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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwen-
dung von Antagonisten des vaskularen Endothelzel-
len-Wachstumsfaktors (VEGF) bei der Herstellung ei-
nes Medikaments flir therapeutische Zwecke. Insbe-
sondere betrifft die vorliegende Erfindung die Her-
stellung eines Medikaments zur Behandlung eines
Odems.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die zwei Hauptzellkomponenten des Gefal3-
systems sind die Endothel- und glatten Muskelzellen.
Die Endothelzellen bilden die Auskleidung der Innen-
oberflache aller BlutgefalRe und sie bilden eine nicht-
thrombogene Grenzflache zwischen Blut und Gewe-
be. Ferner sind Endothelzellen eine wichtige Kompo-
nente fur die Entwicklung neuer Kapillaren und Blut-
gefalie. Daher proliferieren Endothelzellen wahrend
der Angiogenese oder Revaskularisation in Verbin-
dung mit Tumorwachstum und -metastasierung so-
wie einer Vielzahl nicht-neoplastischer Erkrankungen
oder Stérungen.

[0003] Verschiedene natiirliche vorkommende Poly-
peptide induzieren nach Berichten die Proliferation
von Endothelzellen. Zu diesen Polypeptiden gehdéren
die basischen und sauren Fibroblastenwachstums-
faktoren (FGF), Burgess und Maciag, Annual Rev.
Biochem., 58: 575 (1989), Plattchen-Endothelzellen-
Wachstumsfaktor (PD-ECGF), Ishikawa et al., Natu-
re, 338: 557 (1989), und der vaskuladre endothelia-
le Wachstumsfaktor (VEGF), Leung et al., Science
246: 1306 (1989); Ferrara & Henzel, Biochem. Bio-
phys. Res. Commun. 161: 851 (1989); Tischer et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 165: 1198 (1989);
Ferrara et al., PCT Pat. Pub. Nr. WO 90/13649 (ver-
Offentlicht am 15. November 1990).

[0004] VEGF wurde zum ersten Mal in Medien iden-
tifiziert, die durch follikulare Zellen oder follikulare
Sternzellen von Rinderhypophyse konditioniert wa-
ren. Biochemische Analysen zeigen, dass Rinder-
VEGF ein dimeres Protein mit einer scheinbaren Mo-
lekuldrmasse von etwa 45000 Dalton und mit einer
scheinbaren mitogenen Spezifitdt fir vaskulare En-
dothelzellen ist. DNA mit Codierung fir Rinder-VEGF
wurde durch Screening einer aus derartigen Zellen
hergestellten cDNA-Bibliothek isoliert, wobei Oligo-
nucleotide auf der Basis der aminoterminalen Amino-
sauresequenz des Proteins als Hybridisierungsson-
den verwendet wurden.

[0005] Humaner VEGF wurde durch ein erstes
Screening einer aus humanen Zellen hergestellten
cDNA-Bibliothek erhalten, wobei Rinder-VEGF-cD-
NA als Hybridisierungssonde verwendet wurde. Ei-

ne dadurch identifizierte cDNA codiert ein 165-Ami-
nosauren-Protein mit mehr als 95% Homologie zu
Rinder-VEGF, wobei dieses Protein als humaner VE-
GF (hVEGF) bezeichnet wird. Die mitogene Aktivi-
tat von humanem VEGF wurde durch Expression der
humanen VEGF-cDNA in Sdugerwirtszellen festge-
stellt. Durch mit der humanen VEGF-cDNA transfi-
zierte Zellen konditionierte Medien férderten die Pro-
liferation von Kapillarendothelzellen, wéhrend Kon-
trolizellen dies nicht taten. Siehe Leung et al., Sci-
ence 246: 1306 (1989).

[0006] Mehrere weitere cDNAs, die 121-, 189- und
206-Aminosauren-Isoformen von hVEGF (kollektiv
auch als hVEGF-verwandte Proteine bezeichnet) co-
dieren, wurden in humanen cDNA-Bibliotheken iden-
tifiziert. Das 121-Aminosauren-Protein unterscheidet
sich von hVEGF durch die Deletion der 44 Ami-
nosauren zwischen den Resten 116 und 159 in
hVEGF. Das 189-Aminosauren-Protein unterschei-
det sich von hVEGF durch die Insertion von 24 Ami-
nosauren an Rest 116 in hVEGF und es ist schein-
bar identisch mit dem humanen vaskularen Perme-
abilitdtsfaktor (hVPF). Das 206-Aminosauren-Protein
unterscheidet sich von hVEGF durch eine Insertion
von 41 Aminosauren an Rest 116 in hVEGF. Houck
et al., Mol. Endocrin. 5: 1806 (1991); Ferrara et al.,
J. Cell. Biochem. 47: 211 (1991); Ferrara et al., En-
docrine Reviews 13: 18 (1992); Keck et al., Science
246: 1309 (1989); Connolly et al., J. Biol. Chem. 264:
20017 (1989); Keck et al., EPO Pat. Pub. Nr. 0 370
989 (verdffentlicht am 30. Mai 1990).

[0007] Rezeptoren fir VEGF wurden in der Literatur
beschrieben. Fir zwei derartige Rezeptoren, flt-1 und
flk-1, wurde ermittelt, dass sie VEGF-Wirkungen ver-
mitteln [DeVries et al., Science 255: 989 (1992); Shi-
buya et al., Oncogene 5: 519 (1990); Matthews et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 9026 (1991); Terman et al.,
Oncogene 6: 1677 (1991); Terman et al., Biochem.
Biophys. Res. Comm. 187: 1579 (1992); Neufeld et
al., Prog. Growth Factor Res. 5: 89-97 (1994); Wal-
tenberger et al., J. Biol. Chem. 269: 26988 (1994);
Quinn et al., Proc. Natl. Acac. Sci. 90: 7533 (1993)]
doch sind deren Regulation und Mechanismen noch
nicht vollstandig verstanden. Lennmyr et al., J. Neu-
ropathology and Exp. Neurology 57: 874-882 (1998).
Sowohl der flt-1- als auch der flk-1-Rezeptor sind
membrandurchspannende Rezeptoren und gehoéren
zur Klasse-lll-Tyrosinkinaserezeptorfamilie. Barleon
et al., J. Cell Biochem. 54: 56 (1994); Neufeld et al.,
aaO.

[0008] VEGF stimuliert nicht nur die vaskulare En-
dothelzellproliferation, sondern induziert auch die An-
giogenese. Die Angiogenese, die die Bildung neuer
Blutgefalle aus bereits existierendem Endothel um-
fasst, ist eine wichtige Komponente einer Vielzahl
von Erkrankungen und Stérungen, die Tumorwachs-
tum und -metastasierung, rheumatoide Arthritis, Pso-
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riasis, Atherosklerose, diabetische Retinopathie, re-
trolentale Fibroplasie, neovaskulares Glaukom, al-
tersbedingte Makuladegeneration, Hdmangiome, Im-
munabstoRung von transplantiertem Korneagewebe
und anderen Geweben und chronische Entziindung
umfassen.

[0009] Im Falle von Tumorwachstum scheint Angio-
genese fiir den Ubergang von Hyperplasie zu Neo-
plasie und fir die Bereitstellung einer Erndhrung des
wachsenden soliden Tumors entscheidend zu sein.
Folkman et al., Nature 339: 58 (1989). Angiogenese
ermoglicht auch den Kontakt von Tumoren mit dem
Gefalbett des Wirts, was einen Weg zur Metastasie-
rung der Tumorzellen ergeben kann. Beweisanzei-
chen fir die Rolle von Angiogenese bei Tumorme-
tastasierung werden beispielsweise durch Untersu-
chungen geliefert, die eine Korrelation zwischen der
Zahl und Dichte von Mikrogeféfen in histologischen
Schnitten eines invasiven humanen Brustkarzinoms
und dem tatséchlichen Vorhandensein entfernter Me-
tastasen zeigen, Weidner et al., New Engl. J. Med.
324: 1 (1991).

[0010] Es wurde auch berichtet, dass VEGF an der
endothelialen und vaskuldren Permeabilitat beteiligt
ist. Siehe Ferrara et al., Endocrine Reviews 18: 4—
25 (1997); Dobrogowska et al., J. Neurocytology 27:
163 (1998). Obwohl dies nicht vollstdndig verstanden
wird, wird angenommen, dass VEGF die Endothel-
zellendurchlassigkeit in Haut-, Retina- und Tumorge-
weben erhéht. Collins et al., Brit. J. Pharmacology
109: 195 (1993); Connolly et al., J. Clin. Invest. 84:
1470 (1989); Shweiki et al., Nature 359: 843 (1992)
; Monacci et al., Am. J. Physiol. 264: C995 (1993)
; Stone et al., J. Neurosci. 15: 4738 (1995); Detmar
et al., J. Invest. Dermatol. 108: 263 (1997); Wein-
del et al., Neurosurgery 35: 437 (1994). Die potenti-
ellen Wirkungen und die Rolle von VEGF (und von
dessen Rezeptoren, insbesondere des flt-1-Rezep-
tors) auf die Endothelzellen- und Blut-Hirn-Schran-
kendurchlassigkeit wurden ebenfalls untersucht. Sie-
he beispielsweise Rosenstein et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 95: 7086 (1998); Dobrogowska, aaO; Kovacs et
al., Stroke 27: 1865 (1996). Eine relativ diffuse VE-
GF-mRNA-Expression wurde in Hirn ausgewachse-
ner Ratten, jedoch mit einer ziemlich geringen Menge
beobachtet. Monacci et al., Am. J. Physiol. 146: 368—
378 (1993). Jedoch wurde gezeigt, dass ein verrin-
gerter Sauerstoffdruck eine VEGF-Expression aus-
I6st [Dor und Keshet, Trends in Cardiovascular Med.,
7: 289-294 (1998)], und es wurde gezeigt, dass er-
héhte Konzentrationen von VEGF, flt-1 und flk-1 in
Rattenhirn nach der Induktion einer fokalen zereb-
ralen Ischamie auftreten. Hayashi et al., Stroke 28:
2039 (1997); Kovacs et al, aaO; Lennmyr et al.,
J. Neuropathology and Experimental Neurology, 57:
874 (1998). Die Rolle von VEGF bei der Pathogene-
se von Schlaganfall und BBB-Abbau ist unklar, wo-
bei in der Literatur widersprechende experimentelle

Beobachtungen angegeben werden. Beispielsweise
zeigten Nag et al., J. Neuropathology and Experimen-
tal Neurology 56: 912 (1997), in deren Rindenstran-
glaésionsrattenmodell das Vorhandensein von mura-
lem VEGF in permeablen Pialgefalen und Arteriolen
innerhalb des geschéadigten Gewebes und aus die-
ser Beobachtung wurde gefolgert, dass VEGF einer
der mehreren Faktoren ist, die einen BBB-Abbau und
eine Odembildung vermitteln kénnen. Andererseits
wird in Hayashi et al., J. Cerebral Blond Flow and Me-
tabolism, 18: 887 (1998) berichtet, dass VEGF selbst,
wenn er topisch auf der Oberflache eines reperfun-
dierten Rattenhirns nach voriibergehendem zerebra-
len Arterienverschluss appliziert wurde, eine ischdmi-
sche Herzschadigung, Infarktvolumen und Odembil-
dung verringerte.

[0011] Die WO 94/10202 (D1) offenbart Antagonis-
ten von VEGF und sie stellt fest, dass die Antagonis-
ten zur Behandlung von Erkrankungen oder Stérun-
gen, die durch eine unerwiinschte oder Ubermafige
Endothelzellproliferation oder Revaskularisation ge-
kennzeichnet sind, verwendbar sind.

[0012] Die WO 98/16551 (D2) offenbart Antagonis-
ten von VEGF und sie stellt fest, dass die Antago-
nisten zur Behandlung von Indikationen, bei denen
eine Modulation des Endothelzellenwachstums und
der Angiogenese gewlnscht ist, verwendbar sind.

[0013] Die WO 00/29584 (D6), die unter Artikel 54(3)
EPU fallt, offenbart Antagonisten von VEGF und sie
stellt fest, dass die Antagonisten zur Behandlung von
neoplastischen und nicht-neoplastischen Zustanden
verwendbar sind.

Zusammenfassung der Erfindung

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwen-
dung eines hVEGF-Antagonisten bei der Herstellung
eines Medikaments zur Behandlung oder Préavention
eines Odems in Verbindung mit einem isch&dmischen
Schlaganfall bei einem Sauger gemaf der Definition
in den Anspriichen bereit.

[0015] Weitere Ausfuhrungsformen der Erfindung
sind wie in den Anspriichen 2—-12 beschrieben.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0016] Fig. 1 zeigt die Wirkung von Anti-hVEGF-mo-
noklonalen-Antikdrpern (A4.6.1 oder B2.6.2) oder ei-
nes irrelevanten-Anti-Hepatocytenwachstumsfaktor-
Antikorpers (Anti-HGF) auf die Bindung der Anti-hVE-
GF-monoklonalen-Antikérper an hVEGF.

[0017] Fig. 2 zeigt die Wirkung von Anti-hVEGF-mo-
noklonalen-Antikérpern (A4.6.1 oder B2.6.2) oder ei-
nes irrelevanten-Anti-HGF-Antikérpers auf die biolo-
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gische Aktivitat von hVEGF in Kulturen von bovinen
Nebennierenrindenkapillarendothel (ACE) zellen.

[0018] Fig. 3 zeigt die Wirkung von Anti-hVEGF-mo-
noklonalen-Antikérpern (A4.6.1, B2.6.2 oder A2.6.1)
auf die Bindung von hVEGF an bovine ACE-Zellen.

[0019] Fig. 4 zeigt die Wirkung einer Behandlung mit
Anti-hVEGF-monoklonalem-Antikérper A4.6.1 auf
die Wachstumsrate von NEG55-Tumoren bei Mau-
sen.

[0020] Fig. 5 zeigt die Wirkung einer Behandlung mit
Anti-hVEGF-monoklonalem-Antikérper A4.6.1 auf
die GroRe von NEG55-Tumoren bei Mausen nach ei-
ner finfwdchigen Behandlung.

[0021] Fig. 6 zeigt die Wirkung einer Behandlung mit
Anti-hVEGF-monoklonalem-Antikérper A4.6.1 (VE-
GF Ab) auf das Wachstum von SK-LMS-1-Tumoren
bei Mausen.

[0022] Fig. 7 zeigt die Wirkung einer Behandlung mit
variierenden Dosen von Anti-hVEGF-monoklonalem-
Antikérper A4.6.1 (VEGF Ab) auf das Wachstum von
A673-Tumoren bei Mausen.

[0023] Fig. 8 zeigt die Wirkung von Anti-hVEGF-
monoklonalem-Antikdrper A4.6.1 auf das Wachstum
und Uberleben von NEG55(G55)-Glioblastomzellen
in Kultur.

[0024] Fig. 9 zeigt die Wirkung von Anti-hVEGF-
monoklonalem-Antikdrper A4.6.1 auf das Wachstum
und Uberleben von A673-Rhabdomyosarcomzellen
in Kultur.

