegeben. Die dsFv-Fragmente umfassen mindestens
eine Disulfidbindung, kénnen aber auch 2, 3, 4, 5 oder mehr Bindungen, je nach Wunsch, umfassen.

[0073] Zwar konnen die beiden V- und V -Ketten einiger Antikdrper-Ausfihrungsformen direkt miteinander
verbunden werden, doch wird ein Fachmann erkennen, dass die Molekile durch einen Peptidlinker getrennt
sein kdnnen, der aus ein oder mehreren Aminosauren besteht. Generell wird der Peptidlinker keine andere
spezifische biologische Aktivitat als der besitzen, die Proteine zu verbinden oder einen bestimmten minimalen
Abstand oder eine andere rdumliche Beziehung zwischen ihnen aufrecht zu erhalten. Allerdings kénnen die
Aminosaure-Bestandteile des Peptidlinkers so gewahlt werden, dass sie irgendeine Eigenschaft des Molekiils
beeinflussen, wie etwa die Faltung, Nettoladung oder Hydrophobizitat. Einzelketten-Fv(scFv)-Antikorper um-
fassen optional einen Peptidlinker von nicht mehr als 50 Aminosauren, generell nicht mehr als 40 Aminosau-
ren, vorzugsweise nicht mehr als 30 Aminosauren und noch bevorzugter nicht mehr als 20 Aminosauren in der
Lange. Bei einigen Ausflihrungsformen ist der Peptidlinker ein Concatamer der Sequenz Gly-Gly-Gly-Ser
(SEQ ID NR: 5), vorzugsweise von 2, 3, 4, 5 oder 6 solcher Sequenzen. Peptidlinker und ihre Anwendung sind
im Fachgebiet wohl bekannt. Siehe z. B. Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, supra; Bird et al., Science,
supra; Glockshuber et al., supra; US-Patent Nr. 4,946,778, US-Patent Nr. 5,132,405 und aus allerjiingster Zeit
bei Stemmer et al., Biotechniques 14: 256-265 (1993).
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Produktion von rekombinantem Antikdrper

[0074] Der Antikorper ist ein rekombinanter Antikorper, typischerweise ein scFv oder dsFv. Methoden zur Her-
stellung von Fv-Antikérpern sind beschrieben worden. Siehe Huse et al. Science 246: 1275-1281 (1989); und
Ward, et al. Nature 341: 544-546 (1989); und Vaughan et al. (1996) Nature Biotechnology, 14: 309-314. Im all-
gemeinen werden geeignete Antikorper Ublicherweise mit einer Affinitatskonstante von mindestens 10 M, vor-
zugsweise mindestens 10® M, bevorzugt mindestens 10° M, noch bevorzugter mindestens 107" M, am bevor-
zugtesten mindestens 10" M, binden.

Bindungsaffinitat der Antikérper

[0075] Die Antikorper dieser Erfindung sind zur spezifischen Bindung eines extrazellularen Epitops von CD22
fahig. Ein Anti-CD22-Antikérper weist eine Bindungsaffinitat fir CD22 auf, wenn der Antikérper CD22 bindet
oder zur Bindung daran fahig ist, wie mittels standardmafliger Antikdrper-Antigen-Assays, kompetitiven As-
says, Sattigungsassays oder standardmafigen Immunoassays, wie etwa ELISA oder RIA, gemessen oder be-
stimmt. Diese Definition der Spezifitat gilt fir einzelne schwere und/oder leichte Ketten, CDRs, Fusionsproteine
oder Fragmente von schweren und/oder leichten Ketten, die fir CD22 spezifisch sind, wenn sie CD22 alleine
oder in Kombination binden.

[0076] In Kompetitionsassays wird die Fahigkeit eines Antikorpers, einen Liganden zu binden, durch Nach-
weisen der Fahigkeit des Antikdrpers bestimmt, um die Bindung an eine Verbindung, die den Liganden bekann-
termafien bindet, zu konkurrieren. Zahlreiche Typen von kompetitiven Assays sind bekannt und werden hierin
erortert. Alternativ kdnnen auch Assays, die die Bindung einer Testverbindung in der Abwesenheit eines Inhi-
bitors messen, verwendet werden. Zum Beispiel kann die Fahigkeit eines Molekils oder einer anderen Verbin-
dung, CD22 zu binden, durch direktes Markieren des Molekdls von Interesse nachgewiesen werden, oder aber
kann das Molekil unmarkiert bleiben und indirekt unter Verwendung verschiedener Sandwich-Assayformate
nachgewiesen werden. Zahlreiche Typen von Bindungsassays, wie etwa kompetitive Bindungsassays, sind
bekannt (siehe z. B. US-Patente Nrn. 3,376,110, 4,016,043, und Harlow und Lane, Antibodies: A Laborstory
Manual, Cold Spring Harbor Publications, N. Y. (1988). Assays zur Messung der Bindung einer Testverbindung
an eine Komponente alleine anstelle der Verwendung eines Kompetitionsassays stehen ebenfalls zur Verfu-
gung. Zum Beispiel kdnnen Antikdrper zum Identifizieren des Vorhandenseins des Liganden verwendet wer-
den. StandardmaRige Verfahrensweisen fiir monoklonale Antikorper-Assays, wie etwa ELISA, kdbnnen ange-
wendet werden (siehe Harlow und Lane, supra). Fir einen Uberblick tiber verschiedene Signal-produzierende
Systeme, die angewendet werden kénnen, siehe US-Patent Nr. 4,391,904.

Produktion der Immunkonjugate
A. Immuntoxine

[0077] Toxine kénnen mit Antikdrpern der vorliegenden Erfindung verwendet werden, um Immuntoxine zu er-
halten. Zu Beispielen der Toxine zahlen Ricin, Abrin, Diphterietoxin und Untereinheiten davon, als auch Boto-
linumtoxine A bis F. Diese Toxine sind von kommerziellen Quellen ohne weiteres beziehbar (z. B. Sigma Che-
mical Company, St. Louis, MO). Das Diphterietoxin wird aus Corynebacterium diphtheriae isoliert. Ricin ist das
Lectin RCA60 von Ricinus communis (Castorbohne). Der Begriff bezieht sich auch auf toxische Varianten da-
von. Siehe US-Patent Nrn. 5,079,163 und 4,689,401. Ricinus communis-Agglutinin (RCA) kommt in zwei For-
men vor, bezeichnet als RCA,, und RCA,,, entsprechend ihren Molekulargewichten von etwa 65.000 bzw.
120.000. Nicholson und Blaustein, J. Biochim. Biophys. Acta, 266: 543 (1972). Die A-Kette ist fur die Inaktivie-
rung der Proteinsynthese und Abtétung der Zellen verantwortlich. Die B-Kette bindet Ricin an Zelloberfla-
chen-Galaktosereste und erleichtert den Transport der A-Kette in das Cytosol (Olsnes et al., Nature, 1974; 249:
627-631). Siehe US-Patent Nr. 3,060,165.

[0078] Abrin umfasst die toxischen Lektine von Abrus precatorius. Die toxischen Wirkstoffe, Abrin a, b, c und
d, weisen ein Molekulargewicht von etwa 63.000 und 67.000 Da auf und setzen sich aus zwei Disulfid-ver-
knlpften Polypeptidketten A und B zusammen. Die A-Kette hemmt die Proteinsynthese; die B-Kette (Abrin-b)
bindet an D-Galaktosereste. Siehe Funatsu et al., The amino acid sequence of the A-chain of abrin-a and com-
parison with ricin, Agr. Biol. Chem. 52: 1095 (1988). Siehe auch Olsnes, Methods Enzymol. 50: 330-335
(1978).

[0079] Bei bevorzugten Ausfiihrungsformen ist das Toxin das Pseudomonas Exotoxin. Pseudomonas Exoto-
xin A (PE) ist ein extrem aktives monomeres Protein (Molekulargewicht 66 kD), das von Pseudomonas aeru-
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ginosa sekretiert wird, welches die Proteinsynthese in eukaryotischen Zellen durch die Inaktivierung des Elon-
gationsfaktors 2 (EF-2) hemmt, indem es seine ADP-Ribosylierung katalysiert (den Transfer der ADP-Ribosyl-
komponente von oxidiertem NAD auf EF-2 katalysiert).

[0080] Das Toxin enthalt drei strukturelle Domanen, die gemeinsam als Verursacher der Zytotoxizitat wirken.
Domaéane la (Aminosauren 1-252) vermittelt die Zellbindung. Doméane Il (Aminosduren 253-364) ist fir die
Translokalisation in das Cytosol verantwortlich, und Domane Il (Aminosauren 400-613) vermittelt die ADP-Ri-
bosylierung des Elongationsfaktors 2, welcher das Protein inaktiviert und den Zelltod bewirkt. Die Funktion der
Domane Ib (Aminosauren 365-399) bleibt undefiniert, obschon ein grofRer Teil davon, Aminosauren 365-380,
ohne Verlust der Zytotoxizitat deletiert werden kann. Siehe Siegall et al., J. Biol. Chem. 264: 14256-14261
(1989).

[0081] Die bei der vorliegenden Erfindung verwendeten Pseudomonas Exotoxine (PE) umfassen die native
Sequenz, zytotoxische Fragmente der nativen Sequenz und konservativ modifizierte Varianten von nativem PE
und seinen zytotoxischen Fragmenten. Die zytotoxischen Fragmente von PE umfassen solche, die mit oder
ohne nachfolgende proteolytische oder anderweitige Prozessierung in der Zielzelle (z. B. als ein Protein oder
Vorprotein) zytotoxisch sind. Zu den zytotoxischen Fragmenten von PE zahlen PE40, PE38 und PE35. PE40
ist ein verkurztes Derivat von PE, wie im Fachgebiet zuvor beschrieben. Siehe Pai et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88: 3358-62 (1991); Kondo et al., J. Biol. Chem. 263: 9470-9475 (1988). PE38 ist ein verkurztes PE, das
sich aus Aminosauren 253-364 und 381-613 zusammensetzt. PE35 ist ein Carboxyl-terminales Fragment von
PE mit 35 kD, das sich aus einem Met an Position 280, gefolgt von Aminosauren 281-364 und 381-613 des
nativen PE, zusammensetzt. Bei bevorzugten Ausflihrungsformen wird das zytotoxische Fragment PE38 ver-
wendet. PE38 ist ein Vorprotein, das zu seiner zytotoxischen Form auf die Prozessierung innerhalb einer Zelle
hin aktiviert werden kann.

[0082] Mit den hierin bereitgestellten Pseudomonas Exotoxinen und Antikérpern kann ein Fachmann ohne
weiteres eine Vielfalt von Klonen konstruieren, die funktionell &quivalente Nukleinsauren enthalten, wie etwa
Nukleinsauren, die hinsichtlich der Sequenz abweichen, doch dieselbe PE- oder Antikdrpersequenz codieren.
Somit stellt die vorliegende Erfindung Nukleinsauren bereit, die fiir Antikérper und Konjugate und Fusionen da-
von codieren.

B. Rekombinante Methoden

[0083] Die Nukleinsauren der vorliegenden Erfindung kdnnen mittels jeglicher geeigneten Methode prapariert
werden, einschliellich zum Beispiel der Klonierung und Restriktion geeigneter Sequenzen oder durch direkte
chemische Synthese mittels Methoden, wie etwa der Phosphotriester-Methode von Narang et al. Meth. Enzy-
mol. 68: 90-99 (1979); der Phosphodiester-Methode von Brown et al., Meth. Enzymol. 68: 109-151 (1979); der
Diethylphosphoramidit-Methode von Beaucage et al., Tetra. Lett., 22: 1859-1862 (1981); der Festpha-
sen-Phosphoramidittriester-Methode, beschrieben von Beaucage und Caruthers (1981), Tetrahedron Letts.,
22(20): 1859-1862, z. B. unter Verwendung eines automatisierten Synthesegerats, wie z. B. beschrieben bei
Needham-VanDevanter et al. (1984) Nucleic Acids Res., 12: 6159-6168; und der Festtrager-Methode des
US-Patents Nr. 4,458,066. Die chemische Synthese erzeugt ein einzelstrangiges Oligonukleotid. Dieses kann
zu doppelstrangiger DNA durch Hybridisation mit einer komplementaren Sequenz umgewandelt werden oder
durch Polymerisation mit einer DNA-Polymerase unter Verwendung des Einzelstranges als einer Template. Ein
Fachmann wiirde erkennen, dass zwar die chemische Synthese von DNA auf Sequenzen von etwa 100 Basen
beschrankt ist, doch langere Sequenzen durch die Ligation von kiirzeren Sequenzen erhalten werden kénnen.
Die Klonierungs-Methodologien zur Erreichung dieser Ziele und die Sequenzierungsmethode zur Verifizierung
der Sequenz der Nukleinsauren sind im Fachgebiet wohl bekannt und hierin durch Beispiele angegeben.

