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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung
Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft Glykoprotein-Glykoformen sowie neue Zusammensetzungen, die die Glyko-
protein-Glykoform-Praparate der Erfindung umfassen. Insbesondere betrifft die Erfindung Glykoproteinzusam-
mensetzungen, die Glykoproteine wie beispielsweise ein Immunglobulin, Antikérper oder Immunoadhasin, die
eine Immunglobulin-CH2-Domane aufweisen und einen bestimmten N-gebundenen Glycan enthalten, umfas-
sen. Die Erfindung betrifft weiters Verfahren zur Herstellung, Detektion, Anreicherung und Reinigung der Gly-
koprotein-Glykoform. Die Erfindung betrifft weiters pharmazeutische Zusammensetzungen, Verfahren zur Ver-
wendung der Glykoform-Zusammensetzungen sowie Herstellungsartikel, die die Glykoformpraparate umfas-
sen.

Beschreibung verwandter Offenbarungen

[0002] Unterschiede in Glykosylierungsmustern rekombinant produzierter Glykoproteine erweckten erst
jungst groRes Interesse in der wissenschaftliche Gemeinschaft, da rekombinante Proteine im Bereich klini-
scher Anwendungen in méglichen prophylaktischen und therapeutischen Ansatzen eingesetzt werden kénnen.
Antikérper oder Immunglobuline (Ig) sind Glykoproteine, die fur die humorale Immunantwort eine zentrale Rolle
spielen. Antikérper und Antikdrper-ahnliche Molekiile wie beispielsweise Immunoadhasine (US-Patent Nr.
5.116.964 und 5.565.335) wurden fir klinische Verwendungszwecke bereits hergestellt, z.B. TNFR-IgG (Ash-
kenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 10535-1053 (1991), US-Patent Nr. 5.610.297 und "Ro45-2081"
(TNFR55-1gG1) in: "Treatment of Patients with Severe Sepsis and Septic Shock: Preliminary Results", Abra-
ham et al., in: Sec. Intern. Autumnal Them. Meeting on Sepsis, Deauville, Frankreich (1995)); Anti-IL-8 (St John
et al., Chest 103, 932 (1993), und Internationale Verdéffentlichung Nr. WO 95/23865); Anti-CD11a (Fischer et
al., Blood 77, 249-256 (1991); Stoppa et al., Transplant Intl. 4, 3-7 (1991); und Hourmant et al., Transplantation
58, 377-380 (1994)); Anti-IgE (Presta et al., J. Immunol. 151, 2623-2632 (1993), und Internationale Veroffent-
lichung Nr. WO 95/19181); Anti-HER2 (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289(1992), und In-
ternationale Verdffentlichung Nr. WO 92/20798); Anti-VEGF (Jin Kim et al., Growth Factors 7, 53-64 (1992),
und Internationale Veroffentlichung Nr. WO 96/30046); und Anti-CD20 (Maloney et al., Blood 84, 2457-2466
(1994), Liu et al., J. Immunol. 139, 3521-3526 (1987)).

[0003] Alle Antikorper werden an konservierten Positionen in ihren konstanten Regionen glykosyliert (Jefferis
& Lund, Chem. Immunol. 65, 111-128 (1997); Wright & Morrison, TibTECH 15, 26-32 (1997)). Die Oligosac-
charidketten der Immunglobuline beeinflussen die Funktion des Proteins (Boyd et al., Mol. Immunol. 32,
1311-1318 (1995); A. Wittwer & S.C. Howard, Biochem. 29, 4175-4180 (1990)) und die intramolekularen
Wechselwirkung zwischen Abschnitten des Glykoproteins, was zur Konformation und Darstellung dreidimen-
sionaler Oberflachen des Glykoproteins fihrt (Jefferis & Lund, s.o.; Wyss & Wagner, Curr. Ops. Biotech. 7,
409-416 (1996); Hart, Curr. Op. Cell Biol. 4, 1017-1023 (1992); Goochee et al., Bio/Technology 9, 1347-1355
(1991); R. B. Parekh, Curr. Op. Struct. Biol. 1, 750-754 (1991)). Oligosaccharide kénnen auch dazu dienen,
ein beliebiges Glykoprotein auf bestimmte Strukturen, die auf spezifischen Erkennungsstrukturen aufbauen,
zu richten. Beispielsweise wurde berichtet, dass in einem galactosyliertem IgG die Oligosaccharid-Gruppie-
rung aus dem Zwischen-CH2-Raum "hinausschnellt" und terminale N-Acetylglucosaminreste zuganglich wer-
den, um Mannose-Bindungsprotein zu binden (Malhotra et al., Nat. Med. 1, 237-243 (1995)). Auch wurde be-
richtet, dass die Gegenwart von nicht reduzierenden, terminalen Galactoseresten in Antikdrper-CH2-Domanen
fur die Bindung von IgG an Clg- und Fc-Rezeptoren wichtig sein kann (Tsuchiya et al., J. Rheum. 16, 285-290
(1989)).

[0004] Da der fiir die Expression rekombinanter Glykoproteine als potentielle menschliche Therapeutika ver-
wendete Zelltyp selten die native Zelle ist, kann mit signifikanten Variationen der Glykosylierungsmuster der
Glykoproteine gerechnet werden. Gewebe-Plasminogenaktivator, der in verschiedenen Zelltypen produziert
wird, resultiert in heterolog glykosylierten Molekilen (Parekh et al., Biochemistry 28, 7644-7662 (1989)). Das-
selbe gilt fir Immunglobuline (T. A. Hsu et al., J. Biol. Chem. 272, 9062-9070 (1997)).

[0005] Grolte Aufmerksamkeit wurde auf die Faktoren gerichtet, die Glykosylierung wahrend rekombinanter
Proteinproduktion beeinflussen, wie beispielsweise Wachstumsmodus (anhaftend oder in Suspension), Medi-
umsformulierung, Kulturdichte, Sauerstoffanreicherung, pH, Reinigungsschemata und dergleichen (R. Werner
und W. Noe, Drug Res. 43, 1134-1139 (1993); R. Werner und W. Noe, Drug Res. 43, 1242-1249 (1993); Hayter
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et al., Biotech. and Bioeng. 39, 327-335 (1992); Borys et al., Biotech. and Bioeng. 43, 505-514 (1994); Borys
et al., Bio/technology 11, 270-724 (1993); Hearing et al., J. Cell Biol. 108, 339-353 (1989); Goochee et al., in:
Frontiers in Bioprocessing I, Todd et al. (Hrsg.), American Chemical Society, 199-240 (1992); US-Patent Nr.
5.096.816; W. Chotigeat, Cytotech. 15, 217-221 (1994)). Mehrere Gruppen untersuchten die Verfahrenspara-
meter, die den Hintergrund fiir die Produktion rekombinanter Proteine darstellen, und insbesondere die Wir-
kung der Mediumszusammensetzung auf die Produktion rekombinanter Proteine (Park et al., Biotech. Bioeng.
40, 686-696 (1992); Cox & McClure, In Vitro 19, 1-6 (1983); Mizutani et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.
187, 664-669 (1992); Le Gros et al., Lymph. Res. 4(3), 221-227 (1985)). Verschiedene Verfahren wurden er-
wogen, um das Glykosylierungsmuster, das in einem bestimmten Wirtsorganismus erhalten wird, zu veran-
dern, einschlieRlich das Einfiihren oder Uberexprimieren bestimmter Enzyme, die in Oligosaccharidproduktion
eingebunden sind (US-Patent Nr. 5.047.355, US-Patent Nr. 5.510.261). Diese Schemata sind nicht auf intra-
zellulare Verfahren beschrankt (US-Patent Nr. 5.278.299).

[0006] CAMPATH-1H ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Maus-lgG1-Antikérper, der das
CDw52-Antigen menschlicher Lymphozyten erkennt (Sheeley et al., Analytical Biochem. 247, 102-110 (1997)).
Das Entfernen der vollstandigen intakten Oligosaccharidstruktur aus dem CAMPATH-1H, der in Chinahams-
ter-Eierstock(CHO-) Zellen produziert wird, unter Verwendung von Glykopeptidase-F, fuhrte zu einer vélligen
Reduktion von Komplement-vermittelter Zelllyse ("complementmediated cell lysis", CMCL) (Boyd et al., Mol.
Immunol. 32, 1311-1318 (1996)), wahrend selektives Entfernen von Sialsdureresten unter Verwendung von
Neuraminidase zu keinem Verlust von CMCL fihrte. Fir CAMPATH-1H, der mit B-Galactosidase behandelt
wurde, von der erwartet wird, dass sie terminale Galactosylreste entfernt, wurde erkannt, dass er CMCL um
weniger als die Halfte reduzierte (Boyd et al., s.0.).

[0007] Wahrend mehrere Arbeiten durchgefiihrt wurden, um die Struktur der N-gebundenen Glycane zu be-
werten, die an die Schwerkette klinisch relevanter Antikbrper gebunden sind, weisen diese Studien darauf hin,
dass verschiedene Wirtszellen zu differenzieller N-Glycan-Verarbeitung in der Lage sind, und Analysen des
produzierten Glykoproteins zeigen heterogene Glykoformen auf (Wormald et al., Biochemistry 36, 1370-1380
(1997)). Glykosylierungsdifferenzen in Antikérpern sind im Allgemeinen auf die konstante Doméane einge-
schrankt und koénnen die Struktur der Antikdrper beeinflussen (Weitzhandler et al., J. Pharm. Sci. 83,
1670-1675 (1994)). Es ist daher wichtig, sicherzustellen, dass das Glykosylierungsmuster von Glykoprotein-
produkten, die zu klinischen Verwendungszwecken produziert werden, durchwegs und unter den verschiede-
nen Produktionschargen gleichformig ist, aber auch, dass die glinstigen In-vivo-Eigenschaften der Antikorper
zumindest beibehalten werden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0008] Die vorliegende Erfindung stellt ein im Wesentlichen homogenes und reproduzierbares Glykoprotein-
praparat bereit, worin im Wesentlichen alle der Glykoproteinmolekile des Praparats als eine bestimmte Gly-
koform existieren, wie in den beiliegenden Anspriichen definiert ist. Die Erfindung sorgt daftir, dass unter be-
stimmten Bedingungen neue, im Wesentlichen homogene Glykoformpraparate erhalten werden kdénnen, die
die erwlinschten Eigenschaften von verlangerter Clearance aus dem Blut aufweisen und gleichzeitig ihre funk-
tionelle Aktivitat beibehalten oder verbesserte funktionelle Aktivitat besitzen. Eine lange funktionelle Halbwerts-
zeit ermoglicht vereinfachte Verabreichung in Dosierungen in Form eines Bolus und tragt zu In-vivo-Potenz des
produzierten Glykoproteins bei, was Formen geringerer Dosierungen an Glykoprotein ermdglicht.

[0009] In einem bestimmten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung neue Glykoformpraparate fir Glykopro-
tein-Pharmazeutika, Arzneimittel oder Medikamente bereit, worin das Glykoprotein eine Immunglobu-
lin-CH2-Domane mit einer im Wesentlichen gleichférmigen Glykoform umfasst. Es ist eine Eigenschaft der vor-
liegenden Erfindung, dass die pharmazeutischen Zusammensetzungen, die die neuen Glykoformpraparate
umfassen, in bevorzugten Ausfihrungsformen bei Verabreichung an Tiere einschlie3lich Menschen vorteilhaf-
terweise aulerst gute In-vivo-Eigenschaften aufweisen. Somit kdnnen die neuen Glykoform-Zusammenset-
zungen in all jenen Bereichen verwendet werden, in denen der verwandte pharmazeutische Glykoprotein-Wirk-
stoff verwendet wird, und liefert vorteilhafterweise verbesserte Eigenschaften sowie gesteigerte Gleichférmig-
keit zwischen und innerhalb von Produktionschargen. Die Praparate der Erfindung kénnen in Lésungen, Ein-
heitsdosen-Formen wie Tabletten und Kapseln zur oralen Verabreichung sowie in Suspensionen, Salben und
dergleichen eingebunden werden, was vom jeweiligen Wirkstoff oder Medikament und seinen Zielbereichen
abhangt.

[0010] Gemal einem bestimmten Aspekt der Erfindung werden Zusammensetzungen bereitgestellt, die ein
Glykoprotein umfassen, das eine Immunglobulin-CH2-Domane umfasst, worin die CH2-Domane zumindest
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ein N-gebundenes Oligosaccharid aufweist und worin im Wesentlichen das gesamte Oligosaccharid ein
G2-Oligosaccharid wie hierin definiert ist. Die Zusammensetzung ist im Wesentlichen frei von Glykoproteinen,
die eine Immunglobulin-CH2-Domane umfassen, worin das N-gebundene Oligosaccharid ein G1- oder
GO0-Saccharid ist. In bevorzugten Aspekten ist das Glykoprotein ein Antikdrper und insbesondere ein monok-
lonaler Antikorper.

[0011] Die Erfindung stellt weiters ein Verfahren zur Herstellung der Praparate der Erfindung bereit, das die
Schritte des Umsetzens:

a) eines Metallsalzes in einer Konzentration von etwa 5 mM bis etwa 25 mM;

b) einer aktivierten Galactose in einer Konzentration von etwa 5 mM bis etwa 50 mM;

c¢) einer Galactosyltransferase in einer Konzentration von etwa 1 mU/ml bis etwa 100 mU/ml;

d) eines Substrat-Glykoproteins;

in einer wassrigen gepufferten Lésung bei einer Temperatur von etwa 25-40 °C und des Gewinnens des Gly-
koproteins umfasst.

[0012] Die Erfindung umfasst pharmazeutische Zusammensetzungen, die die Glykoformpraparate der Erfin-
dung beinhalten. Die Zusammensetzungen sind vorzugsweise steril. Ist die Zusammensetzung eine wassrige
Lésung, so ist das Glykoprotein vorzugsweise I6slich. Ist die Zusammensetzung ein lyophilisiertes Pulver, so
ist das Pulver vorzugsweise in einem geeigneten Lésungsmittel wieder herstellbar.

[0013] In wiederum einem anderen Aspekt bindet die Erfindung die obigen Praparate zur Verwendung in ei-
nem Verfahren zur Behandlung eines Erkrankungszustandes ein, das die Verabreichung einer therapeutisch
wirksamen Dosis der pharmazeutischen Zusammensetzungen der Erfindung an ein Saugetier, das dieser Be-
handlung bedarf, umfasst.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0014] Fig. 1A und Fig. 1B zeigen Oligosaccharid-Analyse eines monoklonalen Anti-CD20-Antikérpers C2B8
durch Kapillarelektrophorese mit Laser-induzierter Fluoreszenzdetektion. In Fig. 1A ist ersichtlich, dass C2B8,
das in Chargen-beflllter 400-I-Kultur produziert wurde, zumindest drei Glykoformen von C2B8 enthielt. Fig. 1B
zeigt dasselbe C2B8-Praparat, das mit 3-1-4-Galactosyltransferase gemaR der vorliegenden Erfindung behan-
delt wurde. Ein einzelnes G2-Glykoformpraparat wurde erhalten.

[0015] Fig. 2 zeigt die Analyse eines monoklonalen Anti-VEGF-Antikdrpers durch Kapillarelektrophorese. Es
ist ersichtlich, dass Anti-VEGF, das in CHO-Zellkultur produziert wurde, zumindest drei Glykoformen produzier-
te. Derselbe Anti-VEGF, behandelt mit B-1-4-Galactosyltransferase gemaR der vorliegenden Erfindung, produ-
zierte eine einzelne G2-Glykoform.

[0016] Fig. 3 zeigt die Analyse eines monoklonalen Anti-IgE-Antikdrpers durch Kapillarelektrophorese. Es ist
ersichtlich, dass das Anti-IgE, das in CHO-Zellkultur produziert wurde, zumindest drei Glykoformen enthielt.
Dieselbe Anti-IgE-CHO-Zellzusammensetzung, die mit 3-1-4-Galactosyltransferase gemaf der vorliegenden
Erfindung behandelt war, produzierte eine einzelne G2-Glykoform.

[0017] Fig. 4 zeigt die Analyse eines monoklonalen Anti-HER2-Antikdrpers durch Kapillarelektrophorese. Es
ist ersichtlich, dass das Anti-HER2, produziert in CHO-Zellkultur, zumindest drei Glykoformen enthielt, die eine
heterologe Oligosaccharid-Population bildeten. Dieselbe Anti-HER2-CHO-Zusammensetzung, behandelt mit
B-1-4-Galactosyltransferase gemaf der vorliegenden Erfindung, produzierte eine einzelne G2-Glykoform.

[0018] Fig. 5 zeigt eine reprasentative SDS-Polyacrylamid-Gelanalyse eines monoklonalen Anti-CD20-Anti-
korpers unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Bahn 1 sind Molekulargewichtsstandards, Bahn 2 ist die
G2-Glykoform von C2B8; Bahn 3 ist das C2B8-Praparat, behandelt mit Galactosidase, um Galactosereste von
den Oligosacchariden zu entfernen; Bahn 4 ist das von CHO abgeleitete C2B8-Praparat, behandelt mit PNGa-
se-F zur Entfernung von intaktem Oligosaccharid; Bahn 5 ist der C2B8-Antikérper aus CHO-Produktion; Bahn
6 ist das von CHO abgeleitete C2B8 nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C; Bahn 7 ist das von CHO abge-
leitete C2B8 und BSA. Das reprasentative Gel zeigt, dass die Integritat des C2B8-Molekiils nach Behandlung
mit der Galactosyltransferase intakt bleibt. Die G2-Glykoform schlief3t die Primarstruktur des Antikorpers nicht
auf.

