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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft neue isolierte Immunglobuline, welchen die leichten Polypeptidketten fehlen. Die-
se Immunglobuline bestehen nicht aus den Abbauprodukten von Immunglobulinen, die sowohl aus schweren
Polypeptid- und leichten Polypeptidketten zusammengesetzt sind, sondern die Erfindung definiert im Gegen-
satz dazu ein neues Mitglied der Familie der Immunglobuline, insbesondere einen neuen Typ von Molekilen,
die in der Lage sind, an der Immunerkennung teilzunehmen. Solche Immunglobuline kdnnen fur mehrere Zwe-
cke, insbesondere zur Diagnose oder fur therapeutische Zwecke, einschlieRlich einem Schutz gegenuber pa-
thologischen Agenzien oder der Regulation der Expression oder Aktivitat von Proteinen verwendet werden.

[0002] Bisher besteht die Struktur, welche fir Immunglobuline vorgeschlagen wurde, aus einem Modell mit
vier Ketten, was sich auf das Vorliegen von zwei identischen leichten Polypeptidketten (leichte Ketten) und
zwei identischen schweren Polypeptidketten (schwere Ketten) bezieht, die durch Disulfidbindungen miteinan-
der verbunden sind, um y- oder T-férmige Makromolekule zu bilden. Diese Ketten sind aus einem konstanten
Bereich und einem variablen Bereich zusammengesetzt, wobei der konstante Bereich in mehrere Domanen
unterteilt ist. Die zwei schweren Polypeptidketten sind gewdhnlich durch Disulfidbindungen in einer sogenann-
ten "Gelenkregion” verknupft, welche zwischen der ersten und zweiten Doméane des konstanten Bereichs ge-
legen ist.

[0003] Von den Proteinen, welche die Klasse der Immunglobuline bilden, sind die meisten von diesen Anti-
korper und prasentieren dementsprechend eine Antigenbindungsstelle oder mehrere Antigenbindungsstellen.

[0004] Gemall dem Modell mit vier Ketten ist die Antigenbindungsstelle eines Antikérpers in den variablen
Domanen von jeweils den schweren und leichten Ketten lokalisiert und erfordert die Assoziierung der variablen
Domanen der schweren und der leichten Ketten.

[0005] Fur die Definition dieser Immunglobuline nach dem Vier-Ketten-Modell wird auf Roitt. I, et al. (Immu-
nology, zweite Ausgabe, Gower Medical Publishing USA, 1989) Bezug genommen. Bezug genommen wird ins-
besondere auf den Teil, welcher die Definition der Immunglobuline mit vier Ketten, deren Polypeptid- und ge-
netische Strukturen, die Definition von deren variablen und konstanten Bereichen und den Erhalt der Fragmen-
te, die durch enzymatischen Abbau gemaf wohlbekannten Techniken erzeugt werden, betrifft.

[0006] Die Erfinder haben Gberraschend festgestellt, da andere Molekile aus Tieren isoliert werden kénnen,
welche diese von Natur aus produzieren, wobei die Molekule funktionale Eigenschaften von Immunglobulinen
aufweisen, wobei diese Funktionen in manchen Fallen mit Strukturelementen verbunden sind, welche bei-
spielsweise aufgrund des Fehlens von leichten Ketten von jenen verschieden sind, die an der Funktion der Im-
munglobuline mit vier Ketten beteiligt sind.

[0007] Die Erfindung betrifft Inmunglobuline eines Modells mit zwei Ketten, welche weder Fragmenten ent-
sprechen, die beispielsweise durch den Abbau, insbesondere den enzymatischen Abbau eines naturlichen Im-
munglobulins des Modells mit vier Ketten erhalten werden, noch der Expression in Wirtszellen einer DNA ent-
sprechen, die fur den konstanten oder den variablen Bereich eines natirlichen Immunglobulins des Modells
mit vier Ketten oder einen Teil dieser Bereiche codiert, noch Antikérpern entsprechen, die bei Lymphopathien
z. B. in Mausen, Ratten oder Menschen erzeugt werden.

[0008] E.S.Ward et al. (1) haben einige Experimente beschrieben, die mit variablen Domanen von schweren
Polypeptidketten oder/und leichten Polypeptidketten (V,/F,) durchgefihrt wurden, um die Féhigkeit dieser va-
riablen Domanen zu testen, spezifische Antigene zu binden. Zu diesem Zweck wurde eine Bibliothek von
V,-Genen aus der genomischen DNA der Milz von Mausen hergestellt, welche vorher mit diesen spezifischen
Antigenen immunisiert wurden.

[0009] Ward et al. haben in ihrer Veréffentlichung beschrieben, dal V,-Doméanen vermutlich aufgrund der ex-
ponierten hydrophoben Oberflache, die normalerweise durch die V,- oder V,-Domanen abgedeckt wird, relativ
klebrig sind. Sie stellen sich folglich vor, dal’ es mdglich sein sollte, V -Domanen mit verbesserten Eigenschaf-
ten zu entwerfen, und daf} weiterhin V,-Doméanen mit Bindungsaktivitaten als Bausteine zur Erzeugung vari-
abler Fragmente (Fv-Fragmente) oder vollstandiger Antikérper dienen kénnten.

[0010] Die Veroffentlichung von Blier P. R. et al. (The Journal of Immunology, Band 139, 3996—4006, Nr. 12,
15. Dezember 1987) offenbart die unvollstandigen, aus Hybridom erhaltenen Nukleotidsequenzen.
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[0011] Die Erfindung geht nicht von der Idee aus, dall die verschiedenen Fragmente (leichte und schwere
Ketten) und die verschiedenen Domanen dieser Fragmente eines Immunglobulins nach dem Vier-Ketten-Mo-
dell modifiziert werden kénnen, um neue oder verbesserte Antigenbindungsstellen eines Immunglobulins nach
dem Vier-Ketten-Modell zu definieren.

[0012] Die Erfinder haben festgestellt, dal’ Immunglobuline eine andere Struktur als das bekannte Vier-Ket-
ten-Modell aufweisen kdnnen und dal solche anderen Immunglobuline neue Mittel zur Herstellung von Diag-
nosereagenzien, Heilmitteln oder irgendwelchen anderen Reagenzien zur Verwendung in der Forschung oder
fur industrielle Zwecke bieten.

[0013] Somit stellt die Erfindung neue Immunglobuline zur Verfigung, welche in der Lage sind, funktionale
Eigenschaften von Immunglobulinen nach dem Vier-Ketten-Modell zu zeigen, obwohl ihre Struktur in vielen
Fallen fur ihre Anwendung, ihre Herstellung und in manchen Fallen fir ihre Modifikation besser geeignet zu
sein scheint. Daruberhinaus kénnen diese Molekile als Leitstrukturen zur Modifikation anderer Immunglobuli-
ne betrachtet werden. Die Vorteile, welche durch diese Immunglobuline zur Verfligung gestellt werden, umfas-
sen die Moglichkeit, diese mit einer erhdhten Leichtigkeit herzustellen.

[0014] Die Erfindung betrifft ein Immunglobulin, das dadurch gekennzeichnet ist, dal3 es von Kamelartigen
erhaltlich ist und daf’ es zwei schwere Polypeptidketten umfalit, welche fiir die Bildung einer vollstandigen An-
tigenbindungsstelle oder mehrerer Antigenbindungsstellen ausreichen, wobei den schweren Polypeptidketten
eine sogenannte erste Domane in ihrem konstanten Bereich (CH1) fehlt, wobei diesem Immunglobulin die
leichten Polypeptidketten fehlen. In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung, sind diese Immunglo-
buline weiterhin durch die Tatsache gekennzeichnet, dal} sie das Produkt der Expression in einer prokaryoti-
schen oder in einer eukaryotischen Wirtszelle einer DNA oder einer cDNA mit der Sequenz eines Immunglo-
bulins, welchem die leichten Ketten fehlen, wie diese aus Lymphozyten oder anderen Zellen von Kamelartigen
erhaltlich sind, sind.

[0015] Die Immunglobuline der Erfindung kénnen z. B. aus den Sequenzen erhalten werden, welche in Fig. 7
beschrieben sind.

[0016] Die Immunglobuline der Erfindung, welchen die leichten Ketten fehlen, sind derart, da® die variablen
Domanen ihrer schweren Ketten Eigenschaften aufweisen, die von jenen der V, des Vier-Ketten-Immunglobu-
lins verschieden sind. Die variable Domane eines Immunglobulins aus schweren Ketten der Erfindung weist
keine normalen Wechselwirkungsstellen mit der V - oder mit der C,1-Doméane auf, welche in den Immunglo-
bulinen aus schweren Ketten nicht existieren. Es ist somit ein neues Fragment im Hinblick auf viele seiner Ei-
genschaften wie z. B. die Loslichkeit und die Lage der Bindungsstelle. Aus Grinden der Klarheit werden wir
diese in diesem Text V,,,, nennen, um sie von der klassischen V,, der Immunglobuline mit vier Ketten zu unter-
scheiden.

[0017] Mit "einer vollstandigen Antigenbindungsstelle” ist gemafl der Erfindung eine Stelle gemeint, welche
allein die Erkennung und vollstandige Bindung eines Antigens ermdglicht. Dieses kdnnte durch irgendein be-
kanntes Verfahren in Bezug auf das Testen der Bindungsaffinitat verifiziert werden.

[0018] Diese Immunglobuline, welche durch die rekombinante DNA-Technik hergestellt werden kénnen oder
aus Tieren isoliert werden kdnnen, werden manchmal auf den folgenden Seiten “Immunglobuline aus schwe-
ren Ketten” genannt. Vorzugsweise liegen diese Immunglobuline in einer reinen Form vor.

[0019] Die Immunglobuline sind in prokaryotischen Zellen, insbesondere in E. coli-Zellen, durch ein Verfahren
erhaltlich, welches die folgenden Schritte umfalt:
a) Klonieren in einen Bluescript-Vektor einer DNA- oder cDNASequenz, welche flr die V,,,-Doméane eines
Immunglobulins codiert, dem die leichte Kette fehlt, welche beispielsweise aus Lymphozyten von Kamelar-
tigen erhaltlich ist,
b) Gewinnen des klonierten Fragments nach Amplifizierung unter Verwendung eines 5'-Primers, der eine
Xho-Stelle enthalt, und eines 3'-Primers, welcher die Spe-Stelle mit der folgenden Sequenz

TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG,

enthalt,

c) Klonieren des gewonnenen Fragments in gleicher Phase in den Immun-PBS-Vektor nach Verdau des
Vektors mit Xho- und Spe-Restriktionsenzymen,

d) Transformieren von Wirtszellen, insbesondere E. coli, durch Transfektion mit dem rekombinanten Im-
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mun-PBS-Vektor aus Schritt c,
e) Gewinnen des Expressionsprodukts der V,,,-Codierungssequenz, z. B. indem Antikérper verwendet wer-
den, die gegen die V,,-Doméne eines Dromedars hervorgerufen wurden.

[0020] Die Immunglobuline kénnen heterospezifische Immunglobuline sein, welche durch ein Verfahren er-
haltlich sind, das die folgenden Schritte umfalit:
— Erhalten einer ersten DNA- oder cDNA-Sequenz, die fiir eine V,,,-Doméane oder einen Teil davon mit einer
determinierten Spezifitdit gegenliber einem vorgegebenen Antigen codiert und zwischen Xho- und
Spe-Stellen liegt,
— Erhalten einer zweiten DNA- oder cDNA-Sequenz, die fir eine V,,-Doméne oder einen Teil davon codiert,
welche eine determinierte Spezifitat aufweist, die von der Spezifitdt der ersten DNA- oder cDNA-Sequenz
verschieden ist, und welche zwischen den Spe- und EcoRI-Stellen liegt,
— Verdauen eines Immun-PBS-Vektors mit EcoRI- und Xhol-Restriktionsenzymen,
— Ligieren der erhaltenen DNA- oder cDNA-Sequenzen, welche fiir die V,,,-Domanen codieren, so dal} die
DNA- oder cDNA-Sequenzen in Folge in den Vektor kloniert werden,
— Transformieren einer Wirtszelle, insbesondere einer E. coli-Zelle, durch Transfektion und Gewinnen der
erhaltenen Immunglobuline.

[0021] In einer Ausfiihrungsform sind die Immunglobuline durch ein Verfahren erhaltlich, welches die folgen-
den Schritte umfal3t:
— Erhalten einer DNA- oder cDNA-Sequenz, die firr eine V,-Doméne oder einen Teil davon codiert, welche
eine determinierte spezifische Antigenbindungsstelle aufweist,
— Amplifizieren der erhaltenen DNA oder cDNA, wobei ein 5'-Primer, der ein Startcodon und eine Hindl-
[I-Stelle enthalt, und ein 3'-Primer, welcher ein Stoppcodon mit einer Xhol-Stelle enthalt, verwendet werden,
— Rekombinieren der amplifizierten DNA oder cDNA in die Hindlll-(Position 2650)- und Xhol-(Position
4067)-Stellen eines Plasmids pMM984,
— Transfizieren permissiver Zellen, insbesondere NB-E-Zellen, mit dem rekombinanten Plasmid,
— Gewinnen der erhaltenen Produkte.

[0022] Eine erfolgreiche Expression kann mit Antikdrpern, die gegen einen Bereich einer V,,-Doméne gerich-
tet sind, insbesondere durch einen ELISATest verifiziert werden.

[0023] Gemal einer anderen besonderen Ausfiihrungsform dieses Verfahrens werden die Immunglobuline in
ein Parvovirus kloniert.

[0024] In einem anderen Beispiel sind diese Immunglobuline durch ein Verfahren erhaltlich, welches die wei-
tere Klonierung einer zweiten DNA- oder cDNA-Sequenz mit einer anderen determinierten Antigenbindungs-
stelle in das pMM984-Plasmid umfaft.

[0025] Ein solches Immunglobulin kann weiter dadurch gekennzeichnet werden, dal} es durch ein Verfahren
erhaltlich ist, in welchem der Vektor Yep 52 ist und die transformierte rekombinante Zelle eine Hefe, insbeson-
dere S. cerevisiae ist.

[0026] Ein besonderes Immunglobulin ist dadurch gekennzeichnet, dal’ es eine katalytische Aktivitat auf-
weist, insbesondere dadurch, dalR es gegen ein Antigen gerichtet ist, welches einen aktivierten Zustand eines
gegebenen Substrats nachahmt. Diese katalytischen Antikérper konnen in dem Bereich ihrer Bindungsstelle
durch zufallige oder gerichtete Mutagenese modifiziert werden, um ihre katalytische Funktion zu steigern oder
zu modifizieren. Fur die allgemeine Technik zur Herstellung solcher katalytischen Immunglobuline kann auf die
Veroffentlichung von Lerner et al. (TIBS, November 1987, 427-430) Bezug genommen werden.

[0027] Gemal einem bevorzugten Beispiel sind die Immunglobuline dadurch gekennzeichnet, dal ihre vari-
ablen Bereiche an Position 45 eine Aminosaure enthalten, welche von einem Leucin-, Prolin- oder Glutamin-
rest verschieden ist.

[0028] Darlberhinaus sind die Immunglobuline aus schweren Ketten keine Produkte, die fur Lymphozyten
von Tieren oder fur Lymphozyten eines menschlichen Patienten, die an Lymphopathien leiden, charakteristisch
sind. Solche Immunglobuline, die bei Lymphopathien produziert werden, sind vom Ursprung her monoklonal
und resultieren aus pathogenen Mutationen auf dem Niveau des Genoms. Sie haben anscheinend keine An-
tigenbindungsstelle.
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[0029] Die zwei schweren Polypeptidketten dieser Immunglobuline kénnen durch eine Gelenkregion gemaf
der Definition von Roitt et al. verknupft sein.

[0030] In einem besonderen Beispiel sind Immunglobuline, welche den oben definierten Molekilen entspre-
chen, in der Lage, als Antikdrper zu wirken.