[0084] Die Immunkonjugate, PE und Antikoérper der vorliegenden Erfindung kénnen auch als Ganzes oder
zum Teil unter Anwendung standardmafiger Peptidsynthese-Methoden konstruiert werden. Die Festpha-
sen-Synthese der Polypeptide der vorliegenden Erfindung von weniger als etwa 50 Aminosauren in der Lange
kann durch Heften der C-terminalen Aminosaure der Sequenz an einen unléslichen Trager, gefolgt von der se-
quenziellen Addition der verbliebenen Aminosauren in der Sequenz, erreicht werden. Techniken fir die Fest-
phasen-Synthese sind beschrieben bei Barany und Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis; Seiten 3-284 in
The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Bd. 2: Special Methods in Peptide Synthesis, Part A., Merrifield, et
al., . Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963), und Stewart et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 2. Auflage,
Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984). Proteine von grolRerer Lange kénnen durch Kondensation der Amino-
und CarboxylTermini von kirzeren Fragmenten synthetisiert werden. Methoden zur Bildung von Peptidbindun-
gen durch Aktivierung eines Carboxy-terminalen Endes (z. B. durch die Verwendung des Kopplungsreagenz
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N,N'-Dicycylohexylcarbodiimid) sind den Fachleuten des Gebiets bekannt.

[0085] Weitere Beispiele geeigneter Klonierungs- und Sequenzierungstechniken und gentigend Anleitungen,
um Fachleute durch viele Klonierungsvorgange zu leiten, sind zu finden bei Sambrook, et al., Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual (2. Auflage, Bd. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)), Methods in Enzymo-
logy, Bd. 152: Guide to Molecular Cloning Techniques (Berger and Kimmel (Hrsg.), San Diego: Academic
Press, Inc. (1987)), oder Current Protocols in Molecular Biology, (Ausubel, et al. (Hrsg.), Greene Publishing
und Wiley-Interscience, New York (1987). Die Produktinformation der Hersteller der biologischen Reagentien
und der Experimentiergerate liefert auch die Information, die bei den bekannten biologischen Methoden niitz-
lich ist. Zu solchen Herstellern zahlen die SIGMA Chemical Company (Saint Louis, MO), R & D Systems (Min-
neapolis, MN), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, NJ), CLONTECH Laborstories, Inc. (Palo Alto,
CA), Chem Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research, Inc., GIBCO BRL Life
Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz), Invitrogen, San Diego, CA, und Applied Biosystems (Foster City, CA), als auch viele andere, einem
Fachmann bekannte kommerzielle Quellen.

[0086] Nukleinsauren, die fir natives PE oder Anti-CD22-Antikdrper codieren, kbnnen zum Erhalt des PE, der
Antikérper oder Immunkonjugate der vorliegenden Erfindung modifziert werden. Die Modifikation durch orts-
gerichtete Mutagenese ist im Fachgebiet wohl bekannt. Nukleinsauren, die fiir natives PE oder Anti-CD22-An-
tikorper (z. B. RBF4) codieren, kdnnen mittels in vitro-Methoden amplifiziert werden. Zu den Amplifikationsme-
thoden zahlen die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die Ligase-Kettenreaktion (LCR), das Transkriptions-ba-
sierte Amplifikationssystem (TAS), das selbstunterhaltende Sequenzreplikationssystem (SSR). Eine breite
Vielfalt von Klonierungsmethoden, Wirtszellen und in vitro-Amplifikations-Methodologien ist den Fachleuten
des Gebiets wohl bekannt.

[0087] Ist die Nukleinsaure, die ein PE, Anti-CD22-Antikorper oder Immunkonjugat der vorliegenden Erfin-
dung codiert, einmal isoliert und kloniert, so kann das gewtlinschte Protein in einer rekombinant erzeugten Zel-
le, wie etwa in Bakterien-, Hefe-, Insekten- und Saugerzellen, exprimiert werden. Es wird davon ausgegangen,
dass die Fachleute des Gebiets hinsichtlich zahlreicher Expressionssysteme kenntnisreich sind, die fiir die Ex-
pression von Proteinen, einschlieBlich E. coli, anderen bakteriellen Wirten, Hefe und verschiedenen héheren
eukaryotischen Zellen, wie etwa die COS-, CHO- und HeLa-Zelllinien und Myelomzelllinien, verfigbar sind. Es
wird kein Versuch unternommen, die verschiedenen Methoden ausfiihrlich zu beschreiben, die fiir die Expres-
sion von Proteinen in Prokaryoten oder Eukaryoten bekannt sind. Kurz gesagt wird die Expression von natur-
lichen oder synthetischen Nukleinsauren, die fir die isolierten Proteine der Erfindung codieren, typischerweise
durch die operative Kniipfung der DNA oder cDNA an einen Promotoren (der entweder konstitutiv oder indu-
zierbar ist), gefolgt von dem Einbau in einen Expressionsvektor, erreicht werden. Die Vektoren kénnen fir die
Replikation und Integration entweder in Prokaryoten oder Eukaryoten geeignet sein. Typische Expressionsvek-
toren enthalten Transkriptions- und Translationsterminatoren, Initiationssequenzen und Promotoren, die fiir die
Regulation der Expression der DNA, die flir das Protein codiert, niitzlich sind. Um eine hochgradige Expression
eines klonierten Gens zu erreichen, ist die Konstruktion von Expressionsvektoren wiinschenswert, die zumin-
dest einen starken Promotoren zur Steuerung der Transkription, eine ribosomale Bindungsstelle fiir die Trans-
lationsinitiation und einen Transkriptions/Translationsterminator enthalten. Fir E. coli umfasst dies einen Pro-
motoren, wie etwa die T7-, trp-, lac- oder lambda-Promotoren, eine ribosomale Bindungsstelle und vorzugs-
weise ein Transkriptionsterminationssignal. Fir eukaryotische Zellen kénnen die Kontrollsequenzen einen Pro-
motor und vorzugsweise einen Enhancer umfassen, der von Immunglobulin-Genen, SV40, Cytomegalovirus
und einer Polyadenylierungssequenz abgeleitet ist, und konnen Spleiss-Donor- und Akzeptor-Sequenzen um-
fassen. Die Plasmide der Erfindung kénnen in die gewahlte Wirtszelle mittels wohlbekannter Methoden tber-
tragen werden, wie etwa der Calciumchlorid-Transformation fiir E. coli und die Calciumphosphat-Behandlung
oder Elektroporation fir Sadugerzellen. Die durch die Plasmide transformierten Zellen kénnen anhand der Re-
sistenz gegeniiber Antibiotika ausgewahlt werden, die durch Gene libertragen wird, die auf den Plasmiden ent-
halten sind, wie etwa die amp-, gpt-, neo- und hyg-Gene.

[0088] Ein Fachmann wiirde erkennen, dass Modifikationen an einer Nukleinsdure vorgenommen werden
koénnen, die ein Polypeptid der vorliegenden Erfindung codiert (d. h. Anti-CD22-Antikorper, PE oder durch de-
ren Kombination gebildetes Immunkonjugat), ohne seine biologische Aktivitdt zu vermindern. Einige Modifika-
tionen kdnnen vorgenommen werden, um die Klonierung, Expression oder Inkorporation des Targeting-Mole-
kiils in ein Fusionsprotein zu erleichtern. Solche Modifikationen sind den Fachleuten des Gebiets wohl bekannt
und umfassen zum Beispiel ein Methionin, das an den Amino-Terminus addied ist, um eine Initiationsstelle zu
liefern, oder zusatzliche Aminosauren (z. B. poly-His), die an einem der beiden Termini platziert sind, um be-
quem lokalisierte Restriktionsstellen oder Terminationscodons oder Reinigungssequenzen zu schaffen.
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C. Reinigung

[0089] Einmal exprimiert, kdbnnen die rekombinanten Immunkonjugate, Antikdrper und/oder Pseudomonas
Exotoxine der vorliegenden Erfindung gemaR standardmaRiger Verfahrensweisen des Fachgebiets gereinigt
werden, einschlief3lich der Ammoniumsulfat-Prazipitation, Affinitatssdulen, Sdulenchromatographie und ahnli-
chem (siehe generell R. Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, N. Y. (1982)). Im Wesentlichen reine Zu-
sammensetzungen von mindestens etwa 90 bis 95% Homogenitat sind bevorzugt, und 98 bis 99% oder mehr
Homogenitat sind fur pharmazeutische Anwendungen am bevorzugtesten. Einmal gereinigt, und zwar partiell
oder bis zur Homogenitat, je nach Wunsch, sollten die Polypeptide im Wesentlichen frei von Endotoxin fiir phar-
mazeutische Zwecke sein und kénnen dann therapeutisch angewendet werden.

[0090] Methoden fiir die Expression einzelkettiger Antikdrper und/oder die Rickfaltung zu einer entsprechend
gefalteten Form, einschliellich einzelkettiger Antikorper von Bakterien, wie etwa E. coli, sind beschrieben wor-
den und sind wohl bekannt und auf die Antikdrper dieser Erfindung anwendbar. Siehe Buchner et al., Analytical
Biochemistry 205: 263-270 (1992); Pluckthun, Biotechnology, 9: 545 (1991); Huse, et al., Science, 246: 1275
(1989) und Ward et al., Nature, 341: 544 (1989).

[0091] Oftmals wird funktionelles Protein von E. coli oder anderen Bakterien aus Einschlusskérpern generiert
und erfordert die Solubilisierung des Proteins unter Anwendung starker Denaturierungsmitteln und die an-
schlieRende Rickfaltung. In dem Solubilisierungsschritt muss ein Reduktionsmittel vorhanden sein, um die Di-
sulfidbindungen zu Idsen, wie im Fachgebiet wohl bekannt ist. Ein Beispiel eines Puffers mit einem Redukti-
onsmittel ist: 0,1 M Tris, pH 8, 6 M Guanidin, 2 mM EDTA, 0,3 M DTE (Dithioerythritol). Die Reoxidation der
Proteindisulfidbindungen kann in der Gegenwart von niedermolekularen Thiol-Reagentien in reduzierter und
oxidierter Form wirksam katalysiert werden, wie beschrieben bei Saxena et al., Biochemistry 9: 5015-5021
(1970), und insbesondere beschrieben bei Buchner, et al., Anal. Biochem., supra (1992).

[0092] Die Renaturierung wird typischerweise durch Verdiinnen (z. B. 100-fach) des denaturierten und redu-
zierten Proteins in Rickfaltungs-Puffer erreicht werden. Ein Beispiel eines Puffers ist 0,1 M Tris, pH 8,0, 0,5 M
L-Arginin, 8 mM oxidiertes Glutathion (GSSG) und 2 mM EDTA.

[0093] Als einer erforderlichen Modifikation an dem einzelkettigen Antikérper-Protokoll wurden die Schwer-
und Leichtketten-Regionen separat solubilisiert und reduziert und dann in der Riickfaltungslésung kombiniert.
Eine bevorzugte Ausbeute wird erhalten, wenn diese beiden Proteine in einem molaren Verhaltnis gemischt
werden, so dass ein molarer Uberschuss eines Proteins gegeniiber dem anderen einen 5-fachen Uberschuss
nicht Ubersteigt. Es ist erwiinscht, einen Uberschuss an oxidiertem Glutathion oder anderen oxidierenden nie-
dermolekularen Verbindungen zu der Rickfaltungslésung zu geben, nachdem das Redox-Shuffling abge-
schlossen ist.

Pharmazeutische Zusammensetzungen und Verabreichung

[0094] Die Antikdrper- und/oder Immunkonjugat-Zusammensetzungen dieser Erfindung (d. h. an einen Anti-
korper gekniipftes PE) sind besonders nitzlich flir die parenterale Verabreichung, wie etwa die intravendse
Verabreichung oder die Verabreichung in eine Kérperhohle oder den Hohlraum eines Organs. Die Zusammen-
setzungen fir die Verabreichung werden Ublicherweise eine Losung des Antikérpers und/oder Immunkonju-
gats umfassen, geldst in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager, vorzugsweise einem wassrigen Trager.
Eine Vielfalt wassriger Trager kann verwendet werden, z. B. gepufferte Saline und ahnliches. Diese Losungen
sind steril und allgemein frei von unerwiinschter Materie. Diese Zusammensetzungen konnen mittels her-
kémmlicher, wohl bekannter Sterilisationstechniken sterilisiert werden. Die Zusammensetzungen kénnen phar-
mazeutisch akzeptable Hilfssubstanzen enthalten, je nach Erfordernissen, um sie physiologischen Bedingun-
gen anzunahern, wie etwa pH-einstellende und puffernde Agenzien, Toxizitats-einstellende Agenzien und ahn-
liches, zum Beispiel Natriumacetat, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Calciumchlorid, Natriumlactat und ahnli-
ches. Die Konzentration des Fusionsproteins in diesen Formulierungen kann breit variieren und wird primar
basierend auf Flussigkeitsvolumina, Viskositaten, Kérpergewicht und dhnlichem entsprechend der jeweils ge-
wahlten Verabreichungsform und den Bedlrfnissen des Patienten gewahlt werden.