[0019] Fig. 6 zeigt dasselbe Material, das zuvor beschrieben wurde, analysiert mittels Polyacrylamid-Gele-
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lektrophorese unter reduzierenden Bedingungen. Die C2B8-Schwer- und -Leichtketten verbleiben intakt.

[0020] Fig. 7A und Fig. 7B zeigen Fern- und Nah-UV-Zirkulardichroismus- (-CD-) Spektren von C2B8-Anti-
kérper aus CHO-Kultur und der G2-Glykoform. Die zwei Praparate haben praktisch identische CD-Spektren,
was darauf hinweist, dass der Antikorper dieselbe Sekundarstruktur aufweist (Provencher & Glockner, Bio-
chem. 20, 33-37 (1981)).

[0021] Fig. 8 zeigt die Bioaktivitat des G2-Glykoformpraparats im Vergleich zur heterogenen Zusammenset-
zung fur C2B8 in einem Kaninchenkomplement-Lysetest.

[0022] Fig. 9 zeigt die Korrelation von Bioaktivitat und Galactosegehalt in der G2-Glykoform. Das Glykoform-
praparat war zumindest 1,5-mal aktiver in diesem Test als jenes, das unter typischen Zellkulturbedingungen
hergestellt wurde.

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausfliihrungsformen
Definitionen

[0023] Die Kohlenhydratgruppierungen der vorliegenden Erfindung werden unter Verweis auf Gblicherweise
verwendete Nomenklatur fiir die Beschreibung von Oligosacchariden beschrieben. Ein Uberblick tiber Kohlen-
hydratchemie, der diese Nomenklatur verwendet, ist in Hubbard & Ivatt, Ann. Rev. Biochem. 50, 555-583
(1981), zu finden. Diese Nomenklatur umfasst beispielsweise Man, das fur Mannose steht; GIcNAc, das fur
2-N-Acetylglucosamin steht; Gal, das fir Galactose steht; Fuc fir Fucose; und Glc, das fiir Glucose steht. Si-
alsduren werden unter Verweis auf die Abkurzungen NeuNAc fur 5-N-Acetylneuraminsaure und NeuNGc fur
5-Glykolylneuraminsaure beschrieben (J. Biol. Chem. 257, 3347 (1982); J. Biol. Chem. 257, 3352 (1982)).

[0024] Die Kohlenhydratstrukturen der vorliegenden Erfindung treten am Protein auf, das als N-gebundene
Oligosaccharide exprimiert wird. "N-gebundene Glykosylierung" bezieht sich auf die Anbindung der Kohlenhy-
dratgruppierung tber GIcNAc an einen Asparaginrest in einer Polypeptidkette. Die N-gebundenen Kohlenhy-
drate enthalten alle eine gemeinsame Man1-6(Man1-3)ManB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB-R-Kernstruktur. Daher
stellt in der beschriebenen Kernstruktur R einen Asparaginrest des produzierten Glykoproteins dar. Die Se-
quenz des produzierten Proteins enthalt ein Asparagin-X-Serin, Asparagin-X-Threonin und Asparagin-X-Cy-
stein, worin X jede beliebige Aminosaure aufder Prolin ist. O-gebundene Kohlenhydrate sind im Gegensatz
dazu durch eine gemeinsame Kernstruktur charakterisiert, die in einer GalNAc besteht, die an die Hydroxyl-
gruppe eines Threonins oder Serins gebunden ist. Von den N-gebundenen Kohlenhydraten sind die wichtigs-
ten die "komplexen" N-gebundenen Kohlenhydrate. Gemal der vorliegenden Erfindung sind solche komple-
xen Kohlenhydrate aus den hierin beschriebenen "doppelfihlerartigen" Strukturen ausgewahlt.

[0025] Fachleute werden erkennen, dass das Glykoprotein-Immunglobulin (IgG) mit drei Typen von komple-
xen doppelfuhlerartigen Strukturen assoziiert ist, die keinen, einen oder zwei Galactose-Rest(e) enthalten
(Wormland et al., Biochemistry 36, 1370-1380 (1997)), die Ublicherweise als GO, G1 bzw. G2 bekannt sind.
Bezlglich menschlicher Antikérpermolekile der IgG-Klasse ist anzumerken, dass jedes ein N-gebundenes Oli-
gosaccharid aufweist, das an die Amid-Seitenkette von Asn 297 der B-4-Krimmung der Innenflache der
CH2-Domane der Fc-Region gebunden ist (Beale & Feinstein, Q. Rev. Biophys. 9, 253-259 (1976); Jefferis et
al., Immunol. Letts. 44, 111-117 (1995)). Die Oligosaccharid-Gruppierung, die an Asn 297 der IgG-CH2-Doma-
ne gebunden ist, ist vom komplexen doppelfiihlerartigen Typ mit der identifizierten Hexasaccharid-Kernstruktur
und variablen duReren Zuckerresten (siehe Jefferis et al., s.0. (1997); Wyss & Wagner, Current Opinions in
Biotech. 7, 409-416 (1996)). Die Kernstruktur (GlcNAc2Man3GIcNAc) ist typisch fur doppelfihlerartige Oligo-
saccharide und kann schematisch wie folgt dargestellt werden:

1,6-Ann
NeuAca-8Galf1-4GlcNAcfl—2Manas Fucas
6 . 6
. \
Halbierendes GlcNacBl1- }wlanﬁ 1-GlcNAcB1-4GlcNAc
3

NeuAca—~-08Galpl-4GlcNacfir-2Mana~

1,3-Ann
[0026] Da jede Kernstruktur ein halbierendes N-Acetylglucosamin, Kernfucose und entweder Galactose- oder
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Sialsaure-AuRensaccharide aufweist, gibt es eine Gesamtzahl von 36 strukturell einmaligen Oligosacchariden,
die die Asn-297-Stelle besetzen kénnen (Jefferis & Lund, s.0.). Es wird ebenso anerkannt, dass innerhalb einer
bestimmten CH2-Doméane Glykosylierung an Asn 297 aufgrund von verschiedenen Oligosaccharidketten, die
an jeden Asn-297-Rest innerhalb der Zwei-Ketten-Fc-Domane gebunden sind, asymmetrisch erfolgen kann.
Wahrend beispielsweise die synthetisierte Schwerkette innerhalb einer einzelnen Antikérper-sekretierenden
Zelle in ihrer Aminosauresequenz homogen sein kann, wird sie im Allgemeinen unterschiedlich glykosyliert,
was zu einer grofen Anzahl an strukturell einmaligen |g-Glykoformen fihrt.

[0027] Die Haupttypen komplexer Oligosaccharidstrukturen, die in der CH2-Domane des IgG zu finden sind,
sind nachstehend dargestellt.

Fuc
Gal—Glc-Man | §
NAC  >Man—Glc-Glc-Asn G2
Gal——Glc-Man NAc Nac
NAc
Fuc
Gal——Glc-Man [ N
NAc “Man—Glc-Glc—Asn Gl
GlcNAc—Mdn. . NAc Nac. (.
Fuc
GlcNAc——Man l %
. \Man-Gl_c—Glc—Asn_ Gl
Gal—/™—Glc-Man NAc NAc S
NAc
Fuc
Man\ I g
Man—Glc—Glc—Asn G-1
GlcNAc—Man NAc NAc g
Fuc
GlcNAc——Man I S
\Man-*Glc-Glc-Asn GO
GlcNAc—Man NAc NAc g

[0028] GemalR der vorliegenden Erfindung bezieht sich GO auf eine doppelfiihlerartige Struktur, worin keine
terminalen Sialsduren (NeuAcs) oder Gals vorhanden sind, G1 bezieht sich auf eine doppelfihlerartige Struk-
tur mit einer Gal und keinen NeuAcs, und G2 bezieht sich auf eine doppelfihlerartige Struktur mit zwei termi-
nalen Gals und keinen NeuAcs.

[0029] Alle Immunglobuline kénnen als Glykoproteine mit einer gemeinsamen Grundstruktureinheit aus zwei
Leichtkettenpolypeptiden und zwei Schwerkettenpolypeptiden beschrieben werden, die Uber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind, die fiir Thiol-reduzierende Mittel in wassrigem Puffer zuganglich sind. Leichtket-
ten treten in Form zwei, verschiedener Typen auf, k oder A, und sind in allen Immunglobulinen gleich. Schwer-
ketten unterscheiden sich von einem Immunglobulin zum anderen und bestimmen die Klasse und Unterklasse
des Immunglobulins. Antikérper (und Immunglobuline) sind im Allgemeinen heterotetramere Glykoproteine mit
etwa 150.000 Da, zusammengesetzt aus zwei identischen Leicht- (L-) Ketten und zwei identischen Schwer-
(H-) Ketten. Jede Leichtkette ist durch eine kovalente Disulfidbindung an eine Schwerkette gebunden, wahrend
die Anzahl an Disulfidbindungen zwischen den Schwerketten von unterschiedlichen Immunglobulin-Isotypen
variiert. Jede Schwer- und Leichtkette weist auch regelmafig beabstandete Zwischenketten-Disulfidbriicken
auf. Jede Schwerkette hat eine Amino-terminale variable Domane (VH), gefolgt von Carboxy-terminalen kon-
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stanten Domanen. Jede Leichtkette weist eine variable N-terminale Domane (VL) und eine C-terminale kon-
stante Domane auf; die konstante Doméane der Leichtkette ist mit der ersten konstanten Doméane der Schwer-
kette abgeglichen, und die variable Leichtketten-Domane ist mit der variablen Doméane der Schwerkette abge-
glichen. Von bestimmten Aminosaureresten wird angenommen, dass sie eine Grenzflache zwischen den vari-
ablen Leicht- und Schwerketten-Domanen bilden (Clothia et al., J. Mol. Biol. 186, 651 (1985); Novotny & Haber,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 4592 (1985)). Je nach Aminosauresequenz der konstanten (C-) Domane der
Schwerketten kénnen Immunglobuline verschiedenen Klassen zugeordnet werden. Es gibt vier Hauptklassen
von Immunglobulinen: IgA, IgD, IgE, 1IgG und IgM. Die konstanten Schwerketten-Doméanen, die den verschie-
denen Klassen von Immunglobulinen entsprechen, werden als a-, 6-, €-, y- bzw. p-Domanen bezeichnet. Die
Immunglobulinklassen kénnen weiter in Unterklassen (Isotypen) unterteilt werden, z.B. I1gG,, 19G,, 1gG;, IgG,,
IgA; und IgA,.

[0030] Die Untereinheit-Strukturen und dreidimensionalen Strukturen verschiedener Klassen von Immunglo-
bulinen sind bekannt. Von diesen sind IgA und IgM polymer, und jede Untereinheit enthalt zwei Leicht- und zwei
Schwerketten. Gemal der Domanenhypothese von Immunglobulin-Polypeptidketten weisen Leicht- (L-) Ket-
ten zwei konformationsahnliche variable Domanen VL und CL und Schwerketten vier Domanen (VH, CH1,
CH2 und CH3), von denen jede eine Intraketten-Disulfidbriicke besitzt, auf. Sequenzstudien zeigten, dass die
p-Kette von IgM finf Doméanen, VH, CHu1, CHu2, CHu3 und CHpu4, enthalt. Die Schwerkette von IgE (€) enthalt
auch funf Domanen, wahrend die Schwerkette von IgA (a) vier Domanen aufweist.

[0031] Die Schwerkette von IgG (y) enthalt eine Lange der Polypeptidkette, die zwischen den CHy1- und
CHy2-Domanen liegt und als die Gelenksregion bekannt ist. Die a-Kette weist eine Gelenksregion auf, die eine
O-gebundene Glykosylierungsstelle enthalt, und die p- und e-Ketten haben keine Sequenz, die analog zur Ge-
lenksregion der y- und a-Ketten sind, wobei sie jedoch eine vierte konstante Domane enthalten, die den ande-
ren fehlt. Die Domanenzusammensetzung von Immunglobulinketten kann wie folgt zusammengefasst werden:
Leichtkette A = VACA

K = VKCk

Schwerkette 19G (y) = VH CHy1, Gelenk CHy2 CHy3

IgM (u) = VH CHp1 CHp2 CHp3 CHp4

IgA (a) = VH CHa1 Gelenk CHa2 CHa3

IgE (¢) = VH CHe1 CHe2 CHe3 CHe4

IgD (8) = VH CHd1 Gelenk CH52 CH33

[0032] Die "CH2"-Domane der vorliegenden Erfindung soll eine CH2 wie zuvor beschrieben beschreiben, die
ein einzelnes, N-gebundenes Oligosaccharid wie fir IgG-CHy2-Domane identifiziert aufweist. Es ist charakte-
ristisch fur das Glykoprotein der vorliegenden Erfindung, dass es zumindest eine CH2-Doméane mit einem
N-gebundenen Oligosaccharid einer menschlichen IgG-CH2-Domane enthalt oder modifiziert wird; um sie zu
enthalten. Die CH2-Domane ist vorzugsweise die CHy2-Doméne von menschlichem IgG,.

[0033] Die Bezeichnung "Glykoform", wie im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung verwendet, soll
ein Glykoprotein bezeichnen, das eine bestimmte Kohlenhydratstruktur oder -strukturen enthalt.

[0034] Die Phrasen "im Wesentlichen homogen", "im Wesentlichen gleichférmig" und "wesentliche Homoge-
nitat" bedeuten, dass die Menge von Nebenprodukten, die aus unerwiinschten Glykoformen (z.B. GO und G1)
stammen, 10 % nicht Gbersteigt und vorzugsweise unter 5 %, noch bevorzugter unter 1 %, am meisten bevor-
zugt unter 0,5 %, liegt, worin diese Prozentsatze auf das Gewicht bezogen sind.

[0035] Das "CD20"-Antigen wird wahrend friher Pra-B-Zell-Entwicklung exprimiert und kann einen Schritt bei
der Zellaktivierung regulieren, der fir Zellzyklusbeginn und -differenzierung erforderlich ist. Das CD20-Antigen
wird in hohen Konzentrationen an neoplastischen B-Zellen exprimiert; dennoch ist es auch an normalen B-Zel-
len vorhanden. Anti-CD20-Antikorper, die das CD20-Oberflachenantigen erkennen, wurden klinisch verwen-
det, um zum Targeting und zur Zerstérung neoplastischer B-Zellen zu fiihren (Maloney et al., Blood 84,
2457-2466 (1994); Press et al., NEJM 329, 1219-1224 (1993); Kaminski et al., NEJM 329, 459-465 (1993);
McLaughlin et al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 15, 417 (1996)). Chiméare und humanisierte Anti-CD20-Antikor-
per vermitteln komplementabhangige Lyse von Target-B-Zellen (Maloney et al., s.0.). Der monoklonale Anti-
korper C2B8 erkennt das menschliche B-Zelleingeschrankte Differenzierungs-Antigen Bp35 (Liu et al., J. Im-
munol. 139, 3521 (1987); Maloney et al., Blood 84, 2457 (1994)). "C2B8" ist als der monoklonale An-
ti-CD20-Antikérper definiert, der in der Internationalen Verdéffentlichung Nr. WO 94/11026 beschrieben ist.

[0036] Gemal der vorliegenden Erfindung wird die Bezeichnung "Glykoprotein" verwendet, um ein Polypep-
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tid zu beschreiben, das zumindest eine Immunglobulin-Schwerkettenoder -"CH2"-Domane mit zumindest ei-
nem komplexen, N-gebundenen, doppelfiihlerartigen Oligosaccharid umfasst. Daher ist gemaR der vorliegen-
den Erfindung ein Glykoprotein, das eine "CH2"-Domane umfasst, als eines zu verstehen, das zumindest die
eine CH2-Domane wie hierin definiert umfasst. Die Bezeichnung Glykoprotein bindet Antikdrper (polyklonal
und monoklonal), chiméare Antikdrper, humanisierte Antikérper, chimare Proteine, umfassend eine CH2-Doma-
ne wie hierin definiert, wie beispielsweise chimare und bispezifische Immunoadhéasine und andere chimare
Proteine, die eine CH2-Doméane umfassen, ein.

[0037] Die Bezeichnungen Antikérper und Immunglobuline werden synonym verwendet, um Glykoproteine zu
bezeichnen, die die zuvor fur Antikdrper genannten strukturellen Eigenschaften aufweisen.

[0038] Die Bezeichnung "Antikdrper" wird im weitesten Sinn verwendet und deckt spezifisch einzelne mono-
klonale Antikérper (einschlief3lich Agonisten- und Antagonisten-Antikdrper) und Antikérperzusammensetzun-
gen mit polyepitoper Spezifitdt ab. Die Bezeichnung "Antikérper" deckt spezifisch monoklonale Antikérper (ein-
schliel3lich monoklonaler Volllangen-Antikdrper), polyklonale Antikdrper, multispezifische Antikérper (z.B. bis-
pezifische Antikérper) und Antikdrperfragmente ab, solange diese zumindest den Abschnitt der CH2-Doméne
der konstanten Schwerketten-Immunglobulinregion, die die einzelne N-gebundene Glykosylierungsstelle um-
fasst, enthalten oder modifiziert werden, um ihn zu enthalten. Beispiele fir Antikdrper, die im Schutzumfang
der vorliegenden Erfindung liegen, umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf, Anti-IL-8, St. John et al., Chest
103, 932 (1993), und Internationale Verdffentlichung Nr. WO 95/23865; Anti-CD11a, Filcher et al., Blood 77,
249-256, Steppe et al., Transplant Intl. 4, 3-7 (1991), und Hourmant et al., Transplantation 58, 377-380 (1994);
Anti-IgE, Presta et al., J. Immunol. 151, 2623-2632 (1993), und Internationale Verdffentlichung Nr. WO
95/19181; Anti-HERZ2, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289 (1992), und Internationale Ver-
offentlichung Nr. WO 92/20798; Anti-VEGF, Jin Kim et al., Growth Factors 7, 53-64 (1992), und Internationale
Veroffentlichung Nr. WO 96/30046; und Anti-CD20, Maloney et al., Blood 84, 2457-2466 (1994), und Liu et al.,
J. Immunol. 139, 3521-3526 (1987).

