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_ (57) Die Erfindung betrifft neue monoklonale Antikorper gegen Zellmembran-Glycokonjugate. Ziel der Erfindung ist
ein Antikérper und ein Verfahren zu seiner Herstellung, der eine gewlinschte Spezifitat aufweist. Erfindungsgeméf
werden monoklonale Antikérper hergestellt, die sich an durch Epithelzellen produzierte neutrale Glycosphingolipide
binden, sowie ihre Derivate wie Antikdrperfragmente, radioaktiv markierte monokionale Antikdrper und Konjugate der
monoklonalen Antikorper mit Zelltoxinen, Radionuklid-Komplexbildnern oder Enzymen. Des weiteren wird ein '
Verfahren zur Darstellung der Antikérper und ihrer Derivate, Hybridom-Zellinien, die diese Antikdrper ausscheiden,
sowie ein Verfahren zur Erzeugung solcher Hybridome beschrieben. Des weiteren werden pharmazeutische
Zubereitungen, die die monokionalen Antikérper oder ihre Derivate enthalten, fiir die Anwendung in der
Krebsdiagnose und -behandlung angegeben.
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Verfahren zur Herstellung monokionaler Antikdrper und ihrer Derivate, die sich an von Epithelzellen gebildete neutrale

Glycosphingolipide binden, gekennzeichnet dadurch, da Hybridomzellen, die die genannten monoklonalen Antikdrper

abscheiden,

a) invitrokultiviertund die monoklonalen Antikérper aus der tiberstehenden Flissigkeit der Kulturisoliert werden oder

b) invivoineinem geeigneten Siugetier fortgepflanzt werden und die monoklonalen Antikérper aus den
Kérperflissigkeiten der genannten Sdugetiere gewonnen werden, und, wenn gewiinscht,

c) dieerhaltenen monokionalen Antikérperin ein Derivat tiberfiihrt werden.

. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR Hybridomzellen aus Balb/c-M&usen, intraperitoneal Balb/c;Méusen,

die mit einem Kohlenwasserstoff vorbehandelt sein kénnen, injiziert werden, nach einer oder zwei Woehen die
Aszitesfllssigkeit dieser Mause gewonnen wird und daraus die monoklonalen Antikérper durch Ausfillen mit
Ammoniumsulfat und/oder durch chromatographische Standardmethoden isoliert werden.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, da? die monoklonalen Antikérper und ihre Derivate sich an von

malignen Epithelzellen gebildete neutrale Glycosphingolipide binden.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, daR die monoklonalen Antikérper und ihre Derivate sich an von

Mammakarzinomzellen gebildete neutrale Glycosphingolipide binden.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, daB monoklonale Antikérper und ihre Derivate sich an aus

Meconium gewonnene neutrale Glycosphingolipide binden.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, da3 monoklonale Antikérper mit der Bezeichnung 1018519.11,

1018569.4, 1021511.28 und 1022525.17 und ihre Derivate hergestellt werden.

. Verfahren nach Punkt1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, daR monoklonale Antrkorper mit der Bezeichnung 1018519.11,

1018S69.4, 1021S11.28 und 1022525.17 hergestellt werden.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, daB monoklonale Antikérper mit der Bezeichnung 1022S.23.24 und

seine Derivate hergestellt werden.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, da monoklonale Antikérper mit der Bezeichnung 10225.23.24

hergestellt werden.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB Hybridomzellen verwendet werden, die hergestellt werden indem
ein geeignetes Sdugetier mit einem Glycosphingolipidgemisch oder einem antigenen Derivat davon immunisiert wird,
antikérperproduzierende Zellen dieses Saugetieres mit Myelomzellen verschmolzen werden, die bei der Verschmelzung
erhaltenen Hybridzellen kloniert werden und die Zellklone, die die gewiinschten Antikdrper ausscheiden, selektiert werden.
Verfahren nach Punkt 1 oder 10, gekennzeichnet dadurch, da3 Hybridomzellen verwendet werden, die hergestelit werden,.
indem eine Maus oder Ratte mit einem Glycosphingolipidgemisch oder einem antigenen Derivat davon immunisiert wird
und B-Lymphozyten dieses Tieres mit syngenen Mause- oder Ratten-Myelomzellen verschmolzen werden.

Verfahren nach Punkt 1, 10 oder 11, gekennzeichnet dadurch, daR Hybridomzellen verwendet werden, die hergestellt
werden, indem Balb/c-M&use mit an Salmonella minnesota R 595-Rohmutanten adsorbierten Glycosphingolipidgemischen
durch drei bis acht parenterale Injektionen, die 100 bis 500 ug Glycosphingolipidgemisch enthalten, in Intervallen von einem
bis zehn Tagen immunisiert werden, Milzzellen der immunisierten Mause zwei bis fiinf Tage nach der letzten
Aktivierungsinjektion entnommen werden und diese Zellen mit Myelomzellen einer geeigneten Zellinie in Gegenwart eines
Fusionspromotors verschmolzen werden.

Verfahren nach Punkt 1, 10 oder 11, gekennzeichnet dadurch, da Hybridomzellen verwendet werden, die hergestelit
werden, indem antikdrpererzeugende Zellen aus immunisierten Balb/c-Mausen mit Myelomzellen der Zellinien X63-Ag8.653
oder Sp2/0-Ag14 verschmolzen

Verfahren nach Punkt 1, 10 oder 11, gekennzeichnet dadurch, da3 Hybridomzellen verwendet werden, die hergestellt
werden, indem die Myelomzellen mit einem drei- bis zwanzigfachen Uberschuf von Milzzellen aus immunisierten
Séugetierenin einer Losung, die etwa 30% bis etwa 60 % Polyethylenglycol mit einem Molekulargewmht zwischen 1000 und
4000 enthélt, verschmolzen werden.

Verfahren nach Punkt 1 oder 10, gekennzeichnet dadurch, daR Hybridomzellen verwendet werden, die ein- oder mehrmals
durch Grenzverdiinnung kloniert worden sind.

Verfahren nach Punkt 1 oder 10, gekennzeichnet dadurch, da Hybridomzellen der Zellinien mxt der Bezeichnung
1018519.11, 1022825.17, 1021S11.28 und 1018S569.4, die bei der , Collection Nationale de Cultures de Microorganismes”,
Institut Pasteur, Paris, unter der Nummer [-331, 1-332, 1-333 und |-334 deponiert sind, verwendet werden.

Verfahren nach Punkt 1 oder 10, gekennzeichnet dadurch, da Hybridomzellen der Zellinien mit der Bezeichnung

- 1022523.24, die bei der ,Collection Nationale de Cultures de Microorganismes®, Institut Pasteur, Paris, unter der Nummer

I-453 deponiert ist, verwendet werden.



Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft neue monokionale Antikérper gegen Zellmembran-Glycokonjugéte, ihre Derivate, ein Verfahren zur
Herstellung dieser Antikérper und ihrer Derivate, Hybridom-Zellinien, die diese Antikdrper ausscheiden, ein Verfahren zur
Erzeugung solcher Hybridome, pharmazeutische Zubereitungen, die die monoklonalen Antikérper oder ihre Derivate enthalten,
und die Verwendung der monoklonalen Antikérper und ihrer Derivate in der Krebsdiagnose und -behandlung.

-

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Glycokonjugate sind Biomolekiile, die eine Kohlenhydratfunktion enthalten, z.B. Glycolipide wie Glycosphingolipide, N- oder
O-glycosilierte Glycoproteine und Proteogycane. Glycosphingolipide (GSL) und Glycoproteine sind flr einige der vielen
Funktionen biologischer Membranen verantwortlich.

Glycosphingolipide bestehen aus drei Grundstruktureinheiten: einer Base, einer Fettsiure und einem Kohlenhydrat. Der Lipidteil
des GSL enthalt einen langkettigen Aminoalkohol, meistens Sphingosin, an den eine Fettsaure tiber eine Amidbindung
gebunden ist. Diese Struktur wird als Ceramid bezeichnet. Die hydrophile Kohlenhydrateinheit ist Gber eine glycosidische
Bindung an die primére Hydroxygruppe des Sphingosins gebunden. Das Kohlenhydrat ist ein Monosaccharid oder
{iberlicherweise ein Polysaccharid, das aus D-Glucose, D-Galactose, D-Mannose, L-Fucose, N-Acetyl-D-glycosamin, N-Acetyl-D-
galactosamin und/oder N-Acetyl-neuraminsiure (Sialsjure) zusammengesetzt ist. Solche Kohlenhydratreste werden oft auch
als Komponenten von Membran-Glycoproteinen gefunden. Glycosphingolipide sind normalerweise im AuRenblatt der
Plasmamembran zu finden. Ihnen werden verschiedene Funktionen zugeschrieben. Sie verleihen den Membranen
Strukturfestigkeit, sind am lonentransport durch die Membranen beteiligt, iiben Rezeptorfunktionen gegeniber
Glycoproteinhormonen, Lymphokinen, Bakterientoxinen und dhnlichem aus und sind Antigene der Zelloberflache und
Markierer, die am Zellwachstum und der Zellwechselwirkung beteiligt sind. Letztere Eigenschaft wurde im Zusammenhang mit
der Tumorgenese und Metastasie untersucht. Verénderungen der GSL-Zusammensetzung sind von Malignitét begleitet, und
einige ganz bestimmte GSL-Antigene werden nur in Tumoren gefunden.