[0031] Die Antigenbindungsstelle(n) der Immunglobuline der Erfindung sind in dem variablen Bereich der
schweren Kette lokalisiert.

[0032] Bei einer bestimmten Gruppe dieser Immunglobuline enthalt jede schwere Polypeptidkette eine Anti-
genbindungsstelle in ihrem variablen Bereich, und diese Stellen entsprechen derselben Aminosauresequenz.

[0033] In einem weiteren Beispiel sind die Immunglobuline dadurch gekennzeichnet, daf3 ihre schweren Po-
lypeptidketten einen variablen Bereich (V,,,) und einen konstanten Bereich (C,,) gemaf der Definition von Roitt
et al. enthalten, ihnen aber die erste Domane ihres konstanten Bereichs fehlt. Diese erste Domane des kon-
stanten Bereichs wird C;1 genannt.

[0034] Diese Immunglobuline, welche keine C,1-Doméane aufweisen, sind derart, dafd der variable Bereich ih-
rer Ketten an dem C-terminalen Teil des variablen Bereichs direkt mit der Gelenkregion verknupft ist.

[0035] Die Immunglobuline des vorstehend beschriebenen Typs kénnen Immunglobuline vom Typ G und ins-
besondere Immunglobuline, welche als Immunglobuline der Klasse 2 (IgG2) oder Immunglobuline der Klasse
3 (IgG3) definiert werden, umfassen.

[0036] Das Fehlen der leichten Kette und der ersten konstanten Domane fiihrt zu einer Modifikation der No-
menklatur gemaR Roitt et al. der Immunglobulinfragmente, welche durch enzymatischen Verdau erhalten wer-
den.

[0037] Die Begriffe Fc und pFc einerseits, Fc' und pFc' andererseits, welche den Papain- bzw. den Pepsin-
verdaufragmenten entsprechen, werden beibehalten.

[0038] Die Begriffe Fab, F(ab),, F(ab'),, Fabc, Fd und Fv sind nicht l&nger in ihrem urspriinglichen Sinn an-
wendbar, da diese Fragmente entweder eine leichte Kette, den variablen Teil der leichten Kette oder die
C,,1-Doméane aufweisen.

[0039] Die Fragmente, welche durch Papainverdau erhalten werden und aus der V,-Doméne und der Ge-
lenkregion zusammengesetzt sind, werden FV,;h oder F(V,h), genannt, was davon abhéngt, ob diese durch
die Disulfidbindungen verknipft bleiben oder nicht.

[0040] Immunglobuline, welche den vorstehend angegebenen Definitionen entsprechen, kdnnen aus Tieren,
insbesondere aus Tieren der Familie der Kamelartigen stammen. Die Erfinder haben herausgefunden, daR die
Immunglobuline aus schweren Ketten, welche in den Kamelartigen vorliegen, nicht mit einem pathologischen
Zustand verbunden sind, welcher die Produktion abnormer Antikérper in Bezug auf die Immunglobuline mit vier
Ketten induzieren wiirde. Auf der Grundlage einer vergleichenden Untersuchung der Kamelartigen der alten
Welt (Camelus bactrianus und Camelus dromaderius) und der Kamelartigen der neuen Welt (z. B. Lama Pac-
cos, Lama Glama und Lama Vicugna) haben die Erfinder gezeigt, daf’ die Immunglobuline der Erfindung, wel-
chen leichte Polypeptidketten fehlen, bei allen Spezies gefunden werden. Nichtsdestotrotz kbnnen Unterschie-
de bei dem Molekulargewicht dieser Immunglobuline in Abhangigkeit von den Tieren auftreten. Insbesondere
kann das Molekulargewicht einer schweren Kette, welche in diesen Immunglobulinen enthalten ist, von unge-
fahr 43 kD bis ungefahr 47 kD reichen und insbesondere 45 kD betragen.

[0041] Die Immunglobuline aus schweren Ketten der Erfindung werden vorteilhafterweise in das Blut der Ka-
melartigen sezerniert.

[0042] Immunglobuline gemaRk diesem besonderen Beispiel sind durch Reinigung aus dem Serum von Ka-
melartigen erhaltlich, und ein Verfahren zur Reinigung wird im Detail in den Beispielen beschrieben. In dem
Fall, wo die Immunglobuline aus Kamelartigen erhalten werden, liegen die Immunglobuline nicht in ihrer natur-
lichen biologischen Umgebung vor.

[0043] Das Immunglobulin IgG2, wie es durch Reinigung aus dem Serum von Kamelartigen erhaltlich ist,
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kann so charakterisiert werden, dal es:
— nicht durch Chromatographie auf einer Protein-G-Sepharosesaule adsorbiert wird,
— durch Chromatographie auf einer Protein-A-Sepharosesaule adsorbiert wird,
— ein Molekulargewicht von ca. 100 kD nach Elution mit einem Puffer mit pH 4,5 (0,15 M NaCl, 0,58% Es-
sigsaure, eingestellt auf pH 4,5 mit NaOH) aufweist,
—aus schweren y3-Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von ca. 46 kD, vorzugsweise 45, nach Re-
duktion besteht.

[0044] Eine andere Gruppe von Immunglobulinen, welche IgG3 entsprechen, wie sie durch Reinigung aus
dem Serum von Kamelartigen erhaltlich sind, wird so charakterisiert, dal3 das Immunglobulin:
— durch Chromatographie auf einer Protein-A-Sepharosesaule adsorbiert wird,
— ein Molekulargewicht um ca. 100 kD nach Elution mit einem Puffer mit pH 3,5 (0,15 M NacCl, 0,58% Es-
sigsaure) aufweist,
— durch Chromatographie auf einer Protein-G-Sepharosesaule adsorbiert wird und mit einem Puffer mit pH
3,5 (0,15 M NaCl, 0,58% Essigsaure) eluiert wird,
— aus schweren y3-Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht um ca. 45 kD, insbesondere zwischen 43
und 47 kD nach Reduktion besteht.

[0045] Die Immunglobuline der Erfindung, welchen die leichten Ketten fehlen, umfassen nichtsdestotrotz auf
ihren schweren Ketten einen konstanten Bereich und einen variablen Bereich. Der konstante Bereich umfalt
verschiedene Domanen.

[0046] Der variable Bereich der Immunglobuline der Erfindung umfaf3t Gerustregionen (FW) und komplemen-
taritdtsbestimmende Bereiche (CDR), insbesondere vier Gerustregionen und drei Komplementaritatsbereiche.
Er ist von den Immunglobulinen mit vier Ketten insbesondere durch die Tatsache unterschieden, daR dieser
variable Bereich selbst ohne den Beitrag des variablen Bereichs einer leichten Kette, welche fehlt, eine Anti-
genbindungsstelle oder mehrere enthalten kann.

[0047] Die Aminosauresequenzen der Geristregionen 1 und 4 umfassen unter anderem entsprechende Ami-
nosauresequenzen, welche aus den folgenden ausgewahlt werden kénnen:
Fir die Domane der Gerustregion 1

CGCGSVQTGGSLRLSCEISGLTFD
GGEeSsSvVQEQTGLE B L LSCAVSGFSFS
GGSEQGEGGGSLRLSCAISGYTYG
GGSVQOPGGSLTLSCTVSGATYS
GGSVQAGGSLRLSCTGSGFPYS
GGSVQASGSLRLSCVAGFGTS
GGSVQAGGSLRLSCVSERPEPAENR
Fir die Domane der Gerustregion 4

WEGQGTQVTVSS
WGQGCTLVTVES
WEQGAQVTVSS
WGQGTQVTASS
RGQGTQVTVSL
Far die CDR3-Domane
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ALQPGGYCGYGX - = - - - - - - -cCL
VSLMDRISQH ~ - - - - - - - - - - -GC
VPARLGPGAILDLKXY -~-~- - -KY
FCYSTAGDGGSGE-‘~~—---——;‘\Y
ELSGGSCELPLLPF -+« -- 4«4+ - - -DY
DWKYWTCGAQTGGYPF -~ -+« -+« - -GQ¢Q
RLTEMGACDARWATLATRTFAYNY
QKKXKDRTRWAEPREMW -- -« -« ~-HNN
GSRFSSPVGESTSRLES-SDY--NY
ADPSIYYSILXIEY -=------K¥Y
DEBEPCYMPTMPAPPIRDSPFPGW - -DD
TSSFYWYCTTAPY - -~ - e « =« « « NV
TEIEWYGCNLRTTEF - -« -« -« - TR
NOQLAGGWYLDPNYWLSVGAY --AT
RLTEMOSCACDLDIARVYATLAT RTITPAYNY
DGWTRKEGGIGLPWSVQCEDGYNY
DSYPCHLL - - - « - « c e e-e--_-pvV
VEYPIADMCS « - - -« = « = - = - - - RY

[0048] Wie oben angegeben ist, fehlt den Immunglobulinen der Erfindung vorzugsweise ihre gesamte
C,1-Domane.

[0049] Solche Immunglobuline umfassen C,2- und C,3-Doménen in dem in Bezug auf die Gelenkregion
C-terminalen Bereich.

[0050] Der konstante Bereich umfaf3t der Immunglobuline C,;2- und C,;3-Doménen, welche eine Aminosaure-
sequenz umfassen, die ausgewahlt ist aus den folgenden:
fur die C,2-Doméne:

APZLLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP
FPELPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRP
APZLPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRP
APELLGGPSVFIFPPKPKDVLSISGRP
fur die C,3-Doméne:

GQTREPQVYTLA
GQTREPQVYTLAPXRLEL
GQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEM
GCQPREPQVYTLPPSQEEM

[0051] Interessanterweise haben die Erfinder gezeigt, dal® die Gelenkregion der Immunglobuline der Erfin-
dung verschiedene Langen aufweisen kann. Wenn diese Immunglobuline als Antikérper wirken, wird die Lange
der Gelenkregion an der Festlegung des Abstands teilnehmen, welcher die Antigenbindungsstellen trennt.

[0052] Vorzugsweise ist ein Immunglobulin gemaf der Erfindung dadurch gekennzeichnet, dal} seine Gelen-
kregion von 0 bis 50 Aminsauren umfaft.

[0053] Besondere Sequenzen der Gelenkregion der Immunglobuline der Erfindung sind die folgenden:
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GTNEVCKCPKCP

oder

EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP

[0054] Die kurze Gelenkregion entspricht einem IgG3-Molekil und die lange Gelenksequenz entspricht ei-
nem IgG2-Molekdil.

[0055] Isolierte V,,, die von Immunglobulinen aus schweren Ketten abgeleitet wurden, oder V,,,-Bibliotheken,
welche den Immunglobulinen aus schweren Ketten entsprechen, kénnen von klonierten V,,, von Immunglobu-
linen gemaf dem Vier-Ketten-Modell auf der Grundlage von Sequenzmerkmalen, welche die Immunglobuline
aus schweren Ketten kennzeichnen, unterschieden werden.

[0056] Der V,,-Bereich des Kamelimmunglobulins aus schweren Ketten zeigt eine Anzahl von Unterschieden
zu den V,-Bereichen, die von den Immunglobulinen mit vier Ketten aus allen untersuchten Spezies abgeleitet
wurden. In den Bereichen der Reste, welche an den V,,,/V, -Wechselwirkungen beteiligt sind, wird ein wichtiger
Unterschied in dem Bereich der Position 45 (FW) festgestellt, welche bei den Immunglobulinen mit vier Ketten
praktisch immer Leucin ist (98%), wobei die anderen Aminosauren an dieser Position Prolin (1%) oder Gluta-
min (1%) sind.

[0057] Bei dem Kamelimmunglohulin aus schweren Ketten wird bei den derzeit untersuchten Sequenzen nur
einmal Leucin an Position 45 gefunden. Es kdnnte aus einem Immunglobulin mit vier Ketten stammen. In den
anderen Fallen ist es durch einen Arginin-, Cystein- oder einen Glutaminsaurerest ersetzt. Das Vorliegen von
geladenen Aminoséauren an dieser Position sollte dazu beitragen, die V,,, 16slicher zu machen.

[0058] Der Ersatz durch fir Kamelartige spezifische Reste wie z. B. jene von Position 45 scheint fir die Kon-
struktion gentechnisch hergestellter V,,-Bereiche, die von dem V,,-Repertoire der Immunglobine mit vier Ket-
ten abgeleitet sind, interessant zu sein.

[0059] Ein zweites Merkmal, das fiir die V,,-Doméane der Kamelartigen spezifisch ist, ist das haufige Auftreten
eines Cysteins in dem CDR,-Bereich, welches mit einem Cystein in der CDR,-Position 31 oder 33 oder dem
FW,-Bereich an der Position 45 verbunden ist. Die Mdglichkeit eine Disulfidbindung zwischen dem CDR,-Be-
reich und dem Rest der variablen Doméane zu errichten, wiirde zur Stabilitdt und der Positionierung der Bin-
dungsstelle beitragen.

[0060] Mit Ausnahme eines einzelnen pathogenen Myelomproteins (DAW) wurde eine solche Disulfidbindung
nie in Immunglobulin-V-Bereichen angetroffen, die von Immunglobulinen mit vier Ketten abgeleitet waren.

[0061] Die Immunglobuline aus schweren Ketten haben weiterhin den besonderen Vorteil, da sie nicht kleb-
rig sind. Demgemaf aggregieren diese Immunglobuline, welche im Serum vorliegen, viel weniger als isolierte
schwere Ketten eines Immunglobulins mit vier Ketten. Die Immunglobuline der Erfindung sind bis zu einer Kon-
zentration Gber 0,5 mg/ml, vorzugsweise ber 1 mg/ml und noch bevorzugter tiber 2 mg/ml I8slich.

[0062] Diese Immunglobuline zeigen weiterhin ein umfassendes Antigenbindungsrepertoire und machen in
vivo eine Reifung im Hinblick auf die Affinitat und Spezifitat durch. Dementsprechend erméglichen sie die Iso-
lierung und die Herstellung von Antikdrpern mit definierter Spezifitat, was determinierte Antigene betrifft.

[0063] Eine andere interessante Eigenschaft der Immunglobuline ist, daf’ diese modifiziert und insbesondere
humanisiert werden kdnnen. Insbesondere ist es moglich, den gesamten oder einen Teil des konstanten Be-
reichs dieser Immunglobuline durch den gesamten oder einen Teil eines konstanten Bereichs eines menschli-
chen Antikdrpers zu ersetzen. Beispielsweise kénnten die C,2- und/oder C_3-Doméanen des Immunglobulins
durch die C,,;2- und/oder C,3-Doméanen des menschlichen IgG-y3-Immunglobulins ersetzt werden.

[0064] Bei solchen humanisierten Antikdrpern ist es ebenfalls moglich, einen Teil der variablen Sequenz,
namlich einen oder mehrere der Reste der GerUstregion, welche nicht in der Bindungsstelle liegen, durch Res-
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te der menschlichen Gerustregion oder durch einen Teil eines menschlichen Antikdrpers zu ersetzen.

[0065] Umgekehrt kdnnten Merkmale (insbesondere Peptidfragmente) der V,,, Bereiche des Immunglobulins
aus schweren Ketten in die V;- oder V -Bereiche, welche von Immunglobulinen mit vier Ketten abgeleitet sind,
beispielsweise mit dem Ziel, eine gréRRere Ldslichkeit der Immunglobuline zu erreichen, eingefihrt werden.