[0039] Die Bezeichnung "Praparat" wie hierin verwendet definiert eine Zusammensetzung, die als Kompo-
nente identifiziert und getrennt und/oder aus ihrer Umgebung gewonnen wurde. Kontaminanten-Komponenten
aus ihrer Umgebung sind Materialien, die diagnostische oder therapeutische Verwendungen fiir den Antikorper
stéren wurden, wie beispielsweise unerwinschte oder nicht beabsichtige Glykoformen (GO und G1), und kén-
nen Enzyme, Hormone und andere proteinhaltige oder nicht-proteinhaltige Geldststoffe umfassen. Das Prapa-
rat der Erfindung weist keine solcher Kontaminanten auf. In. bevorzugten Ausfiihrungsformen wird das Anti-
korperpraparat (1) zu mehr als 95 Gew.-% des Antikorper, wie durch das Lowry-Verfahren bestimmt, und am
meisten bevorzugt mehr als 99 Gew.-%, (2) zu einem ausreichenden Grad, um zumindest 15 Reste von N-ter-
minaler oder innerer Aminosauresequenz zu erhalten, mittels eines Zentrifugenréhrchen-Sequenzierers oder
(3) bis zur Homogenitat durch SDS-PAGE unter reduzierenden oder nicht-reduzierenden Bedingungen unter
Verwendung von Coomassie-Blau- oder vorzugsweise Silberfarbung gereinigt.

[0040] Die Bezeichnung "monoklonaler Antikorper" (mAb) wie hierin verwendet bezieht sich auf einen Anti-
korper, der aus einer Population von im Wesentlichen homogenen Antikérpern erhalten wird; d.h. dass die ein-
zelnen Antikdrper; die eine Population umfasst, unter Ausnahme maéglicher, naturlich vorkommender Mutatio-
nen, die in geringen Mengen vorhanden sind, identisch sind. Monoklonale Antikoérper sind hochspezifisch und
werden gegen eine einzelne antigene Stelle gerichtet. Weiters wird im Gegensatz zu herkdmmlichen (polyklo-
nalen) Antikdrperpraparaten, die typischerweise verschiedene Antikdrper einbinden, die gegen unterschiedli-
che Determinanten (Epitope) gerichtet sind, jeder mAb gegen eine einzelne Determinante am Antigen gerich-
tet. Zusatzlich zu ihrer Spezifitat haben die monoklonalen Antikérper den Vorteil, dass sie durch Hybridomkultur
synthetisiert werden kénnen, unkontaminiert durch andere Immunglobuline. Der Modifikator "monoklonal”
weist auf die Eigenschaft des Antikdrpers hin, dass er aus einer im Wesentlichen homogenen Population von
Antikérpern erhalten wird, und ist nicht als die Notwendigkeit zu verstehen, den Antikérper mittels eines be-
stimmten Verfahrens herzustellen. Beispielsweise kénnen die monoklonalen Antikdrper, die gemaf der vorlie-
genden Erfindung zu verwenden sind; durch das Hybridomverfahren, das als erstes von Kohler et al., Nature
256, 495 (1975), beschrieben wurde, oder durch DNA-Rekombinationsverfahren (siehe z.B. das US-Patent Nr.
4.816.567, das an Cabilly et al. erteilt wurde) hergestellt werden. Die "monoklonalen Antikérper" umfassen
auch Klone von Antigen-Erkennungs- und -Bindungsstellen, die Antikdrperfragmente (Fv-Klone) enthalten, die
aus Phagen-Antikoérperbibliotheken unter Verwendung der in Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991), und
Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991), beispielsweise beschriebenen Verfahren isoliert wurden.

[0041] Die monoklonalen Antikérper hierin binden hybride und rekombinante Antikérper ein, die durch Splei-
Ren einer variablen (einschliellich hypervariablen) Domane eines Antikdrpers mit einer konstanten Domane
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(z.B. "humanisierte" Antikdrper) oder einer Leichtkette mit einer Schwerkette oder einer Kette aus einer Spe-
zies mit einer Kette einer anderen Spezies oder durch Fusionen mit heterologen Proteinen, unabhangig von
der Ausgangsspezies oder der Immunglobulinklassen- oder -unterklassenbezeichnung, hergestellt werden.
(Siehe z.B. US-Patent Nr. 4.816.567, das an Cabilly et al. erteilt wurde; Mage & Lamoyi, in: Monoclonal Anti-
body Production Techniques and Applications, 79-97, Marcel Dekker Inc., New York (1987)).

[0042] Die monoklonalen Antikdrper hierin umfassen spezifisch "chimare" Antikérper (Immunglobuline), in de-
nen ein Abschnitt der schweren und/oder leichten Kette mit den entsprechenden Sequenzen in Antikdrpern,
die aus einer bestimmten Spezies stammen oder einer bestimmten Antikdrperklasse oder -unterklasse ange-
héren, identisch oder homolog zu ihnen ist, wahrend der Rest der Kette(n) mit den entsprechenden Sequenzen
in Antikdrpern, die aus einer anderen Spezies stammen oder einer anderen Antikdrperklasse oder -unterklasse
angehdren, identisch oder homolog zu ihnen ist, sowie Fragmente solcher Antikérper, sofern sie zumindest
eine CH2-Domane enthalten oder modifiziert werden, um sie zu enthalten (Cabilly et al., s.o.; Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 (1984)).

[0043] "Humanisierte" Formen von nicht-menschlichen (z.B. Maus-) Antikdrpern sind spezifische chiméare Im-
munglobuline, Immunglobulinketten oder Fragmente davon (wie beispielsweise Fv, Fab, Fab', F(ab'), oder an-
dere Antigen-bindende Subsequenzen von Antikérpern), die Minimalsequenzen enthalten, die aus
nicht-menschlichem Immunglobulin stammen. Zum Grofteil sind humanisierte Antikérper menschliche Im-
munglobuline (Akzeptorantikérper), in denen Reste aus einer komplementaritatsbestimmenden Region (CDR)
des Akzeptors durch Reste aus einer CDR einer nicht-menschlichen Spezies (Donorantikérper) wie beispiels-
weise Maus, Ratte oder Kaninchen mit der erwlinschten Spezifitat, Affinitdt und Kapazitat ersetzt werden. In
manchen Fallen werden Fv-Gerlstreste des menschlichen Immunglobulins durch entsprechende
nicht-menschliche Reste ersetzt. Weiters kdnnen humanisierte Antikérper Reste umfassen, die weder im Ak-
zeptorantikérper noch in den importierten CDR- oder Gerustsequenzen zu finden sind. Diese Modifikationen
werden durchgefuhrt, um Antikdrperleistung weiter zu verfeinern und zu maximieren. Im Allgemeinen umfasst
der humanisierte Antikorper im Wesentlichen alle zumindest einer, und typischerweise zweier, variabler Doma-
nen, in denen alle oder im Wesentlichen alle CDR-Regionen jenen eines nicht-menschlichen Immunglobulins
entsprechen, und alle oder im Wesentlichen alle der FR-Regionen sind jene einer menschlichen Immunglobu-
lin-Consensus-Sequenz. Der humanisierte Antikdrper umfasst optimalerweise auch zumindest einen Abschnitt
einer konstanten Immunglobulinregion (Fc), typischerweise jenen eines menschlichen Immunglobulins. Fur
nahere Details siehe Jones et al., Nature 321, 522 (1986); Reichmann et al., Nature 332, 323 (1988); und Pres-
ta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593 (1992).

[0044] Wie hierin verwendet bezeichnet "Immunoadhasin” Antikérper-ahnliche Molekule, die die "Bindungs-
domane" eines heterologen Proteins (eines "Adhésins", z.B. eines Rezeptors, Liganden oder Enzyms) mit den
Effektorfunktionen von konstanten Immunglobulindomanen kombinieren. Strukturell betrachtet umfassen die
Immunoadhasine eine Fusion der Adhasin-Aminosauresequenz mit der erwiinschten Bindungsspezifitat, die
sich von jener der Antigen-Erkennungs- und -Bindungsstelle (Antigen-Kombinationsstelle) eines Antikdrpers
unterscheidet (d.h. "heterolog" ist), und eine konstante Immunglobulin-Domanensequenz. Die konstante Im-
munglobulindoménensequenz im Immunoadhésin kann aus jedem beliebigen Immunglobulin, z.B. den IgG;-,
19G,-, 1gG,- oder 1I9G,-Subtypen oder aus IgA, IgE, IgD oder IgM, erhalten werden. Immunoadhésine werden
beispielsweise im US-Patent Nr. 5.116.964 beschrieben.

[0045] Wie hierin verwendet bezeichnet die Phrase "multispezifisches Immunoadhasin" Immunoadhasine
(wie hierin zuvor definiert) mit zumindest zwei Bindungsspezifitaten (d.h. eine Kombination von zwei oder mehr
Adhasin-Bindungsdomanen). Multispezifische Immunoadhasine kénnen als Heterodimere, Heterotrimere oder
Heterotetramere angeordnet werden, die im Wesentlichen in der WO 89/02922 (verdffentlicht am 6. April
1989), in EP 314.317 (verdffentlicht am 3. Mai 1989) und im US-Patent Nr. 5.116.964 (ausgegeben am 2. Mai
1992) offenbart sind. Bevorzugte multispezifische Immunoadhésine sind bispezifisch. Beispiele fiir bispezifi-
sche Immunoadhasine umfassen CD4-IgG/TNF-Rezeptor-IgG und Cd4-IgG/L-Selectin-IgG. Das letztgenann-
te Molekiil kombiniert die Lymphknoten-Bindungsfunktion des Lymphozyten-Homing-Rezeptors (LHR, L-Se-
lectin) und die HIV-Bindungsfunktion von CD4 und findet potentielle Anwendungsmadglichkeiten im Bereich der
Pravention oder Behandlung von HIV-Infektion, damit verbundenen Erkrankungen oder auch als Diagnosti-
kum.

[0046] Eine "Antikdrper-Immunoadhasin-Chimare" (Ab/la-Chiméare) umfasst ein Molekiil, das zumindest eine
Bindungsdomane eines Antikdrpers (wie hierin definiert) mit zumindest einem Immunoadhasin (wie in dieser
Anmeldung definiert) kombiniert. Beispiele fur Ab/la-Chimaren sind die bispezifischen CD4-1gG-Chiméaren, die
von Berg et al., s.0., und Chamow et al., s.0., beschrieben werden. Immunoadhéasine umfassen CD4 (Capon
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et al., Nature 337, 525-531 (1989); Traunecker et al., Nature 339, 68-70 (1989); und Byrn et al., Nature 344,
667-670 (1990)); L-Selectin oder Homing-Rezeptor (Watson et al., J. Cell. Biol. 110, 2221-2229 (1990); und
Watson et al., Nature 349, 164-167 (1991)); CD44 (Aruffo et al., Cell 61, 1303-1313 (1990)); CD28 und B7
(Linsley et al., J. Exp. Med. 173, 721-730 (1991)); CTLA-4 (Lisley et al., J. Exp. Med. 174, 561-569); CD22
(Stamenkovic et al., Cell 66, 1133-1144); TNF-Rezeptor (Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88,
10535-10539 (1991); Lesslauer et al., Eur. J. Immunol. 27, 2883-2886 (1991); und Peppel et al., J. Exp. Med.
174, 1483-1489 (1991)); NP-Rezeptoren (Bennett et al., J. Biol. Chem. 266, 23060-23067 (1991)); Interfe-
ron-y-Rezeptor (Kurschner et al., J. Biol. Chem. 267, 9354-9360 (1992)); 4-1BB (Chalupny et al., PNAS USA
89, 10360-10364 (1992)) und IgE-Rezeptor a (Ridgway & Gorman, J. Cell. Biol. 115, Abstract Nr. 1448 (1991)).

[0047] Beispiele fir homomultimere Immunoadhasine, die zur therapeutischen Verwendung bereits beschrie-
ben wurden, umfassen das CD4-IgG-Immunoadhasin zum Blockieren der Bindung von HIV an Zelloberfla-
chen-CD4. Daten, die aus klinischen Phase-I-Versuchen erhalten wurden, in denen schwangeren Frauen
CD4-1gG kurz vor der Entbindung verabreicht wurden, lassen darauf schlief3en, dass dieses Immunoadhasin
zur Pravention von HIV-Ubertragung von der Mutter auf den Fétus niitzlich sein kann. Ashkenazi et al., Intern.
Rev. Immunol. 10, 219-227 (1991). Ein Immunoadhasin, das Tumornekrosefaktor (TNF) bindet, wurde auch
bereits entwickelt. TNF ist ein entzlindungsférderndes Cytokin, das sich als ein zentraler Vermittler von septi-
schen Schocks erwiesen hat. Auf Grundlage eines Mausmodells von septischem Schock zeigte ein TNF-Re-
zeptorimmunoadhasin gewisse Ansatze als ein Kandidat fur klinische Verwendungszwecke bei der Behand-
lung septischer Schocks (A. Ashkenazi et al., PNAS USA 88, 10535-10539 (1991)).

[0048] Weisen die zwei Arme der Immunoadhasinstruktur unterschiedliche Spezifitaten auf, so wird das Im-
munoadhasin durch Analogie zu bispezifischen Antikdrpern als ein "bispezifisches Immunoadhésin" bezeich-
net. Dietsch et al., J. Immunol. Methods 162, 123 (1993), beschreiben solch ein bispezifisches Immunoadha-
sin, das die extrazellularen Domanen des Adhasionsmolekiils, E-Selectin und P-Selectin, kombiniert, wobei
die zwei Selectine in der Natur in einem unterschiedlichen Zelltyp exprimiert werden. Bindungsuntersuchungen
wiesen darauf hin, dass das bispezifische Immunglobulin-Fusionsprotein, das so gebildet wurde, im Vergleich
zu den monospezifischen Immunoadhasinen, von denen es abgeleitet wurde, eine gesteigerte Fahigkeit auf-
wies, sich an eine Knochenmarkzelllinie zu binden.

[0049] Die Erfindung betrifft auch Immunkonjugate, die den hierin beschriebenen Antikdrper umfassen, der
an ein zytotoxisches Mittel wie beispielsweise einen chemotherapeutischen Wirkstoff, Toxin (z.B. ein enzyma-
tisch aktives Toxin bakteriellen, pflanzlichen oder tierischen Ursprungs oder von Pilzen abstammend, oder
Fragmente davon) oder ein radioaktives Isotop konjugiert ist (d.h. ein Radiokonjugat).

[0050] In einer anderen Ausflihrungsform kann der Antikorper an einen "Rezeptor” (wie beispielsweise Strep-
tavidin) zur Verwendung bei Tumor-Pretargeting konjugiert sein, worin das Antikorper-Rezeptor-Konjugat dem
Patienten verabreicht wird, woraufhin ungebundenes Konjugat unter Verwendung eines Klarungsmittels aus
dem Blutkreislauf entfernt wird und dann ein "Ligand" (z.B. Avidin) verabreicht wird, der an ein zytotoxisches
Mittel (z.B. ein Radionuclid) konjugiert ist.

[0051] "Behandlung" bezieht sich sowohl auf therapeutische Behandlung als auch auf prophylaktische oder
praventive MalRnahmen. Jene, die einer Behandlung bedurfen, umfassen jene, die bereits erkrankt sind, sowie
jene, die dazu neigen, an dieser Erkrankung zu leiden, oder jene, bei denen es die Erkrankung zu vermeiden

gilt.

[0052] Die Bezeichnungen "Behandeln", "Behandlung" und "Therapie" beziehen sich auf kurative Therapie,
prophylaktische Therapie und praventive Therapie.

[0053] Die Bezeichnung "Saugetier" bezieht sich auf jedes Saugetier, das als Saugetier klassifiziert ist, ein-
schliel3lich Menschen, Kuhe, Pferde, Hunde und Katzen. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
ist das Saugetier ein Mensch.

[0054] Wie hierin verwendet sind Protein, Peptid und Polypeptid untereinander austauschbar zu verwenden,
um ein Aminosaurepolymer oder eine Reihe von zwei oder mehreren wechselwirkenden oder gebundenen
Aminosaurenpolymeren zu bezeichnen.

[0055] Die Bezeichnung "Erkrankungszustand" bezieht sich auf einen physiologischen Zustand einer Zelle

oder eines ganzen Saugetiers, in der/dem eine Unterbrechung, ein Aussetzen oder eine Stérung von Zell- oder
Korperfunktionssystemen oder Organen aufgetreten ist.
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[0056] Die Bezeichnung "Krebs" und "kanzerés" beziehen sich auf oder beschreiben das physiologische Lei-
den bei Saugetieren, das typischerweise durch unreguliertes Zellwachstum charakterisiert ist. Beispiele fur
Krebs umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf, Karzinom, Lymphom, Blastom, Sarkom und Leuk&mie.
Spezifischere Beispiele fir solche Krebsarten umfassen Schuppenzellkrebs, kleinzelligen Lungenkrebs,
nicht-kleinzelligen Lungenkrebs, Magenkrebs, Bauchspeicheldrisenkrebs, Gliazellentumoren wie beispiels-
weise Glioblastom und Neurofibromatose, Gebarmutterhalskrebs, Ovarialkrebs, Leberkrebs, Blasenkrebs, He-
patom, Brustkrebs, Dickdarmkrebs, Kolorektalkrebs, Endometriumkarzinom, Speicheldriisenkarzinom, Nie-
renkrebs, renalen Krebs, Prostatakrebs, Vulvakarzinom, Schilddrisenkrebs, Leberkarzinom und verschiedene
Arten von Kopf- und Halskrebs.