Mit dem Ziel, wertvolle Werkzeuge fiir die Tumordiagnostik und Immuntherapie zu erhalten, wurden Antikdrper gegen
Tumorzell-Oberfldchenstrukturen einschlieflich dieser Antigen-Glycosphingolipide gezlichtet. Hakomori {Bulletin du Cancer,
Paris, 70, 118 [1983]) berichtet (iber Glycolipidverinderungen im Zusammenhang mit onkogenen Verdnderungen und die
Verwendung monoklonaler Antikorper in diesem Zusammenhang.

In der DE-OS 3228233 wird die Verwendung des Antikérpers R-24 fiir die Behandlung von Tumoren bei Menschen beschrieben.
Dieser Antikdrper wurde gegen maligne Melanomzellen gezlichtet und ist spezifisch flr ein Antigen, das als Gangliosid
identifiziert wurde, d. h. ein Glycosphingolipid, das Sialsiure enthait. Einige derin der US-PS 4444744 beschriebenen Antikérper,
die gegen carcino-embryonisches Antigen geziichtet wurden, oder derin der EP-PS 37953 beschriebenen Antikdrper, die gegen
maligne Nierenzellen wirken sollen, kénnen auch spezifisch gegen Glycosphingolipide sein, die sich als integrale Komponenten
der Zelloberflichenmembrane erwiesen haben. Wegen der Verwandtschaft des Kohlenhydratrestes der Glycosphingolipide und
der Membran-Glycoproteine kdnnen gegen Glycolipide geziichtete Antikdrper auch auf Glycoproteine ansprechen und
umgekehrt.

Die Hybridomtechnik von Kdhler und Milstein (Nature 258, 495 [1975]) erméglicht es, homogene Populationen von
hochspezifischen Antikérpern, sogenannten monoklonalen Antikdrpern, reproduzierbar und in theoretisch unbegrenzter Menge
aus Zellkulturen herzustellen. Die Verschmelzung von Myelomzellen mit Antikdrper abscheidenden Lymphozyten aus der Milz
eines vorher mit einem speziellen Antigen immunisierten Sdugetieres mit einem bestimmten Antigen liefert Hybridzellen, die die
Fahigkeit der unbegrenzten Reproduktion und des unbegrenzten Wachstums in vitro mit der Fahigkeit der Milzzellen zur
Erzeugung von Antikdrpern vereinigen. Daher ist es mdglich, das Gegenmittel eines einzelnen Organismus auf ein spezifisches
Antigen zu isolieren und zu verbreiten und monoklonale Antikérper durch Dauerkultur von Hybridzellen in vitro zu erzeugen.
Obwohl die aligemeine Technik im Grundsatz wohlbekannt ist, gibt es viele Schwierigkeiten und notwendige Variationen fiir
jeden Einzelfall. Es ist bisher nicht gesichert, dal} das gewlnschte Hybridom erhalten wird, daB es genetisch stabil ist und
Antikdrper erzeugt und daR die so erzeugten Antikdrper die gewlnschte Spezifitit haben. Die Erfolgsrate wird prinzipiell
beeinfluBtdurch Typ und Reinheit des bei der Immunisierung verwendeten Antigens, die Immunisieru ngsmethode, die Technik
der Zellverschmelzung und vor allem durch die Auswahimethode spezieller Hybridomzellklone.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, Antikorper zu schaffen, die eine gewiinschte Spezifitat zur Behandlung von Zellmembran-
Glycokonjugaten aufweisen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue monokionale Antikérper und ihre Derivate flir die Tumordiagnostik und
Tumorbekdampfung sowie Verfahren zur Herstellung zu entwickeln.

Es wurde gefunden, daf die erfindungsgemaRen neuen monoklonalen Antikérper und ihre Derivate, die sich an neutrale, von
Epithelzellen gebildete Glycosphingolipide binden, gute Mittel zur Tumordiagnostik und Tumorbekdmpfung darstellen.
Spezielle erfindungsgemaie monoklonale Antikdrper und ihre Derivate sind solche, die sich an neutrale Glycosphingolipide
binden, die von malignen Epithelzellen, wie Brust-, Lungen- oder Darmkrebszellen, speziell von Brustkrebszellen, gebildet
werden. Bevorzugt sind dabei monoklonale Antikérper und ihre Derivate, die sich an neutrale Glycosphingolipide binden, die aus
Meconium erhalten wurden.

Speziell bevorzugt sind die monoklonalen Antikérper mit der Bezeichnung 1018519.11, 1018569.4, 1021511.28, 1022S25.17 und
1022523.24 und ihre Derivate, insbesondere jedoch die monoklonalen Antikérper selbst.



-3- 240215

Erfindungsgemafe Derivate der monoklonalen Antikérper sind z. B. Antikdrperfragmente, radioaktiv markierte monoklonale
Antikérper und Konjugate der monokionalen Antikérper mit Zelltoxinen, Radionuklid-Komplexbildnern oder Enzymen.
Fragmente der erfindungsgemaRen monoklonalen Antikérper sind z. B. Fab, Fab’ oder F{ab’),-Fragmente, die ihre Spezifitit fir
die Antigendeterminanten beibehalten, d.h. die das charakteristische Bindungsmuster des zugrundeliegenden monokionalen
Antikérpers an Glycosphingolipidgemische beibehalten. ‘
Radioaktiv markierte monoklonale Antikdrper enthalten z. B. radioaktives lod (23], 251, 3'}), radioaktiven Kohlenstoff {“C),
Schwefe! (¥S), Tritium (*H) usw. Bevorzugt sind mit radioaktivem lod markierte monoklonale Antikdrper.
Antikdrperkonjugate sind z.B. Konjugate erfindungsgemaRer monoklonaler Antikérper oder ihrer Fragmente mit zytotoxischen
und karzinostatischen Mitteln, wie der A-Kette von Ricin oder verwandten Peptiden, Adriamycin, Methotrexat, Vincristin,
" Daunomycin, 6-Mercapto-purin, Cytosin, Arabinosid, Cyclophosphamid usw. oder Konjugate mit Metallocenen oder
Metallchelaten wie Dextranamin, Polyalkyleniminen mit Carbons3ure-oder Phosphonséureresten, z.B. .
Diethylentriaminpentaessigséure usw., bei denen das Metallchelat als Metall ein Radionuclid enthat, z.8. 3In, "In, 278i, %3¢,
"%5Pt, Ni, Co, *'Ru, **Ru oder ®*Tc oder Konjugate mit Enzymen wie Meerrettichperoxydase, Alkaliphosphatase, B-D-
Galactosidase, Glucose-oxidase, Glucoamylase, Carboanhydrase, Acetylcholinesterase, Lysozym, Malatdehydrogenase oder
Glucose-6-phosphatdehydrogenase. In soichen Konjugaten ist der Antikdrper direkt oder iber gine Zwischengruppe an das
Zelltoxin, den Radionuklid-Komplexbildner oder das Enzym gebunden. Bevorzugt sind Konjugate monoklonaler Antikdrper mit
- zytotoxischen Mitteln, die durch einen der in der EP-PS 88695 beschriebenen Serum-Komplementenzyme gespalten werden
kénnen. .
Die erfindungsgemaRen monoklonalen Antikdrper und ihre Derivate binden sich an von Epithelzellen gebildete neutrale
Glycosphingolipide. Soiche Glycosphingolipide kénnen in der Zellmembran der Epithelzellen eingelagert sein oder kénnen aus
diesen in die Korperfliissigkeiten freigesetzt werden.
Die erfindungsgemaRen monoklonalen Antikdrper und ihre Derivate werden nach bekannten Verfahren erhalten, wobei die
Hybridomzellen, die die genannten monoklonalen Antikérper ausscheiden, ‘
a) in vitro kultiviert und die monoklonalen Antikérper aus der Gberstehenden Flassigkeit der Kultur gewonnen werden, oder
b} invivoin einem geeigneten Saugetier fortgepflanzt werden und die monoklonalen Antikérper aus den Kérperfliissigkeiten
des genannten Siugetiers gewonnen werden, und, wenn gewlinscht,
c) die erhaltenen monoklonalen Antikérper in ein Derivat tiberfiihrt werden. _
Geeignete Kulturmedien fir die Kultur in vitro sind Standard-Kulturmedien, wie Dulbecco’s Modified Eagle Medium oder das
Medium RPMI 1640, gegebenenfalls unter Zusatz eines Séugetierserums, z.B. Kélberfétenserum. Die Isolierung der
monoklonalen Antikérper erfolgt durch Ausfallen des in der (iberstehenden Flassigkeit der Kultur enthaltenen Proteins mit
Ammoniumsulfat oder 8hnlichem und anschlieBende Reinigung der Immunglobuline durch chromatographische
Standardmethoden, wie Gelfiltration, lonenaustauschchromatographie, Chromatographie an DEAE-Cellulose oder
Immunaffinitdtschromatographie.
GrofRe Mengen der gewiinschten erfindungsgemafRen monoklonalen Antikérper kdnnen durch Fortpflanzung von
Hybridomzellen in vivo-Verfahren erhalten werden. Die Zellkione werden syngenen Séugetieren injiziert, wodurch Antikorper
erzeugende Tumoren wachsen. Nach ein bis drei Wochen werden die gewiinschten monoklonalen Antikérper aus den
Kérperflissigkeiten des genannten Saugetiers gewonnen. Als Beispiel werden Hybridomzellen von Balb/c-Mausen
intraperitoneal Balb/c-Mausen injiziert, die mit einem Kohlenwasserstoff wie Pristan vorbehandelt sein kénnen. Nach ein bis
zwei Wochen wird Aszitesfl(issigkeit von diesen Mausen gewonnen. Die gewlinschten monoklonalen Antikdrper werden aus den
Kérperfliissigkeiten nach bekannten Methoden isoliert, z. B. durch Ausféliung der Proteine mit Ammoniumsulfat oder dhnlichem
und anschliefende Reinigung der Immunglobuline durch chromatographische Standardverfahren, wie vorher beschrieben,
Fragmente monoklonaler Antikérper, z.B. Fab-, Fab’- oder Flab’)F,-Fragmente, die ihre Spezifitat gegentiber den antigenen
Determinanten der Glycosphingolipide beibehalten, kénnen aus den erhaltenen monoklonalen Antikdrpern z. B. durch Digestion
mit Enzymen wie Pepsin oder Papain und/oder Spaltung der Disulfidbindungen durch chemische Reaktion erhalten werden.
Mit radioaktivem lod markierte monoklonale Antikdrper werden nach bekannten lodierungsmethoden dargestelit, z. B. durch
Markierung monokionaler Antikérper mit radioaktivem Natrium- oder Kaliumiodid in Gegenwart eines chemischen
Oxydationsmittels wie Natriumhypochlorit, Chioramin T usw. oder eines enzymatischen Oxydationsmittels, wie
Lactoperoxydase oder Glucoseoxydase und Glucose. Radioaktiv markierte monoklonale Antikérper der Erfindung werden auch
durch Zugabe radioaktiv markierter Nahrstoffe zu den Kulturmedien der invitro-Kultur erhalten. Solche markierten Nahrstoffe
enthalten z.B. radioaktiven Kohlenstoff {'C), Tritium (°*H), Schwefe! (**S) oder andere, und sind z. B. L-("C)-Leucin, L-(®H)-Leucin
oder L-(**S)-Methionin.
Konjugate der erfindungsgemaBen monokionalen Antikdrper werden nach bekannten Methoden hergestellt, . B. durch
Umsetzung eines nach den beschriebenen Verfahren hergestellten monoklonalen Antikérpers oder eines wie oben beschrieben
hergestellten Fragments davon mit dem gewiinschten Konjugationspartner, d.h. der zytotoxischen oder karzinostatischen
Verbindung, dem komplexbildenden Metallchelat oder dem Enzym in Gegenwart eines Kupplungsmittels, z. B. Glutaraldehyd,
Periodat, N,N’-{o-Phenylen)dimaleinimid, N-{m-Maleinimido-benzoyloxy)succinimid, N-[3-(Pyrid-2-
yldithio)propionyloxy]succinimid, N-Ethyl-N'~(3-dimethylamino-propyl)carbodiimid oder dhnliches. Zur Darstellung der
bevorzugten Konjugate monoklionaler Antikérper mit zytotoxischen Mitteln, die Uiber eine Zwischengruppe verbunden sind, die
durch eines der Serum-Komplementenzyme gespalten werden kann, wird eine der in der EP-PS 88695 beschriebenen Methoden
angewendet.
Die Erfindung umfaRt ferner Hybridom-Zellinien, die dadurch gekennzeichnet sind, daR sie monoklonale Antikérper
ausscheiden, die sich an neutrale Glycosphingolipide binden, welche von Epithelzellen erzeugt werden.
Speziell sind solche Zellinien gemeint, die Hybride von Myelomzellen und B-Lymphozyten eines mit Glycosphingolipiden
immunisierten Saugetiers darstellen. Vorzugsweise stellen diese Zellinien Hybride von Mause- oder Ratten-Myelomzelien und
B-Lymphozyten einer synergenen Maus oder Ratte dar, die mit Glycosphingolipiden immunisiert wurden. '
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Speziell bevorzugt sind die Hybridomzellinien mit der Bezeichnung 1018519.11, 1022525.17, 1021511.28 und 1018569.4, dieam
16.August 1984, und die Hybridomzellinie 1022523.24, die am 31.Mai 1985 bei der , Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes*, Institut Pasteur, Paris, unter den Nummern 1-331, |-332, 1-333, |-334 und |-453 hinterlegt wurden. Diese
Hybridomzellinien sind Hybride der Mausemyelomzellinie Sp2/0-Ag14 und der B-Lymphozyten der Milz von mit
Glycosphingolipiden immunisierten Mausen. Es sind stabile Zellinien, die die monoklonalen Antikérper mit der Bezeichnung
1018519.11, 1022525.17, 1021511.28, 1018569.4 und 1022523.24 ausscheiden. Die Zellinien kénnen in tiefgefrorenen Kulturen
aufbewahrt werden und durch Auftauen und gegebenenfalls durch Reklonierung reaktiviert werden.

Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung von Hybridom-Zellinien, die monoklonale Antikorper ausscheiden,
welche sich an von Epithelzellen produzierte neutrale Glycosphingolipide binden. Dabei wird ein geeignetes Saugetier miteinem
Glycosphingolipidgemisch oder einem antigenen Derivat davon immunisiert, Antikdrper erzeugende Zellen dieses Séugetiers
mit Myelomzellen verschmolzen, die bei der Verschmelzung erhaltenen Hybridzellen kloniert und die Zellklone, die die
gewunschten Antikdrper ausscheiden, gewonnen.

Geeignete Antigene fir die Immunisierung von Séugetieren in dem erﬁndungsgemal?sen Verfahren sind Glycosphingolipid-
(GSL-)Gemische und/oder Konjugate dieser GSL-Gemische mit immunogenen Tragern. Die GSL-Gemische werden nach
bekannten Methoden erhalten, z.B. durch Ldsungsmittelextraktion mit Lésungsmittelgemischen, die einen niederen Alkohol,
2.B. Methanol, und ein niederes Halogenalkan, z.B. Chloroform, und fakultativ Wasser enthalten, aus verschiedenen Geweben,
wie Brust, Leber, Niere, Milzund Tonsillengewebe, auch Tumorgewebe, z. B. Mammakarzinom, Lungentumoren und &hnlichem,
aus Erythrozyten und anderen Zellquellen, z.B. Meconium, d. h. den Faeces von Neugeborenen, die mit einem organischen
Losungsmittel, wie Aceton, vorbehandelt werden kénnen, um gespeichertes Fett zu entfernen. Bevorzugte Queilen von GSL-
Gemischen sind Gewebe humanen Ursprungs, speziell maligne Gewebe, wie Mammakarzinom-Biopsiematerial oder
Meconium. Die rohen GSL-Extrakte kénnen durch Losungsmittelverteilung zwischen Wasser, das anorganische Salze wie
Natrium- oder Kaliumchlorid enthalten kann, und anorganischen Lésungsmittelgemischen, die einen niederen Alkohol wie
Methanol und ein niederes Halogenalkan wie Chioroform enthalten, und/oder durch chromatographische Methoden, z. B. durch
Saulenchromatographie an Silicagel mit normalen oder umgekehrten Phasen, an lonenaustauscherharz oder &hnlichem
angereichert und gereinigt werden.

Bevorzugt sind GSL-Gemische, die aus mit Aceton.vorbehandeltem Mammakarzinom oder aus Meconium durch Extraktion mit
Methanol-Chloroform-Wasser-Gemischen, Losungsmittelverteilung zwischen Wasser und Methanol/Chloroform und
Chromatographie an Silicagel mit umgekehrten Phasen erhalten werden.

Antigene Konjugate von GSL-Gemischen mit immunogenen Tragern sind Konjugate z. B. mit hochmolekularen Polypeptiden
wie Serumalbumin, Latexteilchen, ganzen Zellen oder Bakerien. Sie werden nach bekannten Methoden hergestellt, entweder
durch Adsorption des GSL an den Tréager oder durch Kupplung mit Hilfe von Carbodiimiden, Periodat, Glutaraldehyd, N,N'-(o-
Phenylen)dimaleinimid, N-(m-Maleinimido-benzoyloxy)-succinimid, N-[3-(Pyrid-2-yl-dithio)propionyloxy]succinimid oder
ghnlichem. Bevorzugte Antigene sind GSL-Gemische, die an Bakterien adsorbiert sind, speziell an Bakterien mit einer lipophilen
Oberfliche, wie Salmonella minnesota R 595-Rohmutantenbakterien. Das Verhéltnis des Trockengewichts von Salmonella
minnesota R 595 zum Gewicht der GSL-Gemische betrigt vorzugsweise zwischen 2:1 und 10:1.

Bevorzugte Saugetiere flr die Immunisierung sind M&use oder Ratten, speziel! Balb/c-Méause. Die Immunisierung erfolgt z.B.
durch drei- bis achtmalige parenterale Injektion von GSL-Konjugaten, z. B. intraperitoneal und/oder subkutan, in Abstdnden von
1 bis 10 Tagen in Mengen von etwa 100 g bis etwa 500 g, berechnet auf reines GSL-Gemisch, und eine nachfolgende
Aktivierungsinjektion von etwa 300ug bis etwa 600 1g GSL nach zwei bis acht Wochen. Die Injektionen kénnen ein Adjuvans
enthalten, das die Lymphozytenproduktion stimuliert, z. B. vollstdndiges oder unvollstdndiges Freund’s Adjuvans. Ein Adjuvans
istunbedingt erforderlich, wenn unkonjukierte GSL-Gemische und keine GSL-Konjugate injiziert werden. Fiir injektionen von auf
Bakterien adsorbierten GSL-Gemischen werden keine zusatzlichen Adjuvantien benétigt.