[0066] Die Erfindung betrifft weiterhin ein Fragment eines Immunglobulins, welches vorstehend beschrieben
wurde, und insbesondere ein Fragment, das aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist:
—einem Fragment, bei dem es sich um eine schwere Polypeptidkette eines erfindungsgemafien Immunglo-
bulins handelt, oder einem Fragment, bei dem es sich um den variablen Bereich einer schweren Kette eines
erfindungsgemafen Immunglobulins handelt, wobei beide Fragmente einen Aminosaurerest an Position 45
der schweren Kette tragen, bei dem es sich um eine geladene Aminosaure oder einen Cysteinrest handelt,
wobei das Fragment eine determinierte Antigenbindungsstelle bildet.
— Fragmenten, die durch enzymatischen Verdau der Immunglobuline der Erfindung erhalten werden, was
zu dem FV h-Fragment (das die Antigenbindungsstellen der schweren Ketten enthalt) oder dessen Dimer
F(Vyuh), fahrt,
— homologen Fragmenten, die mit anderen proteolytischen Enzymen erhalten werden.

[0067] Die Fragemente kénnen durch enzymatischen Abbau der Immunglobuline erhalten werden. Sie kén-
nen ebenfalls durch Expression in Zellen oder Organismen von einer Nukleotidsequenz, welche fir die Immun-
globuline codiert, erhalten werden oder sie kbnnen chemisch synthetisiert werden.

[0068] Die Erfindung betrifft ebenfalls anti-ldiotyp-Antikdrper, welche zu den Klassen der Immunglobuline aus
schweren Ketten gehdren. Solche anti-Idiotypen kdnnen gegen menschliche oder tierische Idiotypen erzeugt
werden. Eine Eigenschaft dieser anti-ldiotypen ist, daf} diese als idiotype Impfstoffe, insbesondere zur Impfung
gegen Glycoproteine oder Glycolipide, und in Fallen, wo das Kohlenhydrat den Epitop festlegt, verwendet wer-
den kénnen.

[0069] Die Erfindung betrifft ebenfalls anti-ldiotypen, die in der Lage sind, Idiotypen von Immunglobulinen aus
schweren Ketten zu erkennen.

[0070] Solche anti-ldiotyp-Antikérper kbnnen entweder syngene Antikérper oder allogene oder xenogene An-
tikérper sein.

[0071] Die Erfindung betrifft ebenfalls Nukleotidsequenzen, welche flir das gesamte oder einen Teil eines Pro-

teins codieren, dessen Aminosauresequenz eine Peptidsequenz umfallt, die ausgewahlt ist aus den folgen-
den:
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#PZILLGGPSVFVTPPKPKDVLSISGXPK
APILPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRPR

PILPGGPSVFIVIPPRPKDVLSISERPH

X

APILLGCGPSVFITPPKPKDVLSISGRPH

GOTREPQVYTLAPYRLIL

CQPRIPQVYTLPPSRDIL

GQPREPQVYTLPRSRIEM

GQPREPQVYTLPPSQELEM
VTVSSGTNEVCKCPKCPAPELPGGPSVFVFP

oder

VTVSSEPKIPQPQPKPQPQRPOPQPKPQPKPEPECTCPKCPAPELLGGPSVFIFP
GTNEVCKCPKCP
APELPGGPSVFVFP
EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP
APELLGGPSVFIFP

[0072] Solche Nukleotidsequenzen kdnnen von den Aminosauresequenzen abgeleitet werden, wobei man
die Degeneriertheit des genetischen Codes bericksichtigt. Sie kdnnen synthetisiert werden oder aus Zellen
isoliert werden, welche die Immunglobuline der Erfindung produzieren.

[0073] Ein Verfahren zum Erhalten solcher DNA-Sequenzen wird in den Beispielen beschrieben.

[0074] Die Erfindung umfaRt ebenfalls RNA-, insbesondere mMRNA-Sequenzen, welche diesen DNA-Sequen-
zen entsprechen, und ebenfalls entsprechende cDNA-Sequenzen.

[0075] Die Nukleotidsequenzen der Erfindung kdnnen weiterhin zur Herstellung von Primern verwendet wer-
den, welche fiir den Nachweis in Zellen oder das Screenen von DNA- oder cDNA-Bibliotheken geeignet sind,
um Nukleotidsequenzen zu isolieren, welche fir Immunglobuline der Erfindung codieren.

[0076] Solche Nukleotidsequenzen kdnnen zur Herstellung rekombinanter Vektoren und der Expression die-
ser Sequenzen, die in den Vektoren enthalten sind, durch Wirtszellen, insbesondere prokaryotische Zellen wie
Bakterien oder ebenso eukaryotische Zellen und z. B. CHO-Zellen, Insektenzellen, Affenzellen wie Verozellen,
oder irgendwelche anderen Saugetierzellen verwendet werden. Insbesondere die Tatsache, dal den Immun-
globulinen der Erfindung die leichten Ketten fehlen, erlaubt, diese in eukaryotischen Zellen zu sezernieren, da
keine Notwendigkeit besteht, auf den Schritt, welcher aus der Bildung des BIP-Proteins besteht, welches bei
den Immunglobulinen mit vier Ketten benétigt wird, zurtickzugreifen.

[0077] Die Unzuldnglichkeiten der bekannten Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikdrper oder Im-
munglobuline durch rekombinante DNA-Technologie resultieren aus der Notwendigkeit, in der iberwiegenden
Mehrzahl der Félle gleichzeitig die V- und V,-Domanen zu klonieren, welche der spezifischen Bindungsstelle
der Immunglobuline mit vier Ketten entsprechen. Die Tiere und insbesondere die Kamelartigen, welche Im-
munglobuline aus schweren Ketten gemaf der Erfindung produzieren, und mdglicherweise andere Wirbeltier-
spezies sind in der Lage, Immunglobuline aus schweren Ketten zu produzieren, bei welchen die Bindungsstelle
ausschlieRlich in der V,-Doméne lokalisiert ist. Anders als die wenigen Immunglobuline aus schweren Ketten,
die in anderen Spezies durch Trennung der Ketten oder durch direkte Klonierung erzeugt werden, haben die
Immunglobuline aus schweren Ketten der Kamelartigen eine intensive Reifung in vivo durchgemacht. Dartber-
hinaus hat sich ihr V-Bereich natirlich entwickelt, so da er in Abwesenheit der V, funktioniert. Diese sind da-
her ideal zur Produktion monoklonaler Antikdrper durch rekombinante DNA-Technologie. Da der Erhalt der ein
spezifisches Antigen bindenden Klone nicht von einem stochastischen Verfahren abhangt, das eine sehr grolle
Anzahl rekombinanter Zellen bendtigt, erlaubt dieses ebenfalls eine sehr viel eingehendere Untersuchung des
Repertoires.
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[0078] Dieses kann auf der Ebene des nicht umgeordneten V,,,-Repertoires unter Verwendung von DNA, die
von einem willkirlich ausgewahlten Gewebe oder Zelltyp stammt, oder auf der Ebene des umgeordneten
VHH-Repertoires unter Verwendung von DNA, die aus B-Lymphozyten erhalten wurde, durchgefiihrt werden.
Interessanter ist es jedoch, die mRNA von Antikérper-produzierenden Zellen zu transkribieren und die cDNA
mit oder ohne vorherige Amplifikation in einen geeigneten Vektor zu klonieren. Dieses fuhrt zu dem Erhalt von
Antikérpern, welche schon eine Affinitatsreifung durchlaufen haben.

[0079] Die Untersuchung eines grol3en Repertoires sollte sich bei der Suche nach Antikérpern mit katalyti-
schen Aktivitaten als besonders niitzlich erweisen.

[0080] Die Erfindung stellt somit Bibliotheken zur Verfligung, welche auf eine Weise erzeugt werden kénnen,
die einen Teil der Gelenksequenz einschlief3t, wobei die Identifizierung einfach ist, da das Gelenk direkt an der
V,;-Doméne befestigt ist.

[0081] Diese Bibliotheken kdnnen erhalten werden, indem cDNA aus lymphoiden Zellen mit oder ohne eine
vorherige PCR-Amplifikation kloniert wird. Die PCR-Primer sind in den Promoter-, Leit- oder Gerlistregionse-
quenzen der V. fiir den St-Primer und in der Gelenk-, CH,-, CH,-, der nichttranslatierten 3'-Region oder einem
PolyA-Schwanz fur den 3'-Primer lokalisiert. Eine Grofkenauswahl des amplifizierten Materials ermdglicht die
Konstruktion einer Bibliothek, welche auf Immunglobuline aus schweren Ketten beschrankt ist.

[0082] In einem bestimmten Beispiel wird der folgende 3'-Primer, in welchen eine Kpnl-Stelle eingebaut wur-
de und welcher den Aminosauren 313 bis 319 entspricht (CGC CAT CAA GGT AAC AGT TGA), in Verbindung
mit Maus-V,,-Primern verwendet, welche von Sestry et al. beschrieben werden und eine Xho-Stelle enthalten.

AG GTC CAG CTG CTC GAG TCT GG

AG CTC CAG CTG CTC GAG TCT GG

AG GTC CAG CTT CTC GAG TCT GG
XhoI -Stelle

[0083] Diese Primer ergeben eine Bibliothek von Immunglobulinen aus schweren Ketten von Kamelartigen,
welche den V,,-Bereich (der mit der Untergruppe Il der Maus oder des Menschen im Zusammenhang steht),
das Gelenk und einen Abschnitt von CH, umfassen.

[0084] In einem anderen Beispiel ist die cDNA an ihrem 5'-Ende polyadenyliert, und die Maus-spezifischen
V,4-Primer sind in dem Bereich des Nukleotids 12 durch einen poly-T-Primer mit einer eingebauten Xhol-Stelle
ersetzt.

CTCGAGT»

[0085] Es wird derselbe 3'-Primer mit einer Kpnl-Stelle verwendet.
[0086] Dieses Verfahren erzeugt eine Bibliothek, welche alle Untergruppen von Immunglobulinen enthalt.

[0087] Ein Teil des Interesses beim Klonieren eines Bereichs, welcher die Gelenk-CH,-Verknipfung umfafdt,
liegt darin, dal® sowohl bei y2 als auch y3 eine Sac-Stelle unmittelbar nach dem Gelenk vorliegt. Diese Stelle
ermdglicht das Pfropfen der Sequenz, welche fir die V,, und das Gelenk codiert, auf den Fc-Bereich anderer
Immunglobuline, insbesondere des menschlichen IgG, und IgG; welche an dieser Stelle dieselbe Aminosau-
resequenz aufweisen (Glu,,, Leu,,;).

[0088] Als ein Beispiel befaldt sich die Erfindung mit einer cDNA-Bibliothek, welche aus Nukleotidsequenzen
zusammengesetzt ist, die fir ein Immunglobulin aus schweren Ketten codieren, wie sie beispielsweise durch
ein Durchfiihren der folgenden Schritte erhalten wird:
a) Behandeln einer Probe, die lymphoide Zellen, insbesondere periphere Lymphozyten, Milzzellen, Lymph-
knoten oder ein anderes Lymphgewebe aus einem gesunden Tier, das insbesondere ausgewahlt wird aus
den Kamelartigen, enthalt, um die lymphoiden Zellen abzutrennen,
b) Abtrennen polyadenylierter RNA von den anderen Nukleinsduren und Bestandteilen der Zellen,
¢) Umsetzen der erhaltenen RNA mit einer reversen Transkriptase, um die entsprechende cDNA zu erhal-
ten,
d) Inkontaktbringen der cDNA aus Schritt ¢) mit 5'-Primern, welche der V;-Doméane von Immunglobulinen
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mit 4 Ketten aus Mausen entsprechen, wobei der Primer eine festgelegte Restriktionsstelle, z. B. eine
Xhol-Stelle enthalt, und mit 3'-Primern, welche dem N-terminalen Teil einer C,,2-Doméane entsprechen, wel-
che eine Kpnl-Stelle enthalten,

e) Amplifizieren der DNA,

f) Klonieren der amplifizierten Sequenz in einen Vektor, insbesondere in einen Bluescript-Vektor,

g) Gewinnen der Klone, die mit einer Sonde hybridisieren, welche der Sequenz entspricht, die fiir eine kon-
stante Domane aus einem isolierten Immunglobulin aus schweren Ketten codiert.

[0089] Diese Klonierung ruft Klone hervor, welche DNA-Sequenzen enthalten, die die Sequenz, die fiir das
Gelenk codiert, einschlieen. Sie erlaubt somit die Charakterisierung der Unterklasse des Immunglobulins und
der Sacl-Stelle, welche zum Pfropfen des FVE,h- auf den Fc-Bereich nutzlich ist.

[0090] Die Gewinnung der Sequenzen, welche fir die Immunglobuline aus schweren Ketten codieren, kann
ebenfalls durch die Auswahl von Klonen erreicht werden, welche DNA-Sequenzen enthalten, die eine Grolle
aufweisen, die mit dem Fehlen der C,1-Doméane vereinbar ist.

[0091] Es ist gemaR einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung maéglich, die folgenden Schritte zwischen
den Schritten ¢) und d) des obigen Verfahrens hinzuzufiigen:
— In Gegenwart einer DNA-Polymerase und von Deoxyribonukleotidtriphosphaten Inkontaktbringen der
cDNA mit degenerierten Oligonukleotid-Primern, deren Sequenzen in der Lage sind, fur die Gelenkregion
und die N-terminale V,,-Doméne eines Immunglobulins zu codieren, wobei die Primer in der Lage sind, an
die cDNA zu hybridisieren und in der Lage sind, die Verlangerung einer DNA-Sequenz zu initiieren, die zu
der cDNA, welche als Matrize verwendet wird, komplementar ist,
— Gewinnen der amplfizierten DNA.

[0092] Die Klone kénnen in mehreren Typen von Expressionsvektoren exprimiert werden. Als ein Beispiel
werden unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Vektors Immun-PBS (Huse et al., Science (1989)
246, 1275) Klone, die in Bluescript® gemal dem oben beschriebenen Verfahren erzeugt wurden, durch PCR
gewonnen, wobei derselbe Xhol-haltige 5'-Primer und ein neuer 3'-Primer verwendet werden, welcher den
Resten 113-103 in der GerUstregion der Immunglobuline entspricht, in welchen eine Spe-Stelle eingebaut wur-
de: TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG.

[0093] Dieses Verfahren ermdglicht die Klonierung der V,,, in die Xho/SpeStelle des Immun-PBS-Vektors. Je-
doch befindet sich das 3'-Ende des Gens nicht in der gleichen Phase mit dem Identifikations-"Tag” und dem
Stopcodon des Vektors. Um dieses zu erreichen, wird das Konstrukt mit Spe geschnitten und die Uberhénge
von vier Basen werden aufgeflillt, wobei das Klenow-Fragment verwendet wird, wonach der Vektor erneut li-
giert wird. Eine weitere Verfeinerung besteht in dem Ersetzen des Markers ("tag”) durch ein Polyhistidin, so
daf eine Reinigung der klonierten V,, mit Hilfe eines Metalls durchgeflihrt werden kann. Um dieses zu errei-
chen, werden zuerst ein doppelstrangiges Spe/EcoRI-Oligonukleotid, das fiir sechs Histidine codiert, und ein
Stopcodon durch Synthese beider Strange konstruiert, worauf ein Erwarmen und Reassozierenlassen folgt:

CTA GTG CAC CAC CAT CAC CAT CAC TAA' TAG'
AC GTG GTG GTA GTG GTA GTG ATT ATC TTA A

[0094] Der Vektor, welcher das Insert enthalt, wird dann mit Spel und EcoRI verdaut, um die enthaltene
"tag”-Sequenz zu entfernen, welche durch die poly-His/Terminationssequenz ersetzt werden kann. Die erzeug-
te V4 kann gleichermal3en nachgewiesen werden, indem Antikérper verwendet werden, die gegen die V,,,-Be-
reiche des Dromedars hervorgerufen wurden. Unter Laborbedingungen werden die V,,-Bereiche in dem Im-
mun-PBS-Vektor in Mengen von mg pro Liter produziert.

[0095] Die Erfindung betrifft ebenfalls eine DNA-Bibliothek, welche aus Nukleotidsequenzen zusammenge-
setzt ist, die fur ein Immunglobulin aus schweren Ketten codieren, wie es beispielsweise aus Zellen mit umge-
ordneten Immunglobulingenen erhalten wird.