[0057] Die Bezeichnung "Entziindungserkrankung" bezieht sich auf einen grundfegenden pathologischen
Vorgang, der aus einem dynamischen Komplex zytologischer und histologischer Reaktionen besteht, die in
den betroffenen Blutgefallen und benachbarten Geweben als Reaktion auf eine Verletzung oder eine abnor-
male Stimulierung, die durch ein physikalisches, chemisches oder biologisches Mittel verursacht wird, auftre-
ten, einschlieBlich: 1) der ortlichen Reaktionen und resultierenden morphologischen Veranderungen, 2) der
Zerstorung oder Entfernung des verletzten Materials, 3) der Reaktionen, die zur Reparatur und Heilung fiihren.
Entziindungserkrankungen, die durch die Erfindung behandelt werden kdnnen, sind jene, in denen die Entzin-
dung mit Cytokin-induzierten Erkrankungen assoziiert ist, wie beispielsweise jenen, die mit Interleukin- und
Leuka&mie-Inhibitionsfaktor-Cytokinen assoziiert sind. Solche Erkrankungen umfassen Anomalien der Throm-
bopoiese, Makrophagenwachstum und -differenzierung, Proliferation von blutbildenden Vorlaufern und derglei-
chen.

[0058] Die Bezeichnung "neurologische Erkrankung" bezieht sich auf oder beschreibt das physiologische Lei-
den bei Saugetieren, das typischerweise durch Nervenzellwachstum, Nervenzelldifferenzierung oder durch
Zell/Zell-Information durch Substanzfreisetzung gekennzeichnet ist. Beispiele fir neurologische Erkrankungen
umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf, Neurofibromatose und periphere Neuropathie.

[0059] Die Bezeichnung "Herzerkrankung" bezieht sich auf oder beschreibt das physiologische Leiden bei
Saugetieren, das typischerweise durch Herzzellwachstum und -differenzierung charakterisiert ist. Ein Beispiel
fur eine Herzerkrankung umfasst, ist jedoch nicht beschrankt auf, Herzhypertrophie und Herzversagen, ein-
schlieBlich Stauungsinsuffizienz, Myokardinfarkt und Tachyarrhythmie. "Herzversagen" bezieht sich auf eine
Anomalie der Herzfunktion, bei der das Herz das Blut nicht mit der Geschwindigkeit pumpt, die fiir Metabolis-
musgewebe erforderlich ware.

Ausfuhrungsformen der Erfindung

[0060] Die Praparate der vorliegenden Erfindung werden vorzugsweise durch In-vitro-Modifikation von re-
kombinant hergestellten Glykoproteinen gewonnen. Fachleute werden erkennen, dass sowohl die Struktur des
angebundenen Oligosaccharids als auch die Effizienz der Glykosylierung je nach dem Verfahren, das zur Gly-
koproteinherstellung eingesetzt wird, variieren. Die Strukturen der Oligosaccharide, die an bestimmte Glyko-
sylierungsstellen gebunden sind, variieren im Allgemeinen auch im Fall von monoklonalen Antikérpern. Daher
werden typischerweise multiple Glykoformen innerhalb einer gegebenen Produktion oder Charge von monok-
lonalen sowie polyklonalen Antikérpern vorkommen. Die vorliegende Erfindung sorgt dafur, dass eine im We-
sentlichen homogene Glykoform gewonnen werden kann und dass, gemaR bestimmten Ausflihrungsformen,
die Glykoform im Vergleich mit der heterogenen Glykoform eine glinstige Bioaktivitat aufweist.

[0061] Die Glykoproteine der vorliegenden Erfindung kénnen mittels bekannter Verfahren hergestellt werden,
einschlieflich, jedoch nicht eingeschrankt auf, Genexpressionssysteme, um die Herstellung von intakten Gly-
koproteinen zu ermdglichen, die eine CH2-Domane in jedem der zahlreichen verschiedenen Wirtsysteme um-
fassen. Sowohl prokaryotische als auch eukaryotische Expressionssysteme kénnen beispielsweise zur Her-
stellung der Glykoproteine der vorliegenden Erfindung verwendet werden, wobei jedoch eukaryotische Expres-
sionssysteme bevorzugt sind, da Antikérpern, die in prokaryotischen Zellsystemen produziert wurden, Kohlen-
hydrat fehlt.

Isolieren der Antikérper
[0062] Nun folgen Verfahren zum Isolieren von Antikérpern und zur Herstellung von Immunoadhé&sinen. Es

versteht sich jedoch, dass das Glykoprotein unter Verwendung von Verfahren isoliert werden kann, die auf dem
Gebiet der Erfindung bekannt sind.
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(i) Antikdrperherstellung

[0063] Mehrere Verfahren zur Herstellung von Antikérpern wurden bereits beschrieben, umfassend das tra-
ditionelle Hybridomverfahren zur Herstellung monoklonaler Antikérper, Rekombinationsverfahren zur Herstel-
lung von Antikérpern (einschlielich chimarer Antikdrper, z.B. humanisierter Antikdrper), Antikdrperherstellung
in transgenen Tieren und die erst jingst beschriebene Phagendisplay-Technologie zur Herstellung "vollstandig
menschlicher" Antikorper. Diese Verfahren werden nachstehend kurz beschrieben.

[0064] Polyklonale Antikdrper gegen das Antigen von Interesse kénnen im Allgemeinen in Tieren durch zahl-
reiche subkutane (sc) oder intraperitoneale (ip) Injektionen des Antigens und eines Adjuvans geziichtet wer-
den. Es kann von Nutzen sein, das Antigen (oder ein Fragment, das die Target-Aminosauresequenz enthalt)
an ein Protein zu konjugieren, das in der zu immunisierenden Spezies immunogen ist, z.B. Schllsselloch-Napf-
schnecken-Hamocyanin, Serumalbumin, Rinderthyroglobulin oder Sojabohnentrypsin-Inhibitor, und dies unter
Verwendung eines bifunktionellen oder derivatisierenden Mittels, wie beispielsweise Maleinimidobenzoylsulfo-
succinimidester (Konjugation durch Cysteinreste), N-Hydroxysuccinimid (durch Lysinreste), Glutaraldehyd,
Bernsteinsaureanhydrid, SOCI, oder R'N=C=NR, worin R und R" unterschiedliche Alkylgruppen sind. Tiere
werden gegen die immunogenen Konjugate oder Derivate durch Kombinieren von 1 mg oder 1 pg Konjugat
(far Kaninchen bzw. Mause) mit 3 Volumina von komplettem Freundschem Adjuvans und Injizieren der Lésung
intradermal an mehreren Stellen immunisiert. Ein Monat spater werden die Tiere mit 1/5 oder 1/10 der ur-
springlichen Menge von Konjugat in komplettem Freundschem Adjuvans durch subkutane Injektion an meh-
reren Stellen geboostet. 7 bis 14 Tage spater wird den Tieren Blut abgenommen, und das Serum wird auf An-
tikdrper-Titer getestet. Die Tiere werden bis zur Titersattigung geboostet. Vorzugsweise wird das Tier mit dem
Konjugat desselben Antigens, das jedoch an ein anderes Protein und/oder durch einen anderen Vernetzer kon-
jugiert ist, geboostet. Konjugate kénnen auch in rekombinanter Zellkultur als Proteinfusionen gebildet werden.
Auch Aggregationsmittel wie beispielsweise Alaun werden verwendet, um die Immunantwort zu verstarken.

[0065] Monoklonale Antikérper werden aus einer Population von im Wesentlichen homogenen Antikorpern
unter Verwendung des Hybridomverfahrens, das als erstes von Kohler & Milstein, Nature 256, 495 (1975), be-
schrieben wurde, erhalten, oder sie kdnnen durch DNA-Rekombinationsverfahren (Cabilly et al., US-Patent Nr.
4.816.567) hergestellt werden. Im Hybridomverfahren wird eine Maus oder ein anderes geeignetes Wirtstier,
wie beispielsweise ein Hamster, wie hierin zuvor beschrieben immunisiert, um Lymphozyten hervorzurufen, die
Antikorper produzieren oder die in der Lage sind, diese Antikdrper zu produzieren, die sich spezifisch an das
Protein binden, das zur Immunisierung verwendet wird. Alternativ dazu kénnen Lymphozyten in vitro immuni-
siert werden. Lymphozyten werden dann mit Myelomzellen unter Verwendung eines geeigneten Fusionsmittel,
wie beispielsweise Polyethylenglykol, fusioniert, um eine Hybridomzelle zu bilden (Goding, Monoclonal Anti-
bodies: Principles and Practice, 59-103 [Academic Press, 1986]). Die so hergestellten Nyridomzellen werden
in ein geeignetes Kulturmedium geimpft und dort geziichtet, das vorzugsweise eine oder mehrere Substanzen
enthélt, die das Wachstum oder Uberleben der nicht fusionierten, verwandten Myelomzellen hemmt. Fehlt bei-
spielsweise den verwandten Myelomzellen das Enzym Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase (HG-
PRT oder HPRT), so umfasst das Kulturmedium fiir die Hybridome typischerweise Hypoxanthin, Aminopterin
und Thymidin (HAT-Medium), Substanzen, die das Wachstum von HGPRT-defizienten Zellen unterbinden. Be-
vorzugte Myelomzellen sind jene, die effizient fusionieren, stabile Expression grof3er Mengen von Antikdrper
durch die ausgewahlten, Antikdrper produzierenden Zellen unterstiitzen und gegentiber einem Medium wie
beispielsweise dem HAT-Medium empfindlich sind. Unter diesen sind bevorzugte Myelomzelllinien Mausmye-
lomlinien, wie jene, die aus MOPC-21- und MPC-11-Maustumoren stammen, die beim Salk Institute Cell Dis-
tribution Center, San Diego, Kalifornien, USA, erhéltlich sind, und SP2-Zellen, die bei der American Type Cul-
ture Collection, Rockville, Maryland, USA, erhaltlich sind. Menschliche Myelom- und Maus-Mensch-Heteromy-
elomzelllinien wurden auch bereits fir die Herstellung menschlicher monoklonaler Antikérper beschrieben
(Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984); und Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, 51-63, Marcel Dekker, Inc., New York (1987)). Siehe auch Boerner et al., J. Immunol. 147(1),
86-95 (1991), und WO 91/17769, verdffentlicht am 28. November 1991, fir Verfahren zur Herstellung mensch-
licher monoklonaler Antikdrper. Das Kulturmedium, in dem Hybridomzellen wachsen, wird auf die Produktion
monoklonaler Antikorper, die gegen das Antigen von Interesse gerichtet sind, getestet. Vorzugsweise wird die
Bindungsspezifitdt monoklonaler Antikdrper, die von Hybridomzellen produziert werden, durch Immunfallung
oder durch einen In-vitro-Bindungstest, wie beispielsweise Radioimmuntest (RIA) oder enzymgekoppelte Im-
munadsorptionsbestimmung (ELISA), bestimmt. Die Bindungsaffinitat des monoklonalen Antikérpers kann bei-
spielsweise durch die Scatchard-Analyse von Munson & Pollard, Anal. Biochem. 107, 220 (1980), bestimmt
werden. Nachdem Hybridomzellen identifiziert wurden, die Antikdrper der erwlinschten Spezifitat, Affinitat
und/oder Aktivitat produzieren, kénnen die Klone durch Grenzverdinnungsverfahren subkloniert und durch
herkdmmliche Verfahren geziichtet werden. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-104
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(Academic Press, 1986). Geeignete Kulturmedien fur diesen Zweck umfassen beispielsweise Dulbecco's Mo-
dified Eagle's Medium oder RPMI-1640-Medium. Dartber hinaus kénnen die Hybridomzellen in vivo als Asci-
tes-Tumoren in einem Tier gezlichtet werden. Die monoklonalen Antikérper, die von den Subklonen sekretiert
werden, werden geeigneterweise vom Kulturmedium, der Ascites-Flussigkeit oder dem Serum mittels her-
kémmlicher Immunglobulin-Reinigungsverfahren, wie beispielsweise Protein-A-Sepharose, Hydroxylapa-
tit-Chromatographie, Gelelektrophorese, Dialyse oder Affinitadtschromatographie, getrennt.

[0066] Alternativ dazu ist es nun maoglich, transgene Tiere (z.B. Mause) herzustellen, die in der Lage sind,
durch Immunisierung ohne gleichzeitige endogene Immunglobulinproduktion ein vollstandiges Repertoire an
menschlichen Antikdrpern zu produzieren. Beispielsweise wurde beschrieben, dass die homozygote Deletion
des Antikoérper-Schwerketten-Verbindungsregion- (J,,-) Gens in chimaren und Keimlinien-mutierten Mausen
zur vollstandigen Hemmung endogener Antikdrperproduktion fihrt. Der Transfer der menschlichen Keimlini-
en-Immunglobulin-Genanordnung in solche Keimlinien-mutierten Mause resultiert in der Produktion von
menschlichen Antikdrpern bei Antigen-Challenge. Siehe z.B. Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,
2551-255 (1993), und Jakobovits et al., Nature 362, 255-258 (1993).

[0067] In einer weiteren Ausfliihrungsform kdnnen Antikérper oder Antikdrperfragmente aus Antikérper-Pha-
genbibliotheken, die mittels der in McCafferty et al., Nature 348, 552-554 (1990), beschriebenen Verfahren ge-
bildet werden, unter Verwendung des Antigens von Interesse zur Selektion eines geeigneten Antikrpers oder
Antikérperfragments isoliert werden. Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991), und Marks et al., J. Mol. Biol
22, 581-597 (1991), beschreiben das Isolieren von Maus- bzw. menschlichen Antikdrpern unter Verwendung
von Phagenbibliotheken. Darauf folgende Veréffentlichungen beschreiben die Herstellung von menschlichen
Antikdrpern mit hoher Affinitdt (im nM-Bereich) durch Kettenneukombination (Mark et al., Bio/Technol. 10,
779-783 (1992)) sowie kombinatorische Infektion und In-vivo-Rekombination als eine Strategie zur Konstruk-
tion sehr grofRer Phagenbibliotheken (Waterhouse et al., Nuc. Acids Res. 21, 2265-2266 (1993)). Somit sind
diese Verfahren durchfihrbare Alternativen zu herkdmmlichen Monoklonalantikérper-Hybridomverfahren zur
Isolierung "monoklonaler" Antikérper (insbesondere menschlicher Antikdrper), die in der vorliegenden Erfin-
dung eingebunden sind.

[0068] Verfahren zum Humanisieren nicht-menschlicher Antikérper sind auf dem Gebiet der Erfindung be-
kannt. Im Allgemeinen weist ein humanisierter Antikérper einen oder mehrere Aminosaurereste auf, die in ihn
aus einer nicht-menschlichen Quelle eingefiihrt werden. Diese nicht-menschlichen Aminosaurereste werden
oft als "Import"-Reste bezeichnet, die typischerweise aus einer variablen "Import"-Domane enthommen wer-
den. Humanisierung kann im Wesentlichen gemall dem Verfahren von Winter und Mitarbeitern (Jones et al.,
Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332, 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science 239,
1534-1536 (1986)) durch Substitution von Nagetier-CDRs oder -CDR-Sequenzen anstelle der entsprechenden
Sequenzen eines menschlichen Antikorpers erfolgen. DemgemaR sind solche "humanisierte" Antikdrper chi-
mare Antikdrper (Cabilly, s.0.), worin wesentlich weniger als eine intakte menschliche variable Domane durch
die entsprechende Sequenz aus einer nicht-menschlichen Spezies substituiert wurde. In der Praxis sind hu-
manisierte Antikdrper typischerweise menschliche Antikdrper, in denen einige CDR-Reste, und méglicherwei-
se einige FR-Reste, durch Reste aus analogen Stellen in Nagetier-Antikdrpern substituiert werden. Es ist wich-
tig, dass Antikdrper unter Beibehaltung hoher Affinitdt zum Antigen und anderer glinstiger biologischer Eigen-
schaften humanisiert werden. Um dieses Ziel zu erreichen, werden gemaf einem bevorzugten Verfahren hu-
manisierte Antikdrper durch ein Verfahren der Analyse verwandter Sequenzen und verschiedener konzeptuel-
ler humanisierter Produkte unter Verwendung von dreidimensionalen Modellen der verwandten und humani-
sierten Sequenzen hergestellt. Dreidimensionale Immunglobulinmodelle sind Fachleuten bekannt. Computer-
programme sind erhaltlich, die mégliche dreidimensionale Konformationsstrukturen ausgewahlter Kandida-
ten-Immunglobulinsequenzen veranschaulichen und darbieten. Eine Untersuchung dieser Darbietungen er-
moglicht eine Analyse der wahrscheinlichen Rolle der Reste beim Funktionieren der Kandidaten-Immunglobu-
linsequenz, d.h. die Analyse von Resten, die die Fahigkeit des Kandidaten-Immunglobulins beeinflussen, sein
Antigen zu binden. Auf diese Weise kénnen FR-Reste ausgewahlt und von der Consensus- und Importse-
quenz so kombiniert werden, dass die erwiinschte Antikdrper-Eigenschaft, wie beispielsweise gesteigerte Af-
finitdt zu dem oder den Target-Antigen(en), erreicht wird. Fir weitere Details siehe WO 92/22653, verdffentlicht
am 23. Dezember 1992.