Antikérper erzeugende Zellen der immunisierten Séugetiere, vorzugsweise Milzzellen, die zwei bis fiinf Tage nach der
abschlieRenden Aktivierungsinjektion entnommen werden, werden mit Myelomzellen einer geeigneten Zellinie in Gegenwart
eines Fusionspromotors verschmolzen. Einige geeignete Myelom-Zellinien sind in der Literatur beschrieben. Bevorngt sind
Myelom-Zellinien, denen das Enzym Hypoxanthin-guanin-phosphoribosyltransferase (HGPRT) oder das Enzym Thymidinkinase
(TK) fehlt, die daher in einem selektiven Kulturmedium, das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthait (HAT-Medium),
nicht Giberleben. Speziell bevorzugt sind Myelomzellen und abgeleitete Zellinien, die nicht in HAT-Medium (berleben und keine
Immunglobuline oder Fragmente davon ausscheiden, wie die Zellinien X63-Ag8.653 oder Sp2/0-Ag14. In die Untersuchung
einbezogene Fusionspromotoren sind z.B. Sendai-Virus oder andere Paramyxoviren, gegebenenfalls in UV-inaktivierter Form,
Calciumionen, oberflachenaktive Lipide wie Lysolecithin, oder Polyethylenglycol: Vorzugsweise werden die Myelomzellen mit
einem drei- bis zwanzigfachen Uberschuf von Milzzellen immunisierter Sdugetiere in einer Ldsung, die zwischen etwa 30% und
etwa 60% Polyethylenglycol mit einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 4000 enthait, verschmolzen.

Nach der Verschmelzung werden die Zellen in selektivem HAT-Medium erneut suspendiert und kultiviert. Dabei Gberleben nur
Hybridomzellen, weil sie die von den Myelomzellen geerbte Fahigkeit zum Wachstum und zur Vermehrung in vitro und das von
den Antikérper erzeugenden Milzzellen der immunisierten Saugetiere geerbte Fehlen der HGPRT- oder TK-Gene, das fiir das
Uberleben in dem HAT-Medium wesentlich ist, in sich vereinen.

Geeignete Kulturmedien fir die Fortpflanzung von Hybridomzellen sind die Standard- Kulturmedlen wie Dulbecco'’s
modifiziertes Eagle-Medium, Minimum-essential-Medium, RPMI-1640-Medium und &hnliches, gegebenenfalls unter Zusatz von
Serum, z.B. 10 bis 15%iges Kalberfstenserum. Vorzugsweise werden zum Beginn des Zellwachstums Futterzellen zugegeben,
z.B. normale Mauseperitoneal-Exsudatzellen, Milzzellen, Makrophagen des Knochenmarks und dhnliches. Die Kulturmedien
werden in regelmafigen Abstanden mit selektivem HAT-Medium aufgefiillt, um zu verhindern, daf die normalen Myelomzellen
die Hybridomzellen Gberwuchern.

Die Giberstehende Fiussigkeit der Hybridomzellkuitur wird auf die gewtinschten monoklonalen Antikdrper gepriift, vorzugsweise
durch Enzym-Immunbestimmung oder Radioimmunbestimmung, z.B. durch GSL-Ldschblattest. Positive Hybridomzellen
werden kloniert, z.B. durch Grenzverdunnung, vorzugsweise zweimal oder 6fter. Die klonierten Zellinien werden in Gblicher
Weise eingefroren.
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Die erfindungsgeméRen monokionalen Antikérper und/oder ihre Derivate sind fiir die qualitative und quantitative Bestimmung
und/oder Reinigung von Glycokonjugaten aus Epithelzellmembranen niitzlich. '
So kénnen beispielsweise die monoklonalen Antikérper oder ihre Derivate, wie Enzymkonjugate oder radioaktive Derivate, bei
jeder bekannten Immunbestimmung, die auf der Bindungs-Wechselwirkung zwischen der Antigen-Determinante, wie z. B. gines
Glycosphingolipids, und den monoklonalen Antikdrpern beruht, verwendet werden. Beispiele solcher Bestimmungen sind
Radioimmunbestimmungen, Enzymimmunbestimmungen, Immunfluoreszenz, Latexagglutination und Hémagglutination.
Solche Immunbestimmungen sind z.B. bei der Diagnose onkogener Verénderungen, die zu einer qualitativen und quantitativen
Verénderung von Glycokonjugatgehalts von Epithelzellmembranen flhrt, verwendbar. .
Glycokonjugate, wie z.B. Glycoproteine, aus Epithelzellmembranen kénnen durch Immunaffinitdtschromatographie mit Hilfe
der erfindungsgméaRen monoklonalen Antikérper gereinigt werden. Die monokionalen Antikérper oder ihre Fragmente werden
an einen geeigneten Trager organischen oder anorganischen Ursprungs gebunden, wie vernetzte Agarose, Dextran oder
Polyacrylamid in geeigneter funktionalisierter Form, gegebenenfalls fach Aktivierung, unter Verwendung bekannter
allgemeiner Methoden. Beispielsweise wird ein Trager, der aktivierte Esterfunktionen enthilt, in einer wiRrigen Pufferldsung
suspendiert, mit einer Lésung eines monokionalen Antikdrpers oder eines Fragments davon gemischt, filtriert, erneut
suspendiert, zur Entfernung Gberschiissigen monoklonalen Antikérpers gewaschen und mit einer Ldsung irrelevanter Proteine
behandelt, um freie reaktive Stellen des Trégers zu blockieren. Dieser mit Antikérpern bedeckte Tréger wird zur selektiven
Bindung von Glycokonjugaten aus Epithelzellmembranen verwendet. Die Desorption mit verschiedenen Pufferlésungen, die
zusétzliche anorganische Salze enthalten kdnnen, liefert dann Fraktionen, die die interessierenden Glycokonjugate in gereinigter
Form enthalten. '
Die erfindungsgemé&Ren monoklonalen Antikérper und/oder ihre Derivate sind ferner in der Krebsdiagnose und -behandlung
natzlich.
Beispielsweise kdnnen radioaktiv markierte Derivate der monoklonalen Antikérper zur Auffindung von Primértumoren und
Metastasen in Séugetieren durch Radioscanning-Verfahren dienen. Dazu wird der radioaktive Antikérperz.B. intravends injiziert
und das S8ugetier mit einem Gamma-Abtaster in regelmaRigen Absténden abgetastet. Tumore, die antigene GSL ausscheiden,
nehmen mehr radioaktive Antikérper auf als andere Gewebe und sind auf dem Gamma-Tomogramm kiar zu erkennen. fir
Radioscanning-Methoden werden vorzugsweise mit '*'l markierte monoklonale Antikérper in Mengen von 3-8 ug verwendet,
was einer Aktivitdt von 15-30uCi je kg Kérpergewicht entspricht.
Ferner kdnnen die monaoklonalen Antikérper selbst und speziell ihre Derivate, wie Konjugate mit zytotoxischen und
karzinostatischen Verbindungen zur Krebsbehandlung verwendet werden, speziell fiir Mamakarzinome, die das antigene GSL
ausscheiden. Die therapeutische Dosis fiir Sdugetiere liegt zwischen ca. 1 und 10mg/kg Kérpergewicht fiir die monoklonalen
Antikérper selbst und zwischen 0,1 und 10mg/kg Kérpergewicht fiir Konjugate mit zytotoxischen Mitteln, je nach dem Zustand
des Patienten und der Anwendungsweise. '
Die monoklonalen Antikérper und/oder ihre Derivate sind auch zur immunologischen Entfernung von Krebszellen aus
Knochenmark-Autotransplantaten verwendbar. Zu diesem Zweck werden Knochenmarkabsaugungen von Patienten, die hohe
Dosen von Arzneimitteln und/oder Strahlendosen erhalten, mit den erfindungsgem#Ren monoklonalen Antikdrpern in
Gegenwart eines Komplements inkubiert, mit Konjugaten monoklonaler Antikérper mit zytotoxischen Drogen inkubiert oder mit
monoklonalen Antikdrpern, die mit magnetischen Mikrokugeln konjugiert sind, wie von J. G. Treleaven et al. (Lancet, 1984, 70)
beschrieben, behandelt. Diese Behandlung lést antigenes GSL ausscheidende Tumorzellen auf oder entfernt sie, ohne die
Knochenmarkstammzellen zu beschadigen, die dann fiir autologe Transplantationen verwendet werden kénnen.
Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Zubereitungen, die monoklonale Antikdrper enthalten, welche sich an von
Epithelzellen gebildete neutrale Glycosphingolipide binden, oder Derivate davon in einer therapeutisch wirksamen Menge
zusammen mit einem festen oder fliissigen organischen oder anorganischen pharmazeutischen Trager. )
Bevorzugt sind pharmazeutische Zubereitungen fiir parenterale Anwendung. Zubereitungen fiir intramuskulare, subkutane oder
intravendse Anwendung sind z.B. isotonische waRrige Lésungen oder Suspensionen, die nach Bedarf kurz vor dem Gebrauch
aus lyophilisierten oder konzentrierten Zubereitungen hergestellt werden. Die pharmazeutischen Zubereitungen kénnen

- sterilisiert sein und Hilfsstoffe enthalten, z. B. zur Konservierung, Stabilisierung, Befeuchtung, Emulgierung oder Solubilisierung
der Ingredienzien, Salze zur Regulierung des osmotischen Druckes, Puffer und/oder Verbindu ngen, die die Viskositét regulieren,
z.B. Natrium-carboxycellulose, Dextran, Polyvinyipyrrolidon oder Gelatine. Sie werden nach bekannten Methoden hergestellt,
z.B. durch kenventionelles Mischen, Losen oder Lyophilisieren, und enthalten zwischen etwa 0,01 % und etwa 50% aktiver
Bestandteile. Die Zubereitungen fir Injektionen werden nach bekannten Methoden unter aseptischen Bedingungen verarbeitet,
in Ampullen oder Phiolen gefiillt und verschlossen.