[0025] Fig. 10 zeigt die Wirkung von Anti-hVEGF-
monoklonalem-Antikérper A4.6.1 auf durch humane
Synovia induzierte Chemotaxis humaner Endothel-
zellen.

[0026] Fig. 11 zeigt die Wirkung einer Behandlung
mit flt-IgG auf das Ausmal} von édematésem Gewe-
be, das durch hohe Signalintensitat auf dem T2-ge-
wichteten MR-Bild gezeigt wird.

[0027] Fig. 12 zeigt reprasentative T2-gewichtete
MR-Bilder, die 24 h nach dem Einsetzen von Ischa-
mie aufgezeichnet wurden, fiir sowohl die Kontroll-
gruppe (oberes Feld) als auch die Behandlungsgrup-
pe (unteres Feld), die eine Verringerung von édemat-
0sem Gewebe in der Behandlungsgruppe zeigen.

[0028] Fig. 13 zeigt die Wirkung einer Behandlung
mit flt-1IgG auf die Grole eines Infarkts, was unter Ver-
wendung von hochauflésender anatomischer MRI 8-
12 Wochen nach dem Einsetzen von Ischamie be-
stimmt wurde.

[0029] Fig. 14A-B zeigt ein Alignment der Amino-
sauresequenzen fiir die leichten bzw. schweren va-
riablen Doméanen von affinitatsgereiften Anti-VEGF-
Antikdérpern im Vergleich mit dem F(ab)-12-Antikor-
per (SEQ ID NO: 1 in Fig. 14A angegeben; SEQ ID
NO: 9 in Fig. 14B angegeben). Die CDRs sind unter-
strichen und mit L, leichte Ketten, oder H, schwere
Ketten, und den Zahlen 1-3 bezeichnet. Die affinitats-
gereiften Sequenzen sind mit YO234-1 (SEQ ID NO:
2in Fig. 14A angegeben, SEQ ID NO: 10 in Fig. 14B
angegeben); YO238-3 (SEQ ID NO: 3 in Fig. 14A an-
gegeben, SEQ ID NO: 11 in Fig. 14B angegeben)
; YO313-1 (SEQ ID NO: 4 in Fig. 14A angegeben,
SEQ ID NO: 12 in Fig. 14B angegeben); und YO317
(SEQ ID NO: 5 in Fig. 14A angegeben, SEQ ID NO:
13 in Fig. 14B angegeben) bezeichnet. Unterschiede
gegeniber F(ab)-12 sind eingerahmt angegeben.

[0030] Fig. 15A-B zeigt ein Alignment der Amino-
sauresequenzen fir die leichten bzw. schweren va-
riablen Domanen von affinitatsgereiften Anti-VEGF-
Antikérpern im Vergleich mit dem F(ab)-12-Antikor-
per (SEQ ID NO: 1 in Fig. 14A und Fig. 15A angege-
ben; SEQ ID NO: 9in Fig. 14B und Fig. 15B angege-
ben). Die CDRs sind unterstrichen und mit L, leichte
Ketten, oder H, schwere Ketten, und den Zahlen 1-
3 bezeichnet. Die affinitatsgereiften Sequenzen sind
mit YO192 (SEQ ID NO: 6 in Fig. 15A angegeben,
SEQ ID NO: 14 in Fig. 15B angegeben); YO238-3
(SEQ ID NO: 3in Fig. 14A und Fig. 14B angegeben,
SEQID NO: 11 in Fig. 14B und Fig. 15B angegeben)
; YO239-19 (SEQ ID NO: 7 in Fig. 15A angegeben,
SEQ ID NO: 15in Fig. 15B angegeben); und YO313-
2 (SEQID NO: 8in Fig. 15A angegeben, SEQ ID NO:
16 in Fig. 15B angegeben) bezeichnet. Unterschiede
gegeniber F(ab)-12 sind eingerahmt angegeben.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0031] Die vorliegende Erfindung stellt die Herstel-
lung von Medikamenten bereit, die Antagonisten von
hVEGF enthalten, die eine oder mehrere der biolo-
gischen Aktivitdten von hVEGF hemmen, maskieren
oder neutralisieren kénnen. Antagonisten von hVE-
GF wirken durch Eingreifen in die Bindung von hVE-
GF an einen zellularen Rezeptor. Daher werden vom
Umfang der Erfindung Antikérper, monoklonale Anti-
korper und humanisierte Antikérper oder Fragmente
derselben, die an hVEGF oder einen hVEGF-Rezep-
tor binden, umfasst. Ebenfalls vom Umfang der Erfin-
dung werden Fragmente und Aminosauresequenz-
varianten von hVEGF, die an hVEGF-Rezeptor bin-
den, jedoch nicht die biologische Aktivitat von nati-
vem hVEGF zeigen, umfasst. Ebenfalls vom Umfang
der Erfindung werden Varianten des hVEGF-Rezep-
tors und Fragmente der Aminosauresequenz dessel-
ben, die hVEGF binden kdnnen, umfasst.

[0032] Der hier verwendete Ausdruck hVEGF” be-
zeichnet den humanen vaskularen Endothelzellen-
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wachstumsfaktor von 165 Aminosauren und ver-
wandte vaskuldre Endothelzellenwachstumsfaktoren
von 121, 189 und 206 Aminosauren gemal der
Beschreibung bei Leung et al., Science 246: 1306
(1989) und Houck et al., Mol. Endocrin. 5: 1806
(1991), zusammen mit den natirlich vorkommenden
Allel- und prozessierten Formen dieser Wachstums-
faktoren.

[0033] Der hier verwendete Ausdruck "hVEGF-Re-
zeptor” oder "hVEGFr” bezeichnet einen zellularen
Rezeptor fur hVEGF, Ublicherweise einen Zellober-
flachenrezeptor, der sich auf vaskularen Endothelzel-
len findet, sowie Fragmente und Varianten dessel-
ben, die die Fahigkeit zur Bindung von hVEGF beibe-
halten. Typischerweise sind die hVEGF-Rezeptoren
und Fragmente und Varianten desselben, die hVE-
GF-Antagonisten sind, in isolierter Form und nicht in
einer Zellmembran integriert oder an einer Zellober-
flache fixiert, wie dies in der Natur der Fall sein kann.
Ein Beispiel fir einen hVEGF-Rezeptor ist die fms-
ahnliche Tyrosinkinase (flt oder flt-1), ein Transmem-
branrezeptor in der Tyrosinkinasefamilie. DeVries et
al., Science 255: 989 (1992); Shibuya et al., Oncoge-
ne 5: 519 (1990). Der flt-Rezeptor voller Lange um-
fasst eine extrazellulare Domaéne, eine Transmem-
brandoméane und eine intrazellulare Domane mit Ty-
rosinkinaseaktivitat. Die extrazellulare Doméne ist an
der Bindung von hVEGF beteiligt, wahrend die intra-
zelluldare Doméne an der Signallbertragung beteiligt
ist.

[0034] Ein weiteres Beispiel fir einen hVEGF-Re-
zeptor ist der flk-1-Rezeptor (auch als KDR bezeich-
net). Matthews et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 88: 9026
(1991); Terman et al., Oncogene 6: 1677 (1991); Ter-
man et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 187:
1579 (1992).

[0035] Die Bindung von hVEGF an den flt-Rezeptor
fuhrt zur Bildung von mindestens zwei Komplexen mit
hohem Molekulargewicht mit einem scheinbaren Mo-
lekulargewicht von 205000 und 300000 Dalton. Es
wird angenommen, dass der Komplex mit 300000
Dalton ein Dimer ist, das zwei Rezeptormolekiile an
ein einziges hVEGF-Molekul gebunden umfasst.

[0036] Varianten von HVEGFrwerden ebenfalls vom
vorliegenden Umfang umfasst. Reprasentative Bei-
spiele umfassen gestutzte Formen eines Rezeptors,
wobei mindestens die Transmembran- und Cytoplas-
madoméane von dem Rezeptormolekil voller Lan-
ge deletiert sind, und Fusionsproteine, wobei Nicht-
hVEGFr-Polymere oder -Polypeptide mit dem hVEG-
Fr oder vorzugsweise gestutzten Formen desselben
konjugiert sind. Ein Beispiel fir ein derartiges Nicht-
hVEGF-Polypeptid ist ein Immunglobulin. In diesem
Fall ist beispielsweise eine Sequenz der extrazellu-
laren Doméne des hVEGFr fir die Fv-Doméne der
leichten oder (vorzugsweise) schweren Kette eines

Immunglobulins substituiert, wobei der C-Terminus
der extrazellularen Doméane des Rezeptors kovalent
an den Aminoterminus des CH1-, Gelenk-, CH2- oder
eines anderen Fragments der schweren Kette gebun-
den ist. Derartige Varianten werden auf die gleiche
Weise wie bekannte Immunadhé&sine hergestellt. Sie-
he beispielsweise Gascoigne et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. 84: 2936 (1987); Capon et al., Nature 337: 525
(1989); Aruffo et al., Cell 61: 1303 (1990); Ashkenazi
etal., Proc. Nat. Acad. Sci. 88: 10535 (1991); Bennett
et al., J. Biol. Chem. 266: 23060 (1991). Beispiele fir
verschiedene flt-lgG-Fusionsproteine sind im folgen-
den Beispiel 3 beschrieben. Gestutzte Formen der
extrazellularen Domane des hVEGF-Rezeptors, die
zur Verwendung in der Erfindung betrachtet werden,
umfassen ECD-Fragmente (beispielsweise mit einer
oder mehreren deletierten Aminosauren in der ECD-
Sequenz) und ECD-Formen mit einer oder mehre-
ren deletierten Immunglobulin-&dhnlichen Doméanen in
der ECD. Das Beispiel 3B beschreibt beispielswei-
se eine gestutzte Form von ECD, die nur die ersten
drei Immunglobulin-ahnlichen Doméanen von flt an ein
Fc-1gG fusioniert umfasst. Vorzugsweise umfasst ei-
ne gestutzte Form des ECD, die bei der Herstellung
eines Antagonistenmolekils verwendet wird, (eine)
ausreichend(e) Immunglobulin-&dhnliche Domane(n),
um eine gewinschte Bindung an hVEGF sicherzu-
stellen.

[0037] In anderen Ausfiihrungsformen sind der hVE-
GFr oder Fragmente oder Varianten desselben mit
einem nicht-proteinartigen Polymer, wie Polyethy-
lenglykol (PEG) (siehe beispielsweise Davis et al.,
US-Patent 4 179 337; Goodson et al., BioTechno-
logy 8: 343-346 (1990); Abuchowski et al., J. Biol.
Chem. 252: 3578 (1977); Abuchowski et al., J. Biol.
Chem. 252: 3582 (1977)) oder Kohlehydraten (siehe
beispielsweise Marshall et al., Arch. Biochem. Bio-
phys. 167: 77 (1975)) konjugiert. Dies kann zur Ver-
langerung der biologischen Halbwertszeit des hVE-
GFr und Verringerung der Méglichkeit, dass der Re-
zeptor in dem Sauger, dem er verabreicht wird, im-
munogen ist, dienen.

[0038] Der hVEGFr wird in im wesentlichen der glei-
chen Weise wie Antikorper fir hVEGF verwendet,
wobei die Affinitdt des Antagonisten und dessen Va-
lenz fur hVEGF bertcksichtigt wird. Eine Sequenz ei-
ner extrazellularen Doméane des hVEGF-Rezeptors,
entweder als solche oder an ein Immunglobulinpoly-
peptid oder ein anderes Tragerpolypeptid fusioniert,
ist als Antagonist von hVEGF aufgrund deren Fahig-
keit zur Maskierung von hVEGF, das in einem Wirt
vorhanden ist, jedoch nicht an hVEGFr auf einer Zell-
oberflache gebunden ist, besonders gunstig.

[0039] hVEGFr und Fragmente und Varianten des-
selben sind auch bei Screeningassays zur Identifi-
zierung von Agonisten und Antagonisten von hVEGF
verwendbar. Beispielsweise Uberexprimieren Wirts-
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zellen, die mit DNA mit Codierung fur hVEGFr (bei-
spielsweise fit oder flk-1) transfiziert sind, das Re-
zeptorpolypeptid auf der Zelloberflache, was derarti-
ge rekombinante Wirtszellen zur Analyse der Fahig-
keit einer Testverbindung (beispielsweise eines klei-
nen Molekils, linearen oder cyclischen Peptids oder
Polypeptids), an hVEGFr zu binden, ideal geeignet
macht. hVEGFr und hVEGFr-Fusionsproteine, bei-
spielsweise ein hVEGFr-IgG-Fusionsprotein, kénnen
in dhnlicher Weise verwendet werden. Beispielswei-
se wird das Fusionsprotein an einen immobilisierten
Trager gebunden und die Fahigkeit einer Testverbin-
dung, radioaktiv markierten hVEGF von der hVEG-
Fr-Doméane des Fusionsproteins zu verdrangen, be-
stimmt.

[0040] Der Ausdruck "rekombinant’, der in Bezug
auf hWVEGF, hVEGF-Rezeptor, Antikbrper oder ande-
re Proteine verwendet wird, bezeichnet Proteine, die
durch rekombinante DNA-Expression in einer Wirts-
zelle produziert werden. Die Wirtszelle kann proka-
ryotisch (beispielsweise eine Bakterienzelle, wie E.
coli) oder eukaryotisch (beispielsweise eine Hefe-
oder Saugerzelle) sein.

Antagonistenantikdrper

[0041] Der hier verwendete Ausdruck "monoklonaler
Antikérper” bezeichnet einen Antikorper, der aus ei-
ner Population von im wesentlichen homogenen An-
tikérpern erhalten wurde, d. h. die die Population um-
fassenden individuellen Antikérper sind hinsichtlich
Spezifitdt und Affinitdt mit Ausnahme von mdglichen
nattrlich vorkommenden Mutationen, die in geringen
Mengen vorhanden sein kdnnen, identisch. Es ist
anzumerken, dass in Folge von derartigen naturlich
vorkommenden Mutationen und dgl. eine monoklo-
nale Antikbrperzusammensetzung der Erfindung, die
vorwiegend Antikdrper enthélt, die spezifisch hVEGF
oder hVEGFr binden kdnnen, auch geringe Mengen
anderer Antikérper enthalten kann.

[0042] Daher bezeichnet die Modifizierung "monok-
lonal” den Charakter des Antikorpers, dass er aus
einer derartigen im wesentlichen homogenen Popu-
lation von Antikérpern erhalten wurde, und sie soll
nicht bedeuten, dass die Produktion des Antikorpers
durch ein spezielles Verfahren erforderlich ist. Bei-
spielsweise kdnnen monoklonale Antikérper der Er-
findung unter Verwendung des Hybridomverfahrens,
das zum ersten Mal von Kohler & Milstein, Nature
256: 495 (1975) beschrieben wurde, hergestellt wer-
den oder durch Gentechnik hergestellt werden. Siehe
beispielsweise Cabilly et al., US-Patent 4 816 567.