[0069] Immunglobuline (Ig) und bestimmte Varianten davon sind bekannt, und zahlreiche wurden in rekombi-
nanter Zellkultur hergestellt. Fur die zuvor beschriebenen Antikdrper ist die Verwendung von menschlichen
IgG,-Immunglobulinsequenzen bevorzugt, da diese Struktur die CH2-Doméne der vorliegenden Erfindung ent-
halt. Siehe beispielsweise US-Patent Nr. 4.745.055; EP 256.654; Faulkner et al., Nature 298, 286 (1982); EP
120.694; EP 125.023; Morrison, J. Immun. 123, 793 (1979); Kéhler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 2197
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(1980); Raso et al., Cancer Res. 41, 2073 (1981); Morrison et al., Ann. Rev. Immunol. 2, 239 (1984); Morrison,
Science 229, 1202 (1985); Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 (1984); EP 255.694; EP
266.663; und WO 88/03559.

[0070] Bevorzugte Antikdrper innerhalb des Schutzumfangs der vorliegenden Erfindung umfassen Anti-IL-8
(St John et al., Chest 103, 932 (1993), und die Internationale Veroffentlichung Nr. WO 95/23865); Anti-CD11a
(Filcher et al., Blood 77, 249-256, Steppe et al., Transplant Intl. 4, 3-7 (1991), und Hourmant et al., Transplan-
tation 58, 377-380 (1994)); Anti-IgE (Presta et al., J. Immunol. 151, 2623-2632 (1993), und die Internationale
Veroffentlichung Nr. WO 95/19181); Anti-HER2 (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289 (1992),
und die Internationale Verdéffentlichung Nr. WO 92/20798); Anti-VEGF (Jin Kim et al., Growth Factors 7, 53-64
(1992), und die Internationale Veroffentlichung Nr. WO 96/30046); und Anti-CD20 (Maloney et al., Blood 84,
2457-2466 (1994), Liu et al., J. Immunol. 130, 3521-3526 (1987)).

i) Immunoadhasinherstellung

[0071] Chimaren, die aus einer Adhasin-Bindungsdomanensequenz konstruiert werden, die an eine geeigne-
te konstante Immunglobulindoméanensequenz (Immunoadhasin) gebunden ist, sind auf dem Gebiet der Erfin-
dung bekannt. Immunoadhasine, von denen in der Literatur bereits berichtet wurde, umfassen Fusionen von
CD4 (Capon et al., Nature 337, 525-531 (1989); Traunecker et al., Nature 339, 68-70 (1989); Zettmeissl et al.,
DNA Cell Biol. USA 9, 347-353 (1990); und Byrn et al., Nature 344, 667-670 (1990)); L-Selectin (Homing-Re-
zeptor) (Watson et al., J. Cell. Biol. 110, 2221-2229 (1990); und Watson et al., Nature 349, 164-167 (1991));
CD44 (Aruffo et al., Cell 61, 1303-1313 (1990)); CD28 und B7 (Linsley et al., J. Exp. Med. 173, 721-730
(1991)); CTLA-4 (Lisley et al., J. Exp. Med. 174, 561-569 (1991)); CD22 (Stamenkovic et al., Cell 66, 1133-1144
(1991)); TNF-Rezeptor (Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 10535-10539 (1991); Lesslauer et al.,
Eur. J. Immunol. 27, 2883-2886 (1991); und Peppel et al., J. Exp. Med. 174, 1483-1489 (1991)); und IgE-Re-
zeptor a (Ridgway & Gorman, J. Cell. Biol. 115, Abstract Nr. 1448 (1991)).

[0072] Typischerweise behalt in solchen Fusionen das kodierte chimare Polypeptid zumindest funktionell ak-
tive Gelenks-, CH2- und CH3-Domanen der konstanten Region einer Immunglobulin-Schwerkette bei. Fusio-
nen erfolgten ebenfalls an den C-Terminus des Fc-Abschnitts einer konstanten Doméne oder unmittelbar
N-terminal zu CH1 der Schwerkette oder der entsprechenden Region der Leichtkette. Der genaue Ort, an der
die Fusion ausgefiihrt wird, ist nicht entscheidend; besondere Stellen sind allgemein bekannt und kédnnen aus-
gewahlt werden, um die biologische Aktivitat, Sekretion oder Bindungseigenschaften der la zu optimieren.

[0073] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Adhdsinsequenz an den N-Terminus der Fc-Doméane des
Immunglobulins G, (IgG,) fusioniert. Es ist moglich, die gesamte konstante Region der Schwerkette an die Ad-
hdésinsequenz zu fusionieren. Dennoch wird noch bevorzugter eine Sequenz in der Fusion verwendet, die in
der Gelenksregion knapp stromauf von der Papain-Spaltungsstelle, die IgG-Fc chemisch bestimmt (d.h. Rest
216, wenn der erste Rest der konstanten Schwerkettenregion als 114 angenommen wird), oder analogen Stel-
len anderer Immunglobuline beginnt. In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform ist die Adhasin-Amino-
sauresequenz an (a) die Gelenksregion und CH2 und CH3 oder (b) an die CH1-, Gelenks-, CH2- und CH3-Do-
manen einer |gG,-Schwerkette fusioniert. Die exakte Stelle, an der die Fusion durchgefiihrt wird, ist nicht maf-
geblich, und die optimale Stelle kann mittels Routineversuchen bestimmt werden.

[0074] Fur bispezifische Immunoadhasine werden die Immunoadhasine als Multimere angeordnet und insbe-
sondere als Heterodimere oder Heterotetramere. Im Allgemeinen weisen diese angeordneten Immunglobuline
bekannte Einheitsstrukturen auf. Eine grundlegende Vierketten-Struktureinheit ist die Form, in der IgG, IgD und
IgE existieren. Eine Vierketteneinheit ist in den héhermolekularen Immunglobulinen wiederholt; IgM existiert
im Allgemeinen als ein Pentamer von vier Grundeinheiten, die durch Disulfidbindungen zusammengehalten
werden. IgA-Globulin, und gelegentlich IgG-Globulin, kénnen auch in multimeren Formen in Serum bestehen.
Im Fall von Multimer kann jede dieser vier Einheiten dieselbe oder eine andere sein.

[0075] Verschiedene Beispiele angeordneter Immunoadhasine, die im Schutzumfang der Erfindung liegen,
sind nachstehend schematisch dargestellt:

(a) AC,-[AC,, AC,-AC,, AC,-V,.C,, oder V,C,-AC,];

(b) AC,-AC,-[AC,-AC,, AC,-V,C,, V,C-AC,, oder V,C,- V.G, ];

(c) AC,-V,,C,-[AC,, oder AC,-V,,C,, oder V,C-AC,];

(d) V.C,-AC-[AC,-V,.C,, oder V,C,-AC,]; und

(e) [A-Y],-[V.CL-V,Ch).,
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worin jedes A fur identische oder unterschiedliche Adhasin-Aminosauresequenzen steht;

eine variable Immunglobulin-Leichtkettendomane ist;
eine variable Immunglobulin-Schwerkettendomane ist;
eine konstante Immunglobulin-Leichtkettendomane ist;
eine konstante Immunglobulin-Schwerkettendomane ist;
eine ganze Zahl groRer 1 ist;

den Rest eines kovalenten Vernetzers bezeichnet.

T

I

<53 00<<

[0076] Um die Darstellung zu kurz wie mdglich zu halten, zeigen die obigen Strukturen nur Hauptmerkmale;
sie geben weder Bindungs- (J-) oder andere Doméanen der Immunglobuline an, noch sind Disulfidbindungen
gezeigt. Wo solche Doménen jedoch fiir Bindungsaktivitat erforderlich sind, so soll ihre Anwesenheit in den
Ublichen Positionen, die sie in den Immunglobulinmolekilen einnehmen, als gegeben angenommen werden.

[0077] Alternativ dazu kénnen die Adhasinsequenzen zwischen Immunglobulin-Schwerketten- und -Leicht-
kettensequenzen insertiert werden, sodass ein Immunglobulin erhalten wird, das eine chimare Schwerkette
umfasst. In dieser Ausfihrungsform werden die Adhasinsequenzen an das 3'-Ende einer Immunglobu-
lin-Schwerkette in jedem Arm eines Immunglobulins insertiert, entweder zwischen der Gelenks- und der
CH2-Domane oder zwischen den CH2- und CH3-Domanen. Uber ahnliche Konstrukte berichteten Hoogen-
boom et al., Mol. Immunol. 28, 1027-1037 (1991).

[0078] Obwohl die Gegenwart einer Immunglobulin-Leichtkette in den Immunoadhasinen der vorliegenden
Erfindung nicht erforderlich ist, kann eine Immunglobulin-Leichtkette entweder kovalent an ein Adhasin-Im-
munglobulin-Schwerketten-Fusionspolypeptid assoziiert oder direkt an das Adhasin fusioniert vorhanden sein.
Im ersten Fall wird die DNA, die fiir eine Immunglobulin-Leichtkette kodiert, typischerweise mit der DNA, die
fur das Adhasin-Immunglobulin-Schwerketten-Fusionsprotein kodiert, co-exprimiert. Bei der Sekretion werden
die hybride Schwerkette und die Leichtkette kovalent assoziiert, um eine Immunglobulin-ahnliche Struktur be-
reitzustellen, die zwei Disulfid-gebundene Immunglobulin-Schwerketten-Leichtketten-Paare umfasst. Verfah-
ren, die zur Herstellung solcher Strukturen geeignet sind, sind beispielsweise im US-Patent Nr. 4.816.567, aus-
gegeben am 28. Marz 1989, offenbart.

[0079] In einer bevorzugten Ausfliihrungsform stammen die Immunglobulinsequenzen, die zur Konstruktion
der Immunoadhasine der vorliegenden Erfindung verwendet werden, aus einer konstanten IgG-Immunglobu-
lin-Schwerkettendomane. Fiir menschliche Immunoadhasine wird die Verwendung der menschlichen IgG,-Im-
munglobulinsequenzen bevorzugt, da diese Struktur die CH2-Doméane der vorliegenden Erfindung enthalt. Ein
groRer Vorteil der Verwendung von 1gG; ist, dass IgG,-Immunoadhésine effizient an immobilisiertem Protein A
gereinigt werden kann. Dahingegen erfordert die Reinigung von IgG, Protein G, ein signifikant weniger vielsei-
tiges Medium. Dennoch sollten bei der Auswahl des |g-Fusionspartners fir eine bestimmte Immunoadhasin-
konstruktion auch andere strukturelle und funktionelle Eigenschaften von Immunglobulinen in Erwdgung gezo-
gen werden. Beispielsweise ist das 1gG,-Gelenk langer und flexibler, sodass es grofiere "Adhasin"-Domanen
aufnehmen kann, die sich eventuell nicht falten oder nicht geeignet funktionieren, wenn sie an IgG, fusioniert
sind. Eine andere Uberlegung kann auch die Wertigkeit betreffen; IgG-Immunoadhasine sind zweiwertige Ho-
modimere, wahrend Ig-Subtypen wie IgA und IgM dimere bzw. pentamere Strukturen der Ig-Homodimereinheit
entstehen lassen kénnen. Fir Immunoadhasine, die fur In-vivo-Anwendungen entworfen werden, sind auch
die pharmakokinetischen Eigenschaften und Effektorfunktionen, die durch die Fc-Region spezifiziert werden,
von Bedeutung. Obwohl IgG,, IgG, und IgG, alle In-vivo-Halbwertszeiten von 21 Tagen haben, sind ihre rela-
tiven Moglichkeiten, das Komplementsystem zu aktivieren, unterschiedlich. IgG, aktiviert das Komplement
nicht, und IgG, ist signifikant schwéacher bei der Komplementaktivierung als IgG,. Darlber hinaus bindet anders
als IgG, IgG, sich nicht an Fc-Rezeptoren an mononuklearen Zellen oder Neutrophilen, was auf die Unterschie-
de in CH2-Doménen zurtickzufihren sein kann, die in diesen Isotypen verwendet werden. Wahrend IgG, op-
timal zur Komplementaktivierung ist, betragt seine In-vivo-Halbwertszeit etwa ein Drittel jener der anderen
IgG-Isotypen. Eine andere wichtige Uberlegung fiir Immunoadhésine, die zur Verwendung als Therapeutika fir
Menschen entwickelt werden, ist die Anzahl allotypischer Varianten des bestimmten Isotyps. Im Allgemeinen
werden 1gG-Isotypen mit weniger serologisch definierten Allotypen bevorzugt. Beispielsweise weist 19G, nur
vier serologisch definierte allotypische Stellen auf, von denen zwei (G1m und 2) in der Fc-Region angeordnet
sind; und eine dieser Stellen, G1m1, ist nicht-immunogen. Dahingegen weist IgG3 12 serologisch definierte
Allotypen auf, die sich alle in der Fc-Region befinden; nur drei dieser Stellen (G3m5, 11 und 21) haben einen
Allotyp, der nicht-immunogen ist. Somit ist die potentielle Immunogenitat eines y3-Immunoadhasins grofier als
jene eines y1-Immunoadhésins. Bevorzugt unter den Immunoadhésinen sind jene, die zumindest die
IgG1-CH2-Domane umfassen, wie hierin beschrieben.
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[0080] Immunoadhasine werden sehr einfach durch Fusionieren der cDNA-Sequenz, die fiir den Adhasinab-
schnitt im Raster kodiert, an eine Ig-cDNA-Sequenz konstruiert. Die Fusion an genomische Ig-Fragmente kann
jedoch auch verwendet werden (siehe z.B. Aruffo et al., Cell 61, 1303-1313 (1990); und Stamenkovic et al.,
Cell 66, 1133-1144 (1991)). Der letztgenannte Fusionstyp erfordert die Gegenwart von Ig-Regulationssequen-
zen zur Expression. cDNAs, die fur konstante IgG-Schwerkettenregionen kodieren, kdnnen auf Grundlage ver-
offentlichter Sequenzen aus cDNA-Bibliotheken, die aus Milz- oder Peripherblutlymphozyten stammen, durch
Hybridisierungs- oder Polymerasekettenreaktions- (PCR-) Verfahren isoliert werden. Die cDNAs, die fiir das
"Adhasin" kodieren, und Ig-Teile des Immunoadhésins werden gemeinsam in einen Plasmidvektor insertiert,
der wirksame Expression in ausgewahlten Wirtszellen steuert.

Herstellung des Glykoproteins

[0081] DNA, die fiir die Glykoproteine der Erfindung kodiert, kann unter Verwendung herkdmmlicher Verfah-
ren (z.B. unter Verwendung von Oligonucleotid-Sonden, die in der Lage sind, sich spezifisch an Gene zu bin-
den, die fur die Schwer- und Leichtketten von Maus-Antikérpern kodieren) leicht isoliert und sequenziert wer-
den. Die Hybridomzellen der Erfindung dienen als eine bevorzugte Quelle solcher DNA. Nachdem die DNA
isoliert wurde, kann sie in Expressionsvektoren platziert werden, die dann in Wirtszellen wie beispielsweise Af-
fen-COS-Zellen, Chinahamster-Eierstock- (CHO-) Zellen oder Myelomzellen transferiert werden, die sonst
kein Immunglobulinprotein produzieren, um die Synthese monoklonaler Antikérper in den rekombinanten
Wirtszellen zu erreichen. Die DNA kann auch z.B., um nur ein Beispiel zu nennen, durch Substituieren der Co-
diersequenz fir menschliche konstante Schwer- und Leichtkettendoméanen anstelle der homologen Mausse-
quenzen modifiziert werden; Morrison et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 81, 6851 (1984), wie zuvor beschrieben.

[0082] Verschiedene Techniken zur Herstellung und Isolation von Antikérper und Immunoadhéasin und der-
gleichen direkt aus rekombinanter Zellkultur wurden auch bereits beschrieben. Insbesondere die Zellen, die
das erwiinschte Glykoprotein exprimieren, sollten die bestimmten Enzyme exprimieren oder sollten manipuliert
werden, um sie zu exprimieren, sodass unter den geeigneten Bedingungen die geeignete posttranslationale
Modifikation in vivo eintritt. Die Enzyme binden jene Enzyme ein, die fur den Zusatz und die Vervollstandigung
von N- und O-gebundenen Kohlenhydraten erforderlich sind, wie beispielsweise jene, die in Hubbard & Ivan,
s.0., fir N-gebundene Oligosaccharide beschrieben wurden. Die Enzyme binden gegebenenfalls Oligosaccha-
ryltransferase, a-Glucosidase |, a-Glucosidase Il, ER-a(1,2)Mannosidase, Golgi-a-Mannodase |, N-Acetylglu-
cosaminyltransferase |, Golgi-a-Mannodase |l, N-Acetylglucosaminyltransferase Il, a(1,6)Fucosyltransferase
und B(1,4)Galactosyltransferase ein.