Ausfiihrungsbeispiel

Die Erfindung soll naéhfolgend an Beispielen naher erldutert werden, ohne sie jedoch einzuschrinken.
Die in den Beispielen verwendeten Abkiirzungen haben folgende Bedeutung:

AEC 3-Amino-9-ethyl-carbazol .

GSL = Glycosphingolipide

HAT Hypoxanthin/Aminopterin/Thymidin

HPTLC  Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie

PBS Phosphatgepufferte Salzldsung

TBS Tris(hydroxymethyl)aminomethan-gepufferte Salzlésung

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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Beispiel 1 »
Isolierung und Reinigung polarer Glycosphingolipide aus Mammakarzinom-Biopsiematerial

1.1 Extraktion

Zelisedimente aus Biopsiegewebeproben, die zur Estrogenrezeptorbestimmung entnommen wurden, wurden von einer gro3en
Anzahl von Patienten mit histologisch bestéatigter Diagnose von Mammakarzinom erhalten.

In einem typischen Experiment werden 190 Einzelproben, die als gefrorene Klumpen in Polystyrenréhrchen erhalten wurden, in
Trockeneis weiter gekiihlt und das Plastmaterial mit einem Hammer zertrimmert. Die gesammelten Sedimente (169g
NaBgewicht) werden gefriergetrocknet und liefern 33g Trockengewicht. Das Trockenmaterial wird durch mehrmalige
Homogenisierung in Aceton bie 4°C in einem Sorval-Gewebemischer und anschlieBende Filtration vom Vorratsfett befreit. Das
verbleibende feste Material enthélt noch die Gesamtmenge der polaren Lipide, wie Phospholipide und Glycosphingolipide.
diese werden bei Raumtemperatur dreimal mit 200 mi eines Chloroform/Methanol-Gemisches 2:1 (Vol./Vol.) und zweimal mit
200m! eines Chloroform/Methanoi/Wasser-Gemisches 1:1:0,2 (Vol./Vol./Vol.) extrahiert. :

1.2 Folch-Verteilung

Die Gesamtmenge der Phospholipide und derjenigen Glycosphingolipide, die weniger als vier Zucker in der Oligosaccharidkette
haben, werden von den polaren Glycosphingolipiden durch ein modifiziertes Verteilungsverfahren nach Folch getrennt (T. Saito
und S.Hakomori, J. Lipid Res. 12,[1971]). Die gesammelten Extrakte von Beispiel 1.1 werden unter vermindertem Druck bei 40°C
eingedampft und in 30 ml eines Chloroform/Methanol-Gemisches 2:1 (Vol./Vol.) in einem Glaszylinder mit Stopfen wieder
aufgeldst. 15 ml Wasser werden zugegeben und die Lésung heftig geschittelt. Nach 15minitigem Stehen haben sich die Phasen
getrennt. Die untere, chloroformreiche Phase wird dreimal mit einem Chloroform/Methanol/0,1%ige waBrige KCI-Lésung-
Gemisch 1:10:10 (Vol./Vol./Vol.) extrahiert.

1.3 Chromatographie mit umgekehrten Phasen

Zur Entfernung von Salzen und anderen wasserldslichen Verunreinigungen werden die vereinigten oberen Phasen von Beispiel
1.2 eingedampft, in Wasser aufgenommen und auf eine Glassaule mit 7ml Lichroprep RP 18 (Merck, BRD7 gegeben. Nach
grindlichem Waschen mit Wasser wird die polare Glycosphlngohptdfraktlon mit 10m| Methanol und danach mit 10ml eines
Chloroform/Methanol-Gemisches 2:1 (Vol./Vol.) eluiert. Die Ausbeute betrégt etwa 30mg, d.h. 0,1% des Gewebe-
Trockengewichts.

1.4 Dinnschichtchromatographie : :

Die Reinheit des GSL-Praparats wird durch Dinnschichtchromatographie auf Silicagel und anschlieendes Besprithen der
Platten mit Orcinol/Schwefelsdurereagenz, wobei zuckerhaltige Verbindungen sichtbar gemacht werden (L. Svennerhoim,
J.Neurochem. 1, 42 [1956]), oder mit Phosphray (Supelco Inc., Bellefonte, Pa., USA, siehe J. C.Dittmer und R. L. Lester, J. Lipid
Res. 5, 126 [1964]) zum Nachweis von Phospholipiden gepriift. Es werden Silicagel 60-HPTLC-Platten (GroRe 5 X 5¢m, Dickeder
Sorbensschicht 0,24mm, Merck, BRD) verwendet. Die Lipidproben werden in 10-20 ul eines Chloroform/Methanol-Gemisches
2:1 (Vol./Vol.) gelést und auf Streifen von 4cm Lange mit einem automatischen Probenaufgeber, Modell Linomat Ill (Camag,
Schweiz} aufgebracht. Das Losungsmittelsystem ist Chloroform/Methanol/Wasser 55:45:10 (Vol./Vol./Vol.) mit 1 mMol CaCl,.
Die entwickeiten Platten zeigen das typische Muster von GSL-Gemischen mit Kohlenhydratresten unterschiedlichen
Monosaccharidgehalts. Es wurden nur Spuren von Materialien, die kein Glycosphingolipid sind, gefunden.

Beispiel 2
Isolierung und Reinigung von Glycosphingolipiden aus Meconium

Faeces von Neugeborenen von verschiedenen Individuen werden von Windeln abgeschabt und in genau der gleichen Masse
behandelt wie in Beispiel 1 beschrieben mit der Ausnahme, daf die Aceton-Extraktionsstufe von Beispiel 1.1 ausgelassen wird.
Die Ausbeute betragt etwa 0,2% an Trockenmasse. Die Zusammensetzung und Reinheit des Glycosphingolipid- (GSL)-
Gemisches wird wie in Beispiel 1.4 beschrieben bestimmt.

Beispiel 3
Erzeugung von Hybridomzellen

3.1 Herstellung des Immunogens :
Gereinigtes GSL von Beispiel 1 oder 2 werden an gefriergetrocknete und mit Essigsdure behandelte Salmonella minnesota
R-595-Bakterien (C. Galanos, O. Liideritz und O.Westphal, Eur. J. Biochem. 24, 116 [1971]) zur Erhéhung der Immugenitat der
Lipid-Antigene adsorbiert. Zu diesem Zweck werden 50 mg Bakterien (Trockengewicht) in einem 250 ml-Rundkolben in 100ml
eines Chloroform/Methanol-Gemisches 2:1 (Vol./Vol.) mit 10mg GSL suspendiert. Das Ldsungsmittel wird bei Raumtemperatur
in einem Rotationsverdampfer bei voller Rotationsgeschwindigkeit eingedampft. Die mit GSL (iberzogenen Bakterien werden
von der Glaswand abgekratzt und in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) bei einer Konzentration von 2,4mg/ml suspendiert.
Unter dem Mikroskop werden unregelmaRig geformte Klumpen und einzelne Bakterien beobachtet.

3.2 Immunisierungskontrolle

4 weiblichen Balb/c-Mausen wird intraperitoneal je eine Probe von GSL-liberzogenen Bakterien, die am 1.Tag 100 ug GSL, am
4,Tag 200g, am 7.Tag 300 ug und am 11.Tag 400 ug GSL enthalt, injiziert. Am 19.Tag werden die Mause orbital zum Bluten
gebracht und mit Hilfe des in Beispiel 6 beschriebenen GSL-Loschblattests auf Anti-GSL-Serumaktivitat getestet. Am 36.Tag
wird eine Aktivierungsinjektion einer Probe, die 400 ug GSL enthélt, gegeben, und 4 Tage spater werden die Mause getdtet.




3.3. Zellverschmelzung
Alle Verschmelzungsexperimente werden nach der Methode von G.Kéhlerund C. Mllsteln (Nature 256, 495 [1975]), unter
Verwendung der nichtsekretierenden Myelomlinie Sp 2/0-Ag 14 (M. Shulman, C.D.Wilde und G.K8hler, Nature 276, 269 {1978])
durchgefiihrt. 108 Milzzellen werden mit 107 Myelomzellen in Gegenwart von 1ml 50%igem Polyethylenglycol (PEG 1500, Serva)
gemischt. Nach dem Waschen werden die Zellen in 48 m| Standard Dulbecco’s Minimum Essential Medium (Gibco No.0422501)
suspendiert. 156% Kaiberfétenserum und 3% 10% normale Mauseperitonealexsudatzellen je Verschmelzung werden als
" Futterzellen zugegeben. Die Zellen werden in achtundvierzig 1 mi-Costar-GefaRRe verteilt und 3 bis 4mal wochentlich mit Standard
HAT Selection-Medium 3 bis 6 Wochen lang gefiittert. Wenn das Wachstum der Hybridomzellen sichtbar wird, werden die
uberstehenden Flissigkeiten auf ihre Bindung an GSL, wie in Beispiel 6 beschrieben wird, getestet. Die Klonierung der
Hybridomzellen erfolgt durch Grenzverdiinnung auf Mikrotiterplatten. Die (iberstehenden Flassigkeiten werden aufihre Bindung
GSL in einem Festphasen-Enzymimmuntest, wie in Beispiel 7 beschrieben, getestet. Alle Hybridomlinien werden mindestens
“einmal kloniert.

