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(54) АНТИТЕЛА СО ВСТРОЕННЫМ В ЛЕГКИЕ ЦЕПИ ГИСТИДИНОМИ ГЕНЕТИЧЕСКИ
МОДИФИЦИРОВАННЫЕ ОТЛИЧНЫЕ ОТ ЧЕЛОВЕКАЖИВОТНЫЕ ДЛЯ ИХ ПОЛУЧЕНИЯ

(57) Формула изобретения
1. Генетически модифицированное отличное от человека животное, содержащее в

своей зародышевой линии локус легкой цепи иммуноглобулина, который содержит
единственную реаранжированную генную последовательность вариабельной области
легкой цепи иммуноглобулина человека, содержащую последовательности сегментов
VL и JL человека,

причем последовательности сегментов VL и JL человека единственной
реаранжированной генной последовательности вариабельной области легкой цепи
иммуноглобулина человека содержат по меньшей мере один гистидиновый кодон,
который не кодируется соответствующими генными последовательностями сегментов
VL и JL зародышевой линии человека.

2.Животное по п. 1, у которого единственная реаранжированная последовательность
вариабельной области иммуноглобулина человека функционально связана с генной
последовательностью константной области легкой цепи иммуноглобулина.

3. Животное по п. 2, у которого генная последовательность константной области
легкой цепи иммуноглобулина представляет собой отличную от человеческой генную
последовательность константной области легкой цепи иммуноглобулина.

4.Животное по п. 3, у которого отличная от человеческой генная последовательность
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константной области легкой цепи иммуноглобулина представляет собой эндогенную
отличную от человеческой генную последовательность константной области легкой
цепи иммуноглобулина.

5. Животное по п. 1, дополнительно содержащее в своей зародышевой линии локус
тяжелой цепи иммуноглобулина, который содержит нереаранжированную генную
последовательность вариабельнойобласти тяжелойцепииммуноглобулина, содержащую
сегментыVH, DH и JH человека, функционально связанные с геннойпоследовательностью
константной области тяжелой цепи иммуноглобулина.

6. Животное по п. 5, у которого генная последовательность константной области
тяжелой цепи иммуноглобулина представляет собой отличную от человеческой генную
последовательность константной области тяжелой цепи иммуноглобулина.

7.Животное по п. 6, у которого отличная от человеческой генная последовательность
константной области тяжелой цепи иммуноглобулина представляет собой эндогенную
отличную от человеческой генную последовательность константной области
иммуноглобулина.

8. Животное по п. 1, причем животное не содержит функциональную
нереаранжированную вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина.

9. Животное по п. 1, у которого локус легкой цепи иммуноглобулина находится в
эндогенном отличном от человеческого локусе легкой цепи иммуноглобулина.

10. Животное по п. 5, у которого локус тяжелой цепи иммуноглобулина находится
в эндогенном отличном от человеческого локусе тяжелой цепи иммуноглобулина.

11. Животное по п. 1, у которого по меньшей мере один гистидиновый кодон
находится в нуклеотидной последовательности, кодирующей определяющую
комплементарность область (CDR) 3.

12. Животное по п. 11, у которого по меньшей мере один гистидиновый кодон
представляет собой один, два, три или четыре кодона CDR3.

13. Животное по п. 1, у которого единственная реаранжированная вариабельная
область легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из генного сегмента Vκ1-
39 или Vκ3-20 человека.

14. Животное по п. 13, у которого единственная реаранжированная вариабельная
область легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из реаранжированной
генной последовательности Vκ1-39/Jκ5 или Vκ3-20/Jκ1.

15. Животное по п. 14, у которого единственная реаранжированная вариабельная
область легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из реаранжированной
генной последовательности Vκ1-39/Jκ5, и у которого генная последовательность Vκ1-
39/Jκ5 содержит замещение по меньшей мере одного негистидинового кодона на
гистидиновыйкодон, разработанныйдля экспрессии гистидина вположении, выбранном
из 105, 106,108, 111 и их комбинации.