[0096] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die Bibliothek aus Zellen von einem Tier her-
gestellt, das vorher gegen ein determiniertes Antigen immunisiert wurde. Dieses ermdglicht die Auswahl von
Antikdrpern, welche eine vorausgewahlte Spezifitat fir das Antigen, das zur Immunisierung verwendet wurde,
aufweisen.

[0097] In einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung wird die Amplifikation der cDNA nicht vor dem Kilo-
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nieren der cDNA durchgefihrt.

[0098] Die schwere Kette der Immunglobuline aus vier Ketten bleibt in der Zelle durch ein Chaperon-Protein
(BIP) abgeschirmt, bis diese mit einer leichten Ketten kombiniert wird. Die Bindungsstelle fir das Chape-
ron-Protein ist die C,;1-Doméne. Da diese Domé&ne den Immunglobulinen aus schweren Ketten fehlt, ist deren
Sekretion von dem Vorliegen des BIP-Proteins oder der leichten Kette unabhangig. Darlberhinaus haben die
Erfinder gezeigt, dal3 die erhaltenen Immunglobuline nicht klebrig sind und dementsprechend nicht anomal ag-
gregieren werden.

[0099] Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers, welcher
gegen ein determiniertes Antigen gerichtet ist, wobei die Antigenbindungsstelle des Antikérpers aus schweren
Polypeptidketten besteht und wobei dem Antikérper weiterhin die leichten Polypeptidketten fehlen, wobei das
Verfahren umfaft:
— Immortalisieren von Lymphozyten, die beispielsweise aus dem peripheren Blut von Kamelartigen, die vor-
her mit einem determinierten Antigen immunisiert wurden, erhalten wurden, mit einer unsterblichen Zelle
und vorzugsweise mit Myelomzellen, um ein Hybridom zu bilden,
— Kultivieren der gebildeten immortalisierten Zellen (Hybridom) und Gewinnen der Zellen, welche die Anti-
korper mit der gewlinschten Spezifitdt produzieren.

[0100] Die Herstellung der Antikdrper kann ebenfalls ohne eine vorherige Immunisierung der Kamelartigen
durchgefiihrt werden.

[0101] Gemal einem anderen Verfahren zur Herstellung von Antikdrpern ist ein Ruickgriff auf die Technik der
Hybrydomzellen nicht erforderlich.

[0102] Gemal einem solchen Verfahren werden Antikorper in vitro hergestellt, und diese kénnen durch ein
Verfahren erhalten werden, welches die folgenden Schritte umfaldt:
— Klonieren in Vektoren, insbesondere in Phagen und besonders bevorzugt filamentésen Bakteriophagen,
von DNA- oder cDNA-Sequenzen, die aus Lymphozyten, insbesondere PBLs von Kamelartigen erhalten
wurden, die vorher mit determinierten Antigenen immunisiert wurden,
— Transformieren von prokaryotischen Zellen mit den obigen Vektoren unter Bedingungen, welche die Pro-
duktion der Antikorper erlauben,
— Selektieren der Antikorper im Hinblick auf ihre Struktur aus schweren Ketten und weiterhin Unterwerfen
dieser unter eine Antigen-Affinitatsselektion,
— Gewinnen der Antikdrper mit der gewtlinschten Spezifitat.

[0103] In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird das Klonieren in Vektoren, insbesondere in Plas-
mide, welche fir bakterielle Membranproteine codieren, durchgeflihrt. Prokaryotische Zellen werden dann mit
den obigen Vektoren unter Bedingungen transformiert, welche die Expression von Antikorpern in deren Mem-
bran erlauben.

[0104] Die positiven Zellen werden weiter durch Antigenaffinitatsselektion selektioniert.

[0105] Die Antikdrper aus schweren Ketten, welche die C,1-Doméane nicht enthalten, weisen in dieser Hin-
sicht einen deutlichen Vorteil auf. Tatséchlich bindet die C,1-Doméne an Chaperon-Proteine vom Typ BIP, wel-
che innerhalb eukaryotischer Vektoren vorliegen, und die schweren Ketten werden nicht aus dem endozyto-
plasmatischen Retikulum heraustransportiert, wenn nicht leichte Ketten vorliegen. Dieses bedeutet, dal in eu-
karyotischen Zellen eine effiziente Klonierung von Immunglobulinen mit vier Ketten in Nicht-Saugetierzellen
wie z. B. Hefezellen von den Eigenschaften des vorhandenen Chaperones vom Typ BIP abhangen kann und
somit sehr schwer zu erreichen sein kann. In dieser Hinsicht weisen die Antikdrper aus schweren Ketten der
Erfindung, welchen die C;1-Doméne fehlt, einen deutlichen Vorteil auf.

[0106] In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung kann das Klonieren in Hefe entweder zur Produk-
tion von Antikdrpern oder zur Modifikation des Metabolismus der Hefe durchgefiihrt werden. Beispielsweise
kann der Yep-52-Vektor verwendet werden. Dieser Vektor weist den Replikationsursprung (ORI) 2 p aus der
Hefe zusammen mit einem Selektionsmarker Leu 2 auf.

[0107] Das klonierte Gen befindet sich unter der Kontrolle des gall-Promotors und ist dementsprechend durch

Galactose induzierbar. Daruberhinaus kann die Expression durch Glucose reprimiert werden, was den Erhalt
einer sehr hohen Konzentration von Zellen vor der Induktion erlaubt.
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[0108] Die Klonierung zwischen die BamHI- und Sall-Stellen unter Verwendung derselben Strategie zur Pro-
duktion der Gene durch PCR wie die oben beschriebene ermdglicht die Klonierung von Immunglobulingenen
der Kamelartigen in E. coli. Als ein Beispiel fir die Modulation des Stoffwechsels, welche durch Antikérper er-
halten werden kann und fur die Hefe vorgeschlagen wurde, kann man die Klonierung von Antikdrpern, welche
gegen Cycline, d. h. Proteine, die an der Regulation des Zellzyklus der Hefe beteiligt sind, gerichtet sind, zitie-
ren (TIBS 16 430 J. D. McKinney, N. Heintz 1991). Ein anderes Beispiel ist die Einfihrung durch Gentechno-
logie eines Antikorpers, der gegen CD,, gerichtet ist, in das Genom der Hefe, wobei der Antikdrper induzierbar
waére (z. B. durch Galt.). Die CD, ist in den Bereich der Initiierung der Zellteilung involviert, und daher wirde
die Expression von Antikdrpern gegen dieses Molekiil eine effiziente Kontrolle der Multiplikation der Zellen und
die Optimierung von Verfahren zur Produktion in Bioreaktoren oder mittels immobilisierter Zellen erlauben.

[0109] In noch einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung ist der Klonierungsvektor ein Plasmid oder ein
eukaryotischer Virusvektor, und die Zellen, welche transformiert werden sollen, sind eukaryotische Zellen, ins-
besondere Hefezellen, Saugetierzellen, z. B. CHO-Zellen, oder Affenzellen wie z. B. Vero-Zellen, Insektenzel-
len, Pflanzenzellen oder Protozoenzellen.

[0110] Fur mehr Details, welche das Verfahren betreffen, das in einem solchen Fall angewendet wird, wird
auf die Veroffentlichung von Marks et al., J. Mol. Biol. 1991, 222: 581-597 Bezug genommen.

[0111] Weiterhin kdnnen ausgehend von den Immunglobulinen oder von deren Fragmenten neue Immunglo-
buline oder Derivate hergestellt werden.

[0112] Demgemal kénnen Immunglobuline, welche den oben angegebenen Definitionen entsprechen, ge-
gen determinierte Antigene hergestellt werden. Insbesondere stellt die Erfindung monoklonale oder polyklona-
le Antikorper zur Verfiigung, welchen die leichten Polypeptidketten fehlen, oder Antiseren, welche solche An-
tikorper enthalten und welche gegen determinierte Antigene und beispielsweise gegen Antigene von patholo-
gischen Agenzien wie z. B. Bakterien, Viren und Parasiten gerichtet sind. Als ein Beispiel fir Antigene oder
antigene Determinanten, gegen welche Antikorper hergestellt werden kénnten, kann man die Hullglycoprotei-
ne von Viren oder deren Peptide wie beispielsweise das auliere Hiuillglycoprotein eines HIV-Virus, das Ober-
flachenantigen des Hepatitis-B-Virus zitieren.

[0113] Immunglobuline kdnnen ebenfalls gegen ein Protein, Hapten, Kohlenhydrat oder eine Nukleinsaure
gerichtet sein.

[0114] Besondere Antikdrper gemaR der Erfindung sind gegen den Galactosyl-a-1-3-Galactoseepitop gerich-
tet.

[0115] Die Immunglobuline erlauben weiterhin die Herstellung von kombinierten Produkten wie beispielswei-
se der Kombination des Immunglobulins aus schweren Ketten oder eines Fragments davon mit einem Toxin,
einem Enzym, einem Arzneimittel, einem Hormon.

[0116] Als Beispiel kann man die Kombination aus einem Immunglobulin aus schweren Ketten, welches eine
Antigenbindungsstelle tragt, die ein Myelomimmunglobulinepitop erkennt, mit dem Abrin- oder Mistellectintoxin
herstellen. Ein solches Konstrukt hatte Anwendungen bei einer patientenspezifischen Therapie.

[0117] Eine andere vorteilhafte Kombination ist die, welche man aus einem Immunglobulin aus schweren Ket-
ten, das ein Insektendarmantigen erkennt, und einem Toxin, das fur Insekten spezifisch ist, wie beispielsweise
die Toxine der unterschiedlichen Serotypen von Bacillus thuringiensis oder Bacillus sphaericus, herstellen
kann. Ein solches Konstrukt, kloniert in Pflanzen, kann verwendet werden, um die Spezifitat oder den Wirtsbe-
reich existierender Bakterientoxine zu vergrof3ern.

[0118] Die Erfindung schlagt ebenfalls Antikbrper mit verschiedenen Spezifitaten auf jeder schweren Poly-
peptidkette vor. Diese multifunktionalen, insbesondere bifunktionalen Antikérpern konnten hergestellt werden,
indem zwei schwere Ketten von Immunglobulinen der Erfindung oder eine schwere Kette eines Immunglobu-
lins der Erfindung mit einem Fragment eines Immunglobulins nach dem Vier-Ketten-Modell kombiniert wurden.

[0119] Die Erfindung stellt ebenfalls heterospezifische Antikdrper zur Verfiigung, welche zum gezielten Bin-
den an Arzneimittel oder irgendeine biologische Substanz wie Hormone verwendet werden kénnen. Insbeson-
dere kénnen sie verwendet werden, um selektiv Hormone oder Cytokine gezielt an eine begrenzte Kategorie
von Zellen zu binden. Beispiele sind eine Kombination aus einem Maus- oder menschlichen Antikérper, der
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gegen Interleukin 2 (IL,) hervorgerufen wurde, und einem Antikdrper aus schweren Ketten, der gegen CD,-Zel-
len hervorgerufen wurde. Dieser konnte verwendet werden, um CD,-Zellen zu reaktivieren, welche ihren
IL,-Rezeptor verloren haben.

[0120] Die Immunglobuline aus schweren Ketten kdnnen ebenfalls zur Herstellung heterospezifischer Anti-
korper verwendet werden. Diese kdnnen entweder gemafl dem oben beschriebenen Verfahren durch Reduk-
tion der Brucken zwischen den verschiedenen Ketten und Reoxidation gemaf den ublichen Techniken von
zwei Antikdrpern mit unterschiedlichen Spezifitaten erhalten werden, dieses kann aber ebenfalls durch ein Klo-
nieren in Serie von zwei Antikdrpern in beispielsweise den Immun-PBS-Vektor erreicht werden.

[0121] In einem solchen Fall wird ein erstes Gen, das der V,,-Domane entspricht, die zwischen der Xho-Stel-
le und einer Spe-Stelle liegt, wie oben beschrieben hergestellt. Ein zweites Gen wird dann liber einen analogen
Weg hergestellt, indem als das auRerste 51 Ende ein Primer mit einer Spe-Stelle und als das duf3erste 3'-Ende
ein Primer mit einem Stopcodon und einer EcoRI-Stelle verwendet wird, Der Vektor wird dann mit EcoRI und
Xhol verdaut, und im weiteren werden beide V,,-Gene entsprechend durch Xho/Spe und durch Spe/EcoRlI ver-
daut.

[0122] Nach der Ligation werden beide Immunglobulingene in Serie kloniert. Der Abstand zwischen beiden
Genen kann durch die Einfihrung zusatzlicher Codons innerhalb des 5'-Spel-Primers erhéht werden.

[0123] In einem besonderen Beispiel ist die Gelenkregion der IgG2-Immunglobuline gemaf der Erfindung
halb starr und ist somit zur Kopplung von Proteinen geeignet. Bei einer solchen Anwendung kénnen Proteine
oder Peptide mit verschiedenen Substanzen, insbesondere mit Liganden tber die Gelenkregion verknupft wer-
den, welche als Abstandhalter verwendet wird. Vorteilhafterweise umfalit das Fragment wenigstens sechs
Aminosauren.

[0124] Esistinteressant, eine Sequenz, welche eine wiederholte Sequenz Pro-X umfalfit, wobei X irgendeine
Aminosaure und vorzugsweise GIn, Lys oder Glu ist, insbesondere ein Fragment, das aus einer wenigstens
dreifachen Wiederholung und vorzugsweise einer zwoélffachen Wiederholung zusammengesetzt ist, zu ver-
wenden, um Proteine an einen Liganden zu koppeln oder um verschiedene Proteindomanen zusammenzuset-
zen.

[0125] Die Gelenkregion oder ein Fragment von dieser kann ebenfalls zum Koppeln von Proteinen an Ligan-
den oder zum Zusammensetzen unterschiedlicher Proteindomanen verwendet werden.

[0126] Ubliche Kopplungstechniken sind geeignet, und insbesondere kann auf die Technik der Proteinkons-
truktion durch ein Zusammensetzen klonierter Sequenzen Bezug genommen werden.

[0127] Die Antikérper geman dieser Erfindung kénnten als Reagenzien zur Diagnose in vitro oder tber Abbil-
dungstechniken verwendet werden. Die Immunglobuline der Erfindung kdnnten mit Radioisotopen, chemi-
schen oder enzymatischen Markern oder chemilumineszenten Markern markiert werden.

[0128] Als Beispiel und insbesondere in dem Fall des Nachweises oder der Beobachtung der Immunglobuline
durch Abbildungstechniken ist eine Markierung wie Technetium, insbesondere Technetium 99 vorteilhaft. Diese
Markierung kann zur direkten Markierung Gber ein Kopplungsverfahren mit den Immunglobulinen oder deren
Fragmenten oder zur indirekten Markierung nach einem Schritt der Herstellung eines Komplexes mit dem
Technetium verwendet werden.

[0129] Andere interessante radioaktive Markierungen sind Z. B. Indium und insbesondere Indium 111 oder
lod, insbesondere 13, 1'*® und 1'%,

[0130] Fur die Beschreibung dieser Techniken wird auf die FR-Patentanmeldung, welche unter der Nr.
2649488 veroffentlicht wurde, Bezug genommen.

[0131] Beidiesen Anwendungen ist die kleine GréRe des V,,-Fragments ein definitiver Vorteil fir das Eindrin-
gen in das Gewebe.