Beispiel 4 _
Isolierung und Reinigung der monokionalen Antikérper

8bis 10 Wochen alte Balb/c-Mause (Tierfarm Sisseln, Schweiz) werden intraperitoneal mit 0,3m! Pristan (Aldrich) vorbehandelt.
2 bis 3 Wochen spéter werden 2 bis 5 x 108 klonierte Hybridomzellen und 0,2m| Pristan intraperitoneal eingeimpft. Nach 8 bis
10 Tagen wird die Aszitesfliissigkeit gesammelt, bei 800g zentrifugiert und bei —20°C aufbewahrt.

Die aufgetaute Aszitesflissigkeit wird bei 50000g 60 Minuten zentrifugiert. Eine an der Oberflache schwmmende Fettschlcht
wird vorsichtig entfernt, und die Proteinkonzentration wird auf 10 bis 12mg/ml eingestellt. Das rohe Immunglobulin wird durch
tropfenweise Zugabe von 0,9 Volumendquivalenten von geséttigten Ammoniumsulfat bei 0°C ausgefillt, dann in 20mM eines
Tris-HCI/60 mM NaCl-Gemisches (pH-Wert 7,9) gel6st und gegen den gleichen Puffer dialysiert. Durch Chromatographie an
DEAE-D52-Cellulose (Whatman) mit einem Puffergradientensystem eines 20 mM Tris-HCI/25-400 mM NaCl-Gemisches, das
einen pH-Wert 7,9 hat, wird eine Immunglobulin G-Fraktion erhalten, Das Immunglobulin G wird mit Ammoniumsulfat erneut
ausgefalit und in PBS bei einer Konzentration von 10mg/mi gelést.

Elektrophorese an Natriumdodecylsuifat-Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE) zeigt einen Reinheitsgrad der monoklonalen
Antikdrper 1018519.11, 1018S69.4, 1021511.28, 1022525.17 und 1022S23.24 von (iber 95%.

Beispiel 5
Bestimmung der Klasse und Unterklasse der monoklonalen Antikdrper

Die Klasse und Unterklasse der durch klonierte Hybridomzellen erzeugten monoklonalen Antikérper wird durch
Enzymimmunbestimmung festgestellt. Mikrotiterplatten werden je Vertiefung mit 1 g eines Kaninchen-
Immunglobulinpréparates eines klassen- oder unterklassenspezifischen Serums in 50 ul PBS bedeckt. Das freie' Volumen der
Plattenvertiefungen wird mit einem Puffer von 1%igem Rinderserumalbumin in PBS mit 0,2% NaN; (Gew./Vol.), der einen
pH-Wert 7,4 hat, aufgefullt.

100-ul-Proben, die monokionale Antikdrper enthalten, werden in den Vertiefungen 1 h bis 37°C inkubiert. Die Platten werden mit
PBS gewaschen, dann bei 37°C 1h lang mit einem phosphatasekonjugierten Kaninchen-Immunglobulinpréiparat-mit derselben
Spezifitat wie das zum Uberziehen der Platten benutzte inkubiert. Das fixierte Enzym wird durch Inkubieren (37°C, 30 min) mit
einer Losung des Enzymsubstrats p-Nitro-phenylphosphat {1mg/mlin 10%igem Diethanolamin-Puffer, der 0,6 mMol MgCl, und
0,02% NaNj (Gew./Vaol.) enthalt, der einen pH-Wert 9,8 hat, entwickelt und die optische Dichte bei 405nm gemessen.

Beispiel 6
Charakterisierung der Speznfltat monoklonaler Antikérper gegen GSL durch GSL-Léschblattest

Das GSL-Gemisch wird durch Dinnschichtchromatographie auf HPTLC-Platten, wie in Beispiel 1.4 beschrieben, getrennt. Dann
wird durch Ubertragen des gesamten Musters des getrennten GSL auf Nitrocellulose ein Abbild der Platte hergestellt. Dieser
GSL-Léschblattest st fiir Screen-Zwecke besonders geeignet. Speziell werden 100 ug nach Beispiel 1 hergestelltes menschliches
Brust-Biopsie-GSL als 10cm langer Streifen auf eine 5 X 10cm groRe HPTLC-Platte aufgetragen. Nach Trennung in dem
Lésungsmittelsystem von Beispiel 1.4 wird die Platte getrocknet. Mit einem weichen Bleistift werden Markierungslinien fiir eine
spatere Orientierung gezogen. Die Platte wird mit einer Lésung eines Isopropylalkohol/Wasser-Gemisches (2:1) bespriiht, bis sie
~ eben sichtbar feucht ist, ohne daR sich Trépfchen an der Oberflache bilden. Die Platte wird dann sofort 1 min lang auf ein etwas
gréReres Blatt Nitrocellulose (HAWPQO, Millipore), das mit einer Polyethylenfolie unterlegt ist, gepreRt. Die iiberstehende
Nitrocellulose wird abgeschnitten, und das Abbild wird trocknen gelassen. Das Blatt wird dann mit einer Pufferlésung aus 20mM
Tris-HCI/150mM NaCl/5mM MgCl,/0,15mM CaCl,, die einen pH-Wert 7,4 (TBS) hat, getrankt. Das Blatt wird dann mit 10%
Pferdeserum in TBS 1h lang bei 40°C inkubiert, um tiberschiissige Bindungskapazitit zu blockieren.

Das Blatt wird in 2mm breite Streifen geschnitten, die alle das gleiche Muster der getrennten GSL enthalten. Die Streifen werden
2h inkubiert, z.B. mit den Hybridom- Uberstandsfluss:gkelten von Beispiel 3.3 in Vielfach-Behaltereinsatzen (Dynatech
Laboratories Inc., Alexandria, Va., USA), die als geeignete Inkubationsbehalter dienen. Die Streifen werden dreimal 5min lang
mit TBS gewaschen und dann 1h lang mit einem Konjugat von Meerrettichperoxydase und gegen Miuse-lgG gerichtetes
Schaf-Immunglobulin (Cappel Laboratories Inc., Chochranville, USA), das 500fach mit 10%igem Pferdeserum in TBS (Vol./Vol.)
verdiinnt ist, inkubiert. Nach Waschen in TBS, wie vorher beschrieben, wird das gebundene Konjugat durch
peroxydasekatalysierte Oxydation von 4-Chlor-1-naphthol als eine blaue unlésliche Ablagerung sichtbar gemacht. Das 4-Chlor-
1-naphthol wird als 1%ige (Gew.-/Vol.) Lésung in Dimethylformamid 50fach mit TBS verdiinnt. Dann wird Wasserstoffperoxid
bis zu einer Endkonzentration von 0,006 % (Gew./Vol.) zugegeben. Nach 20 min wird die Reaktion durch Waschen mit Wasser
abgebrochen. Im Falle einer positiven Reaktion werden eine oder mehrere Banden sichtbar. Unterschiedliche Farbungsmuster
deuten auf das Vorhandensein verschiedener Antikdrper hin.

Fir den GSL-Loschblattest zur Charaktensnerung elnzelner Antnkorper werden 5pg menschllches Brust-B|opS|e GSL aus einer

~ ' - L irm—
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Beispiel 7 . :
_ Screen auf Antikorper gegen GSL durch festphasenzymgekoppelte Immunsorbentbestlmmung (ELISA)

Eine Polyvinylchlorid-Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen wird je Vertiefung mit 200 ug eines GSL-Extraktes von
Brustkrebsbiopsiematerial, hergestellt wie in Beispiel 1 und geldst in 25l Ethanol, gefiilit. Es wird getrocknet und dann
volistandig mit 1%igem (Vol./Vol.) Pferdeserum in TBS aufgefiillt (Zusammensetzung des TBS wie in Beispiel 6 beschrieben).
Nach einer Stunde wird die Platte mit TBS gewaschen. Dann werden 50 ul der auf monoklonale Antikérper zu testenden Losung
zugegeben. Nach 3h wird die Platte gewaschen und 50yl eines Reagenzes, das einen enzymgebundenen zweiten Antikorper
enthilt, zugegeben. Dieses Reagenz besteht aus alkaliphosphate-konjugierten Ziegen-Antikérpern gegen Mause-
Immunglobuline in 1000facher Verdiinnung in 1%igem (Vol./Vol.) Pferdeserum in TBS. Nach 1h wird die Platte viermal mit TBS
gewaschen und mit dem Enzymsubstrat p-Nitrophenyl-phosphat in 10% Diethanolaminpuffer, wie in Beispiel 5 beschrigben,
entwickelt.