16. Животное по п. 14, у которого единственная реаранжированная вариабельная
область легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из реаранжированной
генной последовательности Vκ3-20/Jκ1, и у которого генная последовательность Vκ3-
20/Jκ1 содержит замещение по меньшей мере одного негистидинового кодона на
гистидиновыйкодон, разработанныйдля экспрессии гистидина вположении, выбранном
из 105, 106, 107, 109 и их комбинации.

17. Животное по п. 1, причем животное содержит популяцию В-клеток в ответ на
представляющий интерес антиген, которая обогащена антителами, которые проявляют
снижение диссоциационного периода полувыведения (t1/2) при кислом значении pH, по
сравнению с нейтральным значением pH по меньшей мере приблизительно в 2 раза, по
меньшей мере приблизительно в 3 раза, по меньшей мере приблизительно в 4 раза, по
меньшей мере приблизительно в 5 раз, по меньшей мере приблизительно в 10 раз, по
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меньшей мере приблизительно в 15 раз, по меньшей мере приблизительно в 20 раз, по
меньшей мере приблизительно в 25 раз или по меньшей мере приблизительно в 30 раз.

18. Животное по п. 17, у которого снижение диссоциационного периода
полувыведения (t1/2) при кислом значении pH, по сравнению с нейтральным значением
pH составляет приблизительно 30 или более раз.

19. Животное по п. 1, причем животное представляет собой грызуна.
20. Животное по п. 19, причем грызун представляет собой крысу или мышь.
21. Животное по п. 20, причем грызун представляет собой мышь.
22. Животное по п. 1, причем животное экспрессирует антитело, содержащее

вариабельный домен легкой цепи иммуноглобулина человека, содержащий поменьшей
мере один остаток гистидина в аминокислотном положении, кодируемом по меньшей
мере одним гистидиновымкодоном в генной последовательности вариабельной области
легкой цепи иммуноглобулина.

23. Генетически модифицированная мышь, содержащая в своей зародышевой линии
локус легкой цепи иммуноглобулина, который содержит единственную
реаранжированную генную последовательность вариабельной области легкой цепи
иммуноглобулина человека, содержащую последовательности сегментов VL и JL
человека,

причем последовательности сегментов VL и JL человека единственной
реаранжированной последовательности вариабельной области легкой цепи
иммуноглобулина человека содержат по меньшей мере однин гистидиновый кодон,
который не кодируется соответствующими генными последовательностями сегментов
VL и JL зародышевой линии человека и

причем мышь не содержит функциональную нереаранжированную вариабельную
область легкой цепи иммуноглобулина.

24. Мышь по п. 23, у которой единственная реаранжированная генная
последовательность вариабельной области иммуноглобулина функционально связана
с генной последовательностью константной области легкой цепи иммуноглобулина.

25.Мышьпоп. 24, у которой генная последовательность константной области легкой
цепи иммуноглобулина представляет собой генную последовательность константной
области легкой цепи иммуноглобулина мыши.

26. Мышь по п. 23, дополнительно содержащая в своей зародышевой линии локус
тяжелой цепи иммуноглобулина, который содержит нереаранжированную
последовательность вариабельнойобласти тяжелойцепииммуноглобулина, содержащую
сегментыVH, DH и JH человека, функционально связанные с геннойпоследовательностью
константной области тяжелой цепи иммуноглобулина.

27. Мышь по п. 26, у которой генная последовательность константной области
тяжелой цепи иммуноглобулина представляет собой генную последовательность
константной области тяжелой цепи крысы или мыши.

28. Мышь по п. 23, у которой локус легкой цепи иммуноглобулина находится в
эндогенном локусе легкой цепи иммуноглобулина мыши.

29. Мышь по п. 26, у которой локус тяжелой цепи иммуноглобулина находится в
эндогенном локусе тяжелой цепи иммуноглобулина мыши.

30. Мышь по п. 23, у которой замена по меньшей мере одного негистидинового
кодона на гистидиновый кодон происходит в нуклеотидной последовательности,
кодирующей определяющую комплементарность область (CDR) 3.

31. Мышь по п. 30, у которой по меньшей мере один гистидиновый остаток
представляет собой один, два, три или четыре кодона CDR3.