[0132] Die Erfindung betrifft ebenfalls monokonale Antikérper, welche mit Anti-Idiotypen der oben beschrie-
benen Antikdrper reagieren.
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[0133] Die Erfindung betrifft ebenfalls Zellen oder nicht-menschliche Organismen, in welche Immunglobuline
aus schweren Ketten kloniert wurden. Solche Zellen oder nicht-menschliche Organismen kénnen zu dem
Zweck verwendet werden, Immunglobuline aus schweren Ketten zu produzieren, welche eine gewiinschte,
vorher ausgewahlte Spezifitdt aufweisen oder welche einem bestimmten Repertoire entsprechen. Sie kénnen
ebenfalls zu dem Zweck produziert werden, den Stoffwechsel der Zelle, welche diese exprimiert, zu modifizie-
ren. In dem Fall der Modifikation des Stoffwechsels der Zellen, die mit den Sequenzen, die fir Immunglobuline
aus schweren Ketten codieren, transformiert wurden, werden diese produzierten Immunglobuline aus schwe-
ren Ketten wie eine antisenseDNA verwendet. Eine antisense-DNA ist gewohnlich an der Blockierung der Ex-
pression gewisser Gene wie beispielsweise des variablen Oberflachenantigens von Trypanosomen oder an-
deren Pathogenen beteiligt. In ahnlicher Weise kdnnte die Produktion oder die Aktivitat gewisser Proteine oder
Enzyme durch ein Exprimieren von Antikérpern gegen dieses Protein oder Enzym innerhalb derselben Zelle
gehemmt werden.

[0134] Die Erfindung betrifft ebenfalls ein modifiziertes Immunglobulin mit vier Ketten oder Fragmente von
diesem, deren V-Bereiche teilweise durch spezifische Sequenzen oder Aminosauren von Immunglobulinen
aus schweren Ketten, insbesondere durch die Sequenzen der V,,,-Doméane, ersetzt wurden. Eine besondere
modifizierte V,;-Doméane eines Immunglobulins mit vier Ketten ist dadurch gekennzeichnet, dal® Leucin, Prolin
oder Glutamin an Position 45 der V-Bereiche durch andere Aminosauren und vorzugsweise durch Arginin,
Glutaminsaure oder Cystein ersetzt wurden.

[0135] Eine weitere modifizierte V ;- oder V -Doméane eines Immunglobulins mit vier Ketten ist gekennzeich-
net durch eine Verknipfung der CDR-Schleifen miteinander oder mit den FW-Bereichen durch die Einfiihrung
gepaarter Cysteine, wobei der CDR-Bereich ausgewahlt ist aus CDR, und CDR,, der FWBereich der FW,-Be-
reich ist und wobei sich insbesondere eines der eingefihrten Cysteine in der Position 31, 33 von FW, oder 45
von CDR, und das andere in CDR, befindet.

[0136] Insbesondere ist die Einflhrung gepaarter Cysteine derart, daR die CDR,-Schleife mit der FW,- oder
CDR,-Doméane verknipft ist und insbesondere das Cystein der CDR, der V,, mit einem Cystein in Position 31
oder 33 von FW, oder in Position 45 von CDR, verkn(pft ist.

[0137] In einem anderen Beispiel kbnnen Pflanzenzellen durch Immunglobuline aus schweren Ketten modi-
fiziert werden, damit diese neue Eigenschaften oder verbesserte Eigenschaften annehmen.

[0138] Die Immunglobuline aus schweren Ketten kénnen zur Gentherapie von Krebs verwendet werden, in-
dem beispielsweise Antikérper verwendet werden, die gegen Proteine gerichtet sind, welche auf den Tumor-
zellen vorliegen.

[0139] In einem solchen Fall kann die Expression von einem oder zwei V,-Genen erhalten werden, indem
Vektoren verwendet werden, die von Parvooder Adenoviren abgeleitet sind. Die Parvoviren sind durch die Tat-
sache gekennzeichnet, dald ihnen eine Pathogenitat fehlt oder dal diese fiir normale menschliche Zellen fast
nicht pathogen sind, und durch die Tatsache, daf} sie in der Lage sind, sich in Krebszellen leicht zu vervielfa-
chen (Russel S. J. 1990, Immunol. Today I, 196-200).

[0140] Die Immunglobuline aus schweren Ketten werden beispielsweise in Hindlll/Xbal-Stellen des infekti6-
sen Plasmids des Maus-MVM-Virus (pMM984) kloniert (Merchlinsky et al., 1983, J. Virol. 47, 227-232) und
dann unter die Kontrolle des MVM38-Promoters gebracht.

[0141] Das Gen der V,,-Doméne wird durch PCR amplifiziert, indem ein 5'-Primer verwendet wird, der ein
Startcodon und eine Hindlll-Stelle enthalt, wobei der 3'-Primer ein Stopcodon und eine Xbal-Stelle enthalt.

[0142] Dieses Konstrukt wird dann zwischen die Positionen 2650 (Hindlll) und 4067 (Xbal) innerhalb des
Plasmids eingeflgt.

[0143] Die Effizienz des Klonierens kann durch Transfektion Gberprift werden. Der Vektor, welcher den Anti-
korper enthalt, wird dann in permissive Zellen (NB-E) durch Transfektion eingefihrt.

[0144] Die Zellen werden nach zwei Tagen gewonnen, und das Vorliegen der V,,-Bereiche wird mit einem
ELISA-Test bestimmt, indem Kaninchen-Antiserum verwendet wird, das mit dem V,,;-Teil reagiert.

[0145] Die Erfindung erlaubt weiterhin die Herstellung katalytischer Antikérper Gber verschiedene Wege. Die
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Produktion von Antikérpern, die gegen Komponenten gerichtet sind, welche aktivierte Zustande von Substra-
ten nachahmen (als Beispiel Vanadat als Komponente, welche den aktivierten Zustand des Phosphats nach-
ahmt, um deren Phosphoesteraseaktivitaten zu erzeugen, Phosphonat als Verbindung, welche die Peptidbin-
dung nachahmt, um Proteasen zu produzieren), erlaubt Antikdrper mit einer katalytischen Funktion zu erhal-
ten. Ein anderer Weg, um solche Antikérper zu erhalten, besteht in der Durchfiihrung einer zufélligen Mutage-
nese bei Klonen von Antikdrpern beispielsweise durch PCR, wobei ungewdhnliche Basen wahrend der Amp-
lifikation der Klone eingefuihrt werden. Diese amplifizierten Fragmente, welche durch PCR erhalten werden,
werden dann zum Klonieren in einen geeigneten Vektor eingefihrt. Deren Expression an der Oberflache der
Bakterien erlaubt den Nachweis der Klone, welche die enzymatische Aktivitat aufweisen, durch das Substrat.
Diese zwei Ansatze kdnnen natirlich kombiniert werden. Schlie3lich kénnen auf der Grundlage der Daten, die
bezuglich der Struktur verfigbar sind, z. B. der Daten, die durch Réntgenstrahlen-Kristallographie oder NMR
erhalten wurden, die Modifikationen gezielt durchgefiihrt werden. Diese Modifikationen kénnen durch Ubliche
Techniken der Gentechnik oder durch vollstandige Synthese durchgefihrt werden. Ein Vorteil der V. der Im-
munglobuline aus schweren Ketten der Erfindung ist die Tatsache, dal} diese hinreichend I8slich sind.

[0146] Die Immunglobuline aus schweren Ketten der Erfindung kdnnen weiterhin in Pflanzenzellen, insbeson-
dere in transgenen Pflanzen produziert werden. Als Beispiel kdnnen die Immunglobuline aus schweren Ketten
in Pflanzen produziert werden, wobei das Plasmid pMon530 (Roger et al., Meth Enzym. 153, 1566, 1987), ein
konstitutiver Pflanzenexpressionsvektor wie er fur klassische Antikdrper mit vier Ketten beschrieben wurde (Hi-
at et al., Nature 342, 76-78, 1989), verwendet wird, wobei wiederum die geeigneten PCR-Primer wie oben be-
schrieben verwendet werden, um ein DNA-Fragment in der richtigen Phase zu erzeugen.

[0147] Andere Vorteile und Charakteristika der Erfindung werden in den Beispielen und den Figuren, welche
folgen, deutlich.

FIGUREN

[0148] Fig. 1: Charakterisierung und Reinigung von Kamel-IgG durch Affinitdtschromatographie auf Prote-

in-A- und Protein-G-Sepharose (Pharmacia)
(A) zeigt, nach Reduktion, das SDS-PAGE-Proteinprofil der adsorbierten und nicht adsorbierten Fraktionen
des Serums von Camelus dromedarius. Die Fraktion, welche auf Protein A adsorbiert wurde und mit 0,15
M NaCl, 0,58% Essigsaure eluiert wurde, zeigt nach Reduktion (Bahn c¢) drei Komponenten der schweren
Ketten mit entsprechend 50, 46 und 43 kD und eine leichte Kette (Kaninchen-IgG in Bahn a). Den Fraktio-
nen, die auf einem Protein-G-Sepharose(Pharmacia)-Derivat adsorbiert wurden, welches so modifiziert
wurde, dal® der Albuminbindungsbereich entfernt wurde (Bahn e), und welche mit 0,1 M Gly-HCI, pH 2,7,
eluiert wurden, fehlt die schwere Kette mit 46 kD, welche in der nicht adsorbierten Fraktion (Bahn f) gewon-
nen wird. Keine dieser Komponenten liegt in der Fraktion vor, die auf Protein A nicht adsorbiert wurde (Bahn
d); Bahn b enthalt die Molekulargewichtsmarker.
(B) und (C): Durch unterschiedliche Elution kénnen Immunglobulinfraktionen, welche die schweren Ketten
mit 50 und mit 43 kD enthalten, aufgetrennt werden. 5 ml des C. dromedarius-Serums werden auf einer 5
ml Protein-G-Sepharosesaule adsorbiert, und die Saule wird griindlich mit 20 mM Phosphatpuffer, pH 7,0
gewaschen. Nach Elution mit einem Puffer mit pH 3,5 (0,15 M NaCl, 0,58% Essigsaure) wird eine Kompo-
nente mit 100 kD eluiert, welche nach Reduktion eine schwere Kette mit 43 kD ergibt (Bahn 1).

[0149] Nachdem die Extinktion des Sauleneluats auf das Hintergrundniveau abgefallen ist, kann eine zweite
Immunglobulinkomponente mit 170 kD mit einem Puffer mit pH 2,7 (0,1 M Glycine HCI) eluiert werden. Diese
Fraktion ergibt nach Reduktion eine schwere Kette mit 50 kD und eine breite Bande der leichten Kette (Bahn 2).

[0150] Die Fraktion, welche nicht auf Protein G adsorbiert wurde, wird dann auf eine 5 ml-Protein-A-Sepha-
rosesaule aufgebracht. Nach Waschen und Elution mit einem Puffer mit pH 3,5 (0,15 M NaCl, 0,58% Essig-
saure) wird ein drittes Immunglobulin mit 100 kD erhalten, welches lediglich aus schweren Ketten mit 46 kD
besteht (Bahn 3).

[0151] Fig. 2: Immunglobuline von Camelus bactrianus, Lama vicugna, Lama glama und Lama pacos auf
Protein A (Bahnen A) und auf Protein G (Bahnen G), analysiert auf SDS-PAGE vor (A) und nach Reduktion (B)

[0152] 10 pl Serum, welche von den unterschiedlichen Spezies erhalten wurden, wurden zu Eppendor-
fR-Réhrchen zugegeben, die 10 mg Protein-A- oder Protein-G-Sepharose, suspendiert in 400 pl Immunprazi-
pitationspuffer mit pH 8,3 (NaCl 0,2 M, Tris 0,01 M, EDTA 0,01 M, Triton X100 1%, Ovalbumin 0,1%) enthielten.
Die Rohrchen wurden langsam fiir zwei Stunden bei 4°C gedreht. Nach Zentrifugation wurden die Pellets drei-
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mal in Puffer und einmal in Puffer, bei welchem das Triton und das Ovalbumin weggelassen wurden, gewa-
schen. Die Pellets wurden dann in der SDS-PAGE-Probenlésung mit 70 pl pro Pellet mit oder ohne Dithiothrei-
tol als Reduktionsmittel resuspendiert. Nach einem Kochen fiir 3 Minuten bei 100°C wurden die Réhrchen zen-
trifugiert und die Uberstande analysiert.

[0153] Bei allen untersuchten Spezies enthalten die nicht reduzierten Fraktionen (A) zusatzlich zu Molekilen
mit ungefahr 170 kD ebenfalls kleinere Hauptkomponenten mit ungeféahr 100 kD. In der reduzierten Probe (B)
werden die aufbauenden schweren und leichten Ketten nachgewiesen. Bei allen Spezies ist eine Komponente
einer schweren Kette (markiert durch einen Stern *) in dem Material vorhanden, das von Protein A eluiert wur-
de, fehlt aber in dem Material, das von Protein G eluiert wurde.

[0154] Fig. 3: 1gG,, IgG, und IgG; wurden aus Serum prépariert, das von einem gesunden oder mit Trypano-

soma evansi infizierten Camelus dromedarius (CATT-Titer 1/160 (3)) erhalten wurde, und durch Radioimmun-

prazipitation oder Western-Blotting auf ihre Aktivitat gegeniiber Trypanosomen hin analysiert
(A) Ein mit **S-Methionin markiertes Lysat von Trypanosoma evansiAntigenen (500.000 Zahlimpulsen) wur-
de zu Eppendorf-Réhrchen zugegeben, die 10 pl Serum oder 20 pg IgG,, 19G, oder IgG; in 200 pl Immun-
prazipitationspuffer mit pH 8,3 enthielten, welcher 0,1 M TLCK als Proteinaseinhibitor enthielt, und diese
wurden langsam bei 4°C wahrend 1 Stunde gedreht. Die R6hrchen wurden dann mit 10 mg Protein-A-Se-
pharose erganzt, welche in 200 pl desselben Puffers mit pH 8,3 suspendiert waren, und bei 4°C fiir eine
weitere Stunde inkubiert.

[0155] Nach Waschen und Zentrifugation bei 15000 Upm fir 12 Sekunden wurde jedes Pellet in 75 pl
SDS-PAGE-Probenlésung, welche DTT enthielt, resuspendiert und fir 3 Minuten bei 100°C erwarmt. Nach
Zentrifugation in einer Eppendorf-Minizentrifuge bei 15000 Upm fiir 30 Sekunden wurden 5 pl des Uberstands
fur die Bestimmung der Radioaktivitat gesichert, und der Rest wurde durch SDS-PAGE und Fluorographie ana-
lysiert. Die Zahlimpulse/5 pl Probe sind fir jede Bahn beschriftet.
(B) 20 pg 1gG,, 1gG, und 1gG, aus gesunden und mit Trypanosomen infizierten Tieren wurden durch
SDS-PAGE ohne vorherige Reduktion oder Erwarmung aufgetrennt. Die aufgetrennten Proben wurden
dann elektrisch auf eine Nitrocellulosemembran Gberflihrt, wobei ein Teil der Membran mit Ponceau-Rot an-
gefarbt wurde, um das Proteinmaterial zu lokalisieren, und der Rest mit 1% Ovalbumin in TST-Puffer (Tris
10 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,05%) inkubiert wurde, um die Proteinbindungsstellen zu blockieren.

[0156] Nach dem Blockieren wurde die Membran grindlich mit TST-Puffer gewaschen und fur zwei Stunden
mit **S-markiertem Trypanosomen-Antigen in-kubiert. Nach griindlichem Waschen wurde die Membran ge-
trocknet und durch Autoradiographie analysiert. Um einen Hintergrund und eine unspezifische Bindung zu ver-
meiden, wurde das markierte Trypanosomenlysat durch einen 45 p-Milliporfilter filtriert und mit Immunglobulin
eines gesunden Kamels und Ovalbumin inkubiert, das auf einer Nitrocellulosemembran adsorbiert war.