Beispiel 8
Immunhistochemische Farbung mit monoklonalen Antikdrpern gegen GSL '

Kryoschnitt von 5 bis 10 ug werden in blicher Weise aus gefrierkonservierten oder formalin-fixierten normalen Brust-, Leber-,
Nieren-, Milz-, Lungen-, Dickdarm- und Tonsillengeweben und Geweben von Darm-, Brust- und Lungenkrebs oder
Epithelzystentumorgeweben hergestelit. In Paraffin eingebettetes Gewebes ist wegen der Gefahr des Verlustes von GSL beim
Inkubieren in alkoholhaltigen Lésungsmittein nicht geeignet. Die Kryoschnitte werden 5min bsi 50°C getrocknet, 5min in
eiskaltem Aceton entfettet, erneut getrocknet und mit 10%igem (Vol./Vol.) Pferdeserum in PBS vorinkubiert. Nach 30 minwerden
die Schnitte 5min mit PBS gewaschen. Dann wird Hybridom- -Uberstand oder eine andere auf monoklonale Antikdrper zu
testende Probe (etwa 400, ausreichend zur Bedeckung des Gewebeschnittes) zugegeben. Nach 1h wird der Schnitt dreimal mit
PBS gewaschen und der in Beispiel 6 beschriebene peroxydasekonjugierte zweite Antikérper zugegeben. Nach 30 min werden
die Schnitte, die vorher beschrieben, gewaschen und mit 3-Amino-9-ethyl-carbazol (AEC) entwickelt, wobei eine rote Ablagerung
entsteht. Die Enzymsubstratidsung besteht aus einer frisch hergestellten und filtrierten Lésung von 4mg/ml AEC in
Dimethylformamid, die 20fach mit Natriumacetatpuffer verdiinnt wurde, welcher durch Mischen von 100 Teilen 0,1 M wéRBrigem
Natriumacetat und 40 Teilen 0;1M waRriger Essigsaure hergestellt wurde. Die Wasserstoffperoxidkonzentration wird auf
0,014% (Gew./Vol.) eingestellt. Die Schnitte werden 15min im Dunkeln inkubiert, dreimal mit Acetatpuffer gewaschen und
getrocknet. Die Schnitte werden in Glycerol-Gelatine mit einem pH-Wert 5,0 eingebettet und unter dem Mikroskop untersucht.
Zur Bewertung endogener Peroxydaseaktivitdt wurden geeignete Kontrollversuche mit Schnitten, die nur mit dem zweiten
Antikdrper, irrelevanten ersten Antikérper oder Uberhaupt keinem Antikérper inkubiert wurden, durchgefihrt. '

Beispiel 9
Anfirben der Zelloberflache lebender Zellen

Anhaftende Karzinom-Zellinien von Brust-, Darm- und Lungenkrebs werden in Kulturplatten mit 96 Vertiefungen nach Gblichen
Gewebekulturtechnologien geziichtet. Die Zellen werden mit je 100l von Hybridom-Uberstinden oder anderen auf
monoklonale Antikérper zu priifenden Proben inkubiert, dann gewaschen, mit einem peroxydase-konjugierten zweiten
Antikérper inkubiert und, wie in Beispiel 8 beschrieben, mit AEC entwickelt. Um Zellverluste zu vermeiden, missen die
Waschprozesse sorgfiltig durchgefihrt werden, wobei die Fllssigkeit nicht vollsténdig entfernt werden darf. Die gefarbten
Zellen werden unmittelbar nach dem letzten Waschen und der anschliefenden Entwicklung mit AEC unter einem umgekehrten
Mikroskop untersucht. :

Details iiber die getesteten Zellinien kénnen in den folgenden Literaturhinweisen gefunden werden: BT-20: E.Y. Lasfargues und
L.Ozzello, J. Natl. Cancer Inst. 21, 1131 {1958); MCF-7: H.D.Soele et al., J. Natl. Cancer Inst. 51, 1409 {1973); ZR-75-1: R. Cailleau
etal., J. Natl. Cancer Inst. 53, 661 (1974); MDA-MB 231: L.W.Engel et al., Cancer Res. 38, 3352 (1978); SW 1222 NU und SW 948
NU: A.Leibovitz in ,Human tumor cells in vitro” (Hrsg. J.Fogh), Plenum Press, New York, 1975, S.23; A 543: M. Lieber et al., Int.
J.Cancer 17, 62 (1976); MBA 9812: G.J.Todaro, C.Fryling und J.E. DelLarco, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5258 {1980).

Beispiel 10
Speichelpunktbestimmung

Das Verfahren ist eine Adaption des bekannten, in der EP-PS 63810 beschriebenen Punkt-Immunbindungsbestimmung auf
Speichel als Antigen. Einzein gesammelte Speichelproben von Spendern bekannter ABO- und Lewis-Blutgruppen werden
10min auf 100°C erhitzt und 10min bei 10000g zentrifugiert. Die Uberstehende Flussigkeit (unverdlnnt, 1:3und 1:10in PBS
verdiinnt) wird in aliquoten Mengen von 0,2l auf Nitrocellulose (mit aufgedrucktem Liniennetz, Millipore, Bedford, MA)
aufgebracht. Das Blatt wird mit 10%igem Pferdeserum in BPS 1h bei 40°C blockiert, in Streifen geschnitten, die jeweils das ganze
Spektrum der Speichelproben enthalten, 3h mit den monoklonalen Antikérpern (1:500 verdiinnte Aszitesflissigkeit aus
Beispiel 4 oder Kulturiiberstinde aus Beispiel 3.3) inkubiert, gewaschen und 1h mit einem peroxydasegekoppelten Ziegen-
Antikérper gegen Méuse-Immunglobulin (Nordic Laboratories, Tillburg, Niederlande, 1:500 verdiinnt) inkubiert. Die Peroxydase
wird, wie in Beispiel 6 beschrieben, mit 4-Chlor-1-naphthol und H,0, nachgewiesen.

Beispiel 11
Herstellung eines Konjugats des monoklonalen Antikérpers 1018519.11 mit Ricin A -

2u einer geriihrten Losung von 3,0g monoklonalem Antikérper 1018519.11in 1,5mi PBS bei Raumter’hperaturwird eine Losung
von 0,187 mg N-Succinimidyl-3-(pyrid-2-yldithio)propionat (Pharmacia) zugegeben. Nach 30 min wird die Lésung gegen PBS bei
4°C dialysiert. Der aktivierte Antikdrper wird mit 0,5m{ einer PBS-Ldsung, die 3,0mg von durch Gelchchromatographie an
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Sephadex G 25 gereinigtem Ricin A enthélt, gemischt und 20 h bei Raumtemperatur gehalten. Das Reaktionsgemisch wird an
einer Kolonne mit Sephadex G 100-Gel chromatographiert. Die Fraktionen werden durch Messung der optischen Dichte aufihren
Antikérpergehalt und durch Messung der Inhibitionskraft der Proteinsynthese in einem azelluldren System auf Ricin A analysiert.
Identische Fraktionen werden vereinigt und liefern etwa 1mg Konjugat mit durchschnittlich etwa 1,5 Mol Ricin A je Mol
Antikdrper im Konjugat.

Beispiel 12

Herstellung von mit "2 markiertem Antikérper 1018519.11

40 ug Antikérper 1018519.11 werden mit 0,5 mCi (*#*)Natriumiodid und Chloramin T nach dem allgemeinen Verfahren von
F.C.Greenwood et al., Biochem. J. 89 114 (1963) iodiert. Das Reaktionsprodukt wird durch Chromatographie an dem
lonenaustauscherharz Bio Rad AG1 x 8 gereinigt.

Beispiel 13
Lokalisierung von Humantumoren an nackten Mausen mit radioaktiv markierten monoklonalen Antikorpern

13.1 Szintigraphie

Transplantierbarer menschlicher Brustkrebs wird subkutan in nackten M&usen gez(ichtet, wie bei H. H. Fiebig und G.W. L8hr,
Medwelt 1/2, 92-106 (1984) beschrieben. Dem Trinkwasser der Mause wird Kaliumiodid {0,05%) zugesetzt. Nach 2 Tagen werden
30 uCi (ca. 4pg) ("®1)-markierter Antikdrper 1018519.11 hergestellt wie in Beispiel 12 beschrieben, intravenés verabreicht. 2 bis
10 Tage spéter wird mit einer Gamma-Kamera nach Anger eine Szintigraphie durchgefiihrt. Wahrend der Szintigraphie wird das
Tier mit 0,04mg/g Kérpergewicht Nembutal (Abbott) anésthesiert. Der radioaktiv markierte Antikorper zeichnet sich auf dem
Szintigramm deutlich im Gebiet des makroskopisch sichtbaren Tumors ab. Diese Ansammlung wird mit Regionen der Maus
verglichen, von denen man weil3, daB sie tumorfrei sind, und mit Tieren, die mit einem irrelevanten radioaktiv markierten
Antikérper behandelt wurden, von dem man weiB, dafi er sich nicht an den Tumor bindet.

13.2 Radioaktivitit exzisierter Organe

Der Grad der Lokalisierung des radioaktiv markierten Antikdrpers wird durch dlrekte Zahlung der Radioaktivitdt des Tumors und
einem Vergleich der Radioaktivitat anderer Gewebe bestimmt. Die spezifische Radioaktivitat (Radioaktivitat pro Gewebegewicht
in cpm/mg), die in den Organen und Flissigkeiten eines wie in Beispiel 13.1 beschrieben behandelten Tieres gefunden wird,
betrégt 1050 (Brustkrebstumor), 70 (Milz), 107 (Niere), 182 (Lunge), 58 (Darm), 106 (Leber) und 488 (Blut). Diese Zahlen werden
auch mit der in Organen und Blut von mit einem irrelevanten radioaktiv markierten Antikérper behandelten Tieren gefundenen
spezifischen Radioaktivitat verglichen.