[0043] Bei dem Hybridomverfahren wird eine Maus
oder ein anderes passendes Wirtstier mit einem An-
tigen auf subkutanem, intraperitonealem oder intra-
muskuldrem Weg immunisiert, um Lymphocyten aus-
zuldsen, die Antikorper, die spezifisch an das bzw.

die zur Immunisierung verwendeten Protein(e) bin-
den, produzieren oder produzieren kénnen. Alternativ
kdnnen Lymphocyten in vitro immunisiert werden. Die
Lymphocyten werden dann mit Myelomzellen unter
Verwendung eines geeigneten Fusionsmittels, wie
Polyethylenglykol, unter Bildung einer Hybridomzelle
fusioniert. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, S. 59-103 (Academic Press, 1986).

[0044] Das Antigen kann hVEGF oder hVEGFr sein.
Das Antigen ist optional ein Fragment oder ein Teil
oder eine Variante von einem von hVEGF oder hVE-
GFr mit einem oder mehreren Aminosaureresten, die
an der Bindung von hVEGF an einen von dessen
Rezeptoren teilnehmen. Beispielsweise ist die Im-
munisierung mit einer Sequenz einer extrazellularen
Doméne eines hVEGFr (beispielsweise ein gestutz-
tes hVEGFr-Polypeptid, dem mindestens Transmem-
bran- und intrazellulare Domanen fehlen) zur Produk-
tion von Antikdrpern, die Antagonisten von hVEGF
sind, besonders giinstig, da es eine Region bzw. Re-
gionen innerhalb der extrazelluldaren Doméane sind,
die an der hVEGF-Bindung beteiligt sind.

[0045] Die auf diese Weise hergestellten Hybri-
domzellen werden in einem geeigneten Kulturme-
dium, das vorzugsweise eine oder mehrere Sub-
stanzen enthalt, die das Wachstum oder Uberleben
der nicht-fusionierten Stammmyelomzellen hemmen,
ausgesat und gezlichtet. Wenn beispielsweise den
Stammmyelomzellen das Enzym Hypoxanthin-Gua-
nin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT oder HRPT)
fehlt, umfasst das Kulturmedium fiir die Hybridome
typischerweise Hypoxanthin, Aminopterin und Thy-
midin (HAT-Medium), wobei diese Substanzen das
Wachstum von HGPRT-defizienten Zellen verhin-
dern.

[0046] Bevorzugte Myelomzellen sind solche, die ef-
fizient fusionieren, eine stabile hochgradige Expressi-
on von Antikérper durch die ausgewahlten Antikorper
produzierenden Zellen unterstitzen und gegentber
einem Medium, wie HAT-Medium, empfindlich sind.
Von diesen sind bevorzugte Myelomzelllinien murine
Myelomlinien, wie die von MOPC-21- und MPC-11-
Maustumoren abgeleiteten, die von Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, California, USA, er-
haltlich sind, SP-2-Zellen, die von der American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia, USA, erhalt-
lich sind, und P3X63Ag8U.1-Zellen, die bei Yelton et
al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 81: 1 (1978) be-
schrieben sind. Humane Myelom- und Maus-huma-
ne-Heteromyelomzelllinien wurden auch fir die Pro-
duktion humaner monoklonaler Antikérper beschrie-
ben. Kozbor, J. Immunol. 133: 3001 (1984); Brodeur
et al., Monoclonal Antibody Production Techniques
and Applications, S. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New
York, 1987).
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[0047] Kulturmedium, in dem Hybridomzellen wach-
sen, wird auf die Produktion von gegen das Anti-
gen gerichteten monoklonalen Antikérpern getestet.
Vorzugsweise wird die Bindungsspezifitat von durch
Hybridomzellen produzierten monoklonalen Antikor-
pern durch Immunprazipitation oder durch einen In-
vitro-Bindungstest, beispielsweise Radioimmunoas-
say (RIA) oder enzymgekoppelten Immunsorptions-
test (ELISA), bestimmt. Die monoklonalen Antikérper
der Erfindung sind solche, die eine Immunprézipitati-
on mit hVEGF oder hVEGFr vorzugsweise ergeben
oder die vorzugsweise an mindestens eines dieser
Antigene in einem Bindungstest binden und die eine
biologische Aktivitdt von hVEGF hemmen kénnen.

[0048] Nach der Identifizierung von Hybridomzellen,
die Antagonistenantikérper der gewilinschten Spezi-
fitat, Affinitat und Aktivitat produzieren, kénnen die
Klone durch Grenzverdiinnungsverfahren subkloniert
und durch Standardverfahren gezichtet werden. Go-
ding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
S. 59-104 (Academic Press, 1986). Geeignete Kul-
turmedien fir diesen Zweck umfassen beispielswei-
se Dulbecco's Modified Eagle's Medium oder RPMI-
1640-Medium. Ferner kénnen die Hybridomzellen in
vivo als Aszitestumore in einem tierischen Lebewe-
sen gezlichtet werden.

[0049] Die durch die Subklone sezernierten mo-
noklonalen Antikérper werden durch herkémm-
liche Immunglobulinreinigungsverfahren, beispiels-
weise Protein-A-Sepharose-, Hydroxylapatitchroma-
tographie, Gelelektrophoroese, Dialyse oder Affini-
tatschromatographie, von dem Kulturmedium, der
Aszitesflissigkeit oder Serum in geeigneter Weise
abgetrennt.

[0050] DNA mit Codierung fir monoklonale Antikor-
per der Erfindung wird unter Verwendung herkdmm-
licher Verfahren (beispielsweise durch Verwendung
von Oligonucleotidsonden, die spezifisch an Gene
mit Codierung fir die schweren und leichten Ket-
ten muriner Antikérper binden kénnen) ohne weiteres
isoliert und sequenziert. Die Hybridomzellen der Er-
findung dienen als bevorzugte Quelle derartiger DNA.
Wenn die DNA isoliert ist, kann sie in Expressions-
vektoren platziert werden, die dann in Wirtszellen, wie
Affen-COS-Zellen, Chinese Hamster Ovary (CHO)-
Zellen oder Myelomzellen, die nicht in anderer Wei-
se ein Immunglobulinprotein produzieren, transfiziert
werden, um die Synthese monoklonaler Antikérper in
den rekombinanten Wirtszellen zu erhalten.

[0051] Die DNA kann optional modifiziert werden,
um den Charakter des durch deren Expression pro-
duzierten Immunglobulins zu andern. Beispielswei-
se werden humanisierte Formen muriner Antikor-
per durch Substitution einer komplementaritatsbe-
stimmenden Region (CDR) der variablen Doméne
des murinen Antikdrpers durch die entsprechende

Region eines humanen Antikdrpers produziert. In ei-
nigen Ausflihrungsformen werden ausgewahlte Ami-
nosaurereste der Gerustregion (FR) des murinen An-
tikbrpers ebenfalls durch die entsprechenden Ami-
nosaurereste in dem humanen Antikérper substitu-
iert. Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 4285
(1992); Carter et al., BioTechnology 10: 163 (1992).
Chimare Formen muriner Antikérper werden auch
durch Substitution der codierenden Sequenz flir aus-
gewahlte humane Doméanen der schweren und leich-
ten konstanten Kette anstelle der homologen mu-
rinen Sequenzen produziert. Cabilly et al., US-Pa-
tent 4 816 567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
81: 6851 (1984).

[0052] Spezielle humanisierte Antikérper, die zur
Verwendung in der vorliegenden Erfindung in Be-
tracht gezogen werden, umfassen die humanisierten
und affinitétsgereinigten Anti-hVEGF-Antikérper ge-
mal der Beschreibung in den verdffentlichten PCT-
Anmeldungen WO 98/45331 (verdffentlicht am 15.
Oktober 1998) und WO 98/45332 (verdffentlicht am
15. Oktober 1998). Derartige humanisierte oder af-
finitdtsgereinigte Anti-hVEGF-Antikérper kénnen un-
ter Verwendung der Verfahren und Techniken gemaf
der Beschreibung in WO 98/45331 und WO 98/45332
hergestellt oder gemacht werden. Vorzugsweise um-
fasst in den oben als Bezug angegebenen PCT-An-
meldungen der Anti-hVEGF-Antikérper das humani-
sierte F(ab) der Bezeichnung F(ab)-12 oder den af-
finitdtsgereinigten Antikdrper der Bezeichnung YO
317. Die Fig. 14A-B und Fig. 15A-B erlautern die
Aminosauresequenzen (leichte und schwere Ket-
ten) fur diese Anti-hVEGF-Antikorper zusammen mit
anderen affinitatsgereinigten Anti-VEGF-Antikérpern
der Bezeichnung YO192, YO238-3, YO239-19, YO
313-2, YO243-1 und YO313-1. Alle derartigen Anti-
VEGF-Antikérper werden zur Verwendung in den hier
beschriebenen Verfahren in Betracht gezogen. Wie in
diesen verdffentlichten PCT-Anmeldungen offenbart
ist, wurde gezeigt, dass mehrere der humanisierten
und affinitatsgereinigten Antikdrper die VEGF-Aktivi-
tat in verschiedenen Arten von In-vitro-Assays verrin-
gern oder hemmen und daher als VEGF-Antagonis-
ten wirken.

[0053] Die vom Umfang der Erfindung umfassten
Antikérper umfassen daher variante Antikdrper, wie
chiméare (einschlieBlich "humanisierte”) Antikorper
und Hybridantikérper, die Immunglobulinketten mit
der Fahigkeit zur Bindung von hVEGF oder hVEGFr
und eines Nicht-hVEGF-Epitops umfassen.

[0054] Die hier angegebenen Antikdrper umfassen
alle Herkunftsarten und Immunglobulinklassen (bei-
spielsweise IgA, IgD, IgE, 19G und IgM) und -unter-
klassen sowie Antikdrperfragmente (beispielsweise
Fab, F(ab'), und Fv), sofern sie zur Bindung von hVE-
GF oder hVEGFr fahig sind und zur antagonistischen
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Wirkung auf eine biologische Aktivitat von hVEGF fa-
hig sind.

[0055] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der
Erfindung besitzt der Antikérper eine Affinitat fur das
Immunisierungsantigen von mindestens etwa 10° I/
mol, was beispielsweise durch die Scatchard-Analy-
se von Munson & Pollard, Anal. Biochem. 107: 220
(1980) bestimmt wurde. Ferner hemmt der monok-
lonale Antikdrper typischerweise die mitogene oder
angiogene Aktivitdt von hVEGF zu mindestens et-
wa 50%, vorzugsweise mehr als 80% und noch bes-
ser mehr als 90%, was beispielsweise durch einen
In-vitro-Zelliberlebens- oder Proliferationstest, bei-
spielsweise gemal der Beschreibung in Beispiel 2
oder gemal der Beschreibung in WO 98/45331 und
WO 98/45332, bestimmt wurde.

[0056] Fur einige therapeutische und diagnostische
Anwendungen ist es gunstig, wenn der monoklonale
Antikérper gegeniiber weniger als allen unterschied-
lichen Molekilformen von hVEGF reaktiv ist. Bei-
spielsweise kann es glnstig sein, einen monoklo-
nalen Antikérper zu besitzen, der zur spezifischen
Bindung an das hVEGF-Polypeptid der Sequenz mit
165 Aminosauren, jedoch nicht an die hVEGF-Po-
lypeptide der Sequenz mit 121 oder 189 Amino-
sauren fahig ist. Derartige Antikdrper werden durch
Vergleichs-ELISA-Tests oder Vergleichsimmunprazi-
pitation der verschiedenen hVEGF-Polypeptide ohne
weiteres identifiziert.

Konjugate mit cytotoxischen Einheiten

[0057] In einigen Ausfihrungsformen ist es glns-
tig, eine cytotoxische Einheit mit einem hVEGF-spe-
zifischen monoklonalen Antikérper oder mit hVEGFr
konjugiert bereitzustellen. In diesen Ausfuhrungsfor-
men dient das Cytotoxin zur Ausschaltung oder Ab-
tétung von Zellen, die hVEGF oder dessen Rezep-
tor exprimieren oder binden. Das Konjugat wird durch
die Doméane, die zur Bindung an hVEGF oder hVEG-
Fr fahig ist, auf die Zelle zielgerichtet. Daher werden
monoklonale Antikérper, die zur Bindung an hVEGF
oder hVEGFr fahig sind, mit Cytotoxinen konjugiert.
In &hnlicher Weise wird hVEGFr mit einem Cytotoxin
konjugiert. Wahrend die monoklonalen Antikérper op-
timal allein zur Neutralisation der Aktivitat von hVEGF
(ohne das Cytotoxin) fahig sind, ist es in dieser Aus-
fihrungsform nicht notwendig, dass der monoklonale
Antikérper oder Rezeptor zu mehr als der Bindung an
hVEGF oder hVEGFr fahig ist.

[0058] Typischerweise ist das Cytotoxin ein Pro-
teincytotoxin, beispielsweise Diphterie-, Ricin- oder
Pseudomonastoxin, obwohl im Falle bestimmter Im-
munglobulinklassen die Fc-Doméne des monoklona-
len Antikdrpers selbst der Bereitstellung des Cytoto-
xins dienen kann (beispielsweise im Falle von I1gG2-
Antikérpern, die zur Fixierung von Komplement und

Beteiligung an antikérperabhangiger zellularer Cyto-
toxizitat (ADCC) fahig sind). Jedoch muss das Cyto-
toxin nicht proteinartig sein und es kann Chemothera-
peutika umfassen, die bisher beispielsweise zur Be-
handlung von Tumoren verwendet wurden.

[0059] Das Cytotoxin wird an einen monoklonalen
Antikdrper oder ein Fragment desselben typischer-
weise durch eine Ruckgratamidbindung innerhalb der
(oder anstelle eines Teils der oder der gesamten)
Fc-Doméane des Antikdrpers gebunden. Wenn die
Targetingfunktion durch hVEGFr geliefert wird, wird
die cytotoxische Einheit an einer beliebigen Doméne
des Rezeptors, die an der hVEGF-Bindung nicht teil-
nimmt, substituiert; vorzugsweise wird die Einheit an-
stelle der oder an den Transmembran- und/oder cyto-
plasmatischen Doméanen des Rezeptors substituiert.
Die optimale Substitutionsstelle wird durch Routine-
arbeiten bestimmt und ist dem Fachmann ublicher Er-
fahrung gelaufig.

[0060] Konjugate, die Proteinfusionen sind, werden
in einer rekombinanten Zellkultur durch Expression
eines Gens mit Codierung fir das Konjugat ohne
weiteres hergestellt. Alternativ werden die Konjugate
durch kovalente Vernetzung der cytotoxischen Ein-
heit mit einer Aminosaurerestseitenkette oder einem
C-terminalen Carboxyl des Antikérpers oder des Re-
zeptors unter Verwendung von als solchen bekann-
ten Verfahren, beispielsweise Disulfidaustausch oder
VerkniUpfung durch eine Thioesterbindung unter Ver-
wendung von beispielsweise Iminothiolat und Methyl-
4-mercaptobutyramidat, hergestellt.