[0095] Somit wiirde eine typische pharmazeutische Immunkonjugat-Zusammensetzung fiur die intravendse
Verabreichung fir die Gesamtbehandlung etwa 0,3 bis etwa 30 mg/kg pro Tag betragen, wobei die Dosierung
vorzugsweise kontinuierlich verabreicht oder auf eine Dosis von 0,1 bis 10 mg/kg dreimal taglich verteilt wiirde.
Vorzugsweise wiirde die Dosis an jedem zweiten Tag bei etwa 0,2 bis 2 mg/kg dreimal taglich oder 0,6 bis 6
mg/kg pro Tag in einer kontinuierlichen Infusion gegeben werden. Die tatsachlichen Methoden zur Zubereitung
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der verabreichbaren Zusammensetzungen werden den Fachleuten des Gebiets bekannt oder offensichtlich
sein und sind in gréRerer Ausfihrlichkeit in Verdffentlichungen wie Remington's Pharmaceutical Science, 19.
Aufl., Mack Publishing Company, Esston, Pennsylvania (1995), beschrieben.

[0096] Die Zusammensetzung, die das Immunkonjugat der vorliegenden Erfindung umfasst, kann fir thera-
peutische Behandlungen verabreicht werden. Bei therapeutischen Anwendungen werden die Zusammenset-
zungen einem Patienten, der an einer Erkrankung leidet, in einer ausreichenden Menge verabreicht, um die
Erkrankung und ihre Komplikationen zu heilen oder zumindest teilweise zum Stillstand zu bringen. Eine ada-
quate Menge, um dies zu erreichen, ist als eine "therapeutisch wirksame Dosis" definiert. Die wirksamen Men-
gen fur diese Anwendung werden von dem Schweregrad der Erkrankung und dem allgemeinen gesundheitli-
chen Zustand des Patienten abhangen.

[0097] Einzelne oder mehrfache Verabreichungen der Zusammensetzungen kénnen in Abhangigkeit von der
Dosierung und Haufigkeit, je nach Bedarf und Toleranz des Patienten, verabreicht werden. In jedem Falle sollte
die Zusammensetzung eine ausreichende Menge der Proteine dieser Erfindung bereitstellen, um den Patien-
ten wirksam zu behandeln. Vorzugsweise wird die Dosierung dreimal taglich an jedem zweiten Tag oder kon-
tinuierlich an jedem zweiten Tag verabreicht, kann aber periodisch verabreicht werden, bis entweder ein the-
rapeutisches Ergebnis erzielt ist oder bis Nebenwirkungen den Abbruch der Therapie rechtfertigen. Generell
sollte die Dosis ausreichend sein, um Symptome oder Anzeichen einer Erkrankung zu behandeln oder zu mil-
dern, ohne dabei eine inakzeptabe Toxizitat fir den Patienten zu erzeugen. Eine wirksame Menge der Verbin-
dung ist die, die entweder eine subjektive Besserung eines/mehrerer Symptoms/e oder eine objektiv identifi-
zierbare Besserung verschafft, wie durch den Arzt oder eine andere qualifizierte untersuchende Person fest-
gestellt.

[0098] Parenterale Formulierungen mit kontrollierter Freisetzung der Immunkonjugat-Zusammensetzungen
der vorliegenden Erfindung kénnen als Implantate, élige Injektionen oder als partikulare Systeme hergestellt
werden. Fir einen breiten Uberblick tiber die Protein-Darreichungssysteme, siehe Banga, A. J., "Therapeutic
Peptides and Proteins: Formulation, Processing, and Delivery Systems" Technomic Publishing Company, Inc.
1995. Lancaster, PA. Zu partikularen Systemen zahlen Mikrokiigelchen, Mikropartikel, Mikrokapseln, Nano-
kapseln, Nanoklgelchen und Nanopartikel. Mikrokapseln enthalten das therapeutische Protein als einen zen-
tralen Kern. In Mikrokigelchen ist das Therapeutikum im gesamten Partikel dispergiert. Partikel, Mikroklgel-
chen und Mikrokapseln, die kleiner als etwa 1 pm sind, werden generell als Nanopartikel, Nanokigelchen bzw.
Nanokapseln bezeichnet. Kapillaren weisen einen Durchmesser von etwa 5 ym auf, so dass nur Nanopartikel
intravends verabreicht werden. Mikropartikel betragen typischerweise um 100 pm im Durchmesser und werden
subkutan oder intramuskular verabreicht. Siehe z. B. Kreuter, J. 1994. "Nanoparticles," in Colloidal Drug Deli-
very Systems, J. Kreuter, Hrsg., Marcel Dekker, Inc., New York, NY, S. 219-342; Tice und Tabibi. 1992. "Par-
enteral Drug Delivery: Injectibles," in Treatise an Controlled Drug Delivery, A. Kydonieus, Hrsg., Marcel Dekker,
Inc. New York, NY, S. 315-339.

[0099] Polymere kdnnen zu Zwecken der kontrollierten Freisetzung von Immunkonjugat-Zusammensetzun-
gen der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Verschiedene abbaubare und nicht-abbaubare polymere
Matrizes zur Verwendung in der kontrollierten Wirkstoffdarreichung sind im Fachgebiet bekannt. Langer, R.
1993. "Polymer-Controlled Drug Delivery Systems," Accounts Chem. Res., 26: 537-542. Zum Beispiel liegt das
Blockcopolymer Polaxamer 407 als eine mobile viskdse Substanz bei niedrigen Temperaturen vor, bildet aber
ein halbfestes Gel bei Kérpertemperatur. Es wurde als ein wirksames Vehikel fir die Formulierung und verzo-
gerte Verabreichung von rekombinantem Interleukin-2 und Uresse nachgewiesen. Johnston et al., Pharm.
Res., 9: 425-434 (1992); Pec et al., J. Parent. Sci. Tech., 44(2): 58-65 (1990). Hydroxyapatit kann ebenfalls als
ein Mikrotrager fiir die kontrollierte Freisetzung von Proteinen verwendet werden. ljntema et al., Int. J. Pharm.,
112: 215-224 (1994). Liposome kdnnen fir die kontrollierte Freisetzung als auch das Wirkstoff-Targeting von
eingekapseltem Wirkstoff verwendet werden. Betageri et al. 1993. "Targeting of Liposomes," in Liposome Drug
Delivery Systems, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, PA. Zahlreiche weitere Systeme fir die kontrol-
lierte Darreichung von therapeutischen Proteinen sind bekannt. Siehe z. B. US-Pst. Nrn. 5,055,303, 5,188,837,
4,235,871, 4,501,728, 4,837,028, 4,957,735 und 5,019,369; 5,055,303; 5,514,670; 5,413,797; 5,268,164;
5,004,697; 4,902,505; 5,506,206, 5,271,961; 5,254,342 und 5,534,496.

[0100] Zu den verschiedenen Anwendungen der rekombinanten Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung
zahlen eine Vielfalt von krankhaften Zustanden, die durch spezifische Humanzellen verursacht sind, die durch
die toxische Wirkung des Proteins eliminiert werden kénnen. Eine bevorzugte Anwendung fiir die Immunkon-
jugate der Erfindung ist die Behandlung maligner B-Zellen, die CD22 exprimieren. Zu Beispielen maligner
B-Zellen zahlen chronische B-lymphozytische Zellen (B-CLL), B-Lymphomzellen, wie etwa Burkitt-Lymphome,
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und Haarzell-Leukamien.
Diagnostische Kits

[0101] Bei anderen Ausfiihrungsformen stellt die Erfindung Kits fir den Nachweis von CD22 oder einem im-
munreaktiven Fragment davon (d. h. kollektiv ein "CD22-Protein" genannt) in einer biologischen Probe bereit.
Die Kits werden typischerweise einen Anti-CD22-Antikoérper der vorliegenden Erfindung umfassen, umfassend
eine variable schwere (V) Kette, die im Wesentlichen dhnlich der SEQ ID NR: 2 ist, und eine variable leichte
(V)) Kette, die im Wesentlichen ahnlich der SEQ ID NR: 4 ist. Bei einigen Ausfihrungsformen wird der An-
ti-CD22-Antikérper ein Anti-CD22-Fv-Fragment sein; vorzugsweise ein dsFv-Fragment.

[0102] Auflerdem werden die Kits typischerweise Instruktionsmaterial enthalten, das die Methoden zur An-
wendung eines Antikérpers der vorliegenden Erfindung beschreibt (z. B. zum Nachweis von B-Zellen in einer
Probe). Die Kits kdnnen auch zusatzliche Komponenten umfassen, um die jeweilige Anwendung zu erleich-
tern, fur die der Kit entworfen ist. So kann der Kit beispielsweise zusatzlich Mittel zum Nachweisen der Markie-
rung enthalten (z. B. Enzym-Substrate fiir enzymatische Markierungen, Filtersetzs zum Nachweis von fluores-
zierenden Markierungen, entsprechende sekundare Markierungen, wie etwa Schaf-Anti-Maus-HRP oder ahn-
liches). Die Kits kdnnen aufterdem Puffer und weitere Reagentien enthalten, die fir die Durchfiihrung einer be-
stimmten Methode routinemaRig verwendet werden. Solche Kits und die entsprechenden Inhaltsstoffe sind
den Fachleuten des Gebiets wohl bekannt.

Detektierbare Markierungen

[0103] Die Antikorper der vorliegenden Erfindung kdnnen wahlweise kovalent oder nicht-kovalent an eine de-
tektierbare Markierung gebunden sein. Zu den fiir eine solche Anwendung geeigneten detektierbaren Markie-
rungen zahlen jegliche Zusammensetzungen, die mittels spektroskopischer, photochemischer, biochemischer,
immunchemischer, elektrischer, optischer oder chemischer Methoden nachweisbar sind. Zu nutzlichen Markie-
rungen bei der vorliegenden Erfindung zahlen magnetische Kigelchen (z. B. DYNABEADS), fluoreszierende
Farbstoffe (z. B. Fluoreszeinisothiocyanat, Texasrot, Rhodamin, griin fluoreszierendes Protein und ahnliches),
Radiomarkierungen (z. B. 3H, 125I, 35S, 14C oder 32P), Enzyme (z. B. Meerrettichperoxidase, alkalische
Phosphatase und andere, die herkdOmmlicherweise in einem ELISA verwendet werden) und kolorimetrische
Markierungen, wie etwa kolloidales Gold oder farbige Glas- oder Kunsstoff-(z. B. Polysterol, Polypropylen, La-
tex etc.)-Kigelchen.

[0104] Die Methoden zum Nachweisen solcher Markierungen sind den Fachleuten des Gebiets wohl bekannt.
So lassen sich beispielsweise Radiomarkierungen unter Verwendung eines photographischen Films oder von
Szintillationszahlern nachweisen, lassen sich fluoreszierende Marker unter Verwendung eines Photodetektors
zum Nachweis der abgegebenen Strahlung nachweisen. Enzymatische Markierungen werden typischerweise
nachgewiesen, indem das Enzym mit einem Substrat versehen und das Reaktionsprodukt, das durch die Wir-
kung des Enzyms auf dem Substrat erzeugt wird, detektiert wird, und kolorimetrische Markierungen werden
durch einfache Inaugenscheinnahme der farbigen Markierung detektiert.

Weitere therapeutische Komponenten

[0105] Die Antikérper der vorliegenden Erfindung kénnen auch zum Targeting einer beliebigen Anzahl ver-
schiedener diagnostischer oder therapeutischer Verbindungen auf Zellen, die CD22-Antigene tragen, verwen-
det werden. So kann ein Antikorper der vorliegenden Erfindung, wie etwa ein Anti-CD22-Fv-Fragment, direkt
oder Uber einen Linker an einen Wirkstoff gebunden werden, der direkt an Zellen, die CD22 tragen, verabreicht
werden soll. Zu therapeutischen Mitteln zahlen solche Verbindungen wie Nukleinsauren, Proteine, Peptide,
Aminosauren oder Derivate, Glykoproteine, Radioisotope, Lipide, Kohlehydrate oder rekombinante Viren. The-
rapeutische und diagnostische Nukleinsdure-Komponenten umfassen Antisense-Nukleinsauren, derivatisierte
Oligonukleotide fiir die kovalente Vernetzung mit einzel- oder doppelstrangiger DNA und Triplex-bildenden Oli-
gonukleotiden.