32.Мышьпо п. 23, у которой единственная реаранжированная вариабельная область
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легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из генного сегмента Vκ1-39 или
Vκ3-20 человека.

33.Мышьпо п. 32, у которой единственная реаранжированная вариабельная область
легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из реаранжированной генной
последовательности Vκ1-39/Jκ5 или Vκ3-20/Jκ1.

34.Мышьпо п. 33, у которой единственная реаранжированная вариабельная область
легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из реаранжированной генной
последовательности Vκ1-39/Jκ5, и у которой генная последовательность Vκ1-39/Jκ5
содержит замещение поменьшеймере одного негистидинового кодона на гистидиновый
кодон, разработанный для экспрессии гистидина в положении, выбранном из 105, 106,
108, 111 и их комбинации.

35. Мышь по п. 34, у которой генная последовательность Vκ1-39/Jκ5 содержит
замещение негистидиновых кодонов на гистидиновые кодоны, разработанные для
экспрессии гистидинов в положениях 105, 106, 108 и 111.

36. Мышь по п. 34, у которой генная последовательность Vκ1-39/Jκ5 содержит
замещение негистидиновых кодонов на гистидиновые кодоны, разработанные для
экспрессии гистидинов в положениях 106, 108 и 111.

37.Мышьпо п. 33, у которой единственная реаранжированная вариабельная область
легкой цепи иммуноглобулина человека происходит из реаранжированной генной
последовательности Vκ3-20/Jκ1, и у которой генная последовательность Vκ3-20/Jκ1
содержит замещение поменьшеймере одного негистидинового кодона на гистидиновый
кодон, разработанный для экспрессии гистидина в положении, выбранном из 105, 106,
107, 109 и их комбинации.

38. Мышь по п. 37, у которой генная последовательность Vκ3-20/Jκ1 содержит
замещение негистидиновых кодонов на гистидиновые кодоны, разработанные для
экспрессии гистидинов в положениях 105, 106, 107 и 109.

39. Мышь по п. 37, у которой генная последовательность Vκ3-20/Jκ1 содержит
замещение негистидиновых кодонов на гистидиновые кодоны, разработанные для
экспрессии гистидинов в положениях 105, 106 и 109.

40. Мышь по п. 23, причем мышь экспрессирует популяцию антигенспецифических
антител в ответ на представляющий интерес антиген, причем все антитела содержат:

вариабельные домены легкой цепи иммуноглобулина, полученные из той же
единственной реаранжированной генной последовательности вариабельной области
легкой цепи человека, содержащей последовательности сегментов VL и JL человека,
которые содержат по меньшей мере один гистидиновый кодон, который не кодируется
соответствующими генными последовательностями сегментов VL и JL зародышевой
линии человека, и

тяжелые цепи иммуноглобулина, содержащие вариабельные домены тяжелых цепей
человека, полученные из репертуара сегментов тяжелой цепи человека V, D и J.

41. Способ получения антитела, которое проявляет зависимое от pH связывание с
представляющим интерес антигеном, предусматривающий:

получение мыши по п. 23;
иммунизацию мыши представляющим интерес антигеном; и
выбор антитела, которое связывается с представляющим интерес антигеном с

требуемой аффинностью при нейтральном значении pH, при этом проявляя сниженное
связывание с представляющим интерес антигеном при кислом значении pH.

42. Способ по п. 41, при котором антитело проявляет диссоциационный период
полувыведения (t1/2) при кислом значении pH и 37°C, равный приблизительно 2 минутам
или менее.
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43. Способ получения антитела, которое проявляет зависимое от pH связывание с
представляющим интерес антигеном, предусматривающий:

получение от отличного от человека животного, содержащего в своей зародышевой
линии локус легкой цепи иммуноглобулина, который содержит единственную
реаранжированную последовательность вариабельной области легкой цепи
иммуноглобулина человека, содержащую последовательности сегментов VL и JL
человека первого антитела, которое связывается с представляющим интерес антигеном
с требуемой аффинностью,