Konjugate mit anderen Einheiten

[0061] Die monoklonalen Antikérper und hVEGFr,
die Antagonisten von hVEGF sind, kénnen auch mit
Substanzen, die nicht ohne weiteres als Cytotoxi-
ne von sich aus klassifiziert werden kénnen, die je-
doch die Aktivitat der Zusammensetzungen hier erh6-
hen, konjugiert werden. Beispielsweise werden mo-
noklonale Antikdrper oder hVEGFr, die an hVEGF
oder hVEGFr binden kénnen, mit heterologen Po-
lypeptiden, wie Virussequenzen, mit zellularen Re-
zeptoren, mit Cytokinen, wie TNF, Interferonen oder
Interleukinen, mit Polypeptiden mit Prokoagulanzak-
tivitdt und mit anderen biologisch oder immunolo-
gisch aktiven Polypeptiden fusioniert. Derartige Fu-
sionen werden durch rekombinante Verfahren ohne
weiteres durchgefihrt. Typischerweise werden derar-
tige Nicht-lmmunglobulinpolypeptide fiir die konstan-
te(n) Doméne(n) eines Anti-hVEGF-Antikdrpers oder
fur die Transmembran- und/oder intrazellulare Doméa-
ne eines hVEGFr substituiert. Alternativ werden sie
fur eine variable Doméane einer Antigenbildungsstel-
le eines hier beschriebenen Anti-hVEGF-Antikorpers
substituiert.
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[0062] In bevorzugten Ausfihrungsformen werden
derartige Nicht-lmmunglobulinpolypeptide an die
konstanten Doméanen eines hier beschriebenen Anti-
kérpers gebunden oder fur diese substituiert. Bennett
et al., J. Biol. Chem. 266: 23060-23067 (1991). Al-
ternativ werden sie flir das Fv eines Antikorpers hier
substituiert, wobei ein chimérer mehrwertiger Antikor-
per erhalten wird, der mindestens eine verbleibende
Antigenbindungsstelle mit Spezifitat fir hVEGF oder
hVEGFr und eine Surrogatantigenbindungsstelle mit
einer gegenuber der des Ausgangsantikérpers ver-
schiedenen Funktion oder Spezifitdt umfasst.

Heterospezifische Antikérper

[0063] Monoklonale Antikdrper mit der Fahigkeit zur
Bindung an hVEGF oder hVEGFr missen nur eine
einzige Bindungsstelle fir die aufgezahlten Epitope,
typischerweise einen einzigen schwere/leichte Kette-
Komplex oder ein Fragment desselben enthalten. Je-
doch tragen derartige Antikérper optional auch An-
tigenbindungsdoménen, die zur Bindung eines Epi-
tops, das sich nicht innerhalb von einem von hVE-
GF oder hVEGFr findet, fahig sind. Beispielsweise
erzeugt die Substitution der entsprechenden Amino-
sauresequenz oder Aminosaurereste eines nativen
Anti-hVEGF- oder Anti-hVEGFr-Antikérpers durch
die komplementaritatsbestimmenden und, falls nétig,
Gerustreste eines Antikdrpers mit Spezifitat fir ein
anderes Antigen als hVEGF oder hVEGFr einen po-
lyspezifischen Antikérper, der eine Antigenbindungs-
stelle mit Spezifitat fir hWVEGF oder hVEGFr und eine
andere Anti-genbindungsstelle mit Spezifitat flr das
Nicht-hVEGF-oder -hVEGFr-Antigen umfasst. Diese
Antikérper sind mindestens zweiwertig, kénnen je-
doch in Abhangigkeit von der Zahl der Antigenbin-
dungsstellen, die die gewahlte Antikdrperklasse be-
sitzt, mehrwertig sein. Beispielsweise sind Antikdrper
der IgM-Klasse mehrwertig.

[0064] In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfin-
dung koénnen derartige Antikérper ein hVEGF- oder
hVEGFr-Epitop und entweder (a) ein bei der Blut-
gerinnung aktives Polypeptid, beispielsweise Protein
C oder Gewebefaktor, (b) ein cytotoxisches Protein,
wie Tumornekrosefaktor (TNF), oder (c) einen nicht-
hVEGFr-Zelloberflachenrezeptor, wie den CD4- oder
HER-2-Rezeptor, binden (Maddon et al., Cell 42: 93
(1985); Coussens et al., Science 230: 1137 (1985)
). Heterospezifische mehrwertige Antikdrper werden
glnstigerweise durch Cotransformation einer Wirts-
zelle mit DNA mit Codierung der schweren und leich-
ten Ketten beider Antikdrper und anschlieRende Ge-
winnung des Teils exprimierter Antikbrper mit den ge-
winschten Antigenbindungseigenschaften durch Im-
munaffinitdtschromatographie oder dgl. hergestellt.
Alternativ werden derartige Antikdrper durch In-vitro-
Rekombination monospezifischer Antikérper herge-
stellt.

Einwertige Antikdrper

[0065] Einwertige Antikérper mit der Fahigkeit zur
Bindung an hVEGFr sind als Antagonisten von hVE-
GF besonders gunstig. Ohne Beschrankung der Er-
findung auf einen speziellen Mechanismus der biolo-
gischen Aktivitat wird angenommen, dass die Aktivie-
rung von zelluldaren hVEGF-Rezeptoren durch einen
Mechanismus erfolgt, wobei die Bindung von hVE-
GF an zellulare hVEGF-Rezeptoren die Aggregation
der Rezeptoren induziert und wiederum intrazellulare
Rezeptorkinaseaktivitat aktiviert. Da einwertige Anti-
hVEGF-Rezeptor-Antikrper eine derartige Aggrega-
tion nicht induzieren kénnen und den hVEGF-Rezep-
tor durch diesen Mechanismus nicht aktiviere kon-
nen, sind sie ideale Antagonisten von hVEGF.

[0066] Es ist jedoch anzumerken, dass diese An-
tikérper gegen die hVEGF-Bindungsstelle des Re-
zeptors gerichtet sein sollten oder in anderer Wei-
se die hVEGF-Bindung an dem hVEGF-Rezeptor,
beispielsweise durch sterische Hinderung des Zu-
gangs von hVEGF zum Rezeptor, stéren kénnen soll-
ten. Wie hier an anderer Stelle beschrieben, sind
jedoch Anti-hVEGFr-Antikorper, die die hVEGF-Bin-
dung nicht stéren kénnen, verwendbar, wenn sie mit
Nicht-Immunglobulineinheiten, beispielsweise Cyto-
toxinen, konjugiert sind.

[0067] Verfahren zur Herstellung einwertiger Anti-
korper sind einschlagig bekannt. Beispielsweise um-
fasst ein Verfahren die rekombinante Expression der
leichten Kette und modifizierten schweren Kette ei-
nes Immunglobulins. Die schwere Kette wird allge-
mein an einem beliebigen Punkt in der Fc-Region ge-
stutzt, um die Querverbindung der schweren Kette zu
verhindern. Alternativ werden die relevanten Cystein-
reste durch einen anderen Aminosaurerest substitu-
iert oder deletiert, um eine Querverbindung zu ver-
hindern. In-vitro-Verfahren sind ebenfalls zur Herstel-
lung einwertiger Antikdrper geeignet. Beispielswei-
se werden Fab-Fragmente durch enzymatische Spal-
tung eines intakten Antikérpers hergestellt.

Antagonistenvarianten von hVEGF

[0068] Zusatzlich zu den hier beschriebenen Anti-
kdrpern umfassen andere verwendbare Antagonisten
von hVEGF Fragmente und Aminosduresequenzva-
rianten von nativem hVEGF, die an den hVEGF-Re-
zeptor binden, jedoch nicht die biologische Aktivitat
von nativem hVEGF zeigen. Beispielsweise umfas-
sen derartige Antagonisten Fragmente und Amino-
saduresequenzvarianten, die eine Rezeptorbindungs-
doméne von hVEGF umfassen, denen jedoch eine
biologische Aktivitdt verleihende Domane fehlt oder
die in anderer Weise fehlerhaft hinsichtlich der Akti-
vierung zellularer hVEGF-Rezeptoren sind, beispiels-
weise im Falle eines Fragments oder einer Amino-
sauresequenzvariante, die fehlerhaft hinsichtlich von
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deren Fahigkeit zur Induktion der Aggregation oder
Aktivierung von zelluldaren hVEGF-Rezeptoren ist.
Der Ausdruck "Rezeptorbindungsdoméne” bezeich-
net die Aminosauresequenzen in hVEGF, die an
der hVEGF-Rezeptorbindung beteiligt sind. Der Aus-
druck "Domane biologischer Aktivitat” oder "biologi-
sche Aktivitat verleihende Doméane” bezeichnet ei-
ne Aminosauresequenz in hVEGF, die eine speziel-
le biologische Aktivitdt des Faktors, beispielsweise
mitogene, angiogene oder Gefalperpeabilitatsaktivi-
tat, verleiht.

[0069] Die Beobachtung, dass hVEGF scheinbar zur
Bildung eines Komplexes mit zwei oder mehreren
hVEGFr-Molekilen auf der Oberflache einer Zelle fa-
hig ist, legt nahe, dass hVEGF mindestens zwei dis-
krete Stellen zur Bindung an hVEGFr aufweist und
dass es an derartige zelluldre Rezeptoren in sequen-
tieller Weise, zunéchst an einer Stelle und dann an
der anderen bindet, bevor eine Aktivierung erfolgt,
gemaf einem Wachstumshormon, Prolactin und dgl.
(siehe beispielsweise Cunningham et al., Science
254: 821 (1991); deVos et al., Science 255: 306
(1992); Fuh et al., Science 256: 1677 (1992)). Ent-
sprechend werden Antagonistenvarianten von hVE-
GF gewahlt, in denen eine Rezeptorbindungsstelle
von hVEGEF (typischerweise die Stelle, die an der ers-
ten Bindung von hVEGF an hVEGFr beteiligt ist) un-
modifiziert bleibt (oder bei Modifikation zur Verstar-
kung der Bindung variert wird), wéhrend eine zwei-
te Rezeptorbindungsstelle von hVEGF typischerwei-
se durch nichtkonservative Aminosaurerestsubstitu-
tion(en) oder -deletion(en) modifiziert wird, um diese
Bindungsstelle dysfunktional zu machen.

[0070] Rezeptorbindungsdomanen in hVEGF und
hVEGF-Bindungsdoméanen in hVEGFr werden durch
einschlagig bekannte Verfahren bestimmt, die Rént-
genuntersuchungen, Mutationsanalysen und Antikor-
perbindungsstudien umfassen. Die Mutationsansat-
ze umfassen die Techniken von Zufallssattigungsmu-
tagenese gekoppelt mit der Selektion von Escape-
Mutanten und Insertionsmutagenese. Eine weitere,
zur ldentifizierung von Rezeptorbindungsdoméanen
in Liganden geeignete Strategie ist als Alanin(Ala)-
Scanning-Mutagenese bekannt. Cunningham et al.,
Science 244, 1081-1985 (1989). Dieses Verfahren
umfasst die Identifizierung von Regionen, die gela-
dene Aminosaureseitenketten enthalten. Die in je-
der Region identifizierten geladenen Reste (d. h. Arg,
Asp, His, Lys und Glu) werden durch Ala ersetzt (ei-
ne Region pro mutiertes Molekil) und die Rezeptor-
bindung der erhaltenen Liganden wird getestet, um
die Bedeutung der speziellen Region bei der Rezep-
torbindung festzustellen. Ein weiteres starkes Ver-
fahren zur Lokalisierung von Rezeptorbindungsdo-
ménen gelingt durch die Verwendung neutralisieren-
der Anti-hVEGF-Antikorper. Kim et al., Growth Fac-
tors 7: 53 (1992). Ublicherweise wird eine Kombina-
tion von diesen und ahnlichen Verfahren zur Lokali-

sierung der an der Rezeptorbindung beteiligten Do-
manen verwendet.

[0071] Der in Bezug auf hVEGF verwendete Aus-
druck "Aminosauresequenzvariante” bezeichnet Po-
lypeptide mit Aminosduresequenzen, die sich in ge-
wissem Malle von den Aminosauresequenzen der
nativen Formen von hVEGF unterscheiden. Ublicher-
weise besitzen Antagonist-Aminosauresequenzvari-
anten mindestens etwa 70% Homologie mit mindes-
tens einer Rezeptorbindungsdoméne eines nativen
hVEGF und vorzugsweise sind sie mindestens et-
wa 80%, vorzugsweise mindestens etwa 90% homo-
log zu einer Rezeptorbindungsdomane eines nativen
hVEGF. Die Aminosauresequenzvarianten besitzen
Substitutionen, Deletionen und/oder Insertionen an
bestimmten Positionen innerhalb der Aminosaurese-
quenz von nativem hVEGF derart, dass die Varianten
die Fahigkeit zur Bindung an hVEGF-Rezeptor bei-
behalten (und dadurch mit nativem hVEGF zur Bin-
dung an hVEGF-Rezeptor konkurrieren), jedoch eine
oder mehrere der biologischen Wirkungen von hVE-
GF, wie Endothelzellproliferation, Angiogenese oder
Gefallpermeabilitat, nicht induzieren kénnen.

[0072] "Homologie” ist als der Prozentsatz von Res-
ten in der Aminosauresequenzvariante, die mit den
Resten in der Aminosauresequenz einer Rezeptor-
bindungsdoméne eines nativen hVEGF nach Alinie-
ren der Sequenzen und Einflhrung von Lucken, falls
nétig, um die maximale prozentuale Homologie zu
erreichen identisch sind, und ohne die Beriicksichti-
gung konservativer Substitutionen als Teil des Pro-
zentsatzes der Aminosdurehomologie definiert. Ver-
fahren und Computerprogramme zum Alignment sind
einschlagig bekannt. Ein derartiges Computerpro-
gramm ist "Align 2” des Autors Genentech, Inc., das
mit Nutzerdokumentation im United States Copyright
Office, Washington, DC 20559, am 10. Dezember
1991 eingereicht wurde. Der Fachmann kann unter
Verwendung routinemaRiger Fertigkeiten passende
Parameter zur Ermittlung eines Alignment einschlief3-
lich von Algorithmen, die zum Erreichen eines maxi-
malen Alignment Uber die Strecke der Sequenzen,
die verglichen werden, bestimmen.

[0073] Substitutionsvarianten sind solche, bei denen
mindestens ein Aminosaurerest in einer nativen Se-
quenz entfernt und eine unterschiedliche Aminosau-
re an dessen Stelle an der gleichen Position insertiert
wurde. Die Substitutionen kénnen einzeln sein, wobei
nur eine Aminosaure in dem Molekl substituiert wur-
de, oder sie kdbnnen mehrere sein, wobei zwei oder
mehrere Aminosauren in dem gleichen Molekdl sub-
stituiert wurden.

[0074] Insertionsvarianten sind solche, bei denen ei-
ne oder mehrere Aminosauren unmittelbar benach-
bart zu einer Aminoséaure an einer speziellen Position
in einer nativen Sequenz insertiert wurden. Unmittel-
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bar benachbart zu einer Aminosdure bedeutet eine
Verbindung mit entweder der funktionalen a-Carbo-
xy- oder a-Aminogruppe der Aminosaure.