[0157] Fig. 4: Durch Affinititschromatographie auf Protein-A-Sepharose gereinigte IgG, des Kamels werden
teilweise mit Papain verdaut und auf Protein-A-Sepharose aufgetrennt

[0158] 14 mg gereinigtes IgG, wurden in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0, welcher 2 mM EDTA enthielt, geldst.
Sie wurden durch eine Inkubation fir 1 Stunde bei 37°C mit Mercurypapain (1 Enzym zu Protein-Verhaltnis),
das mit 5-10* M Cystein aktiviert wurde, verdaut. Der Verdau wurde durch die Zugabe von (iberschiissigem
lodacetamid (4-10% M) (13) blockiert. Nach Zentrifugation des Verdaus in einer Eppendorf-Zentrifuge fiir 5 Mi-
nuten bei 15000 Upm wurden die Papainfragmente auf einer Protein-A-Sepharosesaule in bindende (B) und
nicht bindende (NB) Fraktionen aufgetrennt. Die bindende Fraktion wurde von der Saule mit 0,1 M Gly-
cin-HCI-Puffer, pH 1,7, eluiert.

[0159] Fig. 5: Schematische Darstellung eines Modells fir IgG,-Molekiile, denen die leichten Ketten fehlen.

[0160] Fig. 6: Schematische Darstellung von Immunglobulinen, welche schwere Polypeptidketten aufweisen
und welchen die leichten Ketten fehlen, in Bezug auf herkdmmliche Immunglobuline nach dem Vier-Ketten-Mo-
dell Darstellung einer Gelenkregion

[0161] Fig. 7: Ausrichtung von 17 V,-DNA-Sequenzen von Kamel-Immunglobulinen aus schweren Ketten

[0162] Eig. 8: Expression und Reinigung des V,,,21-Kamel-Proteins aus E. coli
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| ANTIKORPER AUS SCHWEREN KETTEN BEI KAMELARTIGEN

[0163] Wenn Serum von Camelus dromedarius auf Protein-G-Sepharose adsorbiert wird, bleibt eine merkli-
che Menge (25 bis 35%) der Immunglobuline (Ig) in Lésung, welche dann durch Affinitatschromatographie auf
ProteinA-Sepharose gewonnen werden kénnen (Fig. 1A). Die Fraktion, welche auf Protein G adsorbiert ist,
kann in einer festgebundenen Fraktion (25%), welche aus Molekillen mit einem nicht reduzierten apparenten
Molekulargewicht (MW) von 170 kD besteht, und einer schwacher gebundenen Fraktion (30 bis 45%) mit ei-
nem apparenten Molekulargewicht von 100 kD unterschiedlich eluiert werden (Fig. 1B). Die Komponente mit
170 kD ergibt, wenn sie reduziert wird, schwere Ketten mit 50 kD und grofRe leichte Ketten mit 30 kD. Der 100
kD-Fraktion fehlen die leichten Ketten vollstandig und diese scheint lediglich aus schweren Ketten zusammen-
gesetzt zu sein, welche nach Reduktion ein apparentes MW von 43 kD aufweisen (Fig. 1C). Die Fraktion, wel-
che nicht an Protein G bindet, kann affinitdtsgereinigt werden und als eine zweite 100 kD-Komponente von ei-
ner Protein-A-Saule eluiert werden, welche nach Reduktion lediglich aus 46 kD schweren Ketten zusammen-
gesetzt zu sein scheint.

[0164] Die Immunglobuline aus schweren Ketten, welchen die leichten Ketten fehlen, machen eine Gesamt-
menge von 75% der Molekiile aus, welche an Protein A binden.

[0165] Da alle drei Immunglobuline an Protein A binden, bezeichnen wir diese als IgG: namlich 1gG, (leichte
Kette und schwere Kette y1 (50 kD)), welches an Protein G bindet, IgG, (schwere Kette y2 (46 kD)), welches
nicht an Protein G bindet, und 1gG, (schwere Kette y3 (43 kD)), welches an Protein G bindet. Es besteht eine
Méoglichkeit, dal® diese drei Unterklassen weiter unterteilt werden kénnen.

[0166] Eine vergleichende Untersuchung der Kamelartigen der alten Welt (Camelus bactrianus und Camelus
dromedarius) und der Kamelartigen der neuen Welt (Lama pacos, Lama glama, Lama vicugna) zeigte, daf® Im-
munglobuline aus schweren Ketten bei allen untersuchten Spezies gefunden werden, auch wenn kleinere Un-
terschiede bei dem apparenten Molekulargewicht und dem Anteil vorlagen. Die Kamelartigen der neuen Welt
unterscheiden sich von den Kamelartigen der alten Welt darin, daf sie ein grofReres IgG;Molekil (Immunglo-
bulin aus schweren Ketten, das an Protein G bindet) aufweisen, bei welchem die aufbauenden schweren Ket-
ten ein apparentes Molekulargewicht von 47 kD aufweisen (Fig. 2).

[0167] Die Fulle der Immunglobuline aus schweren Ketten im Serum der Kamelartigen wirft die Frage auf,
was deren Rolle bei der Immunantwort ist und insbesondere, ob diese eine Antigenbindungsspezifitat aufwei-
sen und, wenn dieses so sein sollte, wie umfassend deren Repertoire ist. Diese Frage kénnte beantwortet wer-
den, indem die Immunglobuline aus mit Trypanosoma evansi infizierten Kamelen (Camelus dromedarius) un-
tersucht werden.

[0168] Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Fraktionen von 1gG,, IgG,, IgG, aus dem Serum eines
gesunden Kamels und aus dem Serum von Kamelen mit hohem Antitrypanosomentiter, gemessen durch den
Card-AgglutinationsTest (3), prapariert. Bei einer Radioimmunprazipitation wurde gezeigt, dald IgG, IgG, und
IgG,, welche aus einem infizierten Kamel stammten, das eine starke Heterogenitat und Komplexitat des Re-
pertoires zeigte (Fig. 3A), eine grole Anzahl von Antigenen banden, welche in einem mit **S-Methionin mar-
kierten Trypanosomenlysat vorlagen.

[0169] Bei Blotting-Experimenten bindet ein mit **S-Methionin markiertes Trypanosomenlysat an durch
SDS-PAGE aufgetrennte 1gG,, I9G, und IgG,, die aus infizierten Tieren erhalten wurden (Eig. 3B).

[0170] Dieses fuhrt uns zu der Schluf3folgerung, dafd die IgG, und IgG, aus schweren Ketten der Kamelartigen
echte antigenbindende Antikérper sind.

[0171] Ein immunologisches Paradigma lautet, dal® ein umfassendes Antikorperrepertoire durch die Kombi-
nation des Repertoires der variablen V-Bereiche der leichten und schweren Kette erzeugt wird (6). Die Immun-
globuline aus schweren Ketten des Kamels scheinen diesem Paradigma zu widersprechen.

[0172] Immunglobuline sind durch ein komplexes I. E. F.(isoelektrische Fokussierung)-Muster gekennzeich-
net, welches deren extreme Heterogenitat widerspiegelt. Um zu bestimmen, ob die zwei schweren Ketten, wel-
che das 1gG, und IgG, aufbauen, identisch sind oder nicht, wurde das isoelektrische Fokussierungs(l. E.
F.)-Muster vor und nach der Trennung der Ketten durch Reduktion und Alkylierung unter Verwendung von lo-
dacetamid als Alkylierungsmittel beobachtet.
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[0173] Da dieses Alkylierungsmittel keine zusatzlichen Ladungen in das Molekdl einfiihrt, haben die Mono-
mere, welche aus der Reduktion und Alkylierung eines Homodimers aus schweren Ketten resultieren, prak-
tisch denselben isoelektrischen Punkt wie das Dimer, wogegen sich die Monomere, wenn sie aus einem He-
terodimer aus schweren Ketten stammen, in den meisten Fallen hinreichend in ihrem isoelektrischen Punkt un-
terscheiden, so daB sie bei der I. E. F. ein unterschiedliches Muster erzeugen.

[0174] Nach Reduktion und Alkylierung durch lodacetamid wird das beobachtete Muster fiir die IgG, und IgG,
aus Camelus dromedarius nicht modifiziert, was zeigt, daf} diese Molekile jeweils aus zwei identischen schwe-
ren Ketten zusammengesetzt sind, welche zu derselben Position wandern wie das nicht reduzierte Molekill,
von welchem sie abstammen.

[0175] Im Gegensatz dazu ist das I. E. F.-Muster von IgG, nach der Reduktion vollsténdig modifiziert, da der
isoelektrische Punkt jedes Molekiils durch die Kombination der isoelektrischen Punkte der leichten und schwe-
ren Ketten bestimmt wird, welche nach der Trennung jeweils zu einer anderen Position wandern.

[0176] Diese Funde zeigen, dal’ die schweren Ketten allein ein umfassendes Repertoire erzeugen kénnen,
und stellen den Beitrag der leichten Kette zu dem niitzlichen Antikérperrepertoire in Frage. Wenn diese Not-
wendigkeit verneint wird, welche andere Rolle spielt dann die leichte Kette.

[0177] Normalerweise neigen isolierte schwere Ketten aus Saugetierimmunglobulinen dazu, betrachtlich zu
aggregieren, werden aber nur durch leichte Ketten solubilisiert (8, 9), welche an die C,,1-Doméane der schweren
Kette binden.

[0178] Bei Menschen und bei Mausen erzeugt eine Anzahl spontaner oder induzierter Myelome ein patholo-
gisches Immunglobulin, das nur aus schweren Ketten zusammengesetzt ist (Schwerkettenkrankheit). Diese
schweren Ketten des Myelomprotein tragen Deletionen in den C,;1- und V,,;-Doménen (10). Der Grund, warum
schwere Ketten mit voller Lange bei solchen pathologischen Immunglobulinen nicht zu sezernierten schweren
Ketten flihren, scheint sich von der Tatsache abzuleiten, daf’ an der Synthese von Ilg ein faltungsférderndes
Protein, das schwere Ketten eines Immunglobulins bindende Protein oder BIP (11), welches normalerweise
durch die leichte Kette ersetzt wird (12), beteiligt ist. Es ist moglich, da® die urspringliche Rolle der leichten
Kette bei den Immunglobulinen nach dem Vier-Ketten-Modell darin besteht, fir die Faltung der schweren Kette
verantwortlich zu sein, und daf3 das Entstehen des Repertoires der leichten Ketten nur ein evolutionarer Bonus
war.

[0179] Die y2- und y3-Ketten der Kamelartigen sind betrachtlich kirzer als die normale y-Kette aus Saugetie-
ren. Dieses wurde nahelegen, dafl3 Deletionen in der C,1-Doméne aufgetreten sind. Unterschiede in den Gro-
Ren der y2- und y3-Immunglobuline der Kamelartigen der alten und neuen Welt legen nahe, daft Deletionen in
mehrere evolutiondren Schritten, insbesondere in der C,;1-Doméne aufgetreten sind.

Il DEN IMMUNGLOBULINEN AUS SCHWEREN KETTEN DER KAMELARTIGEN FEHLT DIE C,,1-DOMANE

[0180] Die Strategie, welche verfolgt wurde, um die Primarstruktur des Immunglobulins aus schweren Ketten
zu untersuchen, ist eine Kombination aus Protein- und cDNA-Sequenzierung; die Protein-Sequenzierung ist
notwendig, um Sequenzbereiche zu identifizieren, die fir jedes Immunglobulin charakteristisch sind. Der
N-Terminus des Immunglobulins, welcher von dem Repertoire des variablen Bereichs der schweren Kette ab-
geleitet ist, ergibt nur die Information uber die V,-Untergruppen (variabler Bereich der schweren Kette) und
kann nicht fur eine Identifikation der Klasse oder Unterklasse verwendet werden. Dieses bedeutet, dal® Se-
quenzdaten von inneren enzymatischen oder chemischen Spaltungsstellen erhalten werden mufiten.

[0181] Eine Kombination von Papainverdau und Protein-A-Affinitdtschromatographie erlaubte die Trennung
verschiedener Fragmente, was eine Information Uber die allgemeine Struktur der IgG, ergab.

[0182] Die IgG, des Kamels (Camelus dromedarius), welche durch Affinitdtschromatographie auf Prote-
in-A-Sepharose gereinigt wurden, wurden teilweise mit Papain verdaut, und der Verdau wurde auf Prote-
in-A-Sepharose in bindende und nicht bindende Fraktionen aufgetrennt. Diese Fraktionen wurden durch
SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen analysiert (Fig. 4).

[0183] Die gebundene Fraktion enthielt zwei Komponenten, eine mit 28 kD und eine mit 14,4 kD, zusatzlich

zu nicht gespaltenem oder teilweise gespaltenem Material. Diese wurden durch Gelelektrophorese (auf prapa-
rativen 19% SDS-PAGE-Gelen) unter nicht reduzierenden Bedingungen gut aufgetrennt und wurden weiter
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durch Elektroelution (in 50 nM Ammoniumbicarbonat, 0,1% (w/v) SDS unter Verwendung eines BioRad-Elek-
troelutionsgerats) gereinigt. Nach Lyophilisierung dieser elektroeluierten Fraktionen wurde das verbleibende
SDS eliminiert, indem das Protein durch die Zugabe von 90% Ethanol, Mischen und Inkubieren der Mischung
Uber Nacht bei —20°C ausgefallt wurde (14). Das ausgefallte Protein wurde durch Zentrifugieren (15000 Upm,
5 Minuten) in einem Pellet gesammelt und wurde zur Proteinsequenzierung verwendet. Eine N-terminale Se-
quenzierung wurde unter Verwendung der automatisierten Edman-Chemie eines Applied-Biosys-
tem-477A-Proteinsequenziergerats mit gepulster Flissigkeit durchgefiihrt. Aminosauren wurden als ihre Phe-
nylthiohydantoin(PTH)-Derivate unter Verwendung eines PTH-Analysegerats Applied Biosystem 120 identifi-
ziert. Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von Applied Bioystems gekauft. Die Analyse der chromatogra-
phischen Daten wurde unter Verwendung der Applied-BiosystemsSoftware, Version 1.61, durchgefiihrt. In je-
dem Fall wurde die computerunterstiitzte Sequenzanalyse durch direkte Ansicht der Chromatogramme aus
dem PTH-Analysegerat bestatigt. Proben zur Proteinsequenzierung wurden entweder in 50% (v/v) Trifluores-
sigsaure (TFA) (28 kD-Fragment) oder 100% TFA (14 kD-Fragment) geldst. Proben des geldsten Proteins, wel-
che 2000 pmol (28 kD-Fragment) oder 500 pmol (14 kD-Fragment) entsprachen, wurden auf TFA-behandelte
Glasfaserscheiben aufgetragen. Die Glasfaserscheiben wurden mit BioBrene (3 mg) beschichtet und vor der
Anwendung einmal vorab einem Zyklus unterzogen.

[0184] Eine N-terminale Sequenzierung des 28 kD-Fragments ergibt eine Sequenz, welche zu dem N-termi-
nalen Teil der y-C,2-Doméane und somit zu dem N-terminalen Ende des Fc-Fragments homolog ist. Die N-ter-
minale Sequenz des 14,4 kD-Fragments entspricht dem letzten Lysin einer y-C,2- und dem N-terminalen Ende
einer y-CH,-Domane (Tabelle 1). Das Molekulargewicht (MW) der Papainfragmente und die Identifizierung ih-
rer N-terminalen Sequenzen flhrte uns zu der Schluf¥folgerung, daR die C,;2- und C,3-Doméanen der schweren
y3-Ketten eine normale GroéRe aufweisen und dal} die Deletion entweder in der C,1- oder in der V,,,-Doméane
auftreten mul}, um die verkurzte y3-Kette zu erzeugen. Die Fraktionen, welche nicht an Protein-ASepharose
binden, enthalten zwei Banden mit 34 und 17 kD, welche bei SDS-PAGE diffuser sind, was zeigt, dal} sie aus
dem variablen N-terminalen Teil des Moleklls stammen (Fig. 4).

[0185] Nach der Reduktion findet man eine einzige diffuse Bande mit 17 kD, was zeigt, daf3 die 34 kD ein Gber
ein Disulfid gebundenes Dimer der Komponente mit 17 kD sind. Das 34 kD-Fragment enthalt anscheinend das
Gelenk und die N-terminale Doméne V..