[0106] Alternativ kann das an einen Anti-CD22-Antikorper gebundene Molekil ein Verkapselungssystem
sein, wie etwa ein Liposom oder eine Mizeile, die eine therapeutische Zusammensetzung enthalt, wie etwa ei-
nen Wirkstoff, eine Nukleinsaure (z. B. eine Antisense-Nukleinsaure) oder eine andere therapeutische Kom-
ponente, die vorzugsweise vor direkter Exposition an das Kreislaufsystem abgeschirmt wird. Methoden zur
Herstellung der Liposome, die an Antikérper gebunden sind, sind den Fachleuten des Gebiets wohl bekannt.
Siehe z. B. US-Patent Nr. 4,957,735, Connor et al., Pharm. Ther., 28: 341-365 (1985).
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Konjugation an den Antikérper

[0107] Therapeutische, diagnostische oder verkapselnde Molekiile oder Systeme kénnen an die An-
ti-CD22-Antik6rper oder Immunkonjugate der vorliegenden Erfindung unter Anwendung einer Anzahl von Me-
thoden gebunden werden, die den Fachleuten des Gebiets bekannt sind. Sowohl kovalente als auch nicht-ko-
valente Anlagerungsmethoden kénnen mit den Anti-CD22-Antikdrpern der vorliegenden Erfindung verwendet
werden.

[0108] Die Verfahrensweise zur Bindung eines Agens an einen Antikorper oder ein anderes Polypeptid-Tar-
geting-Molekill werden entsprechend der chemischen Struktur des Agens variieren. Polypeptide enthalten ty-
pischerweise eine Vielfalt von funktionellen Gruppen; z. B. Carboxylsdure (COOH) oder freie
Amin-(-NH2)-Gruppen, die fur die Reaktion mit einer geeigneten funktionellen Gruppe oder einem Effektormo-
lekul zur Bindung des Effektors daran zur Verfliigung stehen.

[0109] Alternativ kann das Targeting-Molekiil und/oder das Effektormolekdl derivatisiert werden, um zusatzli-
che reaktive funktionelle Gruppen freizulegen oder zu binden.

[0110] Die Derivatisierung kann die Bindung jeglicher aus einer Anzahl von Linkermolekiilen einbeziehen, wie
etwa solche, die von Pierce Chemical Company, Rockford lllinois, verfugbar sind.

[0111] Ein "Linker", wie hierin verwendet, ist ein Molekdl, das zur Bindung des Targeting-Molekiils an das Ef-
fektormolekul verwendet wird. Der Linker ist zur Bildung von kovalenten Bindungen an sowohl das Targe-
ting-Molekul als auch an das Effektormolekdl fahig. Geeignete Linker sind den Fachleuten des Gebiets wohl
bekannt und umfassen, ohne darauf beschrankt zu sein, gerad- oder verzweigtkettige Kohlenstofflinker, hete-
rozyklische Kohlenstofflinker oder Peptidlinker. Wo das Targeting-Molekul und das Effektormolekiil Polypeptide
sind, kdnnen die Linker an den Aminosaure-Bestandteil durch deren Seitengruppen (z. B. durch eine Disulfid-
bindung an Cystein) gebunden werden. Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform jedoch werden die Linker an
die Amino- und Carboxylgruppen des Alpha-Kohlenstoffs der terminalen Aminosauren angelagert.

[0112] Ein bifunktioneller Linker mit einer funktionellen Gruppe, die mit einer Gruppe auf einem bestimmten
Agens reaktiv ist, und einer anderen Gruppe, die mit einem Antikorper reaktiv ist, kann zur Bildung des ge-
wunschten Immunkonjugats verwendet werden. Alternativ kann die Derivatisierung die chemische Behandlung
des Targeting-Molekiils einbeziehen, z. B. die Glykolspaltung der Zuckerkomponente eines Glykoprotein-Anti-
korpers mit Periodat, um freie Aldehydgruppen zu erzeugen. Die freien Aldehydgruppen auf dem Antikérper
kénnen mit freien Amin- oder Hydrazingruppen auf einem Agens reagiert werden, um das Agens daran zu bin-
den (siehe US-Patent Nr. 4,671,958). Verfahrensweisen zur Erzeugung der freien Sulfhydrylgruppen an Poly-
peptid, wie etwa Antikérper oder Antikérper-Fragmente, sind ebenfalls bekannt (siehe US-Patent Nr.
4,659,839). Viele Verfahrensweisen und Linkermolekiile zur Bindung der verschiedenen Verbindungen, ein-
schlieBlich Radionuklid-Metallchelaten, Toxinen und Wirkstoffen, an Proteine, wie etwa Antikorper, sind be-
kannt. Siehe zum Beispiel Europaische Patentanmeldung Nr. 188,256; US-Patent Nrn. 4,671,958, 4,659,839,
4,414,148, 4,699,784, 4,680,338; 4,569,789 und 4,589,071; und Borlinghaus et al. Cancer Res. 47: 4071-4075
(1987).

[0113] Unter manchen Umstanden ist es erwlinscht, das Effektormolekiil aus dem Targeting-Molekdl zu be-
freien, wenn das chimare Molekil seine Zielstelle erreicht hat. Daher kénnen chimare Konjugate, umfassend
Bindungen, die in der Umgebung der Zielstelle spaltbar sind, verwendet werden, wenn der Effektor an der Ziel-
stelle freigesetzt werden soll. Die Spaltung der Bindung zur Freisetzung des Agens von dem Antikérper kann
durch enzymatische Aktivitat oder Bedingungen erreicht werden, denen das Immunkonjugat entweder inner-
halb der Zielzelle oder in der Umgebung der Zielstelle unterworfen wird. Ist die Zielstelle ein Tumor, so kann
ein Linker, der unter Bedingungen spaltbar ist, die an der Tumorstelle vorhanden sind (z. B. wenn an Tumoras-
soziierte Enzyme oder sauren pH exponiert) verwendet werden.

[0114] Eine Anzahl verschiedener spaltbarer Linker ist den Fachleuten des Gebiets bekannt. Siehe US-Pat.
Nrn. 4,618,492; 4,542,225 und 4,625,014. Die Mechanismen zur Freisetzung eines Agens von diesen Linker-
gruppen umfassen zum Beispiel die Bestrahlung einer photolabilen Bindung und die Saure-katalysierte Hydro-
lyse. US-Pat. Nr. 4,671,958 enthalt zum Beispiel eine Beschreibung von Immunkonjugaten, umfassend Linker,
die an der Zielstelle in vivo durch die proteolytischen Enzyme des Komplementsystems des Patienten gespal-
ten werden. Angesichts der groRen Anzahl von Methoden, die zur Bindung einer Vielzahl radiodiagnostischer
Verbindungen, radiotherapeutischer Verbindungen, Wirkstoffen, Toxinen und anderer Agenzien an Antikérper
berichtet worden sind, wird ein Fachmann des Gebiets zur Bestimmung einer geeigneten Methode zur Bindung
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eines gegebenen Agens an einen Antikdrper oder ein anderes Polypeptid in der Lage sein.
CD22-Protein-lImmunoassays

[0115] Die Methoden zum Nachweisen der CD22-Proteine der vorliegenden Erfindung (d. h. CD22- und
RFB4-immunreaktive Fragmente davon) stellen keine entscheidenden Aspekte der vorliegenden Erfindung
dar. Die CD22-Proteine kdnnen unter Anwendung irgendeines aus einer Anzahl wohl bekannter immunologi-
scher Bindungsassays detektiert und/oder quantifiziert werden (siehe z. B. US-Patente Nrn. 4,366,241;
4,376,110; 4,517,288 und 4,837,168). Fir einen Uberblick tiber die allgemeinen Immunoassays, siehe auch
Methods in Cell Biology, Bd. 37: Antibodies in Cell Biology, Asai, Hrsg. Academic Press, Inc. New York (1993);
Basic and Clinical Immunology, 7. Aufl., Stites & Terr, Hrsg. (1991). Immunologische Bindungsassays (oder Im-
munoassays) verwenden typischerweise einen Antikérper, um das Analyt (in diesem Fall CD22-Protein) spe-
zifisch zu binden und oftmals zu immobilisieren. Der in den Immunoassays der vorliegenden Erfindung verwen-
dete Antikorper ist in groRerer Ausfuhrlichkeit oben erortert. Der Anti-CD22-Antikdrper kann mittels irgendeiner
aus einer Anzahl von Methoden produziert werden, die den Fachleuten des Gebiets bekannt sind, wie hierin
beschrieben.

[0116] Immunoassays verwenden oftmals auRerdem ein markierendes Agens, um den Bindungskomplex
spezifisch zu binden und zu markieren, der durch das Einfang-Agens und das Analyt gebildet ist. Das Markie-
rungsagens kann selbst eine der Komponenten sein, umfassend den Antikérper/Analyt-Komplex. So kann das
Markierungsagens ein markiertes CD22-Protein oder ein markierter Anti-CD22-Protein-Antikorper sein. Alter-
nativ kann das Markierungsagens eine dritte Komponente sein, wie etwa ein anderer Antikérper, der an den
Antikdrper/CD22-Protein-Komplex spezifisch bindet.

[0117] Bei einigen Ausfiihrungsformen ist das Markierungsagens ein zweiter CD22-Protein-Antikorper, der
eine Markierung tragt. Alternativ kann dem zweiten CD22-Protein-Antikorper eine Markierung fehlen, doch
kann er wiederum durch einen markierten dritten Antikérper gebunden werden, der flir Antikdrper der Spezies
spezifisch ist, von der der zweite Antikdrper abgeleitet ist. Der zweite Antikdrper kann mit einer nachweisbaren
Komponente, wie etwa Biotin, modifiziert sein, an die ein drittes markiertes Molekil spezifisch binden kann,
wie etwa ein Enzym-markiertes Streptavidin.

[0118] Weitere Proteine, die zur spezifischen Bindung der konstanten Regionen von Immunglobulin fahig
sind, wie etwa Protein A oder Protein G, kdnnen ebenfalls als das Markierungsagens verwendet werden. Diese
Proteine sind normale Bestandteile der Zellwande von Streptokokken-Bakterien. Sie zeigen eine starke
nicht-immunogene Reaktivitdt mit den konstanten Regionen von Immunglobulin von einer Vielzahl von Spezies
(siehe allgemein Kronval, et al. (1973) J. Immunnol., 111: 1401-1406, und Akerstrom et al. (1985) J. Immunol.,
135: 2589-2542).

[0119] Wahrend der gesamten Assays konnen Inkubations- und/oder Waschschritte nach jeder Kombination
der Reagentien erforderlich sein. Die Inkubationsschritte kdnnen von etwa 5 Sekunden bis zu mehreren Stun-
den, vorzugsweise von etwa 5 Minuten bis etwa 24 Stunden, variieren. Die Inkubationszeit wird jedoch von
dem Assay-Format, Analyt, Volumen der Lésung, den Konzentrationen und dhnlichem abhangen. Ublicherwei-
se werden die Assays bei Raumtemperatur durchgefiihrt, obschon sie liber einen Bereich von Temperaturen,
wie etwa 10°C bis 40°C, vorgenommen werden kdnnen.

[0120] Zwar kdnnen die Einzelheiten der Immunoassays der vorliegenden Erfindung mit dem jeweils verwen-
deten Format variieren, doch umfasst die Methode des Nachweisens eines CD22-Proteins in einer biologi-
schen Probe generell die Schritte des Kontaktierens der biologischen Probe mit einem Antikérper, welcher un-
ter immunologisch reaktiven Bedingungen spezifisch auf das CD22-Protein reagiert. Der Antikdrper darf an
das CD22-Protein unterimmunologisch reaktiven Bedingungen binden, und das Vorhandensein des gebunde-
nen Antikorpers wird direkt oder indirekt nachgewiesen.

[0121] Obschon die vorliegende Erfindung anhand von Veranschaulichung und Beispielen fir die Zwecke ei-
nes klaren Verstandnisses in einiger Ausflhrlichkeit beschrieben worden ist, wird offensichtlich sein, dass be-
stimmte Veranderungen und Modifikationen innerhalb des Rahmens der Anspriiche im Anhange vorgenom-
men werden kdnnen.