[0083] Typischerweise sind die Zellen in der Lage, grofte Mengen eines bestimmten Glykoproteins von Inte-
resse im Kulturmedium zu exprimieren oder in dieses zu sekretieren. Beispiele fir geeignete Saugetier-Wirts-
zellen im Rahmen der vorliegenden Erfindung kénnen Chinahamster-Eierstockzellen/-DHFR (CHO, Urlaub &
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216 (1980)); dp12.CHO-Zellen (EP 307.247, verdffentlicht am 15.
Marz 1989); Affennieren-CV1-Linie, transformiert durch SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); menschliche embry-
onale Nierenlinie (293 oder 293-Zellen, subkloniert zum Wachstum in Suspensionskultur, Graham et al., J. Gen
Virol. 36, 59 (1977)); Babyhamsternierenzellen (BHK, ATCC CCL 10); Maus-Sertolizellen (TM4, Mather, Biol.
Reprod. 23, 243-251 (1980)); Affennierenzellen (CV1 ATCC CCL 70); "African-Green-Monkey-Kidney"-Zellen
(VERO-76, ATCC CRL-1587); menschliche Cervixkarzinomzellen (HELA, ATCC CCL 2); Hundenierenzellen
(MDCK, ATCC CCL 34); Buffelrattenleberzellen (BRL 3A, ATCC CRL 1442); menschliche Lungenzellen
(W138, ATCC CCL 75); menschliche Leberzellen (Hep G2, HB 8065); Maus-Mammatumor (MMT 060562,
ATCC CCL51); TRI-Zellen (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383, 44-68 (1982)); MRC5-Zellen; FS4-Zellen;
und menschliche Hepatomlinie (Hep G2) umfassen.

[0084] Bevorzugte Wirtszellen umfassen Chinahamster-Eierstockzellen/-DHFR (CHO, Urlaub & Chasin,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216 (1980)) und dp12.CHO-Zellen (EP 307.247, verdffentlicht am 15. Marz
1989).

[0085] Fur die Kultur der Saugetierzellen, die das erwlinschte Protein exprimieren und in der Lage sind, die
erwlnschten Kohlenhydrate in spezifischer Position und Bindung hinzuzufligen, kdnnen unter besonderer Be-
ricksichtigung der zu kultivierenden Wirtszellen zahlreiche Kulturbedingungen verwendet werden. Geeignete
Kulturbedingungen fir Sdugetierzellen sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt (J. Immunol. Methods 56,
221-234 (1983)) oder kénnen leicht von Fachleuten festgelegt werden (siehe beispielsweise Animal Cell Cul-
ture: A Practical Approach, 2. Auflage, D. Rickwood & B.D. Hames (Hrsg.), Oxford University Press, New York
(1992)) und variieren je nach der bestimmten ausgewahlten Wirtszelle.
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[0086] Das Glykoprotein von Interesse wird vorzugsweise aus dem Kulturmedium in Form eines sekretierten
Polypeptids gewonnen, obwohl es auch aus Wirtszelllysaten gewonnen werden kann.

[0087] In einem ersten Schritt wird das Kulturmedium oder Lysat zentrifugiert, um Partikelzelltrimmer zu ent-
fernen. Das Polypeptid wird hiernach von verunreinigenden I6slichen Proteinen und Polypeptiden gereinigt,
wobei die folgenden Verfahren fiir geeignete Reinigungsverfahren als Beispiele genannt werden kénnen: Frak-
tionierung an Immunoaffinitats- oder lonenaustauschsaulen; Ethanolfallung; Umkehrphasen-HPLC; Chroma-
tographie auf Siliciumdioxid oder einem Kationenaustauschharz wie beispielsweise DEAE; Chromatofokussie-
rung; SDS-PAGE; Ammoniumsulfatfallung; Gelfiltration unter Verwendung von beispielsweise Sephadex G-75;
und Protein-A-Sepharosesaulen zur Entfernung von Verunreinigungen wie beispielsweise 1gG. Ein Protea-
se-Inhibitor wie beispielsweise Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) kann auch nitzlich sein, um proteolyti-
schen Abbau wahrend der Reinigung zu hemmen. Fachleuten wird bekannt sein, dass Reinigungsverfahren,
die fiir das Polypeptid von Interesse geeignet sind, Modifikationen erfordern kénnen, um Anderungen der Ei-
genschaft des Polypeptids bei der Expression in rekombinanter Zellkultur Rechnung zu tragen.

[0088] Besonders bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Reinigungsverfahren und -metho-
den, die eine Selektion auf die Kohlenhydrate der Erfindung durchfihren.

[0089] Die Anbindung eines Galactoserests an ein bestehendes Glycan bindet den Transfer einer Galactose-
gruppierung aus einer aktivierten Galactose-haltigen Verbindung zur Glykosylgruppierung der CH2-Doméane
ein. Der Transfer von Galactose wird durch ein Galactosyltransferase-Enzym katalysiert.

[0090] Wahrend Fachleute auch sicherlich erkennen werden, dass jedes beliebige mehrerer Standardverfah-
ren auf dem Gebiet der Erfindung zum Hinzufligen eines Zuckers zu einer bereits existierenden Oligosaccha-
ridkette verwendet werden kann, verwendet die Erfindung doch vorzugsweise jene Verfahren, die in vollstan-
diger Galactosylierung der hierin beschriebenen Probe resultieren. Unter vollstandiger Galactosylierung der
Probe wird verstanden, dass jede flhlerartige Struktur des nativen doppelfiihlerartigen Oligosaccharids mit ei-
nem Galactoserest verkappt ist oder in einem Galactoserest endet. Spezifischer ausgedrickt ist die Reaktion
abgeschlossen, wenn im Wesentlichen alle N-gebundenen Oligosaccharide der G2-Variation zuzuordnen sind.

[0091] Gemal der vorliegenden Erfindung umfasst ein Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzungen
der Erfindung die Schritte des Umsetzens in einer wassrigen gepufferten Lésung bei einer Temperatur von
etwa 25-40 °C:

a) eines Metallsalzes in einer Konzentration von etwa 5 mM bis etwa 25 mM;

b) einer aktivierten Galactose in einer Konzentration von etwa 5 mM bis etwa 50 mM;

c¢) einer Galactosyltransferase in einer Konzentration von etwa 1 mU/ml bis etwa 100 mU/ml;

d) eines Substrat-Glykoproteins; und des Gewinnens des Glykoproteins.

[0092] Wie hierin verwendet beziehen sich die Bezeichnungen Galactose (gal) und Galactoserest und der-
gleichen auf D- und L- ((+/-)-) Galactose. Vorzugsweise ist gal D-(+)-Galactose, von der berichtet wurde, dass
sie eine naturlich vorkommende gal in vielen verschiedenen Tierspezies ist.

[0093] Die aktivierte Galactose-haltige Verbindung ist im Allgemeinen eine Uridindiphosphat- (UDP-) Galac-
tose, Uridindiphosphat-Galactose und andere Donorzucker, die in der Lage sind, Galactose auf N-gebundene
Oligosaccharide zu transferieren.

[0094] Metallsalze umfassen beispielsweise MnCI2, BaCl2, CaCl2 und andere.

[0095] Die Galactosyltransferase, die gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet wird, ist vorzugsweise
eine B-1-4-Transferase und katalysiert den Transfer einer Galactosegruppierung vom aktivierten Substrat zur
Glykosylverbindung. Die Galactosyltransferase-Enzyme sind substratspezifisch und werden gemaf ihrer Sub-
stratspezifitdt benannt. Die Galactosyltransferase, die als B-1-4 bezeichnet wird, bezieht sich auf eine Galac-
tosyltransferase, die den Transfer von Galactose zu einer Hydroxylgruppe einer Glykosylakzeptorverbindung
katalysiert. Beispiele fiir Galactosyltransferasen, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung nitzlich sind,
stammen von Menschen, Rindern, Mausen, Hamstern oder Affen.

[0096] Galactosyltransferasen sind im Handel erhaltlich (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.; Boehringer
Mannheim, Indianapolis, Ind., und Genzyme, Cambridge, MA). Alternativ dazu werden Galactosyltransferasen
aus Tiergewebe wie beispielsweise Rindergewebe isoliert und gereinigt (Boeggeman et al., Prot. Eng. 6(7),
779-785 (1993)) oder aus menschlichem Gewebe (Schwienteck, Gene 145(2), 299-303 (1994); Kleene et al.,
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Biochem. Biphys. Res. Commun. 201(1), 160-167 (1994); Chatterjee et al., Int. J. Biochem Cell. Biol. 27(3),
329-336 (1995); Herrmann et al., Protein Expr. Purif. 6(1), 72-78 (1995)).

[0097] Die Konzentration und Menge der verschiedenen, zuvor beschriebenen Reaktionspartner hangt von
zahlreichen Faktoren ab, einschlieBlich der Reaktionsbedingungen wie beispielsweise Temperatur und pH so-
wie der Menge an zu galactosylierendem Glykoprotein. Wahrend angenommen wird, dass das vorliegende
Verfahren im Allgemeinen auf alle Glykoproteine anwendbar ist, sind bevorzugte Glykoproteine zur Verwen-
dung im vorliegenden Verfahren Glykoproteine, die zumindest die CH2-Doméane der zuvor beschriebenen Im-
munglobuline umfassen.

[0098] Die Galactosyltransferase wird in einer katalytischen Menge verwendet. Unter katalytischer Menge
wird eine Menge an Galactosyltransferase verstanden, die zumindest ausreichend ist, um auf eine nicht-ge-
schwindigkeitbestimmende Weise die Umsetzung des Enzymsubstrats zum Produkt zu katalysieren. Die kata-
lytische Menge eines bestimmten Enzyms variiert gemafR der Menge eines bestimmten Enzymsubstrates so-
wie den Reaktionsbedingungen wie beispielsweise Temperatur, Dauer und pH-Wert. Enzymmengen werden
im Allgemeinen in Aktivitatseinheiten ausgedrickt. Eine Einheit katalysiert die Bildung von 1 umol Produkt bei
gegebener Temperatur (typischerweise 37 °C) und pH-Wert (typischerweise 7,5) pro Minute. Somit sind 10 Ein-
heiten eines Enzyms die katalytische Menge von diesem Enzym, wenn 10 pmol Substrat zu 10 pmol Produkt
in einer Minute bei einer Temperatur von 37 °C und einem pH von 6,5 bis 7,5 umgesetzt werden.

[0099] Die Reaktion umfasst das Vermischen von zumindest den oben genannten Bestandteilen in einer ge-
eigneten wassrigen Umgebung, um ein Reaktionsgemisch zu bilden, und das Halten des Reaktionsgemisches
unter geeigneten Bedingungen von Temperatur, pH, Osmolalitat, lonenzusammensetzung und umgebende
Temperatur Uber eine bestimmte Zeitspanne hinweg, um die Reaktion vollstandig abzuschlielen.

[0100] Die Auswahl bestimmter Bedingungen hangt primar von der Menge des vorhandenen Glykoproteins
ab. Die Temperatur kann im Bereich von etwa 20 °C bis etwa 40 °C liegen. Vorzugsweise liegt die Temperatur
im Bereich von etwa 25 bis etwa 40 °C. Der pH-Wert kann im Bereich von etwa 6,0 bis etwa 11,0 liegen, vor-
zugsweise liegt der pH-Wert jedoch im Bereich von etwa 6,5 bis etwa 8,5, und noch bevorzugter bei etwa 7,5.
Der pH wird durch Zusatz eines geeigneten Puffers zur Reaktion gehalten. Der Puffer ist frei von Phosphat,
EDTA, EGTA und anderen Chelatbildnern, die Mg von Mn binden. Die Auswahl des Puffers basiert auf der Fa-
higkeit des Puffers, den pH bei etwa dem erwiinschten pH-Wert zu halten. Betragt der pH-Wert 7,5, so sind
bevorzugte Puffer Natriumcacodylat und MES.

[0101] In einem Verfahren, das als Beispiel genannt werden kann, werden die Glykoproteinproben (z.B.
C2B8, Anti-HER2, Anti-VEGF, Anti-IgE und TNFR-IgG) bei 10 mg in 0,5 ml in 50 mM Natriumcacodylatpuffer,
pH 7,1 (End-Vol. 1,0 ml) puffergetauscht. 50 pl von jeweils 100 mM UDP-Gal und 100 mM MnCl, werden der
Glykoproteinldsung zugesetzt. Die B1,4-Galactosyltransferase ($1,4GT; lyophilisiertes Pulver) wird in 50 mM
Natriumcacodylatpuffer, pH 7,1, in einer Konzentration von 1 mU/ml aufgeldst. 50 pl dieser L6sung werden zu
dem Reaktionsgemisch zugesetzt und bei 37 °C 48 Stunden lang inkubiert. Die Reaktion wird durch 10-minu-
tiges Abklihlen der Reaktionsphiole auf einem Eisbad (4 °C) gestoppt, und der galactosylierte Antikorper wird
an einer Protein-A-Saule gereinigt.

Analyse des Glykoproteins

[0102] Der komplexe Kohlenhydratabschnitt des Glykoproteins, das durch die Verfahren der vorliegenden Er-
findung produziert wurde, kann leicht analysiert werden, um festzustellen, ob die zuvor beschriebene Reaktion
abgeschlossen ist. Die Oligosaccharide werden mittels herkdmmlicher Verfahren der Kohlenhydratanalyse,
wie jene, die in den beiliegenden Figuren und Beispielen beschrieben werden, analysiert. Somit zeigen bei-
spielsweise Verfahren wie Lectin-Blotting, das auf dem Gebiet der Erfindung bekannt ist, Anteile von terminaler
Mannose oder anderen Zuckerarten wie beispielsweise Galactose auf.

[0103] Die Kohlenhydratstrukturen der vorliegenden Erfindung treten am Protein auf, das in Form von N-ge-
bundenen G2-Oligosacchariden exprimiert wird. Mehrere Verfahren sind auf dem Gebiet der Glykosylierungs-
analyse bekannt und sind in Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung nutzlich. Solche Verfahren liefern
Informationen hinsichtlich der Identitat und der Zusammensetzung des Oligosaccharids, das an das Peptid an-
gebunden ist. Verfahren zur Kohlenhydratanalyse, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung nutzlich sind,
umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf, Lectin-Chromatographie; HPAEC-PAD, das Anionenaus-
tausch-Chromatographie bei hohem pH verwendet, um Oligosaccharide auf der Basis von Ladung zu trennen;
NMR; Massenspektrometrie; HPLC; GPC; Monosaccharid-Kompositionsanalyse; und sequenziellen enzyma-
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tischen Verdau.

[0104] Dariber hinaus sind Verfahren zur Freisetzung von Oligosacchariden bekannt. Diese Verfahren um-
fassen 1) enzymatische, die Ublicherweise unter Verwendung von Peptid-N-Glykosidase F/endo-B-Galactosi-
dase durchgefiihrt werden; 2) Eliminierung unter Verwendung einer stark alkalischen Umgebung, um haupt-
sachlich O-gebundene Oligosaccharide freizusetzen; und 3) chemische Verfahren unter Verwendung von was-
serfreiem Hydrazin, um sowohl N- als auch O-gebundene Oligosaccharide freizusetzen.

[0105] Analyse kann unter Einsatz folgender Schritte durchgefiihrt werden:
1. Dialyse der Probe gegen entionisiertes Wasser, um alle Puffersalze zu entfernen, gefolgt von Lyophilisie-
rung.
2. Freisetzung intakter Oligosaccharidketten mit wasserfreiem Hydrazin.
3. Behandlung der intakten Oligosaccharidketten mit wasserfreiem methanolischem HCI zur Freisetzung
einzelner Monosaccharide als O-Methylderivat.
4. N-Acetylierung jeder primaren Aminogruppe.
5. Derivatisierung, um per-O-Trimethylsilylmethylglykoside zu erhalten.
6. Trennung dieser Derivate durch Kapillar-GLC (Gas-Flussigkeits-Chromatographie) an einer
CP-SIL8-Saule.
7. ldentifikation einzelner Glykosidderivate durch Retentionszeit aus der GLC und Massenspektroskopie
unter Vergleich mit bekannten Standards.
8. Quantifizierung einzelner Derivate durch FID mit einem inneren Standard (13-O-Methyl-D-glucose).

[0106] Neutrale und Amino-Zucker kénnen durch Hochleistungs-Anionenaustauschchromatographie, kombi-
niert mit gepulster amperometrischer Detektion (HPAE-PAD-Kohlenhydratsystem, Dionex Corp.) bestimmt
werden. Beispielsweise kénnen Zucker durch 6 h lange Hydrolyse in 20 Vol.-% Trifluoressigsaure bei 100 EC
freigesetzt werden. Hydrolysate werden dann durch Lyophilisierung oder mit einem Speed-Vac (Savant Instru-
ments) getrocknet. Die Riickstande werden dann in 1 %iger Natriumacetattrihydrat-L6sung aufgeldst und an
einer HPLC-AS6-Saule wie von Anumula et al. (Anal. Biochem. 195, 269-280 (1991)) beschrieben analysiert.

[0107] Sialsdure kann einzeln durch die direkte kolorimetrische Methode von Yao et al. (Anal. Biochem. 179,
332-335 (1989)) in dreifachen Proben bestimmt werden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird Thiobar-
bitursaure (TBA) von L. Warren, J. Biol. Chem. 238, 8 (1959), verwendet.

[0108] Alternativ dazu kann Immunoblot-Kohlenhydratanalyse durchgeflihrt werden. GemaR diesem Verfah-
ren werden Protein-gebundene Kohlenhydrate unter Verwendung eines im Handel erhaltlichen Glycan-Detek-
tionssystem (Boehringer) nachgewiesen, das auf dem oxidativen Immunoblotverfahren aufbaut, welches von
Haselbeck und Hosel [Haselbeck et al., Glycoconjugate J. 7, 63 (1990)] beschrieben wurde. Es wird gemaf
den Farbungs-Arbeitsvorschriften des Herstellers vorgegangen, mit der Ausnahme, dass das Protein auf eine
Polyvinylidendifluorid-Membran anstelle einer Nitrocellulosemembran lbertragen wird und dass die Blockie-
rungspuffer 5 % Rinderserumalbumin in 10 mM Tris-Puffer, pH 7,4, mit 0,9 % Natriumchlorid enthielt. Die De-
tektion erfolgt mit Anti-Digoxigenin-Antikdrpern, die mit einem alkalischen Phosphat konjugat (Boehringer) ver-
bunden sind, 1:1000-Verdinnung in Tris-gepufferter Salzlésung unter Verwendung der Phosphatase-Substra-
te, 4-Nitroblautetrazoliumchlorid, 0,03 % (Gew./Vol.), und 5-Brom-4-chlor-3-indoylphosphat, 0,03 %
(Gew./Vol.), in 100 mM Tris-Puffer, pH 9,5, der 100 mM Natriumchlorid und 50 mM Magnesiumchlorid enthalt.
Die Proteinbanden, die Kohlenhydrat enthalten, werden Ublicherweise innerhalb von 10 bis 15 min sichtbar ge-
macht.