[0186] Die Proteinsequenzdaten kénnen verwendet werden, um degenerierte Oligonukleotidprimer zu kon-
struieren, welche eine PCR-Amplifikation der cDNA oder der genomischen DNA ermdglichen.

[0187] Es wurde gezeigt, dal die Zellen aus gepragten Milzzellen des Kamels mit Kaninchen- und anti-Ka-
mel-Immunglobulinseren reagierten, und daf die Milz somit ein Syntheseort von wenigstens einer Immunglo-
bulinklasse war. Daher wurde cDNA aus der mRNA der Milz des Kamels synthetisiert. Die Bedingungen fur die
Isolierung der RNA waren die folgenden: Die Gesamt-RNA wurde aus der Milz des Dromedars durch das Gu-
anidium-IsothiocyanatVerfahren (15) isoliert. mMRNA wurde mit paramagnetischen Oligo-TKigelchen gereinigt.

[0188] Die cDNA-Synthese wird erhalten, indem 1 uyg mRNA-Matrize, ein Oligo-dT-Primer und reverse Tran-
scriptase (BOEHRINGER MAN) verwendet werden. cDNA des zweiten Stranges wird erhalten, indem RNAse
H und E. coli-DNA-Polymerase 1 gemal den Bedingungen, die von dem Lieferanten angegeben werden, ver-
wendet werden.

[0189] Relevante Sequenzen wurden PCR-amplifiziert: 5 ng cDNA wurden durch PCR in einer Reaktionsmi-
schung von 100 pl (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0,01% (w/v) Gelatine, 200 uM jedes
dNTP und 25 pmol jedes Primers), welche mit Mineral6l (Sigma) tGberschichtet war, amplifiziert.

[0190] Degenerierte Primer, welche EcoRI- und Kpnl-Stellen enthielten, [wurden verwendet] und es folgte
eine Klonierung in pUC 18. Nach einer Runde von Denaturieren und Reassozierenlassen (94°C fiir 5 Minuten
und 54°C fir 5 Minuten) wurden zwei Einheiten Tag-DNA-Polymerase zu der Reaktionsmischung zugegeben,
bevor diese 35 Amplifikationszyklen: 1 Minute bei 94°C (Denaturieren), 1 Minute bei 54°C (Reassozierenlas-
sen), 2 Minuten bei 72°C (Verlangern), unterzogen wurde. Um DNA-Sequenzen zwischen V- und C_2-Do-
manen zu amplifizieren, (# 72 Klone), wurde die PCR unter denselben Bedingungen durchgefihrt, mit der Aus-
nahme, dal} die Reassoziierungstemperatur auf 60°C erhéht wurde.

[0191] Ein untersuchter Klon (# 56/36) wies eine Sequenz auf, welche dem N-terminalen Teil einer C,,2-Do-

mane entsprach, die zu der Sequenz des 28 kD-Fragments identisch war. Die Verflugbarkeit dieser Sequenz-
daten ermdglichte die Konstruktion eines genauen 3'-Primers und die Klonierung des Bereichs zwischen dem
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N-terminalen Ende der V- und der C,2-Domane.

[0192] 5'-Primer, welche der Maus-V, (16) entsprachen und eine Xhol-Restriktionsstelle enthielten, wurden
in Verbindung mit dem 3'-Primer, in welchen eine Kpnl-Stelle eingefihrt worden war, verwendet, und die amp-
lifizierten Sequenzen wurden in pBluescript® kloniert. Der Klon # 56/36, welcher zwei innere Haelll-Stellen auf-
wies, wurde mit diesem Enzym verdaut, um eine Sonde herzustellen, um PCR-positive Klone zu identifizieren.

[0193] Nach der Amplifikation wurden die PCR-Produkte auf einem 1,2%igen (w/v) Agarosegel Gberprift. Ein
Aufreinigen der PCR-Produkte schlof3 eine Phenol-Chloroform-Extraktion, gefolgt von einer weiteren Reini-
gung durch HPLC (GEN-PAC FAX-Saule, Waters) und schlieBlich ein Verwenden des MERMAID- oder GENE-
CLEAN lI-Kits (BIO 101, Inc), wenn dieses geeignet war, ein. Nach diesen Reinigungsschritten wurde die am-
plifizierte cDNA dann mit EcoRI und Kpnl fiir die Klone der Serie # 56 und mit Xhol und Kpnl fir die Klone der
Serie # 72 verdaut. Eine abschlieliende Phenol-Chloroform-Extraktion ging der Ligation in pUC 18 (Klone der
Serie # 56) oder in pBluescript® (Klone der Serie # 72) voraus.

[0194] Alle erhaltenen Klone waren kleiner als die 860 Basenpaare, die man erwarten wirde, wenn diese ei-
nen vollstdndigen V,,;- und C,1-Bereich beséfen. Partielle Sequenzdaten, welche dem N-Terminus des
V,4-Bereichs entsprachen, zeigen, da von 20 Klonen drei identisch und mdéglicherweise nicht unabhéngig wa-
ren. Die erhaltenen Sequenzen dhneln der menschlichen Untergruppe Il und den Mausuntergruppen llla und
[llb (Tabelle 2).

[0195] Klone, welche zwei unterschiedlichen Séatzen von C,2-Proteinsequenzen entsprachen, wurden erhal-
ten. Ein erster Satz von Sequenzen (# 72/41) wies einen N-terminalen C,,2-Bereich auf, der mit dem identisch
war, der durch Proteinsequenzierung der 28 kD-Papainfragmente der schweren y3-Kette erhalten wurde, eine
kurze Gelenkregion, welche drei Cysteine enthielt, und eine variable Region, welche den Resten der Gerust-
region (FR4) entsprach, die durch die J-Minigene codiert wurden, welche an das Gelenk angrenzten. Die
C,,1-Domane fehlt vollstéandig. Diese cDNA entspricht der y3-Kette (Tabelle 4).

[0196] Bei einer engverwandten Sequenz (# 72/1) ist das Prolin an Position 259 durch Threonin ersetzt.

[0197] Die Sequenz, welche der C,,3 und dem verbleibenden Teil der C,;2 entsprach, wurde durch PCR der
cDNA erhalten, indem als Kpnl-Primer ein Poly-T verwendet wurde, bei welchem eine Kpnl-Restriktionsstelle
an dem 5'-Ende eingefligt worden war. Die gesamte Sequenz der y3-Kette entspricht einem Molekulargewicht
(MW), welches in guter Ubereinstimmung mit den Daten ist, die aus der SDS-PAGE-Elektrophorese erhalten
wurden.

[0198] Die Sequenz dieser y3-Kette zeigt Ahnlichkeiten mit anderen y-Ketten, auRer daf ihr die C,;1-Domane
fehlt, wobei die V,,-Doméane benachbart zu dem Gelenk liegt.

[0199] Eines oder alle drei Cysteine kdnnten moglicherweise flir den Zusammenhalt der zwei y3-Ketten ver-
antwortlich sein.

[0200] Diese Ergebnisse haben es uns erlaubt, ein Modell fiir das 1gG,-Molekil auf der Grundlage der Se-
quenz und der Papainspaltung zu definieren (Eig. 5).

[0201] Papain kann das Molekil auf jeder Seite der Gelenk-Disulfide und ebenfalls zwischen C,2 und C,3
spalten. Unter nichtreduzierenden Bedingungen kdénnen die V,,,-Doménen von IgG; als disulfidverknupftes Di-
mer oder als Monomer isoliert werden, was von der Stelle der Papainspaltung abhangt.

[0202] Ein zweiter Satz von Klonen # 72/29 wies eine leicht unterschiedliche Sequenz fir die C,,2 auf und war
durch ein sehr langes Gelenk gekennzeichnet, dem unmittelbar die variable Doméane vorausging. Diese Ge-
lenkregion weist an ihrem C-terminalen Ende drei Cysteine in einer Sequenz auf, die zu dem y3-Gelenk homo-
log ist. Ein solcher zweiter Satz von Klonen konnte die 1I9G,-Unterklasse reprasentieren. Fir den konstanten
Teil der y3 und ebenfalls fir die vermeintliche y2 sind die meisten Klone identisch, wobei sie die y2- oder
y3-spezifischen Sequenzen zeigen. Einige wenige Klone wie z. B. # 72/1 zeigen jedoch kleinere Unterschiede.
Beispielsweise werden in dem Fall der Klone # 72/1 zwei Nukleotidunterschiede nachgewiesen.

[0203] Mehrere cDNA's von V,,,-Bereichen wurden nun vollstandig oder teilweise sequenziert, mit Ausnahme
einer kurzen Strecke am N-terminalen Ende, welche vom Primer abgeleitet ist.
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[0204] Nach der Translation zeigt die Mehrheit die charakteristischen Sequenzen der schweren Kette Ser,,
Cys,, und Tyry, Tyry, Cys,, der Disulfidbriicke innerhalb des V,,-Bereichs, welche die Reste 22 und 92 ver-
knipft. All diese Klone weisen eine Sequenz auf, welche den Resten der Gerustregion 4 (FR4) des variablen
Bereichs entspricht, welche der postulierten Gelenksequenz unmittelbar vorausgeht (Tabelle 3). Diese Se-
quenz wird durch die J-Minigene erzeugt und ist in der Mehrzahl der Falle &hnlich zu der Sequenz, die von den
menschlichen und Maus-J-Minigenen codiert wird. Die Sequenzlange zwischen dem Bereich Cys,, und dem
C-terminalen Ende der V-Bereiche ist variabel und reicht bei den bestimmten Sequenzen von 25 bis 37 Ami-
nosauren, wie man aufgrund der Umordnungen der J- und D-Minigene erwarten kdnnte, welche in der Lange
variieren.

[0205] Mehrere wichtige Fragen werden durch die alleinige Existenz dieser Immunglobuline aus schweren
Ketten in einer nicht pathologischen Situation aufgeworfen. Zuerst, sind dieses echte Antikorper? Die Immun-
globuline aus schweren Ketten, welche aus mit Trypanosomen infizierten Kamelen erhalten wurden, reagieren
mit einer groflen Anzahl von Parasiten-Antigenen, wie in Teil | dieser Beispiele gezeigt ist. Dieses impliziert,
dal das Immunsystem der Kamelartigen eine umfassende Anzahl von Bindungsstellen erzeugt, die aus ein-
zelnen V,;-Doménen zusammengesetzt sind. Dieses wird durch die Diversitat der V,-Bereiche der Immun-
globuline aus schweren Ketten bestatigt, welche durch PCR erhalten werden.

[0206] Die zweite Frage ist "Wie werden diese sezerniert?”. Die Sekretion der schweren Ketten der Immun-
globuline, welche die Immunglobuline nach dem Vier-Ketten-Modell aufbauen, findet unter normalen Bedin-
gungen nicht statt. Ein faltungsunterstitzendes Protein, das schwere Ketten-Bindungsprotein oder BIP-Prote-
in, hindert schwere Ketten daran, sezerniert zu werden. Nur wenn die leichte Kette das BIP-Protein in dem en-
doplasmatischen Retikulum ersetzt, kann die Sekretion stattfinden (13).

[0207] Dem Dimer aus schweren Ketten, das im Serum von Menschen oder Mausen mit der sogenannten
"Schwerkettenkrankheit” gefunden wird, fehlen die C,;1-Doménen, von welchen angenommen wird, dal} sie die
BIP-Stelle beherbergen (14). In Abwesenheit dieser Domane kann das BIP-Protein nicht Ianger binden und
den Transport der schweren Ketten verhindern.

[0208] Das Vorliegen in Kamelen einer IgG,-Klasse, die aus schweren und leichten Ketten zusammengesetzt
ist, welche zwischen 25% und 50% der gesamten IgG-Molekiile ausmacht, wirft ebenfalls das Problem auf, wie
eine Reifung und ein Wechseln zwischen den Klassen stattfindet und welches die Rolle der leichten Kette ist.
Die leichte Kette der Kamelartigen scheint ungewohnlich gro und heterogen zu sein, wenn sie in einer
SDS-PAGE untersucht wird.

[0209] Die gréRte Abmessung einer isolierten Domane betragt 40 A, und die maximal erreichbare Spanne
zwischen den Bindungsstellen eines herkdmmlichen IgG mit C,1 und V,,, wird in der Gréfienordnung von 160
Aliegen (2V,,, + 2C,1) (19). Die Deletion der C,1-Doméane bei den zwei Typen von Antikérpern aus schweren
Ketten, welchen die leichten Ketten fehlen, die schon sequenziert wurden, weist als Ergebnis eine Modifikation
dieser maximalen Spanne auf (Eig. 6). Bei dem IgG; liegt der duRerste Abstand zwischen den duf3eren Enden
der V,,-Bereiche in der GréRenordnung von 80 A (2V,,,). Dieses kénnte eine ernste Beschrankung fiir ein Ag-
glutinieren oder eine Quervernetzung sein. Bei dem IgG, wird dieses durch den extrem langen Bereich des
Gelenks kompensiert, welches aus einer zwoélffachen Wiederholung der Sequenz Pro-X (wobei X GIn, Lys oder
Glu ist) zusammengesetzt ist und N-terminal zu den Disulfidbriicken des Gelenks lokalisiert ist. Im Gegensatz
dazu tragt bei dem menschlichen IgG, das sehr lange Gelenk, welches anscheinend ebenfalls als Folge einer
Sequenzverdopplung entstand, nicht zu einem Anstieg des Abstands, welcher sich tber die zwei Bindungs-
stellen erstreckt, bei, da dieses Gelenk mit Disulfidbriicken durchsetzt ist.

[0210] Die einzelne V,,-Doméne kénnte mdglicherweise ebenfalls eine betréchtliche Rotationsfreiheit der
Bindungsstelle gegentiber der Fc-Domane erlauben.

[0211] Anders als die schweren Ketten eines Myeloms, welche mdglicherweise aus einer C,,1-Deletion bei
einer einzelnen Antikérper-produzierenden Zelle resultieren, oder Antikdrpern aus schweren Ketten, welche
durch Expression-Klonieren hergestellt wurden (15), sind die Antikérper aus schweren Ketten der Kamelarti-
gen (welchen die leichten Ketten fehlen) in einer normalen immunologischen Umgebung entstanden, und es
wird erwartet, dal} diese eine selektive Verfeinerung bei der Spezifitat und Affinitdt durchlaufen haben, welche
die Reifung der B-Zellen begleitet.
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Expression und Reinigung des Kamelproteins V,,,21 (DR21 in Fig. 7) aus E. Coli

[0212] Die Klone kénnen in mehreren Typen von Expressionsvektoren exprimiert werden. Als ein Beispiel
wurden unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Vektors Immun-PBS (Huse et al.: Science (1989)
246, 1275) Klone, die in Bluescript® gemal dem oben beschriebenen Verfahren erzeugt wurden, durch PCR
gewonnen, wobei derselbe Xhol-haltige 5'-Primer und ein neuer 3'-Primer, welcher den Resten 113-103 in der
Gertistregion der Immunglobuline entsprach, in welchen eine Spe-Stelle eingebaut wurde: TC TTA ACT AGT
GAG GAG ACG GTG ACC TG, verwendet wurden. Dieses Verfahren erlaubte die Klonierung der V,,, in die
Xho/Spe-Stelle des Immun-PBS-Vektors. Jedoch war das 3'-Ende des Gens nicht in der gleichen Phase mit
dem ldentifikations-"Tag” und dem Stopcodon des Vektors. Um dieses zu erreichen, wurde das Konstrukt mit
Spe geschnitten, und die Uberhange von vier Basen wurden aufgefiillt, wobei das Klenow-Fragment verwen-
det wurde, wonach der Vektor erneut ligiert wurde.
—Das Expressionsvektorplasmid ipBS (immunopBS) (Stratacyte) enthalt eine pel B-Leitsequenz, welche flr
eine Expression der Immunglobulinketten in E. coli unter Kontrolle des Promoters pLAC verwendet wird,
eine Ribosomenbindungsstelle und Stopcodons. Zusatzlich enthalt es eine Sequenz fir ein C-terminales
Decapeptid-Tag.
—E. coli JM101, welche das ipBS-V,,21-Plasmid enthielten, wurden in 1 | TB-Medium mit 100 pg/ml Ampi-
cillin und 0,1% Glucose bei 32°C wachsen gelassen. Die Expression wurde durch die Zugabe von 1 mM
IPTG (Endkonzentration) bei einer OD,,, von 1,0 induziert. Nach einer Induktion tber Nacht bei 28°C wur-
den die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 10 Minuten (4°C) geerntet und in 10 ml TES-Puffer (0,2
M Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA, 0,5 M Sucrose) resuspendiert. Die Suspension wurde fir 2 Stunden auf
Eis gehalten. Periplasmatische Proteine wurden durch osmotischen Schock durch Zugabe von 20 mi
TES-Puffer, welcher 1:4 v/v mit Wasser verdinnt war, entfernt, fiir 1 Stunde auf Eis gehalten und anschlie-
Rend bei 12000 g fur 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstehende periplasmatische Fraktion wurde
gegen Tris-HCI pH 8,8, NaCl 50 mM dialysiert, auf eine SchnellfluR-Q-Sepharose(Pharmacia)-Saule aufge-
tragen, die vorher mit dem obigen Puffer gewaschen wurde, und mit einem linearen Gradienten von 50 mM
bis 1 M NaCl im Puffer eluiert.