Beispiel 1

[0122] Beispiel 1 beschreibt die Klonierung, Expression und Reinigung von rekombinanten Klonen, die
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RFB4(scFv)PE38, RFB4 V,-PE38 und RFB4 V, exprimieren.

Klonierung

[0123] Gereinigtes RFB4 IgG wurde mit 10 mM DTT reduziert, und die leichten und schweren Ketten wurden
auf 4-20% SDS PAGE (Novex) getrennt und auf eine PVDF-Membran getupft. Die Banden der leichten und
schweren Ketten wurden aus der Membran ausgeschnitten und einer N-terminalen Sequenzanalyse unterzo-
gen. Die N-terminale Aminosaure-Analyse ergab die Sequenzdaten sowohl fir die leichte als auch die schwere
Kette des RFB4 mADb, die in Fig. 1 angegeben sind.

[0124] Um cDNAs zu erhalten, die fur die variablen Regionen der schweren und leichten Ketten von RFB4
codieren, wurde die Gesamt-RNA aus RFB4-Hybridomzellen prapariert und revers transkribiert, um die Erst-
strang-cDNA zu erhalten. Anschlielend wurde eine PCR vorgenommen, um die schweren und die leichten
Ketten zu amplifizieren. Primer, die fiir die schwere und die leichte Kette spezifisch sind, wurden basierend auf
den Daten der N-terminalen Aminosaure synthetisiert, und die Amplifikation wurde unter Verwendung dieser
Primer zusammen mit Primern aus den konstanten Regionen CH1 (schwer) und C-, (leicht) verwendet. Dies
fuhrte zu der Amplifikation des variablen Abschnitts der schweren Kette plus eines Teils von CH1 und der Am-
plifikation der variablen Region der leichten Kette plus eines Teils von C-,. Die PCR-Amplifikation wurde vor-
genommen, wie beschrieben bei Benhar I. und Pastan I. (1994), Protein Eng. 7, 1509-1515, mit der Ausnahme,
dass die Gesamt-RNA und RFB4-spezifische 5'-Primer RFB4 V5 und RFB4 V,5 verwendet wurden, die aus
den Daten der N-terminalen Proteinsequenz designed waren. Die Sequenzen aller bei der Klonierung verwen-
deten Primer sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die Primer sind von 5' nach 3' angegeben. Die Primer yCH1 und C-,
wurden wie beschrieben designed (Benhar und Pastan, 1994). RFB4 V,;5 und RFB4 V5 wurden entsprechend
den N-terminalen Proteinsequenzen designed, wie durch Edman-Abbau bestimmt. RFB4 V,,5 codiert eine
Ndel-Stelle (fett gedruckt) und ein Initiator-Met (fett und kursiv gedruckt). RFB4 V,3 codiert eine Hindlll-Stelle
(kursiv gedruckt). Die Primer RFB4 V|;3 und RFB4 V, 3 wurden entsprechend der Nukleotidsequenz designed,
die aus den cDNA-Klonen bestimmt wurde. Die Primer RFB4 V. 3 und RFB4 V5 enthalten partielle
Gly,Ser-Linkersequenzen, die teilweise tberlappen (unterstrichen und kursiv gedruckt). Primer RFB4 V|3 dsFv
mutiert den V| Gly,,-Rest zu Cys (unterstrichen), enthélt ein Terminatorcodon (fett gedruckt) und eine Eco-
RI-Stelle (kursiv gedruckt). Primer RFB4 V, dsFv(cys) mutiert V,Arg,, zu Cys (unterstrichen). RFB4 V,,;3 dsFv
enthalt ein zusatzliches Lys-Codon und eine Hindlll-Stelle (kursiv gedruckt). RFB4 V.5 dsFv enthélt eine
Ndel-Stelle (fett gedruckt) und ein Initiator-Met (fett und kursiv gedruckt).
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[0125] Die PCR-Produkte wurden in den PCR-Kloniervektor (Invitrogen) kloniert und unter Verwendung von

Sequenase (US Biochemical Corp.) Reagentien und Protokollen sequenziert. Das Nukleotid und die hergelei-

teten Aminos&auresequenzen von V, und V,_sind in Eig. 1 gezeigt.

[0126] V,, und V_ wurden unter Verwendung von RFB4 V,5- und RFB4 V 5-Primern und den neuen

RFB4-spezifischen Primern, RFB4 V3 und RFB4 V3, basierend auf der 3' DNA-Sequenz, nochmals amplifi-

ziert. V3 und V 3 waren daraufhin designed, sich mit dem 3'-Ende jeder cDNA zu vereinigen. V3 und V 5
enthalten Uberlappende Sequenzen, die einen flexiblen Gly,Ser-Peptidlinker codieren, der zur Verbindung der

V- und V -Ketten verwendet wird (Eig. 2A). Eine rekombinante PCR wurde unter Verwendung der amplifizier-

ten leichten und schweren Ketten vorgenommen, um ein V ;-Linker-V, -Produkt zu schaffen, das dann zur Er-
setzung des V-Linker-V, des Plasmids pUL17 an den Ndel- und Hindlll-Stellen verwendet wurde, was pEM9

schuf. Dieses codiert das RFB4 V,-Linker-V -PE38-Fusionskonstrukt, bezeichnet als RFB4(scFv)PE38

(Fig. 2A).

[0127] Der Bindungsabschnitt der Disulfid-verknipften Immunkonjugate besteht aus V- und V -Ketten, die
durch einen einzigen SchlUsselrest in jeder Kette kovalent verknipft sind, der zu Cystein mutiert worden ist.
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Die Cysteinreste jeder Kette assoziieren, um eine Disulfidbindung zu bilden, die im allgemeinen sehr stabil ist
und eine verminderte Neigung des Immuntoxins zum Aggregieren zeigt. Reiter et al., (1994), Biochemistry
33,5451-9. Um RFB4(dsFv)PE38 herzustellen, wurde V, unter Verwendung eines 5'-Primers, RFB4 V 5 dsFv,
amplifiziert, wodurch eine Ndel-Stelle eingeflhrt wurde, und eines 3'-Primers, RFB4 V,3 dsFv, wodurch ein
Terminationscodon, eine EcoRI-Stelle eingefiihrt wurde, und ein Glycinrest 100 zu Cystein mutiert wurde. V,,
wurde unter Verwendung von RFB4 V ;5 und RFB4 V,,3 dsFv amplifiziert, was eine Hindlll-Stelle und einen Ly-
sinrest an dem C-Terminus von V, einfiihrt. Die PCR-Produkte wurden mit Ndel und entweder Hindlll (V,,) oder
EcoRI (V,) verdaut und wurden zur Ersetzung des V-Linker-V von pUL17 (V,) oder zur Ersetzung des ge-
samten V,-Linker-V -PE38 (V) verwendet. Das klonierte Produkt pEM16 (das RFB4 V -Cys,,, codiert) wurde
sequenziert, und es wurde gezeigt, dass die Gly zu Cys-Mutation inkorporiert worden war (Eig. 2B). V,-PE38
wurde mutagenisiert, um Arg44 zu Cys auszutauschen, unter Verwendung des Muta-Gene-ortsgerichteten
Mutagenese-Kits und Protokolls (Bio-Rad) und eines phosphorylierten Primers RFB4 V,, dsFv (Cys). Das re-
sultierende mutierte Konstrukt, pEM15, wurde sequenziert, und es wurde gezeigt, dass die Arg zu Cys-Muta-
tion inkorporiert worden war (Fig. 2B). Klone, die die Cys44-Mutation inkorporiert hatten, wurden mittels
DNA-Sequenzierung identifiziert (Fig. 2B).

Expression und Reinigung von rekombinanten Klonen

[0128] Expressionsplasmide, die fir RFB4(scFv)PE38, RFB4 V,-PE38 und RFB4 V, (d. h. pEM10, und
pEM15 und pEM16) codieren, wurden separat in E. coli BL21 (ADE3) exprimiert. Studier F. W. und Moffatt B.
A. (1986), J. Mol. Biol. 189, 113-130. Kulturen von transformierten Bakterien wurden mit IPTG fir eine hoch-
gradige Expression induziert, wobei sich die Proteinenprodukte in Einschlusskdrpern anhauften. Einzelkettige
und Disulfid-verknupfte Immuntoxine wurden durch Ruckfaltung von gereinigtem Einschlusskorper-Protein
hergestellt, wie allgemein beschrieben. Buchner J., Pastan I. und Brinkmann U. (1992), Anal. Biochem. 205,
263-270. Kurz gesagt wurden Einschlusskorper aus Zellpaste durch Lyse und Waschen in nicht-ionischem De-
tergens prapariert, dann in 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Tris, pH 8, 2 mM EDTA, solubilisiert. Solubilisiertes Protein
zu 10 mg/ml wurde mit 10 mg/ml DTE (65 mM) reduziert, dann schnell in 100 Vol. an 0,1 M Tris, 0,5 M L-arginin,
0,9 mM oxidiertes Glutathion, 2 mM EDTA bei 10°C verdiinnt. Gleiche Gewichtsmengen an V, und PE38 wur-
den zur Ruckfaltung von RFB4(dsFv)PE38 verwendet. Einzelkettiges Immuntoxin wurde in Puffer riickgefaltet,
der auf pH 8 (Raumtemperatur) eingestellt war, und dsFv wurde in Puffer riickgefaltet, der auf pH 9,5 (Raum-
temperatur) eingestellt war. Immuntoxine durften sich flir 48 Stunden rickfalten, wurden dann gegen 100 mM
Harnstoff, 20 mM Tris, pH 8 zu einer Leitfahigkeit von weniger abs 3,5 mMho dialysiert. Korrekt rickgefaltete
Proteine wurden mittels sequenzieller Anionenaustausch-FPLC auf Q-Sepharose und MonoQ (Pharmacia, Ar-
lington Heights, IL) gereinigt, gefolgt von einer Gelfiltration auf 30 ml TSK G3000SW (TosoHaas, Montgome-
ryville, PA). Die gereinigten Immuntoxine wurden bei -80°C gelagert.

Beispiel 2

[0129] Beispiel 2 beschreibt einen Bindungsassay zur Untersuchung der relativen Bindungsaffinitaten der re-
kombinanten Immuntoxine.

[0130] Die relativen Bindungsaffinitdten der rekombinanten Immuntoxine wurden mittels der Kompetition ge-
gen '®|-markiertes RFB4 IgG um die Bindung an CA46 Zielzellen bei 4°C gemessen. Zu > 10%ml geziichtete
CA46-Zellen wurden zweimal in eiskaltem Bindungspuffer (RPMI, 50 mM BES, pH 6,8, 1% BSA) gewaschen
und bei 10° Zellen/150 pl Bindungspuffer/Well in 96-Well-Platten auf Eis ausplattiert. Den Zellen wurden 0,35
ng an '°|I-RFB4 (2,5 x 10° cpm/nmol) in Bindungspuffer und variierende Konzentrationen an RFB4(Fv)PE38
und RFB4(dsFv)PE38 zugegeben. Die Zellen wurden fir 3 Stunden auf Eis inkubiert, zweimal in kaltem Bin-
dungspuffer gewaschen und in 200 pl an 0,5% SDS/TE solubilisiert. Gebundener '®|-RFB4 wurde auf einem
Wallace 1470 Wizard-Gammazahler quantifiziert. Die Mittelwerte der Duplikatproben wurden flir die Berech-
nungen verwendet. Wie in Fig. 4 gezeigt, wurde eine 50% Reduktion der Bindung von '®I-RFB4 IgG an
CA46-Zellen bei 70 nM RFB4(scFv)PE38 und an Daudi bei 90 nM RFB4(scFv)PE38 erzielt. Die Bindung an
CA46-Zellen war bei 10 nM RFB4(dsFv)PE38 um 50% reduziert. Nativer RFB4 IgG reduzierte die Bindung von
markiertem RFB4 IgG an CA46-Zellen um 50% bei 4,5 nM und an Daudi-Zellen bei 10 nM.

Beispiel 3

[0131] Beispiel 3 beschreibt eine Stabilitatsstudie von RFB4(dsFv)PE38 und RFB4(scFv)PE38 flir ausge-
dehnte Perioden bei 37°C.