[0075] Deletionsvarianten sind solche, bei denen ein
oder mehrere Aminosaurereste in einer nativen Se-
quenz entfernt wurden. Ublicherweise sind bei Dele-
tionsvarianten ein oder zwei Aminosaurereste in ei-
ner speziellen Region des Molekls deletiert.

[0076] Fragmente und Aminosauresequenzvarian-
ten von hVEGF werden durch einschlagig bekannte
Verfahren, beispielsweise positionsspezifische Mu-
tagenese der DNA mit Codierung fir den nativen
Faktor, ohne weiteres hergestellt. Die mutierte DNA
wird in einen passenden Expressionsvektor insertiert
und Wirtszellen werden dann mit dem rekombinan-
ten Vektor transfiziert. Die rekombinanten Wirtszellen
werden in einem geeigneten Kulturmedium geziichtet
und das in den Wirtszellen exprimierte gewlnschte
Fragment oder die gewlinschte Aminosauresequenz-
variante werden dann aus der rekombinanten Zell-
kultur durch chromatographische oder andere Reini-
gungsverfahren gewonnen.

[0077] Alternativ werden Fragmente und Aminoséu-
revarianten von hVEGF in vitro, beispielsweise durch
Proteolyse von nativem hVEGF, oder durch Syn-
these unter Verwendung von Standard-Festphasen-
peptidsyntheseverfahren gemafl der Beschreibung
bei Merrifield (J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 (1963))
hergestellt, obwohl andere aquivalente, einschlagig
bekannte chemische Synthesen verwendet werden
kdénnen. Eine Festphasensynthese wird am C-Termi-
nus des Peptids durch Kopplung einer geschitzten a-
Aminoséure an ein geeignetes Harz initiiert. Die Ami-
nosauren werden an die Peptidkette unter Verwen-
dung von einschlagig bekannten Techniken zur Bil-
dung von Peptidbindungen gekoppelt.

Therapeutische Verwendungen

[0078] Die hier verwendeten Ausdriicke "behan-
deln”, "Behandlung”, "Therapie” und "therapeutisch”
bezeichnen eine kurative Therapie, prophylaktische
Therapie und praventive Therapie.

[0079] Fur therapeutische Anwendungen werden
die Antagonisten der Erfindung an einen Sauger, vor-
zugsweise einen Menschen, in einer akzeptablen Do-
sierungsform, die solche umfasst, die einem Men-
schen intravends als Bolus oder durch kontinuier-
liche Infusion Uber einen Zeitraum auf intramusku-
larem, intraperitonealem, intrazerebrospinalem, sub-
kutanem, intraartikuldrem, intrasynovialem, intradu-
ralem, intrathekalen, oralem, topischem oder Inha-
lationsweg verabreicht werden kénnen, verabreicht.
Eine intravendse Infusion wird als besonders glns-
tig zur beispielsweise Behandlung eines zerebralen
Odems angenommen.

[0080] Derartige Dosierungsformen umfassen Tra-
ger, die inhdrent nichttoxisch und nichttherapeutisch
sind. Beispiele fir derartige Trager umfassen lonen-
austauscher, Aluminiumoxid, Aluminiumstearat, Le-
cithin, Serumproteine, wie humanes Serumalbumin,
Puffersubstanzen, wie Phosphate, Glycin, Sorbin-
saure, Kaliumsorbat, partielle Glyceridgemische ge-
sattigter pflanzlicher Fettsduren, Wasser, Salze oder
Elektrolyte, wie Protaminsulfat, Dinatriumhydrogen-
phosphat, Kaliumhydrogenphosphat, Natriumchlorid,
Zinksalze, kolloidales Siliciumdioxid, Magnesiumtri-
silicat, Polyvinylpyrrolidon, Substanzen auf Cellulo-
sebasis und Polyethylenglykol. Trager fir topische
oder gelbasierte Formen eines Antagonisten umfas-
sen Polysaccharide, wie Natriumcarboxymethylcellu-
lose oder Methylcellulose, Polyvinylpyrrolidon, Pol-
yacrylate, Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Blockpo-
lymere, Polyethylenglykol und Holzwachsalkohole.
Herkdmmliche Depotformen kénnen in geeigneter
Weise verwendet werden. Derartige Formen umfas-
sen beispielsweise Mikrokapseln, Nanokapseln, Li-
posome, Pflaster, Inhalationsformen, Nasensprays,
sublinguale Tabletten und Zubereitungen mit nach-
haltiger Freisetzung. Der Antagonist wird in derarti-
gen Vehikeln typischerweise mit einer Konzentration
von etwa 0,1 mg/ml bis 100 mg/ml formuliert.

[0081] Geeignete Beispiele fir Zubereitungen mit
nachhaltiger Freisetzung umfassen semipermeable
Matrizes fester hydrophober Polymere, die den Ant-
agonist enthalten, wobei die Matrizes in der Form
von Formteilen, beispielsweise Filmen oder Mikro-
kapseln, sind. Beispiele flir Matrizes mit nachhalti-
ger Freisetzung umfassen Polyester, Hydrogele (bei-
spielsweise Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) geman
der Beschreibung von Langer et al., J. Biomed. Ma-
ter. Res. 15: 167 (1981), und Langer, Chem. Tech.,
12: 98-105 (1982), oder Poly(vinylalkohol), Polylac-
tide (US-Patent 3 773 919), Copolymere von L-Glut-
aminsaure und y-Ethyi-L-giutamat (Sidman et al.,
Biopolymers, 22: 547 (1983), nicht-abbaubares Ethy-
len-vinylacetat (Langer et al., aaO), abbaubare Milch-
saure-Glykolsdure-Copolymere, wie Lupron Depot
(injizierbare Mikrokugelchen, die aus Milchsaure-Gly-
kolsaure-Copolymer und Leuprolidacetat bestehen)
und Poly-D-(-)-3-hydroxybuttersaure. Wahrend Poly-
mere, wie Ethylen-vinylacetat und Milchsaure-Glykol-
saure, die Freisetzung von Molekilen tUber mehr als
100 Tage ermdglichen, setzen bestimmte Hydroge-
le Proteine Uber kirzere Zeitrdume frei. Wenn ver-
kapselte Polypeptidantagonisten im Kdérper utber ei-
nen langen Zeitraum verbleiben, kénnen sie in Fol-
ge des Einwirkens von Feuchtigkeit bei 37°C de-
naturieren oder aggregieren, was zu einem Verlust
an biologischer Aktivitat und méglichen Anderungen
der Immunogenitat fuhrt. Rationale Stragegien kén-
nen zur Stabilisierung in Abhangigkeit vom beteilig-
ten Mechanismus ersonnen werden. Beispielswei-
se kann, wenn entdeckt wurde, dass der Aggre-
gationsmechanismus eine intermolekulare S-S-Bin-
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dungsbildung durch Thiodisulfidaustausch ist, eine
Stabilisierung durch Modifizierung von Sulfhydrylres-
ten, Lyophilisierung aus sauren Lésungen, Kontrol-
le des Feuchtigkeitsgehalts, Verwendung passender
Additive und Entwicklung spezifischer Polymerma-
trixzusammensetzungen erreicht werden.

[0082] hVEGF-Antagonistenzusammensetzungen
mit nachhaltiger Freisetzung umfassen auch in Lipo-
somen gefangene Antagonistenantikdrper oder hVE-
GFr. Die Antagonisten enthaltende Liposome werden
durch einschlagig bekannte Verfahren, beispielswei-
se gemal’ der Beschreibung in Epstein et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); US-Pa-
tent 4 485 045, US-Patent 4 544 545, hergestellt. Ub-
licherweise sind die Liposomen der kleine (etwa 200-
800 A) unilamellare Typ, wobei der Lipidgehalt mehr
als etwa 30 Mol Cholesterin betragt, wobei der aus-
gewabhlte Anteil fir die optimale HRG-Therapie einge-
stellt wird. Liposome mit verstarkter Zirkulationsdau-
er sind in US-Patent 5 013 556 offenbart.

[0083] Eine weitere Verwendung der vorliegenden
Erfindung umfasst die Einarbeitung eines hVEGF-
Antagonisten in Formteile.

[0084] Eine passende und wirksame Dosierung ei-
nes Antagonisten hangt von der Art einer zu behan-
delnden Erkrankung oder eines zu behandelnden Zu-
stands, die hier definiert sind, der Schwere und dem
Verlauf der Erkrankung oder des Zustands, der Tat-
sache, ob die Antagonisten fir praventive oder thera-
peutische Zwecke verabreicht werden, einer vorheri-
gen Therapie, der klinischen Geschichte des Patien-
ten und dem Ansprechen auf den Antagonisten und
dem Urteil des behandelnden Arztes ab. Eine wirksa-
me Dosierung eines Antagonisten ist typischerweise
die Menge eines Antagonisten, die verabreicht wird,
um eine maximale der gewlnschten Hemmung der
biologischen Aktivitdt von VEGF zu erreichen. Der
Antagonist wird dem Patienten glinstigerweise auf
einmal oder Uber eine Reihe von Behandlungen ver-
abreicht.

[0085] Die hVEGF-Antagonisten sind bei der Be-
handlung eines Odems, das mit ischdmischem
Schlaganfall in Verbindung steht, verwendbar.

[0086] Hierbei wird der Ausdruck "Odem” in einem
allgemeinen Sinn verwendet und er umfasst Zu-
stédnde im Korper oder in Begleitung eines ischami-
schen Schlaganfalls, die durch eine Zunahme des ex-
travaskularen Gewebewassergehalts entweder auf-
grund von erhéhtem freiem extrazellularem Wasser
allein oder in Kombination mit erhéhtem intrazellula-
rem Wasser gekennzeichnet sind. Die Zunahme des
Hirnvolumens kann beispielsweise das Ergebnis ei-
nes erhéhten zerebralen Blutvolumens und/oder ei-
nes erhdhten Gewebewassergehalts sein. Der hier

verwendete Ausdruck "Odem” umfasst die patho-
logischen Zustande, die einschlagig als vasogenes
Odem und cytotoxisches Odem bezeichnet werden.
Typischerweise ist der als vasogenes Odem bezeich-
nete Zustand dadurch gekennzeichnet, dass er mit
dem Bruch der Blut-Hirn-Schranke (BBB) verbunden
ist, wahrend ein cytotoxisches Odem dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass es mit einem intakten BBB ver-
bunden ist. Hirnédem wird allgemein in dem Uber-
sichtsartikel von Hariri, Neurosurgical Intensive Care
5: 687 (1994) beschrieben.

[0087] Es wird in Betracht gezogen, dass die hVE-
GF-Antagonisten der vorliegenden Erfindung allein
oder in Kombination mit anderen Therapien zur Ver-
ringerung oder Hemmung eines derartigen Odems im
Hirn verabreicht werden kénnen.

[0088] Ferner ist bei Saugern, die einen Schlagan-
fall haben oder erlitten haben, die Entwicklung oder
Bildung eines Hirnédems haufig. Es ist einschlagig
bekannt, dass ein Schlaganfall bei einem Patienten
als verschiedene spezielle Arten eines Schlaganfalls
in Abh&ngigkeit von beispielsweise der Atiologie oder
Pathologie der Unterbrechung der Durchblutung, den
betroffenen Zellarten oder Geweben und dem Vor-
handensein einer Blutextravasation in Gewebe (wie
Hirngewebe) gekennzeichnet oder klassifiziert wer-
den kann. Die verschiedenen Arten eines Schlag-
anfalls, die klinisch charakterisiert wurden, umfas-
sen, ohne hierauf beschrankt zu sein, thrombotischen
Schlaganfall, embolischen Schlaganfall, hdmodyna-
mischen Schlaganfall, lakunaren Schlaganfall und
hamorrhagische Schlaganfalle, die von intrazerebra-
ler, subarachnoidaler, intraventrikuldrer oder subdu-
raler Hdmorrhagie abgeleitet sind oder davon her-
rihren. Der erfahrene Mediziner erkennt ohne wei-
teres die Natur derartiger Schlaganfallzustdnde und
er versteht diese und kann das Vorhandensein oder
die Symptome derartiger Zusténde bei Patienten de-
tektieren und diagnostizieren. Die vorliegenden erfin-
dungsgemalen Verfahren ziehen in Betracht, dass
die hVEGF-Antagonistenmolekiile bei der Behand-
lung von ischamischen Schlaganfallzustédnden, ins-
besondere zur Verringerung oder Hemmung eines
Odems und zum Schutz vor einer Zell- und Gewebe-
schadigung verwendet werden kénnen. Die hVEGF-
Antagonisten kénnen als Akutbehandlung nach dem
Einsetzen eines ischdmischen Schlaganfalls zur Ver-
ringerung oder Hemmung von beispielsweise einem
Hirnddem verabreicht werden, um dadurch die Erho-
lung des Saugers von dem ischamischen Schlagan-
fall zu verstarken. Die Verwendung der hVEGF-Ant-
agonisten ist insofern vorteilhaft, als die Behandlung
die Durchflhrung einer Operation (wie einer Kranio-
tomie) an dem Sauger zur Verringerung oder Linde-
rung von intrakranialem Druck aufgrund einer Uber-
mafigen Wasseransammlung in Hirngeweben ver-
hindern oder vermeiden kann. Es wird auch in Be-
tracht gezogen, dass bei einer Verringerung oder
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Prévention eines derartigen Odems durch die hVE-
GF-Antagonisten eine Verringerung (d. h. Schutzwir-
kung) der Menge von Gehirn und neuronalem Gewe-
be, das durch intrakranialen Druck und Odem typi-
scherweise geschadigt werden kann, erfolgt.

[0089] In Abhangigkeit von der Art und Schwere der
Erkrankung oder des Zustands, die behandelt wer-
den, sind etwa 1 kg bis 15 mg/kg Antagonist eine An-
fangskandidatendosierung zur Verabreichung an den
Patienten, entweder beispielsweise durch eine oder
mehrere getrennte Verabreichungen oder durch kon-
tinuierliche Infusion. Eine typische Tagesdosis kann
in Abhangigkeit von den oben genannten Faktoren
im Bereich von etwa 1 pg/kg bis 100 mg/kg oder
mehr liegen. Fur wiederholte Verabreichungen tber
mehrere Tage oder langer wird die Behandlung in
Abhangigkeit von dem Zustand wiederholt, bis eine
gewtinschte Verringerung der Krankheitssymptome
erfolgt. Jedoch kénnen andere Dosierungsprotokolle
glnstig sein. Beispielsweise kann es bei dem Verfah-
ren zur Behandlung eines Hirnédems oder ischami-
schen Schlaganfalls giinstig sein, den (die) hVEGF-
Antagonisten unmittelbar bei der Detektion oder Dia-
gnose bei dem Patienten innerhalb von mehreren St-
unden der Lasion oder des Einsetzens eines Schlag-
anfalls oder innerhalb von 1 bis 4 Tagen danach
zu verabreichen. Das gewiinschte Verabreichungs-
protokoll hangt typischerweise vom Urteil des be-
handelnden Mediziners ab. Der Fortschritt der hVE-
GF-Antagonistentherapie wird durch herkémmliche
Techniken und Tests, die beispielsweise radiographi-
sche Techniken (insbesondere Magnetic Resonan-
ce Imaging, MRI) fiir Odembildung in Verbindung mit
einem ischdmischen Schlaganfall oder die Uberwa-
chung des intrakranialen Drucks wegen einem Hirn-
6dem umfassen, Uberwacht.