[0109] Das Kohlenhydrat kann auch durch Verdau mit Peptid-N-Glykosidase F analysiert werden. GemaR
diesem Verfahren wird der Riickstand in 14 FI eines Puffers, der 0,18 % SDS, 18 mM B-Mercaptoethanol, 90
mM Phosphat und 3,6 mM EDTA bei einem pH von 8,6 enthalt, suspendiert und bei 100 EC 3 min lang erhitzt.
Nach Abktuihlen auf Raumtemperatur wird die Probe in zwei gleiche Teile geteilt. Eine Aliquote wird nicht weiter
behandelt und dient als Kontrolle. Die zweite Fraktion wird auf etwa 1 % NP-40-Detergens eingestellt, worauf-
hin 0,2 Einheiten Peptid-N-Glykasidase F (Boehringer) zugesetzt werden. Beide Proben werden auf 37 °C 2 h
lang erwarmt und dann mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese analysiert.

[0110] Bevorzugte Verfahren fiir die Analyse umfassen jene, die fir die Analyse von Antikdrperassoziierten
Oligosacchariden beschrieben wurden und auch beispielsweise in Wormald et al., Biochem. 36, 1370-1380
(1997); Sheely et al., Anal. Biochem. 247, 102-110 (1997), und Cant et al., Cytotechnology 15, 223-228 (1994),
sowie in den dort zitierten Verweisen beschreiben sind.
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[0111] Die gewonnenen Glykoproteine werden gemal bekannter Verfahren gereinigt, die zur Antikérperher-
stellung wie hierin beschrieben verwendet werden. Die gewonnenen und gereinigten Antikorper werden ana-
lysiert, um Primar- und Sekundarstruktur wie hierin und in den Figuren und Beispielen beschrieben zu besta-
tigen. Verfahren zur Analyse von intakten Glykoproteinen sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt (Cant et
al., Cytotechnology 15, 223-228 (1994); lwase et al., J. Biochem. 120, 393-397 (1996); Sheeley et al., Analyti-
cal Biochemistry 247, 102-110 (1997)). Typischerweise folgt der strukturellen Analyse die funktionelle Analyse.
Wie Fachleuten bekannt sein wird, sind die konstanten Domanen nicht direkt in die Bindung eines Antikdrpers
an ein Antigen eingebunden, sondern zeigen verschiedene Effektorfunktionen, wie beispielsweise Beteiligung
eines Antikorpers an Antikdrper-abhangiger zellularer Toxizitat und komplementvermittelter Zelllyse. Die Bin-
dungsstelle an 1gG fur Clq, die erste Komponente der Komplement-Kaskade wurde den CH2-Domanen zuge-
ordnet. Daher sind Standard-Analysen wie beispielsweise Tests auf komplementabhangige Zytotoxizitat, wie
beispielsweise jene, die flr Anti-CD-20-Antikdrper beschrieben werden (Gazzano-Santoro et al,. J. Immunol.
Methods 202, 163-171 (1997)), geeignet. Tests auf Antigen-vermittelte Aggregation von IgG1, IgG2 und IgG3,
die Komplementaktivierung initiiert, Bindung von IgG an die Hochaffinitats-Fc-Rezeptoren an Monozyten, die
jene Zellen stimulieren kdnnen, um das Antigen, an das das Ig gebunden ist, zu eliminieren, sind zur Analyse
der funktionellen Aktivitdt des gewonnenen Glykoproteins ebenso geeignet.

Therapeutische Zusammensetzungen und Verfahren

[0112] Bereitstellung der Glykoproteine der vorliegenden Erfindung als therapeutische Zusammensetzungen
und zur Verwendung in Verfahren zur Behandlung von Erkrankungszustanden sind Ausfiihrungsformen der Er-
findung. Die hierin allgemein offenbarten Verwendungen sind als Leitfaden fur die Verwendung der Praparate
im Allgemeinen bereitgestellt. Der monoklonale Antikdrper C2B8 (Anti-CD20) ist als ein Beispiel fur einen mo-
noklonalen Antikrper bereitgestellt, der wie zuvor erwahnt zur Krebsbehandlung entwickelt wird.

[0113] Therapeutische Formulierungen eines Antikdrpers werden durch Vermischen des Antikdrpers, der den
erwlnschten Reinheitsgrad aufweist, mit optionalen physiologisch annehmbaren Tragern, Arzneimitteltragern
oder Stabilisatoren (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16. Auflage, A. Osol (Hrsg.) (1980)) in Form eines
gefriergetrockneten Kuchens oder von wassrigen Lésungen lagerfahig gemacht. Pharmazeutisch annehmbare
Trager, Arzneimitteltrager oder Stabilisatoren sind bei den verwendeten Dosierungen und Konzentrationen fur
den Rezipienten nicht toxisch und umfassen Puffer wie beispielsweise Phosphat, Citrat und andere organische
Sauren; Antioxidanzien einschlieRlich Ascorbinsaure; niedermolekulare Polypeptide (weniger als etwa 10 Res-
te); Proteine wie beispielsweise Serumalbumin, Gelatine oder Immunglobuline; hydrophile Polymere wie bei-
spielsweise Polyvinylpyrrolidon; Aminosauren wie Glycin, Glutamin, Asparagin, Arginin oder Lysin; Monosac-
charide, Disaccharide und andere Kohlenhydrate einschliellich Glucose, Mannose oder Dextrine; Chelatbild-
ner wie EDTA; Zuckeralkohole wie beispielsweise Mannit oder Sorbit; salzbildende Gegenionen wie Natrium;
und/oder nichtionische Tenside wie Tween™, Pluronics™ oder Polyethylenglykol (PEG).

[0114] Ein zur In-vivo-Verabreichung zu verwendender Antikdrper muss steril sein. Dies kann, vor oder nach
der Lyophilisierung und Wiederherstellung, leicht durch Filtrationsmembranen erreicht werden. Die Formulie-
rung wird Ublicherweise in lyophilisierter Form oder in L6sung gelagert.

[0115] Therapeutische Antikdrper-Zusammensetzungen werden im Allgemeinen in einen Behalter gegeben,
der eine sterile Zugangso6ffnung aufweist, beispielsweise in einen intravendsen Losungsbeutel oder eine Phi-
ole mit einem Septum, das mit einer Nadel fiir subkutane Injektion durchstochen werden kann.

[0116] Der Verabreichungsweg steht in Ubereinstimmung mit bekannten Verfahren, z.B. intravenése, intrape-
ritoneale, intrazerebrale, intramuskulare, intraokulare, intraarterielle oder intraldsionale Injektion oder Infusion
oder Injektion oder Infusion mittels Retard-Systemen, wie nachstehend erlautert wird. Der Antikérper wird kon-
tinuierlich durch Infusion oder durch Bolusinjektion verabreicht.

[0117] Ein Krebspatient, der mit einem Antikérper als Antagonisten, wie hierin offenbart, zu behandeln ist,
kann auch Bestrahlungstherapie erhalten. Alternativ oder zusatzlich dazu kann dem Patienten ein chemothe-
rapeutisches Mittel verabreicht werden. Herstellung und Dosierungsplane fiir solche chemotherapeutischen
Mittel kbnnen geman den Anleitungen der Hersteller eingesetzt werden oder kénnen gemaf Erfahrungswerten
von Fachleuten bestimmt werden. Die Herstellung und Dosierungspléane fur solche Chemotherapien sind auch
in Chemotherapy Service, M.C. Perry (Hrsg.), Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992), beschrieben. Das che-
motherapeutische Mittel kann vor oder nach der Verabreichung des Antagonisten zugefuihrt werden oder kann
auch gleichzeitig damit verabreicht werden. Bei Krebsindikationen kann es wiinschenswert sein, auch Antikor-
per gegen die mit dem Tumor assoziierten Antigene oder gegen angiogene Faktoren zu verabreichen, wie bei-

20/35



DE 698 30 315 T2 2006.02.02

spielsweise Antikdrper, die sich an HER2 oder den Gefallendothelwachstumsfaktor (VEGF) binden. Alternativ
oder zusatzlich dazu kdnnen dem Patienten ein oder mehrere Cytokine parallel verabreicht werden.

[0118] Eine wirksame Menge an Antikorper, der therapeutisch eingesetzt werden soll, hangt beispielsweise
von den therapeutischen Zielen, der Art der Verabreichung und dem Zustand des Patienten ab. Demgeman
wird es fir den behandelnden Arzt erforderlich sein, je nach Bedarf die Dosierung zu titrieren und die Art der
Verabreichung zu modifizieren, um maximale therapeutische Wirkung zu erzielen. Eine typische Dosierung
kénnte im Bereich von etwa 1 pg/kg bis zu 100 mg/kg, vorzugsweise von etwa 10 ug/kg bis 10 mg/kg, Patien-
tenkorpergewicht liegen. Typischerweise wird der Arzt Antagonisten verabreichen, bis eine Dosierung erreicht
ist, die die erwiinschte Wirkung zur Behandlung der zuvor genannten Erkrankungen erzielt. Fir C2B8 wird auf
die Internationale Verdffentlichung Nr. WO 94/11026 und EP B 669.836 verwiesen, deren Offenbarung hierin
durch Verweis aufgenommen sind.

[0119] Arten der Verabreichung fiir die einzelnen oder kombinierten therapeutischen Zusammensetzungen
der vorliegenden Erfindung umfassen herkdmmliche Arten, wie beispielsweise intravendse Infusion oder Bo-
lusinjektion.

[0120] Die Praparate der Erfindung kdnnen in einen Herstellungsartikel und in ein Set eingebunden sein, das
Materialien enthalt, die zur Behandlung von Krebs beispielsweise nitzlich sind. Der Herstellungsartikel um-
fasst einen Behalter mit einer Markierung. Geeignete Behalter umfassen beispielsweise Flaschen, Phiolen und
Proberdhrchen. Die Behalter kénnen aus einer Vielzahl an Materialien wie beispielsweise Glas oder Kunststoff
gebildet werden. Der Behalter tragt eine Zusammensetzung, die die hierin beschriebenen Glykoprateinprapa-
rate enthalt. Der aktive Wirkstoff in der Zusammensetzung ist das bestimmte Glykoprotein wie beispielsweise
C2B8. Die Markierung am Behalter gibt an, dass die Zusammensetzung zur Behandlung oder Pravention einer
bestimmten Erkrankung oder eines bestimmten Leidens verwendet wird, und kann auch Anleitungen fur In-vi-
vo-Therapiebeispielsweise, wie zuvor erlautert, umfassen.

[0121] Das Set umfasst den zuvor beschriebenen Behalter und einen zweiten Behalter, der einen Puffer um-
fasst. Es kann weiters andere Materialien einbinden, die aus wirtschaftlicher Hinsicht und fir den Benutzer
wiinschenswert sind, einschlieRlich anderer Puffer, Verdinnungsmittel, Filter, Nadeln, Spritzen und Packungs-
beilagen mit Anleitungen fir den Benutzer.

[0122] Die folgenden Beispiele sind als Veranschaulichung und nicht als Einschrankung bereitgestellt. Die Of-
fenbarungen aller zitierten Quellen in der Beschreibung sind hierin ausdricklich durch Verweis aufgenommen.

BEISPIELE
BEISPIEL |
Einflhrung

[0123] Im Wesentlichen homogene Glykoproteinpraparate werden unter Bezugnahme auf die folgenden Bei-
spiele hergestellt.

Verfahren

[0124] Der chimare monoklonale Anti-CD20-Antikérper (IDEC-C2B8) wurde wie zuvor beschrieben (Liu et al.,
J. Immunol. 139, 3521 (1987); Maloney et al., Blood 84, 2457 (1994)) hergestellt. Andere IgG-Molekile, wie
beispielsweise Anti-HER2 (Anti-P185"5R2, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285 (1992)), Anti-VEGF
(Kim et al., Growth Factors 7, 53-64 (1992)), Anti-IgE (Presta et al., J. Immunol. 151, 2623 (1993)) und
TNFR-IgG (Tumornekrosefaktor-Rezeptor-IgG; Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 10535 (1991))
wurden durch DNA-Rekombinationsverfahren hergestellt und in CHO-Zellen exprimiert. b-1,4-Galactosyltrans-
ferasen aus menschlichen Quellen und Quellen von Rindern stammten von Boehringer Mannheim (Indianapo-
lis, IN) bzw. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). UDP-Gal wurde bei Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN)
erhalten. Penicillin, Streptomycin, Glutamin, HEPES, lyophilisiertes Kaninchenserum und menschliches Se-
rum, die als Komplementquelle verwendet wurden, wurden bei GIBCO-BRL (Grand Island, NY) erworben. F6-
tales Rinderserum wurde bei Hyclone Laboratories (Logan, UT) erworben. Rinderserumalbumin (RSA) und
Trypanblau wurden bei Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) erworben. Alamar-Blue-Reagens stammt von Ac-
cumed International (Westlake, OH). NAP-5 und Protein-A-Sepharose-Saulen wurden bei Pharmacia (Schwe-
den) erworben. Natriumcyanoborhydrid in Tetrahydrofuran stammte von Aldrich Chemical Co.
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IDEC-C2B8

[0125] IDEC-C2B8 wurde zu 10 mg/ml in 25 mM Natriumcitrat, 150 mM Natriumchlorid und 0,07 mg/ml Poly-
sorbat 80 bei einem pH von 6,5 formuliert.

Beispiel Il
GALACTOSYLIERUNG MIT GALACTOSYLTRANSFERASE

[0126] Die Antikérper-Proben (IDEC-C2B8, Anti-HER2, Anti-VEGF, Anti-IgE und TNFR-IgG), 10 mg in 0,5 ml,
wurden in 50 mM Natriumcacodylatpuffer, pH 7,1 (Endvolumen 1,0 ml) puffergetauscht. 50 pl jeweils von 100
mM UDP-Gal und 100 mM MnCl, wurden der Antikrperldsung zugesetzt. Die b1,4-Galactosyltransferase
(b1,4GT, gefriergetrocknetes Pulver) wurde in 50 mM Natriumcacodylatpuffer, pH 7,1, in einer Konzentration
von 1 mU/ml wieder hergestellt. 50 ul dieser Lésung wurden dem Reaktionsgemisch zugesetzt und bei 37 °C
48 Stunden lang inkubiert. Die Reaktion wurde durch 10-mintitiges Abkihlen der Reaktionsphiole auf Eisbad
(4 °C) gestoppt, und der galactosylierte Antikdrper wurde an einer Protein-A-Saule gereinigt.

Beispiel lll
REINIGUNG VON GALACTOSYLIERTEM ANTIKORPER AN PROTEIN-A-SAULE

[0127] Das Reaktionsgemisch, das den galactosylierten Antikérper enthielt, wurde auf eine Protein-A-Sepha-
rosesaule (5 ml) aufgetragen. Die Saule wurde mit zumindest 5 Sdulenvolumina von phosphatgepufferter Salz-
I6sung (pH 7,0) gewaschen, und der gebundene Antikérper wurde mit 100 mM Zitronensaure, pH 3,0, eluiert,
wobei das Reaktionsgemisch sofort auf pH 6,5 durch Zusatz von 500 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8,0, eingestellt
wurde.

Analyse der N-gebundenen Oligosaccharide
Freisetzung und Markieren von N-gebundenen Oligosacchariden

[0128] Proteinproben (500-1.000 pg) wurden in 20 mM Natriumphosphatpuffer, der 50 mM EDTA und 0,02 %
(Gew./Vol.) Natriumazid enthielt, pH 7,5, unter Verwendung von NAP-5-Saulen (Pharmacia) puffergetauscht.
Finf bis zehn Einheiten rekombinanter Peptid-N-Glykosidase F (Oxford Glycosystems/Boehringer Mannheim)
wurden den Proben zugesetzt und 15 Stunden lang bei 37 °C inkubiert. Das deglykosylierte Protein wurde
durch 5-mintiges Erhitzen auf 95 °C gefallt und durch 10-minutige Zentrifugation bei 10.000 x g entfernt. Der
Uberstand, der die freigesetzten Oligosaccharide enthielt, wurde in einem Zentrifugalvakuumverdampfer ge-
trocknet und durch Zusatz von 15 pl von 1,9 mM Lésung von 9-Aminopyren-1,4,6-trisulfonat (APTS, Beck-
mann) in 15 % Essigsaure und 5 pl von 1 M Natriumcyanoborhydrid in Tetrahydrofuran markiert. Die Markie-
rungsreaktion wurde 2 Stunden lang bei 55 °C durchgefihrt, in Wasser verdinnt (0,5 ml) und durch Kapillare-
lektrophorese (CE) analysiert.