[0132] Die Stabilitdt von PE-basierten rekombinanten Immuntoxinen ist mit ihrer Aktivitat in vitro korreliert
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worden. Benhar |. und Pastan |. (1994), Protein Eng. 7, 1509-1515. Demgemal wurde RFB4(dsFv)PE38 bei
37°C fur 1-7 Tage inkubiert, und seine zytotoxische Aktivitat nach der Inkubation wurde zu der von unbehan-
deltem Immuntoxin verglichen. RFB4(Fv)PE38 wurde flr 2-24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Zytotoxizitaten
der behandelten Proben wurden mit Proben verglichen, die bei -80°C gelagert wurden. Ubereinstimmend mit
dem zuvorigen Befund einer hohen Stabilitat der dsFv-Immuntoxine bei 37°C, war RFB4(dsFv)PE38 auch sehr
stabil Uber die gesamten 7 Tage, wie durch die Aufrechterhaltung der vollen zytotoxischen Aktivitat in einem
24-Stunden-Assay bewertet (Fig. 5). In 8hnlichen Assays verlor RFB4(Fv)PE38 keine Zytotoxizitat nach einer
24-stundigen Inkubation bei 37°C.

Beispiel 4
[0133] Beispiel 4 beschreibt Zytotoxizitats-Assays unter Verwendung einer Vielfalt von Zelltypen.

[0134] RFB4(scFv)PE38 und RFB4(dsFv)PE38 (Fig. 3) wurden an funf Burkitt-Lymphom-Zelllinien (CA46,
Daudi, JD38, Namalwa und Raiji) und HUT 102, einer T-Zelllinie, die CD22-negativ ist, getestet. Daudi-, Raji-
und Namalwa-Zellen wurden bezogen von ATTC, Rockville, MD. Die Zellen wurden in RPMI 1640 gehalten,
das 20% (Daudi) oder 10% fétales Rinderserum (FBS) (alle anderen Linien), 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Strep-
tomycin, 1 mM Natriumpyruvat und zusatzlich 2 mM L-Glutamin enthielt. Fur die Zytotoxizitats-Assays wurden
4 x 10* Zellen/Well in 200 pl Kulturmedium in 96-Well-Platten ausplattiert. Die Immuntoxine wurden seriell in
PBS/0,2% HSA verdinnt, und 10 pl wurden den Zellen zugegeben. Die Platten wurden fiir die angegebenen
Zeitraume bei 37°C inkubiert, dann mit 1 uCi/Well 3"-Leucin in 10 pl PBS fir 4-5 Stunden bei 37°C gepulst.
Radiomarkiertes Material wurde auf Filtermatten eingefangen und in einem Betaplatten-Szintillationszahler
(Pharmacia, Gaithersburg, MD) gezahlt. Die Triplikat-Probenwerte wurden gemittelt und die Hemmung der
Proteinsynthese durch Berechnen des prozentualen Einbaus im Vergleich zu Kontroll-Wells ohne zugegebe-
nes Toxin bestimmt.

[0135] RFB4(dsFv)PE38 war generell 2-7 mal zytotoxischer als RFB4(scFv)PE38 gegentiber den Burkitt-Li-
nien, und keines wies eine signifikante zytotoxische Aktivitat gegeniber den Nicht-B-Zelllinien auf (Tabelle II).

Tabelle 1. Zytotoxizitat von RFB4(scFv)PE38 und RFB4(dsFv)PE38 gegenlber verschiedenen Zelllinien

Zytotoxizitat IC,, (ng/ml)°

Zelllinie® Quelle RFB4(scFv)PE38 RFB4(dsFv)PE38
CA46 Burkitt-Lymphom 2 0,6

Daudi 30 20

JD-38 2 0,3

Namalwa 2 1,5

Raji 25 0,4

HUT 102 T-Zell-Leukamie > 1000 > 1000

@ Alle Zelllinien sind von menschlichem Ursprung

® Zytotoxizitats-Daten sind als IC,, angegeben, welches die Konzentrationen an Immuntoxin sind, die eine 50%
Reduktion der Proteinsynthese im Vergleich zu den Kontrollen nach der Inkubation mit Zellen fur 24 Stunden
bewirken.

[0136] Von den getesteten B-Zelllinien gab es Variationen in der Empfindlichkeit beider RFB4-Immuntoxine,
wobei RFB4(dsFv)PE38 einen IC,,-Wert im Bereich von 0,25-0,6 ng/ml auf CA46, JD38 und Raji, und von 1,5
ng/ml auf Namalwa und 20 ng/ml auf Daudi aufwies (Tabelle II). Nachfolgende Studien haben gezeigt, dass
Daudi-Zellen PE38 nicht wirksam prozessieren kénnen. Die zytotoxische Aktivitdt des RFB4(dsFv)PE38-Im-
muntoxins schneidet bei einem Vergleich auf einer molaren Basis mit dem RFB4-PE35-Immuntoxin, das durch
Binden von PE35 an den RFB4-Antikdrper tber eine Disulfid-Bindung konstruiert war, glnstig ab.
Beispiel 5
[0137] Beispiel 5 beschreibt die zeitliche Messung der zytotoxischen Aktivitat von RF64(dsFv)PE38.

[0138] Die Zeit, die die Zellen zum Internalisieren und Prozessieren von Immuntoxin benétigen, ist von the-
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rapeutischem Interesse, da die Blutspiegel an Immuntoxin in behandelten Patienten oberhalb eines zytotoxi-
schen Grenzwerts fur eine ausreichend lange Zeit verbleiben missen, um die malignen Zellen zu intoxizieren.
Daher wurde das Zeiterfordernis fir die Zytotoxizitat untersucht.

[0139] RFB4(dsFv)PE38-Verdinnungen wurden mit CA46- und JD38-Zellen flr 2, 24 und 48 Stunden in stan-
dardmaRigen Zytotoxizitats-Assays inkubiert, und mit Ausnahme bei der fir den 2-Stunden-Zeitpunkt wurde
das Immuntoxin aus dem Medium durch Waschen mit RPME + 10% FCS entfernt und durch standardmafiges
Medium fir die verbliebenen 22 Stunden des Assays ersetzt. Fur die 48-Stunden-Assays wurden die Zellen
kontinuierlich fir 48 anstelle von 24 Stunden inkubiert.

[0140] Der 2-stiindigen Exposition folgten weitere 22 Stunden der Inkubation in Immuntoxinfreiem Medium,
um eine gewisse Zeit fir das intrazellulare Trafficking einzuraumen, das fiir die Intoxikation erforderlich ist. So-
wohl bei CA46- als auch JD38-Zellen verminderte die Erh6hung der Expositionszeit an Immuntoxin von 2 auf
24 Stunden die IC,, um das 5-10-fache. Die kontinuierliche Inkubation der Zellen fir 48 Stunden mit RFB4(ds-
Fv)PE38 fiihrte zu einer geringen, sofern Uberhaupt, zusatzlichen Wirkung auf die Zytotoxizitat gegenuber der,
die nach einer 24-stiindigen Inkubation beobachtet wurde. Daher wurde gefolgert, dass die verwendeten Zell-
linien eine mehr als 2-stiindige Exposition erfordern, um die maximalen Mengen an Immuntoxin zu binden und
zu internalisieren, und nach 24 Stunden zu nahezu dem grof3t méglichen Umfang intoxiziert sind. Eine Erho-
hung der Exposition auf Zeitrdume von mehr als 24 Stunden erbringt keinerlei Vorteil in vitro.

Beispiel 6

[0141] Beispiel 6 beschreibt eine Toxizitatsstudie von RFB4(dsFv)PE38 und RFB4(Fv)PE38 in Mausen und
deren Hemmung der CA46-Tumoretablierung.

[0142] Die ausgezeichnete Zytotoxizitat und Stabilitat von RFB4(dsFv)PE38 in vitro sagte voraus, dass die-
ses Molekul eine gute Antitumor-Aktivitat in einem Tiermodell des Lymphoms ergeben wirde. Die Fahigkeit
von RFB4(dsFv)PE38, den Tumorwuchs in einem subkutanen festen Tumormodell zu hemmen, wurde anfang-
lich unter Verwendung von CA46-Burkitt-Lymphomzellen, die in Nackmause injiziert wurden, ausgewertet.
Zwei Protokolle wurden verwendet. In dem ersten Protokoll wurden Mause am Tag -4 bestrahlt und mit 5 x 10°
CA46-Zellen injiziert. Die Mause wurden in Gruppen von funf aufgeteilt und beginnend 24 Stunden nach der
Injektion von CA46-Zellen fir vier aufeinander folgende Tage (Tage 1-4) mit verschiedenen Mengen an Immun-
toxin, zusatzlich zu der Verdinnungsmittel-Kontrolle, behandelt (Eig. 6A). In dem zweiten Protokoll wurden
weibliche athymische Nacktmause am Tag -3 bestrahlt und dann mit 10" CA46-Zellen am Tag 0 subkutan inji-
ziert (Fig. 6B). Die Tumorvolumina wurden fir 21 Tage aufgezeichnet, und Mause, die keine Tumoren entwi-
ckelten, wurden fiir weitere 80 Tage Giberwacht.

Toxizitat in Mausen

[0143] Eine einleitende Studie wurde vorgenommen, um die Toxizitat der Immuntoxine in Mausen zu bestim-
men. 6-8 Wochen alte weibliche Balb/C-Mause wurden von dem National Cancer Institute, Frederick, MD, er-
halten. Die LD,,-Werte vielfacher i. v.-Dosen wurden bei einem Behandlungsschema von Dosis x 3 god (an
jedem zweiten Tag) bestimmt. Verschiedene Mengen an Immuntoxinen wurden zu 200 pl mit PBS/0,2% HSA
verdinnt und in die Schwanzvenen an jedem zweiten Tag fiir 3 Dosen injiziert. Zwei Mause wurden mit jeder
Dosis injiziert, und die Mause wurden auf Gewichtsverlust und Tod flir 14 Tage nach der letzten Injektion tber-
wacht.

Hemmung der CA46-Tumoretablierung

[0144] 6-8 Wochen alte weibliche athymische Nacktmause wurden von dem National Cancer Institute, Fre-
derick, MD, erhalten. Die Mause wurden mit 300 Rad Gammabestrahlung 3 oder 4 Tage vor der Injektion von
malignen Zellen behandelt. CA46-Zellen wurden bei 1,8 x 10%/ml| 2 Tage vor der Injektion ausgeséat. Am Tag 0
wurden CA46-Zellen in RPMI ohne Serum gewaschen und entweder auf 10 Zellen/ml oder 5 x 10° Zellen/m
in RPME eingestellt. Jede Maus erhielt 100 pl der Zellsuspension durch subkutane Injektion. Die Mause wur-
den mittels Schwanzvenen-Injektion taglich fur 4 aufeinander folgende Tage mit verschiedenen Mengen der
Immuntoxine oder mit Kontrollmaterialien in 200 pl-Volumina behandelt. Das Auftreten von Tumoren wurde
taglich oder an jedem zweiten Tag fiir 21 Tage nach der ersten Behandlung tiberwacht. Mause, bei denen kei-
nerlei nachweisbarer Tumor nach 21 Tagen gewachsen war, wurden fir bis zu 100 Tage auf das Wachstum
von Tumoren an der Injektionsstelle Uberwacht. Mause, die unter Verwendung des zweiten Protokolls beimpft
und mit 5 oder 3 pg RFB4(dsFv)PE38 behandelt waren, entwickelten sehr kleine Tumorknétchen, die sich auf
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die Behandlung bei allen Mausen mit der 5 pg-Dosis und bei 9 von 10 Mausen mit der 3 pg-Dosis hin vollstan-
dig zuruck entwickelten. Die Behandlung mit 1 yg Immuntoxin verzégerte die Tumorentwicklung wahrend der
Beobachtungsperiode signifikant, erzielte aber keine Heilungen.

Immuntoxin-Aktivitat gegen etablierte CA46-Tumoren

[0145] Der Erfolg der Antitumor-Experimente (oben) ermutigte eine Untersuchung der Fahigkeit von
RFB4(dsFv)PE38, etablierte Tumoren auszumerzen. Athymische weibliche Nacktmause wurden am Tag -3 be-
strahlt und dann mit 10” CA46-Zellen am Tag 0 injiziert. Bis zum Tag 4 waren bei der Mehrheit der Mause Tu-
moren gewachsen, die 5 x 5 mm in der Grof3e waren. Beginnend an Tag 4 wurden die Tumor-tragenden Mause
taglich fir 4 Tage oder an jedem zweiten Tage fur 3 Tage behandelt. Die Behandlung wurde durch Injektion in
die Schwanzvene flir 5 aufeinander folgende Tage mit verschiedenen Mengen an Immuntoxin oder mit Kon-
trolimaterialien verabreicht. Die Tumorgrofie wurde taglich oder an jedem zweiten Tag unter Verwendung von
Prazisionscalipern tiberwacht. Das Tumorvolumen wurde anhand der Formel v = I(w?) x 0,4 berechnet, worin
| die Lange und w die Breite ist.