13.3 Autoradiographie von Kryoschnitten exzisierter Gewebe

Kryoschnitte gleichmé&Riger Dicke (10-40 um) werden aus den exzisierten Organen und Tumoren hergestellt. Die Schnitte
werden 5min bei 50°C getrocknet, 5min in PBS gewaschen, getrocknet und auf einen Réntgenfilm gelegt (Ultrafilm-*H, LKB,
Bromma, Schweden). Der Grad der Lokalisierung der Tumore wird nach der Schwarzung des entwickelten Films bewertet,
verglichen mit Filmen, die mit normalen Geweben exponiert wurden, und die mit Geweben von Tieren, die mit irrelevanten
radioaktiv markierten Antikérpern behandelt wurden, exponiert wurden. Typisch wird bei Filmen, die mit normalem Gewebe
exponiert wurden, eine schwache gleichméaBige Schwiérzung beobachtet, wahrend bei Filmen, die mit Tumorgeweben von
Tieren, wie die in Beispiel 13.1 behandelt wurden, starke, oft fleckige Schwérzung beobachtet wird.

Beispiel 14
Injektionslosung

120mg gemaR Beispiel 4 hergestellten monoklonalen Antikdrpers 1018519.11 werden in 5mi physiologischer Kochsalzidsung
gelost. Die Lésung wird durch ein Bakterienfilter filtriert und das Filtrat unter aseptischen Bedingungen in eine Ampulle gefiilit.
Die Ampulle wird vorzugsweise in der Kalte, beispielsweise bei —20°C, aufbewahrt.

Ebenso werden Ampullen hergestellt, die die monoklonalen Antikdrper 1018569.4, 1021511.28, 1022525.17, 1022523.24 und das
Konjugat des Antikérpers 10185$19.11 mit Ricin A (Beispiel 11) enthalten.

Die erfindungsgemé&Ben monoklonalen Antikérper werden beziiglich ihres Bmdungsverhaltens gegenliber
Glycosphingolipidgemischen unterschiedlicher Zusammensetzung, ihrer Bindungsfahigkeit gegeniiber Gewebeschnitten, der
darin enthaltenen Zelltypen normaler und maligner Gewebeproben aus verschiedenen Organen, ihrer Bindungsfahigkeiten
gegentiber ganzen Zellen aus manifesten Tumorzellinien, ihrer Bindungsfahigkeit gegeniiber Speichel! verschiedener Spender
und ihrer Immunglobulinklasse oder Unterklasse analysiert.

Das Bindungsmuster monoklonaler Antikérper an Glycosphingolipid-(GSL)-Gemische kann z. B. durch den sogenannten GSL-
Ldschblattest bestimmt werden. Die Glycosphingolipidgemische werden nach bekannten Methoden erhalten, z. B. durch
Lésungsmittelextraktion, Lésungsmittelverteilung und chromatographische Methoden aus verschiedenen Geweben, wie Brust,
Leber, Nieren, Tonsillengewebe, auch Tumorgeweben, z.B. Mammakarzinom, Lungentumoren usw., aus Erythrozyten und
anderen Zellquellen, z.B. Meconium, d. h. den Faeces von Neugeborenen. Das GSL-Gemisch wird durch
Dinnschichtchromatographie getrenntund das gesamte chromatographische Muster auf Nitrocellulose Gbertragen. Zu diesem
Zweck wird die Diinnschichtplatte mit einem geeigneten Losungsmittel, wie z.B. einem waRrigen niederen Alkohol, befeuchtet
und auf ein Blatt pordser Nitrocellulose gedriickt. Der erhaltene Abdruck auf Nitrocellulose wird wahlweise in Streifen
geschnitten und mit Lésungen monokionaler Antikdrper inkubiert. Die Immunreaktion der Antikérper mit den auf der
Nitrocellulose adsorbierten Glycosphingolipiden wird mit bekannten Methoden nachgewiesen, z.B. durch Entwicklung mit
einem zweiten Antikdrper, der an ein Enzym gebunden ist, und anschiieRend mit einem Enzymsubstrat oder durch Entwickiung
mit einem radioaktiv markierten zweiten Antikdrper.
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Die monoklonalen Antikérper der Erfindung werden durch GSL-L8schblattest auf ihr Bindungsmuster gegeniiber GSL-
Gemischen aus Brusttumor-Biopsiematerialien von 19 Personen analysiert. Die monoklonalen Antikérper der Erfindung binden
sich an das GSL in den meisten der untersuchten GSL-Gemische, jedoch nicht an Ganglioside, d.h. sialsdurehaltiges GSL. Die
ungefahre Anzahl der Monosaccharideinheiten der Kohlenhydratkette der antigenen neutralen GSL-Kette ist in der Tabelle
angegeben.

Die Bindungsfahigkeit der monoklonalen Antikorper der Erfindung gegentiber verschiedenen Gewebeschnitten und den darin
enthaltenen Zelitypen wird nach bekannten Methoden bestimmt, z. B. durch immunhistochemische Einfarbung. Zu diesem
Zweck werden Kryoschnitte von normalem Brust-, Leber-, Nieren-, Milz-, Lungen-, Dickdarm- und Tonsillengewebe sowie von
Dickdarm-, Brust-, Lungen- und Epithelzysten-Tumorgewebe mit moncklonalen Antikdrpern der Erfindung inkubiert und z. B. mit
einem enzymkonjugierten zweiten Antikdrper entwickelt, welcher auf die monoklonalen Antikérper der Erfindung anspricht und
bindet. Eine geeignete Farbreaktion eines Enzymsubstrats macht dann die Immunreaktion der monoklonalen Antikérper mitden
in den Zelloberflichenmembranen des Gewebes enthaltenen Glycokonjugaten sichtbar. Ausnahmslos ist die Bindung auf
Epithelzellmembranen beschrankt, d. h. sie wird nicht bei Membranen anderer Zelltypen, wie Fibroblasten, Endothelium,
Erythrozyten, Lymphozyten, Muskelzellen usw. beobachtet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle zusammengefaBt.

Die Bindungsfahigkeit der monoklonalen Antikérper der Erfindung gegentiber ganzen Zellen manifester Tumorzellinien von
Mamma-, Dickdarm- und Lungenkrebs wird ebenso, d. h. durch immunhistochemische Einférbung bestimmt.

Die Bindungsfahigkeit der monoklonalen Antikdrper der Erfindung gegeniiber Speichel verschiedener Spender mit bekannter
ABO und Lewis-Blutgruppe hilft, die vermuteten Beziehungen zwischen antigenen Glycokonjugaten, die an malignen-
Epithelzellen gefunden werden, und den im Speichel vorhandenen Blutgruppenmerkmalen nachzuweisen, und ist auBerdem ein
einfaches Mittel zum Nachweis der Nichtidentitat der getesteten Antikdrper. Der Test basiert auf dem bekannten Punkt-
Immunbindungstest mit Speichelpunkten auf Nitrocelluloseblattern unter Verwendung eines zweiten enzymkonjugierten
Antikdrpers, der auf den monoklonalen Antikérper der Erfindung anspricht und bindet.

Die Immunglobulinklasse und Unterklasse der monoklonalen Antikérper der Erfindung wird nach bekannten Methoden
bestimmt, z. B. der Ouchterlony-Technik der immundiffusion mit klassenspezifischen zweiten Antikérpern.

In den Tabellen bedeuten

X nichtuntersucht
- keine Reaktion
(+) zweifelhaft

+ schwach

++  deutlich

Tabellen
Charakteristik der monoklonalen Antikorper

Bezeichnung des Antikdrpers 1018S 1018S 10218 10228 1022S
- 19.11 69.4 11.28 25.17 23.24

Quelle des fur die Immunisierung
verwendeten Antigens (Beispiel 1 :
und 2) Mammakarzinom -

Meconium
Antikérperklasse (Beispiel 5) 1gG; ) 1gG3 1gG,, 1gG,, 1gG,,
Bindung an GSL aus verschiedenen o
Mammabiopsien {Beispiel 6) - 11/19 17/18 ) 11/16 X 15/16
Ungefahre Anzahl der Monosaccha-
ridein antigenem neutralemGSL 5 6 5 5 5
Bindung an Epithelzellen normaler
Gewebsschnitte (Beispiel 8)
Brust 3/5 4/5 3/5 5/5 5/5
Leber 0/1. 171 X X X
Niere 0/1 11 X X X
Milz /1 0/1 x x X
Lunge 11 171 1/2 1/2 1/2
Dickdarm 4/5 3/5 4/5 '5/5 5/56
Tonsillen 1/1 11 X X X
Bindung an Epithelzellen von
Tumorgewebsschnitten (Beispiel 8)
Dickdarm 11/12 1/3 2/5 5/5 4/4
Brust 4/6 2/4 1/5 2/4 4/4
Lunge 4/11 11 X X X
Epithelzysten 11 171 X X X
Bindung an Tumorzellinien
"(Beispie! 9)
Brust: BT-20 - - + - -
MCF-7 - + - - -
ZR-75-1 (+) (+) + + (+)
MDA-MB 231 - - + {+) (+)
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Charakterisierung der monoklonalen Antikorper

Bezeichnung des Antikérpers 1018S 1018S 1021S 10228 1022S
19.11 69.4 11.28 25.17 23.24
Dickdarm:SW 1222 NU +-+ ++ - (+) - ++
SW948NU ++ + {+) : ++ ++
Lunge: AbB49 - - - . - -
MBA 9812 (+) - - + +

Bindung an Speichel (Beispiel 10)
ABO-Blutgruppe der Speichel- . .
‘spender A0 o A . - A, B,O, A B0
Lewis-Gruppe der Speichelspender a,b b

11/19 = 11 von 19 positiv -




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DESCRIPTION