Beispiel IV
Analyse durch Kapillarelektrophorese

[0129] CE-Analyse der markierten Oligosaccharide wurde an einem P/ACE-5000-CE-System (Beckman) mit
umgekehrter Polaritat unter Verwendung einer beschichteten Kapillare mit 50 mm Innendurchmesser und 20
cm effektiver Lange (eCAP, N-CHO-beschichtete Kapillare, Beckmann) durchgefiihrt. Die Proben wurden
durch Druckinjektion bei 0,5 psi 8 Sekunden lang eingefiihrt, und Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 740 V/cm. Die Temperatur der Kapillare wurde bei 20 °C gehalten. Die Trennungen wurden an
der Saule mittels eines Laser-induzierten Fluoreszenzdetektionssystems von Beckmann unter Verwendung ei-
nes 3-mW-Argonionen-Lasers mit einer Anregungswellenlange von 488 nm und eines Emissions-Bandfilters
von 520 x 10 nm beobachtet.

Ergebnisse
[0130] Fig. 1A und Fig. 1B zeigen Oligosaccharidanalyse eines monoklonalen Anti-CD20-Antikdrpers C2B8

durch Kapillarelektrophorese mit Laser-induzierter Fluoreszenzdetektion. In Fig. 1A produzierte C2B8, das in
Chargen-befillter 400-1-Kultur produziert wurde, zumindest drei Glykoformen von C2B8. Fig. 1B zeigt dassel-
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be C2B8-Praparat, das mit B1-4-Galactosyltransferase gemaf der vorliegenden Erfindung behandelt wurde.
Ein einziges G2-Glykoformpraparat wurde erhalten.

[0131] Fig. 2 zeigt die Analyse eines monoklonalen Anti-VEGF-Antikérpers mittels Kapillarelektrophorese.
Aus Fig. 2 ist ersichtlich, dass Anti-VEGF, das in CHO-Zellkultur hergestellt worden war, zumindest drei Gly-
koformen produzierte, die eine heterogene Zusammensetzung bildeten. Dasselbe Anti-VEGF, das mit
B-1-4-Galactosyltransferase gemaR der vorliegenden Erfindung behandelt wurde, produzierte eine einzige
G2-Glykoform.

[0132] Fig. 3 zeigt die Analyse eines monoklonalen Anti-IgE-Antikérpers mittels Kapillarelektrophorese. Aus
Fig. 3 ist ersichtlich, dass Anti-IgE, das in CHO-Zellkultur hergestellt worden war, zumindest drei Glykoformen
produzierte, die eine heterogene Ofigosaccharid-Population bildeten. Dieselben Anti-IgE-CHO-Zellzusam-
mensetzung, die mit f-1-4-Galactosyltransferase gemaR der vorliegenden Erfindung behandelt wurde, produ-
Zierte eine einzige G2-Glykoform.

[0133] Fig. 4 zeigt die Analyse eines monoklonalen Anti-HER2-Antikérpers mittels Kapillarelektrophorese.
Aus Fig. 4 ist ersichtlich, dass Anti-HER2, das in CHO-Zellkultur hergestellt worden war, zumindest drei Gly-
koformen produzierte, die eine heterogene Oligosaccharid-Population bildeten. Dieselben An-
ti-HER2-CHO-Zusammensetzung, die mit 3-1-4-Galactosyltransferase gemaf der vorliegenden Erfindung be-
handelt wurde, produzierte eine einzige G2-Glykoform.

Beispiel V
NATRIUMDODECYLSULFAT-POLYACRYLAMIDGEL-ELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

[0134] Proteinproben wurden auf 1,0 mg/ml in phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) verdiinnt. Die Proben
wurden auf 0,2 mg/ml im Fall der silbergefarbten Gele und auf 0,5 mg/ml im Fall der Immunoblots in Proben-
puffer verdiinnt und 3 min lang bei 90 °C erhitzt. Bei reduzierten Proben enthielt der Probenpuffer 80 mM DTT.
Proben (10 pl) wurden mit einem 4- bis 20%igen Acrylamidgradienten auf MiniPlus-Sepragele von Integrated
Separation Systems (ISS) geladen. Elektrophorese erfolgte unter Verwendung der ISS-Mini-2-Gel-Vorrichtung
bei 30 mA pro Gel 60 Minuten lang. Novex-Mark12-Molekulargewichtstandards wurden fur die silbergefarbten
Gele verwendet, wahrend Amersham-Rainbow-Molekulargewichtstandards fiir die mittels Immunoblotting vor-
bereiteten Gele eingesetzt wurden.

Silberfarbung

[0135] SDS-PAGE-Gele wurden tiber Nacht in einer fixierenden Losung (40 % Ethanol, 10 % Essigsaure) in-
kubiert, in Wasser gewaschen und in Inkubationslésung (30 % Ethanol, 25 % Glutaraldehyd, 0,5 M Natriuma-
cetat, 10 mM Natriumthiosulfat) inkubiert. Die Gele wurden neuerlich gewaschen und 40 min lang in Silbernit-
ratldsung (6 mM Silbernitrat, 0,01 % Formaldehyd) inkubiert, gewaschen und mit zwei Anderungen der Ent-
wicklungslésung (0,3 M Natriumcarbonat, 0,01 % Formaldehyd) entwickelt. Die Reaktion wurde durch 10-mi-
nuatiges Inkubieren in Stopplésung (40 mM EDTA) gestoppt und vor dem Scannen gewaschen.

[0136] Fig. 5 zeigt eine reprasentative SDS-Pofyacrylamidgel-Analyse eines monoklonalen Anti-CD20-Anti-
korpers unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Bahn 1 sind Molekulargewichtsstandards, Bahn 2 ist die
G2-Glykoform von C2B8; Bahn 3 ist das C2B8-Praparat, das mit Galactosidase behandelt wurde, um Galac-
tosereste aus den Oligosacchariden zu entfernen; Bahn 4 ist das aus CHO abstammende C2B8-Praparat, be-
handelt mit PNGase-F zur Entfernung von intaktem Oligosaccharid; Bahn 5 ist der C2B8-Antikdrper aus
CHO-Herstellung; Bahn 6 ist das von CHO abstammende C2B8 nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C; Bahn
7 ist das von CHO abstammende C2B8 und BSA. Das reprasentative Gel zeigt, dass das gesamte C2B8-Mo-
lekdl nach Behandlung mit der Galactosyltransferase intakt bleibt. Die G2-Glykoform schlie3t die Primarstruk-
tur des Antikorpers nicht auf.

[0137] Fig. 6 zeigt dasselbe Material wie oben beschrieben, das mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese un-
ter reduzierenden Bedingungen analysiert wurde. Die C2B8-Schwer- und -Leichtketten blieben intakt.
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Beispiel VI
ELEKTROTRANSFER UND IMMUNFARBUNG

[0138] Nach SDS-PAGE wurde das Protein auf Nitrocellulose (0,2 m, Scleicher & Schuell) in einer NovaB-
lot-Semi-Dry-Elektrotransfer-Vorrichtung in Transferpuffer (39 mM Glycin, 48 mM TRIS, 0,04 % SDS, 20 % Me-
thanol) 90 Minuten lang bei 10 V elektrotransferiert. Nach dem Elektrotransfer wurden die Nitrocellulose-Blatter
in Gelatinepuffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 4,3 mM EDTA, 0,05 % Triton X-100 und 0,25 % Fischgelatine)
blockiert. Die Immunoblots wurden mit einem affinitadtsgereinigten Ziege-Anti-Mensch-1gG (Jackson Laborato-
ries) oder Ziege-Anti-CHOP (IDEC Pharmaceuticals) sondiert. Nach Inkubation mit den primaren Antisera wur-
den die Nitrocellulose-Blatter mit Gelatinepuffer gewaschen und anschlielend 90 Minuten lang mit einem Ka-
ninchen-Anti-Ziege-IgG-HRP (Jackson-Immunoresearch) inkubiert. Die Immunoblots wurden mit Gelatinepuf-
fer und dann PBS/Tween 20 gewaschen. Die Immunoblots wurden mit der Substratlésung gefarbt; 3,3'-Diami-
nobenzidintetrahydrochloriddihydrat (DAB), 0,5 mg/ml, Nickelammoniumsulfat, 0,3 mg/ml; Cobaltdichlorid, 0,3
mg/ml in PBS mit H,0,.

Beispiel VII
ZIRKULARDICHROISMUSSPEKTRUM

[0139] Das Zirkulardichroismusspektrum von GT-behandeltem und unbehandeltem C2B8 wurde an einem
AVIV-60DS-Spektralpolarimeter erhalten. Jede Probe wurde gegen 25 mM Natriumcitrat und 150 mM Natrium-
chlorid dialysiert und dann in eine thermostatisierte 0,01-cm-Kreiskivette pipettiert. Jedes Spektrum war die
Summe von 5 Scans von 200 bis 250 nm. Die Spektren wurden bei 20 °C erhalten. Die Proteinkonzentration
wurde unter Verwendung eines A>'” = 1,7 cm™ bei 280 nm bestimmt. Die mittlere Riickstandsgewicht-Ellipti-
zitat wurde aus

[Qlyrw = Qops (MRW)/10 ¢ |

berechnet, worin Q,,, die Elliptizitdt der Probe ist, MRW das mittlere Rickstandsgewicht des IDEC-C2B8
(108,8) ist, c die Probenkonzentration in mg/ml ist und | die Weglange der Zelle in cm ist. Der Gehalt der se-
kundarstrukturellen Elemente, a-Helix, B-Faltblatt und nicht geordnete Strukturen wurde unter Verwendung
des Programms CONTIN (Provencer & Glockner, Biochem. 20, 33-37 (1981); Provencer, Comput. Phys. Com-
mun. 27, 229-242 (1982)) berechnet.

[0140] Die Fig. 7A und Fig. 7B zeigen Nah- und Fern-UV-CD-Spektren von C2B8-Antikorper aus CHO-Kultur
und der G2-Glykoform. Wie aus dieser Analyse geschlossen werden kann, ist die durch Zirkulardichroismus
als eine Indikation fur Sekundarstruktur (Provencher & Glockner, Biochem. 20, 33-37 (1981)) untersuchte
G2-Glykoform dieselbe wie die heterogene C2B8-Zusammensetzung.

Beispiel VI
KULTIVIEREN VON WIL2-S-ZELLEN:

[0141] Die menschliche B-Lymphoblastoid-Zelllinie WIL2-S wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD) erhalten. Die Zellen wurden in RPMI-1640-Medium, erganzt mit 10 % Hitze-deaktivier-
tem (56 °C, 30 min} fétalem Rinderserum, 2 mM Glutamin und 20 mM HEPES, pH 7,2, geziichtet. Die Zellen
wurden bei 37 °C in einem befeuchteten 5-%-CO,-Inkubator kultiviert.

KOMPLEMENT-ABHANGIGER ZYTOTOXIZITAT-BIOTEST:

[0142] Der CDC-Biotest fir C2B8-Proben wurde unter Verwendung von RHBP (RPMI-1640, erganzt mit 0,1
% BSA, 20 mM HEPES (pH 7,2-7,4)), 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin durchgefiihrt. Fiir den
Test wurden 50 pl von 10° Zellen/ml Zellsuspension, 50 ul verschiedener Konzentrationen von C2B8 und 50
ml einer 1/5-Kaninchenkomplement- oder menschlichen Komplementverdinnung zu 96-Well-Gewebekultur-
platten mit flachem Boden zugesetzt und 2 h lang bei 37 °C und 5 CO, inkubiert, um komplementvermittelte
Zelllyse zu erleichtern. 50 pl AlamarBlue (unverdiinnt, gesetzlich geschuitzte Formulierung von Accumed Inter-
national) wurden dann zugesetzt und die Inkubation weitere 5 h fortgesetzt. Die Platten wurden auf Raumtem-
peratur 10 min lang auf einem Schuttler abkihlen gelassen, und die Fluoreszenz wurde unter Verwendung ei-
nes 96-Well-Fluorimeters mit Anregung bei 530 nm und Emission bei 590 nm abgelesen. Die Resultate sind in
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relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) ausgedriickt. RFU wurden gegen C2B8-Konzentrationen unter Verwen-
dung eines 4-Parameter-Kurvenanpassungs-Programms (kaleidaGraph) geplottet, und die Probenkonzentra-
tionen wurden aus der Standardkurve berechnet. Alle C2B8-Konzentrationen, die im Rahmen dieses Berichts
gezeigt werden, beziehen sich auf Endkonzentrationen in den Wells vor dem Zusatz von AlamarBlue (Gazza-
no-Santoro, J. Immunol. Methl. 202, 163-171 (1997)).

[0143] Fig. 8 zeigt die Bioaktivitat des G2-Glykoformpraparats im Vergleich mit der heterogenen Zusammen-
setzung fur C2B8 in einem Kaninchenkomplement-Lysetest.

[0144] Fig. 9 zeigt die Korrelation von Bioaktivitat und Galactosegehalt in der G2-Glykoform. Das G2-Glyko-
formpraparat war in diesem Test zumindest 1,5-mal aktiver als jenes, das unter typischen Zellkulturbedingun-
gen produziert wurde.

Patentanspriiche

1. Im Wesentlichen homogenes Glykoproteinpraparat, worin im Wesentlichen alle Glykoproteinmolekile
des Praparats als G2-Glykoform vorliegen, die eine Immunglobulin-CH2-Domane umfasst, worin die CH2-Do-
mane zumindest ein N-gebundenes Oligosaccharid aufweist, worin die Menge an aus unerwiinschten Glyko-
formen entstandenen Nebenprodukten 10 Gew.-% nicht tbersteigt.

2. Praparat nach Anspruch 1, worin die Menge an aus unerwlnschten Glykoformen entstandenen Neben-
produkten weniger als 5 Gew.-% betragt.

3. Praparat nach Anspruch 2, worin die Menge an aus unerwinschten Glykoformen entstandenen Neben-
produkten weniger als 1 Gew.-% betragt.

4. Praparat nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin das N-gebundene Oligosaccharid ein hal-
bierendes N-Acetylglucosamin umfasst.

5. Praparat nach Anspruch 4, worin das Glykoprotein ein Antikdrper ist.

6. Praparat nach Anspruch 5, worin der Antikérper ein chimarer Antikérper oder ein humanisierter Antikor-
per ist.

7. Praparat nach Anspruch 5, worin der Antikdrper ein monoklonaler Antikorper ist.
8. Praparat nach Anspruch 7, worin der Antikdrper ein 1gG ist.
9. Praparat nach Anspruch 8, worin das IgG menschliches IgG ist.

10. Praparat nach Anspruch 9, worin der monoklonale Antikérper aus der aus Anti-CD20-spezifischen mo-
noklonalen Antikdrpern, Anti-HER2-spezifischen monoklonalen Antikérpern, Anti-VEGF-spezifischen monok-
lonalen Antikérpern und Anti-IgE-spezifischen monoklonalen Antikdrpern bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

11. Préaparat nach einem der Anspriche 1 bis 3, worin das Glykoprotein ein Immunadhé&sin ist.

12. Praparat nach Anspruch 11, worin das Immunadhasin eine Tumornekrosefaktor-lmmunglobu-
lin-G1-Chimare ist.

13. Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 3, worin das Glykoprotein eine Antikoérper-Immunadha-
sin-Chimare ist.

14. Verfahren zur Herstellung des Praparats nach einem der vorangehenden Anspriche, umfassend die
Schritte des Umsetzens:
a) eines Metallsalzes in einer Konzentration von etwa 5 mM bis etwa 25 mM;
b) einer aktivierten Galactose in einer Konzentration von etwa 5 mM bis etwa 50 mM;
c¢) einer Galactosyltransferase in einer Konzentration von etwa 1 mU/ml bis etwa 100 mU/ml;
d) eines Substrat-Glykoproteins;
in einer wassrigen, gepufferten Losung bei einer Temperatur von etwa 25 bis 40 °C und des Gewinnens des
Glykoproteins.
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15. Verfahren nach Anspruch 14, worin das Metallsalz aus der aus Mn2++, Ca2++ und Ba2++ bestehen-
den Gruppe ausgewahlt ist.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder Anspruch 15, worin die aktivierte Galactose Uridindiphosphatgalac-
tose (UDP-Galactose) ist.

17. Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 16, worin die Galactosyltransferase eine Sauge-
tier-B-1,4-Galactosyltransferase ist.

18. Verfahren nach den Anspriichen 14 bis 17, worin die Reaktionstemperatur etwa 37 °C betragt, das Me-
tallsalz Mn2++ in einer Konzentration von etwa 5 mM ist, die UDP-Galactose-Konzentration etwa 5 mM und
die B-14-Galactosyltransferase-Konzentration etwa 1 mU/ml betragt.

19. Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 18, worin das Glykoprotein ein Immunadh&sin ist, das ein
bispezifisches Immunadhasin ist.

20. Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 13 zur Verwendung in einem Verfahren zur Behandlung ei-
nes Erkrankungszustands.

21. Praparat nach Anspruch 20, worin der Erkrankungszustand aus der aus Entziindungserkrankungen,
Krebs, neurologischen Erkrankungen und Herzerkrankungen bestehenden Gruppe ausgewahilt ist.

22. Praparat nach Anspruch 21, worin der Erkrankungszustand aus der aus Neurofibromatose, peripheren
Neuropathologien und Herzhypertrophie bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

23. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend das Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 13
und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager.

24. Verwendung des Praparats nach einem der Anspriche 1 bis 13 zur Herstellung eines Medikaments zur
Behandlung eines Erkrankungszustandes, der aus der aus Entziindungserkrankungen, Krebs, neurologischen
Erkrankungen und Herzerkrankungen bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

25. Verwendung nach Anspruch 24, worin der Erkrankungszustand aus der aus Neurofibromatose, peri-
pheren Neuropathologien und Herzhypertrophie bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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