[0146] Unter Anwendung beider Behandlungsprotokolle wurde die Hemmung des Tumorwachstums bei einer
Dauer von einer Woche bis 10 Tagen nach der letzten Verabreichung des Immuntoxins beobachtet (Fig. 7A,
Fig. 7B). Diese Antitumor-Reaktionen wurden unter Verwendung von 8, 5 oder 3 uyg RFB4(dsFv)PE38 erzielt.
Die Tumoren in allen behandelten Mausen nahmen schlieBlich das Wachstum wieder auf. Dosen von 30 g
RFB4 IgG alleine hemmten das Wachstum der Tumoren nicht signifikant, wohingegen 1 uyg RFB4(dsFv)PE38
das Wachstum wahrend der Periode der Verabreichung des Immuntoxins hemmen konnte. Geimpfte und ent-
weder mit 5 oder 2 ug Immuntoxin behandelte Mause entwickelten kleine Tumorzellknétchen, die sich auf die
Behandlung hin zuriick entwickelten und dann langsam wiederkehrten. Die Behandlung mit 1 pg Immuntoxin
verzogerte die Tumorentwicklung im Vergleich zu den Kontrollen, doch wuchsen die Tumoren darauf hin
schnell.

[0147] Zusammengefasst zeigen die Untersuchungen, dass beide Immuntoxin-Molekiile bei 37°C fiir ausge-
dehnte Inkubationszeiten stabil sind. Die Zytotoxizitats-Profile an mehreren Antigen-positiven und Antigen-ne-
gativen Zelllinien zeigten, dass die rekombinanten Molekile in hohem Mafle und selektiv toxisch gegeniber
CD22-tragenden Zellen waren und nicht-toxisch gegentber CD22-negativen Linien waren. Die Dauer der In-
kubation, die fir die maximale Intoxikation der Zellen erforderlich war, wurde als gréRer 2 Stunden bestimmt,
doch wurde wenig zusatzlicher Nutzen bei Inkubationsdauern von groRRer als 24 Stunden festgestellt. Die Sta-
bilitat der RFB4-Immuntoxine ist daher mit der Zeit kompatibel, die fir eine wirksame Intoxikation erforderlich
ist.

[0148] RFB4(dsFv)PE38 ist etwa 2-7-mal aktiver gegeniber allen empfindlichen Zelllinien als
RFB4(scFv)PE38, obschon beide ahnliche Stabilitdten nach 24 Stunden zeigen. Kompetitions-Bindungsstudi-
en dieser rekombinanten Moleklle, verglichen zu dem markierten Voll-IgG, ergaben einen Unterschied hin-
sichtlich der Fahigkeit, um die Bindung zu konkurrieren, und eine gefolgerte verminderte Affinitat von
RFB4(scFv)PE38 fur das CD22-Antigen.

[0149] Da das Disulfid-gebundene Immuntoxin recht stabil war, Bindungseigenschaften ahnlich dem Vollan-
tikdrper aufwies und hervorragende zytotoxische Wirkungen zeigte, wurde es fiir die weitere Auswertung in
Tiermodellen gewahlt. Seine Antitumor-Aktivitat wurde durch Beurteilen seiner Fahigkeit ausgewertet, Tumo-
ren auszumerzen, die durch die Injektion von CA46-Zellen in bestrahlte Nacktmause gebildet waren, und es
wurde gezeigt, dass es Tumorzellen ausmerzen konnte, wenn die Verabreichung des Immuntoxins 24 Stunden
nach der Tumorimplantation erfolgte, und eine signifikante Antitumor-Aktivitat aufwies, wenn Mausen mit eta-
blierten Tumoren verabreicht. Verglichen zu mit Kontrolle behandelten Tumoren bewirkte die Behandlung mit
irgendeiner Menge an RFB4(dsFv)PE38 von 1-8 ug, dass sich die Tumoren zurlick entwickelten oder ein sta-
tisches Volumen bis zum Ende der Behandlungsperiode und bis zu 10 weiteren Tagen in Abhangigkeit von der
Dosis beibehielten.

Beispiel 7

[0150] Dieses Beispiel beschreibt die Zytotoxizitat von RFB4(dsFv)PE38 flir CD22-positive maligne Zellen
von menschlichen Patienten.

[0151] Sechzehn frische Proben von chronischen lymphozytischen Leukamiezellen wurden von verschiede-
nen menschlichen Patienten erhalten. Proben der Haarzell-Leukdmie (HCL), des groRzelligen Lymphoms
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(LCL) und der prolymphozytischen Leukamie (PLL) wurden ebenfalls erhalten. Diese Zeilen wurden jeweils mit
RFB4(dsFv)PE38 fiir 24 Stunden wie oben in Beispiel 4 beschrieben in einem Zytotoxizitats-Assay inkubiert.
Die IC,, (ng/mL) von RFB4(dsFv)PE38 fiir jede Zellprobe ist in nachstehender Tabelle Ill angegeben. Ebenfalls
fur Vergleichszwecke angegeben ist die Anzahl der CD22-Stellen/Zelle. Es ist interessant, festzustellen, dass
selbst Zellen mit relativ geringen Anzahlen an CD22-Stellen pro Zelle durch das Immuntoxin wirksam abgetotet
wurden. Diese Ergebnisse zeigen auf, dass RFB4(dsFv)PE38 fir viele frische humane chronische lymphozy-
tische Leukamiezellen signifikant toxisch ist.

Tabelle 11l

EMPFINDLICHKEIT FRISCHER HUMANER LEUKAMIEZELLEN FUR RFB4(dsFv)PE38 (BL22)

PT DX # IC., (ng/mL) RFB4(Fv)PE38 CD22-Stellen/Zelle
(BL22)
1. CLL 10 1050
2.CLL 360 1400
3.CLL 43 430
4. CLL 11 680
5. CLL > 1000 380
6. CLL 172 1070
7.CLL > 1000
8. CLL 86 2200
9. CLL 27 350
10. CLL 91 300
11. CLL 74 1200
12. CLL 61 800
13. CLL 560 1850
14. CLL 16,5 4700
15. CLL 14 4075
16. CLL 4 5040
17. HCL 1,8
18. LCL 274
19. PLL 31 600
Beispiel 8

[0152] RFB4(dsFv)PE38 zeigt eine potente Antitumor-Aktivitat gegen CD22-positive Humantumoren in M&u-
sen.

[0153] CA46-Tumoren wurden in Mausen etabliert, wie oben beschrieben. Mause in Gruppen von drei wur-
den intravends mit RFB4(dsFv)PE38 injiziert. Die Dosierung wurde in ug/kg jeden zweiten Tag x 3 gegeben,
wie in der folgenden Tabelle |V dargestellt.

[0154] Die vollstédndige Totalreaktion (Complete Response — CR, Total) ist ebenfalls angegeben. Eine bevor-
zugte wirksame Dosis, die aus diesem Test erkennbar ist, ist 275 pg/kg i. v. qod. x 3.

[0155] In einem Toxizitatsassay in Tumor-etablierten Mausen, bei dem die Dosierungen an RFB4(dsFv)PE38
bei 275 pg/kg bis zu 1200 pg/kg begannen, wurde eine LD, bei 500 pg/kg i. v. god x 3 erhalten und wurde eine
LD,, bei 900 pg/kg i. v. gqod x 3 erhalten. Siehe Tabelle V. Die Anzahl der getesteten Mause und die Zahl der
Mortalitdten pro Dosierungsbereich ist angegeben.

[0156] In einem &hnlichen Antitumor-Assay in Mausen wie oben wurde ein Test vorgenommen, bei dem
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RFB4(dsFv)PE38 durch kontinuierliche Infusion i. p. bei den nachstehend angegebenen Dosierungen verab-
reicht wurde, wobei die Ergebnisse in nachstehender Tabelle VI angegeben sind. Folglich war der Wirkstoff in
der Hemmung der Tumoraktivitat in Mausen wirksam.

Tabelle IV

Antitumor-Aktivitat von RFB4(dsFv)PE38 in i. v. behandelten Mausen

Dosis (ug/Kg qod x 3) CR/total % CR
0 0/13 0

200 4/5 80
275 14/14 100
345 77 100
Minimale wirksame Dosis = 275 ug/Kgi. v. qod % 3

Tabelle V

Toxizitat von RFB4(dsFv)PE38 in i. v. behandelten Mausen

Dosis (ug/Kg god x 3) Todesfalle/total % Mortalitat
0 0/13 0

275 0/14 0

400 0/10 0

600 2/10 20

1200 4/5 80

LD,, =500 pg/Kg i. v. god. x 3

LD, = 900 pg/Kg i. v. god. x 3

Tabelle VI

Antitumor-Aktivitat und Toxizitat von RFB4(dsFv)PE38 durch kontinuierliche Infusion i. p. in Mause

Dosis CRs Todesfalle

50 pg/Kg/d 0/5 0/5

100 pg/Kg/d 5/5 0/5

200 pg/Kg/d 5/5 0/5

500 pg/Kg/d 4/5

1000 pg/Kg/d 5/5
Beispiel 9

Toleranz von Affen fir RFB4(dsFv)PE38.
[0157] Da RFB4 an Primaten-CD22 bindet und nicht an murines CD22 bindet, wurden Toxikologie-Studien an

Cynomolgus-Affen vorgenommen, die RFB4(dsFv)PE38 bis zu 500 ug/Kg i. v. god x 3 gut vertrugen. Die an
die Affen verabreichten Dosierungen waren wie folgt:
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0,1 pg/Kgi. v. god x 3
0,5ug/Kgi. v.qod x 3
1,25 mg/Kgi. v. qod x 3
1,75 mg/Kgi. v. qod x 3
2,0 mg/Kgi.v. qod x 3

[0158] Die standardmaRigen Laborwerte wurden aus Serumproben erhalten, die an Tagen 2, 4, 6, 8, 15 und
21 genommen wurden und alle im normalen Bereich waren, auf3er, dass ein zweifacher oder geringerer An-
stieg der Leberenzyme, Transaminasen und Kreatinin beobachtet wurde. Siehe Fig. 9A und Fig. 9B. Somit
kann RFB4(dsFv)PE38 in hohen Dosen an einen Sauger verabreicht werden, bei dem das CD22-Antigen
durch den RFB4-Antikoérper erkannt wird. Eine klinische Studie der Phase | am Menschen mit CD22-positiven
Malignitaten ist geplant.
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SEQUENZLISTE
1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(1) ANMELDER:
(A) NAME: The Government of the United States of America,
vertreten durch den Secretary of the
Department of Health and Human Services

(B)  STRARE:

(C) STADT: Bethesda

(D) STAAT: Maryland

(E) LAND: USA

(F)  POSTLEITZAHL (ZIP): 20892
(G) TELEFON: (301) 496-7056
(H) TELEFAX:  (301) 402-0220
()  TELEX:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Fitzgerald. David
(B) STRARE: 1202 Azalea Drive
(C) STADT: Rockville
(D) STAAT: Maryland
(E) LAND: USA
(F) POSTLEITZAHL (ZIP): 20852
(G) TELEFON:
(H)  TELEFAX:
)] TELEX:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Pastan, Ira
(B) STRARE: 11710 Beall Mountain Road
(C) STADT: Potomac
(D)  STAAT: Maryland
(E) LAND: USA
(F) POSTLEITZAHL (ZIP): 20892-4255
(G) TELEFON:
(H)  TELEFAX:
()] TELEX:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Mansfield, Elizabeth
(B) STRARE: 4710 Bethesda Avenue, Apartment 408
(C) STADT: Bethesda
(D)  STAAT: Maryland
(E) LAND: USA
(F) POSTLEITZAHL (ZIP): 20814
(G) TELEFON:
(H)  TELEFAX:
" TELEX:
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(ii)

(iii)
(iv)

(vi)

(vi)

(viii)

(ix)
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ANMELDER:

(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
(F)
(G)
(H)
U

NAME: Kreitman, Robert
STRARE: 11915 Reynolds Avenue
STADT: Potomac

STAAT: Maryland

LAND: USA

POSTLEITZAHL (ZIP): 20854
TELEFON:

TELEFAX:

TELEX:

TITEL DER ERFINDUNG: Rekombinante Antikérper und

Immunkonjugate, gerichtet auf CD22-tragende Zellen und Tumoren

ANZAHL DER SEQUENZEN: 15
KORRESPONDENZADRESSE:

(A) ADDRESSAT: Townsend and Townsend and Crew LLP
(B) STRARE: Two Embarcadero Center, Achter Stock

© STADT: San Franzisco

(D) STAAT: Kalifornien

(E)
(F)

LAND:  USA
POSTLEITZAHL (ZIP): 94111-3834

COMPUTERLESBARE FORM:

(A)
(B)
(C)
(D)

MEDIUMTYP: Floppy-Disk

COMPUTER: IBM-PC-kompatibel
BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
SOFTWARE: Patentin Release #1.0 Version #1.30

DERZEITIGE ANMELDUNGSDATEN:

(A)
(B)
(C)

ANMELDUNGSNUMMER: WO PCT/US98/05453
ABLAGEDATUM: 19. MARZ 1998
KLASSIFIKATION:

VORHERIGE ANMELDUNGSDATEN:

(A)
(B)

ANMELDUNGSNUMMER: US 60/041.437
ABLAGEDATUM: 20. MARZ 1997

ANWALT / AGENT-INFORMATION:

(A)

(B)
(C)

NAME: Weber, Ellen Lauver
REGISTRATIONSNUMMER: 32.762
REFERENZ/LISTENNUMMER: 15280-3171PC

TELEKOMMUNIKATIONS-INFORMATION:

(A)
(8)

TELEFON: (415) 576-0200
TELEFAX: (415) 576-0300

INFORMATION FUR SEQ ID NR: 1:

(i)

(i)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN.