[0090] Gemal einer weiteren Ausfihrungsform der
Erfindung kann die Wirksamkeit des Antagonisten
zur Pravention oder Behandlung eines Zustands oder
einer Erkrankung durch eine serielle Verabreichung
des Antagonisten oder eine Verabreichung in Kombi-
nation mit einem weiteren Mittel, das fir diese Zwe-
cke wirksam ist, beispielsweise Tumornekrosefak-
tor (TNF), einem Antikdrper mit der Fahigkeit zur
Hemmung oder Neutralisation der angiogenen Aktivi-
tat von saurem oder basischem Fibroblastenwachs-
tumsfaktor (FGF) oder Hepatocytenwachstumsfak-
tor (HGF), einem Antikdrper mit der Fahigkeit zur
Hemmung oder Neutralisation der Koagulationsak-
tivitaten von Gewebefaktor, Protein C oder Protein
S (siehe Esmon et al., PCT-Patentverdffentlichung
WO 91/01753, verdffentlicht am 21. Februar 1991),
einem Antikdrper mit der Fahigkeit zur Bindung an
den HER2-Rezeptor (siehe Hudziak et al., PCT-Pa-
tentverdffentlichung WO 98/06692, verdéffentlicht am
27. Juli 1989), oder einem oder mehreren herkdmm-
lichen therapeutischen Mitteln, beispielsweise Alky-
lierungsmitteln, Folsdureantagonisten, Antimetaboli-

ten des Nucleinsdurestoffwechsels, Antibiotika, Pyri-
midinanaloga, 5-Fluoruracil, Cisplatin, Purinnucleosi-
den, Aminen, Aminosauren, Triazolnucleosiden oder
Corticosteroiden, verbessert werden. Derartige wei-
tere Mittel kdnnen in der zu verabreichenden Zu-
sammensetzung vorhanden sein oder getrennt ver-
abreicht werden. Insbesondere bei der Behandlung
eines Odems bei einem ischamischen Schlaganfall
kann der Antagonist seriell oder in Kombination mit
Mitteln, wie antiviralen, antimykotischen oder antipa-
rasitischen Mitteln, Antibiotika, Thrombolytika (wie t-
PA), osmotischen Therapeutika (beispielsweise Man-
nit) oder Steroiden (wie Decadron oder Prednison),
verabreicht werden. Die Verwendung derartiger Mit-
tel in Kombination mit dem Antagonisten ist dem
praktizierenden Arzt Ublicher Erfahrung geldufig und
naturlich héngt die Wahl derartiger Mittel beispiels-
weise von der behandelten Erkrankung oder dem be-
handelten Zustand ab.

[0091] Ferner wird in Betracht gezogen, dass der
hVEGF-Antagonist seriell mit hVEGF, insbesondere
bei der Behandlung eines ischamischen Schlagan-
falls, verabreicht werden kann. Bei der Diagnose oder
Detektion eines ischdmischen Schlaganfalls kann der
hVEGF-Antagonist unmittelbar oder innerhalb von et-
wa 1 bis 4 Tagen nach dem Einsetzen des ischami-
schen Schlaganfalls verabreicht werden. Es wird an-
genommen, dass es nach der Beendigung der Ver-
abreichung des Antagonisten zur Verringerung oder
Hemmung einer (")dembildung vorteilhaft sein kann,
dem Patienten eine Menge von hVEGF zu verab-
reichen, die ausreichend ist, um die Revaskularisati-
on zu stimulieren oder zu férdern. Vorzugsweise ist
der hVEGF eine rekombinante Form von hVEGF und
er wird in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager
verabreicht.

[0092] Die folgenden Beispiele werden nur zur Er-
lauterung angeboten und sollen die Erfindung in
keinster Weise beschranken.

BEISPIELE

[0093] Im Handel erhaltliche Reagentien, die in den
Beispielen angegeben wurden, wurden nach den
Vorschriften des Herstellungs, falls nicht anders an-
gegeben, verwendet. Die Quelle der Zellen, die
in den folgenden Beispielen und durchgéngig in
der Beschreibung durch ATCC-Hinterlegungsnum-
mern identifiziert sind, ist die American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia.

BEISPIEL 1

Herstellung von Anti-hVEGF-
monoklonalen-Antikérpern

[0094] Zur Gewinnung von mit Schlissellochnackt-
schnecken-Hamocyanin (KLH) konjugiertem hVE-
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GF zur Immunisierung wurde rekombinanter hVEGF
(165 Aminoséuren), Leung et al., Science 246: 1306
(1989), mit KLH mit einem Verhéltnis von 4:1 in Ge-
genwart von 0,05% Glutaraldehyd gemischt und das
Gemisch 3 h unter leichtem Rihren bei Raumtem-
peratur inkubiert. Das Gemisch wurde dann gegen
phosphpatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) bei 4°C
Uber Nacht dialysiert.

[0095] Balb/c-Mause wurden alle zwei Wochen vier-
mal durch intraperitoneale Injektionen mit mit 20 pg
KLH konjugierten 5 pg hVEGF immunisiert und mit
der gleichen Dosis hVEGF, der mit KLH konjugiert
war, vier Tage vor der Zellfusion zur Verstarkung im-
munisiert.

[0096] Milzzellen der immunisierten Mause wurden
mit P3X63Ag8U.1-Myelomzellen, Yelton et al., Curr.
Top. Microbiol. Immunol. 81: 1 (1978) unter Verwen-
dung von 35% Polyethylenglykol (PEG) gemal der
Beschreibung von Yarmush et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 77: 2899 (1980) fusioniert. Hybridome wurden in
HAT-Medium selektiert.

[0097] Uberstande von Hybridomzellkulturen wur-
den auf Anti-hVEGF-Antikérperproduktion durch ei-
nen ELISA-Assay unter Verwendung von mit hVE-
GF beschichteten Mikrotiterplatten gescreent. Anti-
kérper, der in jeder der Vertiefungen an hVEGF ge-
bunden war, wurde unter Verwendung von mit alkali-
scher Phosphatase konjugiertem Ziegen-Anti-Maus-
IgG-Immunglobulin und dem chromogenen Substrat
p-Nitrophenylphosphat bestimmt. Harlow & Lane, An-
tibodies: A Laboratory Manual, S. 597 (Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988). Hybridomzellen, von de-
nen auf diese Weise bestimmt wurde, dass sie
Anti-hVEGF-Antikérper produzieren, wurden durch
Grenzverdiinnung subkloniert und zwei dieser Klone
mit der Bezeichnung A4.6.1 und B2.6.2 wurden fir
weitere Untersuchungen gewahlt.

BEISPIEL 2

Charakterisierung von Anti-
hVEGF-monoklonalen-Antikérpern

A. Antigenspezifitat

[0098] Die Bindungsspezifitaten der durch die Hybri-
dome A4.6.1 und B2.6.2 produzierten Anti-hVEGF-
monoklonalen-Antikérper wurden durch ELISA be-
stimmt. Die monoklonalen Antikérper wurden zu den
Vertiefungen von Mikrotiterplatten, die zuvor mit hVE-
GF, FGF, HGF oder epidermalem Wachstumsfaktor
(EGF) beschichtet worden waren, gegeben. Gebun-
dener Antikérper wurde mit mit Peroxidase konju-
gierten Ziegen-Anti-Maus-lgG-Immunglobulinen de-
tektiert. Die Ergebnisse dieser Assays zeigten, dass
die durch die A4.6.1- und B2.6.2-Hybridome produ-
zierten monoklonalen Antikérper an hVEGF, jedoch

nicht detektierbar an die anderen Proteinwachstums-
faktoren binden.

B. Epitopkartierung

[0099] Ein ELISA kompetitiver Bindung wurde ver-
wendet, um zu bestimmen, ob die durch die A4.6.1-
und B2.6.2-Hybridome produzierten monoklonalen
Antikoérper an die gleichen oder verschiedene Epito-
pe (Stellen) innerhalb von hVEGF binden. Kim et al.,
Infect. Immun. 57: 944 (1989). Individuelle unmar-
kierten Anti-hVEGF-monoklonale-Antikérper (A4.6.1
oder B2.6.2) oder irrelevanter Anti-HGF-Antikdrper
(lgG1-Isotyp) wurden zu den Vertiefungen von Mi-
krotiterplatten, die zuvor mit hVEGF beschichtet wur-
den, gegeben. Biotinylierte Anti-hVEGF-monoklona-
le-Antikérper (BIO-A4.6.1 oder BIO-B2.6.2) wurden
dann zugegeben. Das Verhaltnis von biotinyliertem
Antikérper zu unmarkiertem Antikérper betrug 1:
1000. Die Bindung der biotinylierten Antikbrper wurde
durch Zugabe von mit Avidin konjugierter Peroxida-
se und anschlieend o-Phenylendiamindihydrochlo-
rid und Wasserstoffperoxid sichtbar gemacht. Die
Farbreaktion, die die Menge von gebundenem bioti-
nyliertem Antikérper anzeigte, wurde durch Messung
der optischen Dichte (O.D) bei einer Wellenlange von
495 nm bestimmt.

[0100] Wie in Fig. 1 gezeigt ist, wurde in jedem Fall
die Bindung des biotinylierten Anti-hVEGF-Antikor-
pers durch den entsprechenden unmarkierten Anti-
korper, jedoch nicht durch den anderen unmarkier-
ten Anti-hVEGF-Antikérper oder den Anti-HGF-Anti-
koérper gehemmt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
durch die A4.6.1- und B2.6.2-Hybridome produzier-
ten monoklonalen Antikérper an verschiedene Epito-
pe innerhalb von hVEGF binden.

C. Isotypbestimmung

[0101] Die Isotypen der durch die A4.6.1- und
B2.6.2-Hybridome produzierten Anti-hVEGF-monok-
lonalen-Antikérper wurden durch ELISA bestimmit.
Proben von Kulturmedium (Uberstand), in denen die
einzelnen Hybridome wuchsen, wurden zu den Ver-
tiefungen von Mikrotiterplatten, die zuvor mit hVE-
GF beschichtet wurden, gegeben. Die eingefange-
nen Anti-hVEGF-monoklonalen-Antikdrper wurden
mit verschiedenen isotypspezifischen, mit alkali-
scher Phosphatase knojugierten Ziegen-Anti-Maus-
Immunglobulinen inkubiert und die Bindung der kon-
jugierten Antikérper an die Anti-hVEGF-monoklona-
len-Antikérper wurde durch die Zugabe von p-Nitro-
phenylphosphat bestimmt. Die Farbreaktion wurde
bei 405 nm mit einer ELISA-Plattenlesevorrichtung
ermittelt.

[0102] Durch dieses Verfahren wurde der Isotyp der
durch sowohl das A4.6.1- als auch B2.6.2-Hybridom
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produzierten monoklonalen Antikérper als 1gG1 be-
stimmt.

D. Bindungsaffinitat

[0103] Die Affinitdten der durch die A4.6.1- und
B2.6.2-Hybridome produzierten Anti-hVEGF-monok-
lonalen-Antikérper fir hVEGF wurden durch Assays
kompetitiver Bindung bestimmt. Eine vorbestimmte
suboptimale Konzentration eines monoklonalen An-
tikérpers wurde zu Proben gegeben, die 20000-
40000 cpm "I-hVEGF (1-2 ng) und verschiedene
bekannte Mengen von nichtmarkiertem hVEGF (1-
1000 ng) enthielten. Nach 1 h bei Raumtemperatur
wurden 100 pl von Ziegen-Anti-Maus-Ig-Antiserum
(Pel-Freez, Rogers, AR, USA) zugegeben, und die
Gemische wurden eine weitere Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Komplexe aus Antikérper und ge-
bundenem Protein (Immunkomplexe) wurden durch
Zugabe von 500 pl von 6 Polyethylenglykol (PEG,
Molekulargewicht 8000) bei 4°C ausgefallt, worauf ei-
ne Zentrifugation mit 2000 x G wahrend 20 min bei
4°C folgte. Die Menge von an dem Anti-hVEGF-mo-
noklonalen-Antikdrper gebundenem '2°I-hVEGF in je-
der Probe wurde durch Zahlen des pelletisierten Ma-
terials in einem Gammazahler bestimmt.

[0104] Affinitdtskonstanten wurden aus den Daten
durch Scatchard-Analyse berechnet. Die Affinitat des
durch das A4.6.1-Hybridom produzierten Anti-hVE-
GF-monoklonalen-Antikérpers wurde als 1,2 x 10° I/
mol berechnet. Die Affinitat des durch das B2.6.2-Hy-
bridom produzierten Anti-hVEGF-monoklonalen-An-
tikorpers wurde als 2,5 x 10° I/mol berechnet.

E. Hemmung der mitogenen Aktivitat von hVEGF

[0105] Rindernebennierenrindenkapillarendothel
(ACE) zellen, Ferrara et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
84: 5773 (1987), wurden mit einer Dichte von 10*
Zellen/ml in 12-Mehrfachvertiefungen-Platten ausge-
sat und 2,5 ng/ml hVEGF wurde zu jeder Vertiefung
in Gegenwart oder Abwesenheit verschiedener Kon-
zentrationen der durch die A4.6.1- oder B2.6.2-Hybri-
dome produzierten Anti-hVEGF-monoklonalen-Anti-
kérper oder eines irrelevanten Anti-HGF-monoklona-
len-Antikérpers gegeben. Nach Kultivieren wahrend
5 Tagen wurden die Zellen in jeder Vertiefung in ei-
nem Coulter Counter gezahlt. Als Kontrolle wurden
ACE-Zellen in Abwesenheit von zugesetztem hVEGF
kultiviert.

[0106] Wie in Fig. 2 gezeigt ist, zeigten die beiden
Anti-hVEGF-monoklonalen-Antikorper die Fahigkeit
des zugesetzten hVEGF, das Wachstum oder Uber-
leben der Rinder-ACE-Zellen zu unterstitzen. Der
durch das A4.6.1-Hybridom produzierte monoklonale
Antikdrper hemmte die mitogene Aktivitédt von hVEGF
vollstandig (mehr als etwa 90% Hemmung), wéhrend
der durch das B2.6.2-Hybridom produzierte monok-

lonale Antikérper die mitogene Aktivitat von hVEGF
nur partiell hemmte.