модификацию последовательности сегментов VL и JL человека единственной
реаранжированной последовательности вариабельной области легкой цепи
иммуноглобулина человека для включения по меньшей мере одного гистидинового
кодона, который не кодируется соответствующими последовательностями сегментов
VL и JL зародышевой линии человека,

экспрессию тяжелой цепи иммуноглобулина первого антитела и модифицированной
легкой цепи иммуноглобулина в клетке и

выбор второго антитела, экспрессируемого в клетке, которое сохраняет требуемое
сродство к представляющему интерес антигену при нейтральном значении pH и
отображает сниженное связывание с представляющим интерес антигеном при кислом
значении pH.

44. Способ по п. 43, при котором первое антитело, полученное от отличного от
человека животного, содержит последовательность тяжелой цепи иммуноглобулина,
полученную из репертуара сегментов VH, DH и JH человека.

45. Способ по п. 43, при котором единственная реаранжированная
последовательность вариабельной области легкой цепи иммуноглобулина человека
выбирают из генной последовательности Vκ1-39/Jκ5 и Vκ3-20/Jκ1.

46. Способ по п. 45, при котором единственная реаранжированная
последовательность вариабельной области легкой цепи иммуноглобулина человека
представляет собой Vκ1-39/Jκ5, и модификация содержит замену по меньшей мере
одного негистидинового кодона на гистидиновый кодон в кодоне CDR3 в положении,
выбранном из 105, 106, 108, 111 и их комбинации.

47. Способ по п. 45, при котором единственная реаранжированная
последовательность вариабельной области легкой цепи иммуноглобулина человека
представляет собой Vκ3-20/Jκ1, и модификация содержит замену по меньшей мере
одного негистидинового кодона на гистидиновый кодон в кодоне CDR3 в положении,
выбранном из 105, 106, 107, 109 и их комбинации.

48. Способ по п. 43, при котором антитело демонстрирует снижение в
диссоциационном периоде полувыведения (t1/2) при кислом значении pH, по сравнению
с нейтральным значением pH, по меньшей мере приблизительно в 2 раза, по меньшей
мере приблизительно в 3 раза, по меньшей мере приблизительно 4 раза, по меньшей
мере приблизительно в 5 раз, по меньшей мере приблизительно в 10 раз, по меньшей
мере приблизительно в 15 раз, по меньшей мере приблизительно в 20 раз, по меньшей
мере приблизительно в 25 раз или по меньшей мере приблизительно в 30 раз.

49. Способ по п. 43, при котором антитело проявляет диссоциационный период
полувыведения (t1/2) при кислом значении pH и 37°C, равный приблизительно 2 минутам
или менее.

50. Способ по п. 43, при котором отличное от человекаживотное представляет собой
мышь.

51. Способ получения отличного от человека животного, которое содержит
генетически модифицированный локус легкой цепи иммуноглобулина в своей
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зародышевой линии, способ, предусматривающий:
модификацию генома отличного от человекаживотного для удаления или приведения

в нефункциональное состояние эндогенных сегментов V и J легкой цепи
иммуноглобулина в локусе легкой цепи иммуноглобулина и

размещение в геноме единственной реаранжированной генной последовательности
вариабельной области легкой цепи человека, содержащейпоследовательности сегментов
VL и JL человека, содержащей по меньшей мере один гистидиновый кодон, который не
кодируется соответствующими последовательностями сегментов VL и JL зародышевой
линии человека.

52. Способ по п. 51, при котором способ приводит к генетическимодифицированному
отличному от человека животному, которое содержит популяцию В-клеток,
обогащенную антителами, проявляющими зависимое от pH связывание с
представляющим интерес антигеном.

53. Способ по п. 51, при котором животное представляет собой грызуна.
54. Способ по п. 53, в котором животное представляет собой мышь или крысу.
55. Способ по п. 51, при котором единственная реаранжированная

последовательность вариабельной области легкой цепи иммуноглобулина человека
происходит из генной последовательности Vκ1-39/Jκ5 или Vκ3-20/Jκ1 человека, и по
меньшей мере один гистидиновый кодон в кодоне CDR3.
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