(A)  LANGE: 369 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
C) STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear
MOLEKULART: DNA
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(x) MERKMAL:
(A)  NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION:  1..369
(D)  WEITERE INFORMATION: /Produkt= ,RFB4-Schwerkette"

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID NR: 1:

GAA GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTA GTG AAG CCT GGA GGG 48
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

*TCC CTG AAA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC GCT TTC AGT ATC TAT 96
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Ile Tyr
20 25 30

GAC ATG TCT TGG GTT CGC CAG ACT CCG GAG AAG AGG CTG GAG TGG GTC 144
Asp Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

GCA TAC ATT AGT AGT GGT GGT GGT ACC ACC TAC TAT CCA GAC ACT GTG 192
Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

AAG GGC CGA TTC RCC ATC TCC AGA GAC AAT GCC AAG AAC ACC CTG TAC 240
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

CTG CAA ATG AGC AGT CTG AAG TCT GAG GAC ACA GCC ATG TAT TAC TGT 288
Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 ) 50 95

GCA AGA CAT AGT GGC TAC GGT AGT AGC TAC GGG GIT TTG TTT GCT TAC 336
Ala Arg His Ser Gly Tyr Gly Ser Ser Tyr Gly Val Leu Phe Ala Tyr

100 105 110
TGG -GGC CAA GGG ACT CTG GTC ACT GTC TCT GCA 369

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 2:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 123 Aminoséuren
(B) TYP: Aminoséaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART: Protein

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID NR: 2:

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Ile Tyr
20 25 30

Asp Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
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Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Ser Gly Tyr Gly Ser Ser Tyr Gly Val Leu Phe Ala Tyr
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 3:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 321 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT:  Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART: DNA

(ix) MERKMAL:
(A)  NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B)  LOKALISATION: 1...321
(D)  WEITERE INFORMATION: /Produkt= ,RFB4-Leichtkette”

(xij SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 3:

GAT ATC CAG ATG ACC CAG ACT ACA TCC TCC CTG TCT GCC TCT CTG GGA 48
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

GAC AGA GTC ACC ATT AGT TGC AGG GCA AGT CAG GAC ATT AGC AAT TAT 96
Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

TTA AAC TGG TAT CAG CAG ARA CCA GAT GGA ACT GTT AAA CTC CTG ATC 144
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45

TAC TAC ACA TCA ATA TTA CAC TCA GGA GTC CCA TCA AGG TTC AGT GGC 192
Tyr Tyr Thr Ser Ile Leu Bis Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

" AGT GGG TCT GGA ACA GAT TAT TCT CTC ACC ATT AGC AAC CTG GAG CAA 240
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
65 70 75 80

GAA GAT TTT GCC ACT TAC TTT TGC CAA CAG GGT AAT ACG CTT CCG TGG 288

.Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95
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ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC ARA
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 4:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A) LANGE:
(B) TYP: Aminosaure
(D)  TOPOLOGIE: linear

(if) MOLEKULART: Protein

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG:

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser
Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly
35 40

Tyr Tyr Thr Ser Ile Leu His Ser Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr
65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 5:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE:
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT:
(D)  TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULART: Peptid
(xi)y SEQUENZBESCHREIBUNG:

Gly Gly Gly Ser
1

107 Aminosauren

SEQ ID NR: 4:

Leu. Ser

Gln Asp

Thr Val

Pro Ser

60

Ile Ser
15

Gly Asn

Lys

4 Aminoséauren

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

SEQ ID NR: &:
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(20  INFORMATION FUR SEQ ID NR: 6:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinséure
(C)  STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: DNA

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1...33
(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen=,RFB4 VH5-
Schwerketten-Primer”

(xi)  SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID NR: 6:

GGACCTCATA TGGAAGTGCA GCTGGTGGAG TCT 33

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 7:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 24 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(©) STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE. linear

(i) MOLEKULART: DNA

(ix) MERKMAL.:
(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LOKALISATION: 1..24
(D)  WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen=,Gamma-CH1-
Schwerketten-Primer*

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQIDNR: 7
AGCAGATCCA GGGGCCAGTG GATA 24
(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 8:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 54 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsdure
(C)  STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART: DNA

(ix) MERKMAL.:
(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LOKALISATION: 1...54
(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VH3-
Schwerketten-Primer*
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(xi)y SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID NR: 8:

AGATCCGCCA CCACCGGATC CGCCTCCGCC TGCAGAGACA GTGACCAGAG TCCC 54

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 9:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 27 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULART: DNA

(ix) MERKMAL.:
(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LOKALISATION: 1..27
(D)  WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VH3 dsFv-
Schwerketten-Primer*

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQIDNR: 9:

CCGGAAGCTT TTGCAGAGAC AGTGACC 27

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 10:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 28 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART:  DNA

(iX) MERKMAL: )
(A)  NAME/SCHLUSSEL:
(B) LOKALISATION:  1..28

(D)  WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VH dsFv(cys)-
Schwerketten-Primer*

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 10:

GACCCACTCC AGGCACTTCT CCGGAGTC 28

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 11:

0] SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 48 Basenpaare
B) TYP: Nukleinsaure
(9] STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART: DNA
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MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LOKALISATION: 1...48
(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VL5-
' Leichtketten-Primer*

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 11:

GGTGGCGGAT CTGGAGGTGG CGGAAGCGAT ATCCAGATGA CACAGACT

(2)

INFORMATION FUR SEQ ID NR: 12:

(i)

(ii)
(ix)

(xi)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsédure

(C) STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

MOLEKULART: DNA

MERKMAL.:

(A) NAME/SCHLUSSEL.:

(B) LOKALISATION: 1..24

(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen=,C-Kappa-
Leichtketten-Primer”

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID NR: 12:

TGGTGGGAAG ATGGATACAG TTGG

(2)

INFORMATION FUR SEQ ID NR: 13:

(i)

(xi)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN.

(A)  LANGE: 25 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinséure
(C) STRANGIGKEIT: Einzel-

(D) TOPOLOGIE: linear

MOLEKULART: DNA

MERKMAL.:

(A) NAME/SCHLUSSEL:

(B) LOKALISATION: 1..25

(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VL3-
Leichtketten-Primer*

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID NR: 13:

CCGGAAGCTT TGATTTCCAG CTTGG
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 14:

)

(ii)
(ix)

(xi)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A) LANGE: 28 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Einzel-
(D)  TOPOLOGIE: linear

MOLEKULART: DNA

MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL:

(B) LOKALISATION: 1..28

(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VL5 dsFv-
Leichtketten-Primer*

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 14:

GGACCTCATA TGGATATCCA GATGACCC 28

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NR: 15:

(i)

(ii)
(ix)

(xi)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN.
(A)  LANGE: 48 Basenpaare
(B) TYP: Nukleinséure

(C)  STRANGIGKEIT: Einzel-
(D) TOPOLOGIE: linear

MOLEKULART: DNA

MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL:

(B) LOKALISATION: 1...48

(D) WEITERE INFORMATION: /Kennzeichen= ,RFB4 VL3 dsFv-
Leichtketten-Primer*

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 15:

CCGGAATTCA TTATTTGATT TCCAGCTTGG TGCCGCAACC GAACGTCC 48

1. Rekombinantes Immunkonjugat, umfassend ein therapeutisches Mittel oder ein nachweisbares Marker-
peptid, das kovalent an ein RFB4-Bindungsfragment gebunden ist, umfassend eine V -Kette mit einem Cystein
an Aminosaure-Position 44 und eine V -Kette mit einem Cystein an Aminosaure-Position 100, wobei die
V,-Kette wenigstens 90% Identitédt zu SEQ ID NR. 2 iber ein Vergleichsfenster von 10-20 Aminosduren auf-
weist und die V| -Kette wenigstens 90% Identitat zu SEQ ID Nr. 4 Uber ein Vergleichsfenster von 10-20 Amino-

Patentanspriiche

sauren aufweist.

2. Rekombinantes Immunkonjugat nach Anspruch 1, wobei die V,,-Kette wenigstens 80% Identitat zu SEQ

ID NR. 2 aufweist und die V -Kette wenigstens 80% Identitat zu SEQ ID Nr. 4 aufweist.

3. Rekombinantes Immunkonjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei das therapeutische Mittel ein Toxin ist.

4. Rekombinantes Immunkonjugat nach Anspruch 3, wobei das Toxin ein Pseudomonas-Exotoxin (PE)

oder ein zytotoxisches Fragment davon ist.
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5. Rekombinantes Immunkonjugat nach Anspruch 4, wobei das zytotoxische Fragment PE38 ist.

6. Rekombinantes Immunkonjugat nach Anspruch 4 oder 5, wobei die variable schwere (V,,) Kette peptid-
gebunden ist an den Amino-Terminus des Toxins.

7. Rekombinantes Immunkonjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die V-Kette peptidgebunden
ist an die V| -Kette durch ein Linkerpeptid.

8. Rekombinantes Immunkonjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die V-Kette an die V -Kette
durch eine Cystein-Cystein-Disulfidbindung gebunden ist.

9. Rekombinantes Immunkonjugat nach Anspruch 7, wobei das Linkerpeptid die in SEQ ID NR. 5 darge-
stellte Sequenz aufweist.

10. Expressionskassette, die ein rekombinantes Immunkonjugat codiert, umfassend eine Sequenz, die ein
Toxinpeptid codiert, das kovalent an ein RFB4-Bindungsfragment gebunden ist, umfassend eine V-Kette mit
einem Cystein an Aminosaure-Position 44 und eine V -Kette mit einem Cystein an Aminosaure-Position 100,
wobei die V,-Kette wenigstens 90% Identitdt zu SEQ ID Nr. 2 Gber ein Vergleichsfenster von 10-20 Aminos&u-
ren aufweist und die V -Kette wenigstens 90% Identitat zu SEQ ID Nr. 4 tber ein Vergleichsfenster von 10-20
Aminosauren aufweist.

11. Expressionskassette nach Anspruch 10, wobei das Toxin ein Pseudomonas-Exotoxin (PE) oder ein zy-
totoxisches Fragment davon ist.

12. Expressionskassette nach Anspruch 11, wobei das zytotoxische Fragment PE38 ist.

13. Expressionskassette nach einem der Anspriiche 10 bis 12, auRerdem umfassend eine Sequenz, die
ein Linkerpeptid mit der in SEQ ID NR. 5 dargestellten Sequenz codiert.

14. Isolierte Wirtszelle, umfassend eine Expressionskassette nach einem der Anspriiche 10 bis 13.
15. Verfahren zum Hemmen des Wachstums eine malignen B-Zelle, welches Verfahren das Kontaktieren
in vitro der malignen B-Zelle mit einer wirksamen Menge eines rekombinanten Immunkonjugats nach einem

der Anspriiche 1 bis 9 umfasst.

16. Verwendung eines rekombinanten Immunkonjugats nach einem der Anspriiche 1 bis 9 fur die Herstel-
lung eines Medikaments zum Hemmen des Wachstums einer malignen B-Zelle.

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei die maligne B-Zelle ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend
aus: einer Nager-B-Zelle, einer Hunde-B-Zelle und einer Primaten-B-Zelle.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Figur 2A
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Figur 2B
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Fig. 3
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% der konkurrierten Zdhlungen
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Fig. 4
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Fig. 5
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PLASMASPIEGEL (ng/ml)
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PHARMAKOKINETIKEN VON RFB4(dsFv)-PE38
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