F. Hemmung der hVEGF-Bindung

[0107] Rinder-ACE-Zellen wurden mit einer Dichte
von 2,5 x 10* Zellen/0,5 ml/Vertiefung in 24-Vertiefun-
gen-Mikrotiterplatten in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM), das 10% Kalberserum, 2 mM Glut-
amin und 1 ng/ml basischen Fibroblastenwachstums-
faktor enthielt, ausgesat. Nach dem Kultivieren Uber
Nacht wurden die Zellen einmal in Bindungspuffer
(gleiche Volumina von DMEM und F12-Medium + 25
mM HEPES und 1 Rinderserumalbumin) bei 4°C ge-
waschen.

[0108] 12000 cpm '?I-hVEGF (etwa 5 x 10* cpm/ng/
ml) wurden 30 min mit 5 pg des durch A4.6.1-, B2.6.2-
oder A2.6.1-Hybridom produzierten Anti-hVEGF-mo-
noklonalen-Antikérpers vorinkubiert (250 pl Gesamt-
volumen), und danach wurden die Gemische zu den
Rinder-ACE-Zellen in den Mikrotiterplatten gegeben.
Nach Inkubation der Zellen wahrend 3 h bei 4°C wur-
den die Zellen dreimal mit Bindungspuffer bei 4°C
gewaschen, durch Zugabe von 0,5 ml 0,2 N NaOH
solubilisiert und in einem Gammazahler gezahit.

[0109] Wie in Fig. 3 (oberer Teil) gezeigt ist, hemm-
ten die durch die A4.6.1- und B2.6.2-Hybridome pro-
duzierten Anti-hVEGF-monoklonalen-Antikérper die
Bindung von hVEGF an die Rinder-ACE-Zellen. Im
Gegensatz dazu hatte der durch das A2.6.1-Hybri-
dom produzierte Anti-hVEGF-monoklonale-Antikér-
per keine offensichtliche Wirkung auf die Bindung
von hVEGF an die Rinder-ACE-Zellen. Konsistent
mit den in dem oben beschriebenen Zellproliferati-
onsassay erhaltenen Ergebnissen hemmte der durch
das A4.6.1-Hybridom produzierte monoklonale Anti-
korper die Bindung von hVEGF in einem gréeren
Ausmal} als der durch das B2.6.2-Hybridom produ-
zierte monoklonale Antikorper.

[0110] Wie in Fig. 3 (unterer Teil) gezeigt ist, hemm-
te der durch das A4.6.1-Hybridom produzierte mo-
noklonale Antikérper die Bindung von hVEGF an
die Rinder-ACE-Zellen mit einem 1:250-Molverhalt-
nis von hVEGF zu Antikérper.

G. Kreuzreaktivitat mit anderen VEGF-Isoformen

[0111] Um zu bestimmen, ob der durch das A4.6.1-
Hybridom produzierte Anti-hVEGF-monoklonale-An-
tikdrper mit den Formen von hVEGF mit 121 und
189 Aminosauren reaktiv ist, wurde der Antikérper auf
dessen Fahigkeit zur Immunprazipitation dieser Po-
lypeptide getestet.

[0112] Humane 293-Zellen wurden mit Vektoren
transfiziert, die die Nucleotidcodierungssequenz der
hVEGF-Polypeptide mit 121 und 189 Aminosauren
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gemal der Beschreibung, Leung et al., Science 246:
1306 (1989), umfassten. Zwei Tage nach der Trans-
fektion wurden die Zellen in Medium tGbertragen, dem
Cystein und Methionin fehlte. Die Zellen wurden 30
min in diesem Medium inkubiert und dann wurden
100 pCi/ml von jeweils 3%S-Methionin und %S-Cys-
tein zu dem Medium gegeben und die Zellen weitere
2 h inkubiert. Die Markierung wurde durch Ubertra-
gung der Zellen in serumfreies Medium und Inkubati-
on wahrend 3 h vertrieben. Die Zellkulturmedien wur-
den gewonnen und die Zellen wurden durch Inkuba-
tion wahrend 30 min in Lysepuffer (150 mM NaCl, 1%
NP40, 0,5% Desoxycholat, 0,1% Natriumdodecylsul-
fat (SDS), 50 mM Tris, pH-Wert 8,0) lysiert. Zellreste
wurden von den Lysaten durch Zentrifugation mit 200
x G wahrend 30 min entfernt.

[0113] 500-pl-Proben von Zellkulturmedien und Zell-
lysaten wurden mit 2 pl von A4.6.1-Hybridom-Anti-
korper (2,4 mg/ml) 1 h bei 4°C inkubiert und dann
mit 5 pl Kaninchen-Anti-Maus-IgG-Immunglobulin 1 h
bei 4°C inkubiert. Inmunkomplexe von 3%S-markier-
tem hVEGF und Anti-hVEGF-monoklonalem-Antikor-
per wurden mit Protein-A-Sepharose (Pharmacia)
geféllt und dann SDS - 12% Polyacrylamidgel-Elek-
trophorese unter reduzierenden Bedingungen unter-
zogen. Das Gel wurde auf einen Réntgenfilm zur
Analyse der immunprézipitierten radioaktiv markier-
ten Proteine durch Autoradiographie einwirken gelas-
sen.

[0114] Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten, dass
der durch das A4.6.1-Hybridom produzierte Anti-
hVEGF-monoklonale-Antikdrper eine Kreuzreaktion
mit der Form von hVEGF sowohl mit 121 Aminoséu-
ren als auch mit 189 Aminosauren einging.

BEISPIEL 3

Herstellung von VEGF-
Rezeptor/IgG-Fusionsproteinen

A

[0115] Die Nucleotid- und Aminosaurecodierungs-
sequenzen des flt-hVEGF-Rezeptors sind in Shibu-
yat et al., Oncogene 5: 519-524 (1990) offenbart.
Die codierende Sequenz der gesamten extrazellula-
ren Domane des flt-hVEGF-Rezeptors wurde mit der
codierenden Sequenz der schweren Kette von huma-
nem IgG1 in einem zweistufigen Verfahren fusioniert.

[0116] Positionsspezifische Mutagenese wurde zur
Einflhrung einer BstBI-Restriktion in DNA mit Co-
dierung fir flt an einer Stelle 5' zu dem Codon fir
die Aminosadure 759 von flt und zur Umwandlung
der singuléaren BstEll-Restriktionsstelle in dem Plas-
mid pBSSK- FC, Bennett et al., J. Biol. Chem. 266:
23060-23067 (1991), in eine BstBI-Stelle verwendet.
Das modifizierte Plasmid wurde mit EcoRI und Bst-

Bl verdaut und das gebildete grof3e Fragment von
Plasmid-DNA wurde mit einem EcoRI-BStBI-Frag-
ment der flt-DNA mit Codierung fir die extrazellula-
re Doméne (Aminosauren 1-758) des flt-hVEGF-Re-
zeptors zusammenligiert.

[0117] Das gebildete Konstrukt wurde mit Clal und
Notl verdaut, wobei ein Fragment von etwa 3,3 kb
erzeugt wurde, das dann in die multiple Klonierungs-
stelle des Saugerexpressionsvektors pHEBO2 (Le-
ung et al., Neuron 8: 1045 (1992)) durch Ligation in-
sertiert wird. Die Enden des 3,3-kb-Fragments wer-
den beispielsweise durch Addition von Linkern modi-
fiziert, um die Insertion des Fragments in den Vektor
in der richtigen Orientierung zur Expression zu erhal-
ten.

[0118] Saugerwirtszellen (beispielsweise CEN4-Zel-
len (Leung et al., aaO)) werden mit dem pHEBO2-
Plasmid, das das flt-Insert enthalt, durch Elektropo-
ration transfiziert. Transfizierte Zellen werden in Me-
dium, das etwa 10 fetales Rinderserum, 2 mM Glut-
amin und Antibiotika enthalt, kultiviert und bei etwa
75% Konfluenz in serumfreies Medium Ubertragen.
Das Medium wird 3—4 Tage vor der Gewinnung kondi-
tioniert, und das flt-lgG-Fusionsprotein wird aus dem
konditionierten Medium durch Chromatographie auf
einer Protein-A-Affinitatsmatrix im wesentlichen ge-
mal der Beschreibung bei Bennett et al., J. Biol.
Chem. 266: 23060-23067 (1991) gereinigt.

B.

[0119] Humane flt-IgG(als hflt(1-3)-1I9G bezeichnet)
-cDNA wurde gemal der Beschreibung bei Davis-
Smyth et al., EMBO J. 15: 4919-4927 (1996) konstru-
iert. Diese gestutzte Rezeptorform umfasste nur die
ersten drei immunglobulindhnlichen Domé&nen von
humanem fit an ein Fc-IgG fusioniert. Siehe Ferrara
et al., Nature Medicine 4: 336 (1998).

[0120] Ein murines flt-IgG (als mflt(1-3)-19G bezeich-
net) wurde durch PCR-Amplifikation von Maus-cD-
NA eines 17 Tage alten Embryos (Clontech, Palo Al-
to, CA) unter Verwendung von Primern gemaf der
Beschreibung bei Ferrara et al., aaO, konstruiert.
Die Gestaltung des 3'-PCR-Primers stellte sicher,
dass die Expression des mflt-1(1-3) in Frame mit ei-
nem murinen IgG2b-Fc-Klon war. Das gebildete 1-kb-
Fragment wurde zunéchst in einen TA-Klonierungs-
vektor (Invitrogen, San Diego, CA) als Clal-BstEll-
Fragment kloniert. Dieses Fragment wurde an das 5'-
Ende von murinem 1gG2b-Fc in einem pRK-Vektor li-
giert. Dieses Plasmid ermdglichte die Expression ei-
nes mflt(1-3)-lgG-Fusionsproteins bei Transfektion in
Saugerzellen.

[0121] Zur Expression in CHO-Zellen wurden die cD-
NAs in einen dicistronischen Vektor, der die Expres-
sion des Markers Dihydrofolatreduktase mit der Ex-
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pression des von fit abgeleiteten Fusionsproteins ver-
knlpft, subkloniert. Siehe Lucas et al., Nucleic Acid
Res. 24: 1774-1779 (1996). Plasmide wurden in DP
12-Zellen, ein Derivat der CHO-KIDUXBII-Zelllinie,
die von L. Chasin (Columbia University, New York)
entwickelt wurde, durch Lipofektion eingefiihrt und
auf Wachstum in Glycin-Hypoxanthin-Thymidin(G-H-
T)-freiem Medium selektiert. Chisholm et al., DNA
Cloning 4: A Practical Approach, Mammalian Sys-
tems (Hrsg. Glover & Hames) S. 1-39 (Oxford Press,
1995). Klone der ersten Selektionsrunde wurden an-
schlieBend mit zunehmenden Konzentrationen von
Methotrexat ausplattiert. Die Klone wurden dann auf
die Produktion von humanem oder murinem Fc durch
ELISA gescreent. Klone, die die hdchste Produktion
zeigten, wurden zur Suspensionskultur angepasst,
und serumfreie Kulturen wurden geerntet und durch
Protein-A-Sepharose gereinigt. Proteinkonzentratio-
nen wurden durch Aminosdureanalyse bestimmt. Der
Endotoxingehalt des gereinigten Endmaterials Uber-
stieg 0,5 eu/mg nicht.

[0122] Gemal der Beschreibung bei Ferrara et al.,
aa0, waren sowohl das murine flt(1-3)-IgG-Fusions-
protein als auch das humane flt(1-3)-1gG-Fusionspro-
tein hinsichtlich der Hemmung der Bioaktivitat von
VEGF in dem getesteten Nagetiermodell aktiv.

BEISPIEL 4

Hemmung des Tumorwachstums
mit hVEGF-Antagonisten

[0123] Verschiedene in Kultur wachsende humane
Tumorzelllinien wurden auf die Produktion von hVE-
GF durch ELISA getestet. Es wurde ermittelt, dass Ei-
erstock-, Lungen-, Kolon-, Magen-, Brust- und Hirntu-
morzelllinien hVEGF produzierten. Drei Zelllinien, die
hVEGF produzierten, NEG 55 (auch als G55 bezeich-
net) (humane Gliomzelllinie, von Dr. M. Westphal,
Department of Neurosurgery, University Hospital Ep-
pendor, Hamburg, Deutschland, erhalten, auch als
G55 bezeichnet), A-673 (humane Rhabdomyosar-
comzelllinie, von der American Type Culture Collec-
tion (ATCC) als Zelllinie Nummer CRL 1598 erhal-
ten) und SK-LMS-1 (Leiomyosarcomzelllinie, von der
ATCC als Zelllinie Nummer HTB 88 erhalten), wurden
fur weitere Untersuchungen verwendet.

[0124] Sechs bis zehn Wochen alte weibliche Beige/
nackte Mause (Charles River Laboratory, Wilming-
ton, Massachusetts, USA) erhielten subkutan 1-5 x
108 Tumorzellen in 100-200 pl PBS injiziert. Zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach der Feststellung von
Tumorwachstum erhielten die Mause intraperitoneal
einmal oder zweimal pro Woche verschiedene Do-
sen von A4.6.1-Anti-hVEGF-monoklonalem-Antikor-
per, einem irrelevanten Anti-gp120-monoklonalen-
Antikérper (5B6) oder PBS injiziert. Die Tumorgré-
Re wurde jede Woche gemessen und am Ende der

Untersuchung wurden die Tumore herausgeschnitten
und gewogen.

[0125] Die Wirkung verschiedener Mengen von
A4.6.1-Anti-hVEGF-monoklonalem-Antikérper  auf
das Wachstum von NEG-55-Tumoren in Mausen ist
in Fig. 4 und Fig. 5 gezeigt. Fig. 4 zeigt, dass Mause,
die mit 25 pg oder 100 pg von A4.6.1-Anti-hVEGF-
monoklonalem-Antikérper ab eine Woche nach der
Inokulation von NEG-55-Zellen behandelt wurden, im
Vergleich zu Mausen, die mit entweder irrelevantem
Antikérper oder PBS behandelt wurden, eine wesent-
lich verringerte Rate des Tumorwachstums aufwie-
sen. Fig. 5 zeigt, dass funf Wochen nach der Inokula-
tion der NEG-55-Zellen die Grofie der Tumore in mit
A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikérper behandelten Mausen
etwa 50% (im Falle von mit 25-ug-Dosierungen des
Antikérpers behandelten Mausen) bis 85% (im Falle
von mit 100-pg-Dosierungen des Antikdrpers behan-
delten Mausen) geringer als die Gré3e von Tumoren
in mit irrelevantem Antikérper oder PBS behandelten
Mausen war.

[0126] Die Wirkung einer Behandlung mit A4.6.1-An-
ti-nVEGF-monoklonalem-Antikérper auf das Wachs-
tum von SK-LMS-1-Tumoren bei Mausen ist in Fig. 6
gezeigt. Funf Wochen nach der Inokulation der SK-
LMS-1-Zellen war die durchschnittliche GréRe von
Tumoren in mit dem A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikérper
behandelten Mausen etwa 75% geringer als die Gro-
Re von Tumoren in mit irrelevantem Antikdrper oder
PBS behandelten Mausen.

[0127] Die Wirkung einer Behandlung mit A4.6.1-An-
ti-hnVEGF-monoklonalem-Antikdrper auf das Wachs-
tum von A673-Tumoren bei Mausen ist in Fig. 7 ge-
zeigt. Vier Wochen nach der Inokulation der AG673-
Zellen war die durchschnittliche Grée von Tumo-
ren bei mit A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikdrper behandel-
ten Mausen etwa 60% (im Falle von mit 10-ug-Do-
sierungen des Antikdrpers behandelten Mausen) bis
mehr als 90% (im Falle von mit 50-400-pg-Dosierun-
gen des Antikérpers behandelten Mausen) geringer
als die GréRRe von Tumoren in mit irrelevantem Anti-
kérper oder PBS behandelten Mausen.

BEISPIEL 5

Analyse der direkten Wirkung von Anti-hVEGF-
Antikorper auf in Kultur wachsende Tumorzellen

[0128] Humane Glioblastomzellen NEG55 oder
Rhabdomyosarcomzellen A673 wurden mit einer
Dichte von 7 x 10® Zellen/Vertiefung in Mehrfach-
vertiefungenplatten (12 Vertiefungen/Platte) in F12/
DMEM-Medium, das 10% fetales Kalberserum, 2 mM
Glutamin und Antibiotika enthielt, ausgesat. A4.6.1-
Anti-hVEGF-Antikérper wurde dann zu den Zellkul-
turen bis zu einer Endkonzentration von 0-20,0 ug
Antikérper/ml gegeben. Nach funf Tagen wurden die
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in den Vertiefungen wachsenden Zellen durch Ein-
wirken von Trypsin dissoziiert und in einem Coulter
Counter gezahlt.

[0129] Fig. 8 und Fig. 9 zeigen die Ergebnisse
dieser Untersuchungen. Wie offensichtlich ist, hatte
der A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikdrper keine signifikante
Wirkung auf das Wachstum der NEG55- oder A673-
Zellen in Kultur. Diese Ergebnisse zeigen, dass der
A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikérper nicht cytotoxisch ist,
und sie legen stark nahe, dass die beobachteten An-
titumorwirkungen des Antikérpers auf dessen Hem-
mung einer VEGF-vermittelten Revaskularisation be-
ruhen.

BEISPIEL 6

Wirkung von Anti-hVEGF-Antikdrper
auf Endothelzellenchemotaxis

[0130] Chemotaxis von Endothelzellen und anderen
Zellen einschlieBlich von Monocyten und Lymphocy-
ten spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
rheumatoider Arthritis. Endothelzellenmigration und -
proliferation begleiten die Angiogenese, die im rheu-
matoiden Synovium erfolgt. Vaskularisiertes Gewebe
(Pannus) dringt in den Gelenkknorpel ein und zerstort
diesen.

[0131] Um zu bestimmen, ob hVEGF-Antagonisten
in diesen Prozess eingreifen, testeten wir die Wirkung
des A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikérpers auf die durch
Synovia von Patienten mit rheumatoider Arthritis sti-
mulierte Endothelzellenchemotaxis. Als Kontrolle tes-
teten wir auch die Wirkung des A4.6.1-Anti-hVEGF-
Antikdérpers auf die durch Synovia von Patienten mit
Osteoarthritis stimulierte Endothelzellenchemotaxis
(die Angiogenese, die bei rheumatoider Arthritis auf-
tritt, tritt bei Osteoarthritis nicht auf).

[0132] Die Endothelzellenchemotaxis wurde unter
Verwendung von modifizierten Boyden-Kammern ge-
maR etablierter Verfahren getestet. Thompson et
al., Cancer Res. 51: 2670 (1991); Phillips et al.,
Proc. Exp. Biol. Med. 197: 458 (1991). Etwa 10* hu-
mane Nabelschnurvenenendothelzellen wurden an
gelatinebeschichteten Filtern (PorengréfRe 0,8 pm)
in 48-Vertiefungen-Mehrfachvertiefungenmikrokam-
mern in Kulturmedium, das 0,1% fetales Rinderser-
um enthielt, anheften gelassen. Nach etwa 2 h wur-
den die Kammern invertiert und Testproben (Synovia
von rheumatoider Arthritis, Synovia von Osteoarthri-
tis, basischer FGF (bFGF) (bis zu einer Endkonzen-
tration von 1 pg/ml) oder PBS) und A4.6.1-Anti-hVE-
GF-Antikdrper (bis zu einer Endkonzentration von 10
pg/ml) wurden zu den Vertiefungen gegeben. Nach 2
bis 4 h wurden Zellen, die migriert waren, angefarbt
und gezahilt.

[0133] Fig. 10 zeigt die gemittelten Ergebnisse die-
ser Untersuchungen. Die in der Spalte mit der Be-
zeichnung "Synovia” und am Ende der Seite fur die
Kontrollen angegebenen Werte sind die durchschnitt-
liche Zahl von Endothelzellen, die in Gegenwart von
Synovia, bFGF oder PBS allein migrierten. Die Wer-
te in der Spalte mit der Bezeichnung "Synovia +
mAB VEGF” sind die durchschnittliche Zahl von En-
dothelzellen, die in Gegenwart von Synovia plus zu-
gesetztem A4.6.1-Anti-hVEGF-Antikérper migrierten.
Die Werte in der Spalte mit der Bezeichnung "%
Unterdriickung” geben die prozentuale Verringerung
der Synovia-induzierten Endothelzellenmigration auf-
grund der Zugabe von Anti-hVEGF-Antikérper an.
Wie angegeben, hemmte der Anti-hVEGF-Antikor-
per die Fahigkeit zur Induktion von Endothelzellenmi-
gration von Synovia von rheumatoider Arthritis (53,
40 durchschnittliche prozentuale Hemmung), jedoch
nicht von Synovia von Osteoarthritis (13,64 durch-
schnittliche prozentuale Hemmung).

BEISPIEL 7

Wirkung eines VEGF-
Antagonisten auf ein Hirnédem

[0134] Ein In-vivo-Assay wurde durchgefihrt, um die
Wirkungen eines flt-lgG-Antagonisten auf ein Hirn-
6dem zu bestimmen. Der Verlust der BBB-Integri-
tét und die Bildung eines Hirnédems erfolgen hau-
fig bei der Pathogenese eines zerebralen Infarkts. Es
wird angenommen, dass der Abbau der BBB bei ei-
nem ischamischen Schlaganfall Gberwiegend nach
den ersten 24 h des Einsetzens eines Schlaganfalls
erfolgt. Ferner wird angenommen, dass die vorteilhaf-
ten Wirkungen einer prompten und adaquaten Wie-
derherstellung der Durchblutung nach einem akuten
ischamischen Ereignis durch eine Reperfusionslasi-
on des zerebralen Mikrogeféfsystems, das die BBB
umfasst, unterminiert werden kénnen, was zur Bil-
dung eines Hirnddems beitragt. Klatzo et al., Hrsg.,
Brain Edema, Tokio, Springer (1984), S. 1-5. Der im
folgenden beschriebene In-vivo-Assay wurde gestal-
tet, um diese Aspekte des klinischen Zustands zu re-
flektieren.

[0135] Eine fokale kortikale Ischdmie wurde in Maus-
hirn durch Verschluss der mittleren Hirnarterie (MCA)
unter Verwendung der zuvor von Chen et al., Stroke
17: 738-743 (1986) beschriebenen Techniken indu-
ziert. Die Mause (C57BL-6J, 18-25 g) wurden mit 1,
5% lIsofluran in Sauerstoff anqasthesiert. Die rech-
te MCA wurde durch eine Kraniotomie freigelegt und
mit 11-0-Nahtmaterial ligiert. Die ipsilaterale Carotis
communis wurde ebenfalls fur die ischamische Pe-
riode verschlossen. Die Gefalle blieben 45 min ver-
schlossen. Vor der Chirurgie wurden die Tiere will-
kurlich in zwei Gruppen geteilt und entweder murines
fit-IgG (gemaf der Beschreibung im obigen Beispiel
3B, ebenfalls bei Ferrara et al., Nature Medicine 4:
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336 (1998) beschrieben) oder einirrelevanter muriner
Kontrollantikrper Anti-GP120, der zu dem gleichen
Isotyp wie das Fc in dem flt-IgG gehdrte [Ferrara et
al., aa0], wurde intraperitoneal mit einer Dosis von
10 mg/kg 12 h vor der Chirurgie, zum Zeitpunkt der
Reperfusion und erneut 1 und 2 Tage nach der Chir-
urgie verabreicht. Der Grad der Odembildung wurde
durch T2-gewichtete MR-Bildgebung 24 h nach dem
Einsetzen von Ischamie festgestellt. Die tatséchliche
Grole des Infarkts wurde 8-12 Wochen spéter unter
Verwendung von hochauflésender anatomischer MRI
festgestellt. Ein Teilsatz von Tieren (n = 12) wurde
zur Verifizierung der Infarktgrofe unter Verwendung
herkdmmlicher Histologietechniken verwendet.

[0136] Wie in Fig. 11 gezeigt ist, bewirkte die Ver-
abreichung von flt-lgG eine signifikante Verringerung
des Volumens eines Hirnddems, das durch die Regi-
on von Hyperintensitat auf dem T2-gewichteten MRI-
Scan, das einen Tag nach dem Einsetzen von Ischa-
mie aufgenommen wurde, definiert ist (27 Verringe-
rung, p = 0,01 Student-t-Test, n = 15 und 16 bei
Kontroll- bzw. Behandlungsgruppen). Reprasentati-
ve T2-gewichtete MR-Bilder, die das Auftreten eines
kortikalen Odems als Region hoher Signalintensitét
im Vergleich zur kontralateralen Seite zeigen, sind
in Fig. 12 angegeben. In diesem Modell flhrt das
Fortschreiten einer ischamischen Lasion zur Abnah-
me von kortikalem Gewebe und Kavitation. Das letzt-
endliche Infarktvolumen kann daher aus hochauf-
I6senden anatomischen Bildern durch Wiedergabe
der Menge von nicht-betroffenem Kortex und Verglei-
chen desselben mit der kontralateralen Hemisphare
abgeschatzt werden. Wie in Fig. 13 gezeigt ist, wird
die GroRe des kortikalen Infarkts durch die Verabrei-
chung von flt-IgG signifikant verringert, was 8-12 Wo-
chen spater ermittelt wurde (26% Verringerung der
InfarktgréRe, p = 0,009 Student-t-Test, n =11 und 14
bei Kontroll- bzw. Behandlungsgruppen). Es gab eine
gute Korrelation zwischen dem durch MRI ermittel-
ten und dem unter Verwendung herkdmmlicher His-
tologie bestimmten Infarktvolumen (R? = 0,633). Ent-
sprechend zeigten die behandelten Tiere eine Ver-
ringerung der Entwicklung eines Hirnédems, was fer-
ner verstarkte Neuroprotektion ergeben kann. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Hemmung der biologi-
schen Aktivitat von VEGF Hirnddem und -lasion, die
mit ischamischer Reperfusion in Verbindung stehen,
verringern kann.

Patentanspriiche

1. Verwendung eines hVEGF-Antagonisten bei der
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung ei-
nes Saugers mit einem Odem in Verbindung mit ei-
nem ischamischen Schlaganfall oder zur Pravention
eines Odems bei einem S&uger, wobei das Odem
mit einem ischamischen Schlaganfall in Verbindung
steht,

wobei der hVEGF-Antagonist in die Bindung von
hVEGF an einen zellularen Rezeptor eingreift,

und wobei der hVEGF-Antagonist (i) einen Antikor-
per oder ein Fragment desselben, die an hVEGF oder
hVEGF-Rezeptor binden, (ii) ein Fragment oder ei-
ne Aminosauresequenzvariante von hVEGF, die an
hVEGF-Rezeptor binden, jedoch nicht eine biologi-
sche Aktivitat von nativem hVEGF zeigen, oder (iii) ei-
nen hVEGF-Rezeptor oder eine Variante desselben,
die hVEGF binden kénnen, umfasst.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der
ischamische Schlaganfall ein thrombotischer Schlag-
anfall, embolischer Schlaganfall, hdmodynamischer
Schlaganfall oder lakunérer Schlaganfall ist.

3. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-2,
wobei das Medikament zur Behandlung des Saugers
unmittelbar nach der Detektion oder Diagnose des
Schlaganfalls dient.

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1-2,
wobei das Medikament zur Behandlung des Saugers
innerhalb von 1 bis 4 Tagen nach dem Beginn des
Schlaganfalls dient.

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4,
wobei der Sauger ein Mensch ist.

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis
5, wobei der hVEGF-Antagonist einen Anti-hVEGF-
Antikdrper umfasst.

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei der An-
ti-hVEGF-Antikorper einen chimaren Antikérper um-
fasst.

8. Verwendung nach Anspruch 6 oder 7, wobei der
Anti-hVEGF-Antikérper einen humanisierten Antikor-
per umfasst.

9. Verwendung nach einem der Ansprlche 6 bis 8,
wobei der Antikdrper einen monoklonalen Antikérper
umfasst.

10. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis
5, wobei der hVEGF-Antagonist ein hVEGF-Rezep-
tor-Fusionsprotein umfasst.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei das
hVEGF-Rezeptor-Fusionsprotein eine Sequenz einer
extrazelluldren Doméane eines hVEGF-Rezeptors in
Fusion an ein Immunglobulin umfasst.

12. Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, wo-
bei das hVEGF-Rezeptor-Fusionsprotein ein flt-lgG-
Fusionsprotein umfasst.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Probenart [Proben- [Assay- | gynoyia Synovia % Unter-
Nr. Daten mAB VEGF  |driickung
318 5.7.92 5,2£0,2 2,7£0,3 48
150 5.7.92 7,003 2,8£0,4 60
312 5.7.92 6,7+0,4 3,7+0,3 45
264 -5.7.92 6,2+0,4 3,103 50
267 5.7.92 5,7+0,6 4,4+0,3 23
202 | 5.22.92 | 10,605 3,6206 66
Rheumatoide| 314 | 5.2292 | 7,503 3,11£0,6 59
Synovia 237 5.22.92 6,1 £0,5 2,2¢0,3 64
206 |'5.2292) 6,7£05 2,210,3 67
317 5.22.92 5,2+20,3 2,5+0,6 52
165 6.2.92 4,0+0,3 2,8x0,4 30
211 6.2.92 3,4%0,5 3,0+0,2 11,7
Osteo- 195 6.2.92 3,5%0,2 3,3:0,3 5,7
arthritis- 122 6.2.92 3,7+03 3,2+0,4 13,5
Synovia 16 5.2.92 | 4,1203 3,810,5 7,3
Mittlere %-Unterdriickung fur RA-Fluida 53,4 4,2
Mittlere %-Unterdriickung fiir QA-Fluida 13,6 3,9
Die Synoviafluida wurden 1:50 verdiinnt.
Kontrollen:
6.2.92  PBS " 33 0;30
bFGF 1ug/mt 3,7 0,38
'5.22.92 PBS .1,20,38
bFGF 1ug/ml 7.8 0,31
5.2.92 'P8S 1,30,18
bFGF 1ug/ml 9,0 0,41
A& S .

FIG._10
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