[0213] Fraktionen, welche das V,,-Protein enthielten, wurden weiter auf einer Superdex 75-Saule (Pharma-
cia) gereinigt, die mit PBS-Puffer (0,01 M Phosphate pH 7,2, 0,15 M NaCl) aquilibriert war. Die Ausbeute des
gereinigten V,,,-Proteins variiert von 2 bis 5 mg/l Zellkultur.

[0214] Fraktionen wurden durch SDS-PAGE analysiert (1). Eine positive Identifizierung des V,-Kamel-Anti-
kérperfragments wurde durch eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt, wobei ein Antikdrper, der in Kaninchen
gegen das gereinigte Kamel-IgGH, hervorgerufen wurde, und ein anti-Kaninchen-lgG-alkalische Phosphata-
se-Konjugat verwendet wurden (l1).

[0215] Als Proteinstandards (Pharmacia) wurden periplasmatische Proteine verwendet, die aus 1 ml IPTG-in-
duzierten JM101/ipBS V,;21 hergestellt wurden. Eig. 8 zeigt: C, D: Fraktionen aus der schnellen S-Sepharo-
se-Saulenchromatographie (C: eluiert bei 650 mM NacCl, D: eluiert bei 700 mM NaCl), E, F: Fraktionen von der
Superdex 75-Saulenchromatographie.

[0216] Wie man sehen kann, wird die Hauptverunreinigung durch lonenaustauschchromatographie eliminiert
und die Hauptmenge der verbleibenden Verunreinigungen wird durch Gelfiltration eliminiert.
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Gertistregion 4 J-Gene
menschich W G Q G T L VT V 8 8 J1, J4, J5
WEGRGT LV TV S S8 J2
WGEGQGTTVTVYV S S J6
WGEGQGTMV TV S S J3
Maus WGEGQGTTULTVS S J1
WEQGETLVTV S S J2
WGEGQG TSV TV S a J3
WGAGTTVT YV S S J4
cDNA-Klone
Kamel WEQETQV TV S 8 Klone
WGEGQGEGTOQVTVYV S S #72/19 =#72/3
WGQOGTLVT YV S S 1 Klon
WGRGT QV TV S S #7224
WGEGQGEGTHVTYV S S #72/21
WCEC QG I OQQVTATS 8 #72/16
Tabelle 3

Vergleich einiger Reste der Geristregion 4, welche in dem V,,,-Bereich des Kamels gefunden werden, mit den
Resten der Gerlstregion 4, welche dem Konsensusbereich der menschlichen und der Maus-J-Minigene ent-
sprechen.
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Patentanspriiche

1. Immunglobulin, dadurch gekennzeichnet, dal® es von Kamelartigen erhaltlich ist und dal} es zwei
schwere Polypeptidketten umfaldt, welche fir die Bildung einer vollstdndigen Antigenbindungsstelle ausrei-
chen, wobei den schweren Polypeptidketten eine sogenannte erste Domane in ihrem konstanten Bereich
(CH1) fehlt, wobei diesem Immunglobulin die leichten Polypeptidketten fehlen.

2. Immunglobulin nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR es zwei schwere Polypeptidketten um-
falyt, die in der Lage sind, ein oder mehrere Antigene zu erkennen und zu binden, und daf’ die Aminosaurese-
quenz seines variablen Bereichs an Position 45 eine Aminosaure enthalt, die unter geladenen Aminosauren
ausgewabhlt ist oder bei der es sich um einen Cysteinrest handelt.

3. Immunglobulin nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal es zwei schwere Polypeptidket-
ten umfaldt, die fur die Bildung einer vollstandigen Antigenbindungsstelle oder mehrerer Antigenbindungsstel-
len ausreichen, wobei diesem Immunglobulin ferner die leichten Polypeptidketten fehlen und es weiterhin
durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dal} es das Produkt der Expression in einer prokaryotischen oder in
einer eukaryotischen Wirtszelle einer DNA oder einer cDNA, die fir die Sequenz eines Immunglobulins, wel-
chem die leichten Ketten fehlen, wie diese aus Lymphozyten oder anderen Zellen von Kamelartigen erhaltlich
sind, codieren, ist.

4. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal} es eine Antigenbin-
dungsstelle oder mehrere Antigenbindungsstellen umfal3t, und insbesondere, daf} die variablen Bereiche der
schweren Ketten jeweils wenigstens eine Antigenbindungsstelle enthalten.

5. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal} es sich um ein
Typ-G-Immunglobulin der Klasse 2 (IgG2) oder um ein Typ-G-Immunglobulin der Klasse 3 (IgG3) handelt.

6. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wie es durch Reinigung aus dem Serum von Kamel-
artigen erhaltlich ist, dadurch gekennzeichnet, daB es:
— nicht durch Chromatographie auf einer Protein-G-Sepharosesaule adsorbiert wird,
— durch Chromatographie auf einer Protein-A-Sepharosesaule adsorbiert wird,
— ein Molekulargewicht von ca. 100 kD nach Elution mit einem Puffer mit pH 4,5 (0,15 M NaCl, 0,58% Essig-
saure, eingestellt auf pH 4,5 mit NaOH) aufweist,
— aus schweren y2-Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kD, vorzugsweise 46 kD, nach Re-
duktion besteht.

7. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 5, wie es durch Reinigung aus dem Serum von Kamel-
artigen erhaltlich ist, ist dadurch gekennzeichnet, daf’ das Immunglobulin:
— durch Chromatographie auf einer Protein-A-Sepharosesaule adsorbiert wird,
— ein Molekulargewicht von ca. 100 kD nach Elution mit einem Puffer mit pH 3,5 (0,15 M NaCl, 0,58% Essig-
saure) aufweist,
—durch Chromatographie auf einer Protein-G-Sepharosesaule adsorbiert und mit einem Puffer mit pH 3,5 (0,15
M NaCl, 0,58% Essigsaure) eluiert wird,
— aus schweren y3-Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kD, insbesondere zwischen 43
und 47 kD nach Reduktion besteht.

8. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dal es
— in seinem variablen Bereich 4 Geristregionen umfal}t, die eine aus der folgenden Gruppe von Sequenzen
ausgewahlte Aminosauresequenz umfassen:
fur die Domane der GerUstregion 1
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GGSVOTGGSLRLSCEISGLTEPFD
GGSVOTGGSLRLSCAVSGESTFS
GGSEQGGGSLRLSCAISGYTYG
GGSVQPGGSLTLSCTVSGATYS

GESVQAGGSLRLSCTGSGFPYS
GGSVQAGGSLRLSCVAGFGTS
GGSVQAGGSLRLSCVSFSPSS

fir die Domane der Gerdistregion 4
WGEQGTQVTVSS
WEQGTLVTVSS
WGQRGAQVTVS S
WGQGTQVTAS S
RGQG6TQVTVS L

und/oder
fur die CDR3-Domane

ALQPGGYCGYGX===m==mou--~ CL
V SL-MDRISQH~ === -Ticoecuge
VPAHLGPGAILDLEKEKY ===~ KY
FCYSTAGDGGSGE - ===« - - MY
ELSGGSCELPLLF-=====1o+-2 DY
DWRKYWTCGAQTGGYF~+ ==~ = G Q
RLTEMGACDARWATLATRTFAYNY
QKKDRTRWAEPREW - ===« -« NN
GSRFSSPVGESTSRLES-SDY--~-NY
ADPSIYYSILXIEY-=~~===-n- Ky
DSPCYMPTMPAPPIRDSFGW--DD
TSSFYWYCTTAPY -~~~ ===~ = - NV
TEIEWYGCNLRTTF-~-=-+=<=- - TR
NQLAGGWYLDPNYWLSVGAY --AT
RLTEMGACDARWATLATRTFAYNY
DGWTRKEGGIGLPWSVQCEDGYNY
DSYPCHLL == o= ==~ «- DV
VEYPIADMCS - =~ = = = - v o = = = o RY:
und/oder

— dal} sein konstanter Bereich C,2- und C,;3-Doménen umfal}t, welche eine Aminosduresequenz umfassen,
die aus der folgenden Gruppe von Sequenzen ausgewahlt ist:
fur die C,2-Doméne:
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APELLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP
APELPGGPSVEVEPTKPKDVLSISGRP
APELPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRP
APELLGGPSVFIFPPKPKDVLSISGRP

fur die C,3-Doméane:

GQTREPQVYTLA
GOTREPQVYTLAPXRLEL
GOPREPQVYTLPPSRDEL
-GQPREPQVYTLPPSREEM
GQPREPQVYTLPPSQEEM

und/oder
— daB} seine Gelenkregion 0 bis 50 Aminosauren umfafdt, insbesondere dalR seine Gelenkregion eine Amino-
sauresequenz umfafdt, die aus den folgenden Sequenzen ausgewahilt ist:

GTNEVCKCPKCP

oder

EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPOPKPEPECTCPKCP

9. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da® es durch eine unter
den in Fig. 7 dargestellten Sequenzen ausgewahlte Sequenz codiert wird.

10. Fragment, bei dem es sich um eine schwere Polypeptidkette eines Immunglobulins nach Anspruch 1
handelt, oder Fragment, bei dem es sich um den variablen Bereich einer schweren Kette eines Immunglobulins
nach Anspruch 1 handelt, wobei beide Fragmente einen Aminosaurerest in Position 45 der schweren Kette
enthalten, bei dem es sich um eine geladene Aminosaure oder einen Cysteinrest handelt, wobei das Fragment
eine determinierte Antigenbindungsstelle bildet.

11. Fragment eines Immunglobulins nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dal} es
aus der folgenden Gruppe ausgewabhlt ist:
— Fragmente, die durch enzymatischen Verdau der Immunglobuline der Erfindung erhalten werden, bei denen
es sich um das FV h-Fragment (das die Antigenbindungsstellen der schweren Ketten enthalt) oder dessen
Dimer F(V,,h)2 handelt,
— homologe Fragmente, die mit anderen proteolytischen Enzymen erhalten werden.

12. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dal} sein konstanter Be-
reich vollstandig oder teilweise durch den gesamten konstanten Bereich des menschlichen Antikérpers bzw.
einen Teil davon ersetzt ist.

13. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 9, erhéltlich in prokaryotischen Zellen, insbesondere
in E. coli-Zellen, durch ein Verfahren, welches die folgenden Schritte umfafit:
a) Klonieren in einen Bluecript-Vektor einer DNA- oder cDNA-Sequenz, welche fur die V,-Domane eines Im-
munglobulins codiert, dem die leichte Kette fehlt, welche beispielsweise aus Lymphozyten von Kamelartigen
erhaltlich ist,
b) Gewinnen des klonierten Fragments nach Amplifizierung unter Verwendung eines 5'-Primers, der eine
Xho-Stelle enthalt, und eines 3'-Primers, welcher die Spe-Stelle mit der folgenden Sequenz

TC TTAR ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG,

enthalt,

c¢) Klonieren des gewonnenen Fragments in gleicher Phase in den Immun-PBS-Vektor nach Verdau des Vek-
tors mit Xho- und Spe-Restriktionsenzymen,

d) Transformieren von Wirtszellen, insbesondere E. coli, durch Tranfektion mit dem rekombinanten Im-
mun-PBS-Vektor aus Schritt c,
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e) Gewinnen des Expressionsprodukts der V,,-Codierungssequenz, z. B. indem Antikdrper verwendet wer-
den, die gegen die V-Doméne eines Dromedars hervorgerufen wurden.

14. Immunglobulin nach einem der Anspruche 1 bis 9, erhaltlich in prokaryotischen Zellen durch ein Ver-
fahren, das die folgenden Schritte umfaf3t:
a) Klonieren in einen Bluecript-Vektor einer DNA- oder cDNA-Sequenz, welche fur die V,-Doméane eines Im-
munglobulins codiert, dem die leichte Kette fehlt, welche beispielsweise aus Lymphozyten von Kamelartigen
erhaltlich ist,
b) Gewinnen des klonierten Fragments nach Amplifizierung unter Verwendung eines 5'-Primers, der eine
Xho-Stelle mit einer unter den folgenden gewahlten Sequenz:

AG GTC CAG CTG CTC GAG TCT GG
-AG CTC -CAG CTG CTC ‘GAG "TCT GG
AG GTC CAG CTT CTC GAG TCT G

enthalt,
und eines 3'-Primers, der eine Kpnl-Stelle mit der folgenden Sequenz

CGC CAT CAA GGT AAC AGT TGA

enthalt

und

c) Klonieren des gewonnenen Fragments in gleicher Phase in den Immun-PBS-Vektor nach Verdau des Vek-
tors mit Xho- und Kpn-Restriktionsenzymen,

d) Transformieren von Wirtszellen, insbesondere E. coli, durch Tranfektion mit dem rekombinanten Im-
mun-PBS-Vektor aus Schritt ¢,

e) Gewinnen des Expressionsprodukts der V,,,-Codierungssequenz, z. B. indem Antikdrper verwendet wer-
den, die gegen die V,-Doméne eines Dromedars hervorgerufen wurden.

15. Heterospezifische Immunglobuline nach einem der Anspriche 1 bis 9, erhaltlich durch ein Verfahren,
das die folgenden Schritte umfalit:
— Erhalten einer ersten DNA- oder cDNA-Sequenz, die fiir eine V,,,-Doméane oder einen Teil davon mit einer
determinierten Spezifitdt gegenuber einem vorgegebenen Antigen codiert und zwischen Xho- und Spe-Stellen
liegt,
— Erhalten einer zweiten DNA- oder cDNA-Sequenz, die fur eine V,,,-Domane oder einen Teil davon codiert,
welche eine determinierte Spezifitat aufweist, die von der Spezifitat der ersten DNA- oder cDNA-Sequenz ver-
schieden ist und welche zwischen den Spe- und EcoRI-Stellen liegt,
— Verdauen eines Immun-PBS-Vektors mit EcoRI- und Xhol-Restriktionsenzymen,
— Ligieren der erhaltenen DNA- oder cDNA-Sequenzen, die fiur V,,-Doménen codieren, so dal} die DNA- oder
cDNA-Sequenzen in Folge in den Vektor kloniert werden,
— Transformieren einer Wirtszelle, insbesondere einer E. coli-Zelle, durch Transfektion und Gewinnen der er-
haltenen Immunglobuline.

16. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 9 oder 12 bis 13, erhéltlich durch ein Verfahren, wel-
ches die folgenden Schritte umfalfit:
— Erhalten einer DNA- oder cDNA-Sequenz, die fur eine V,,,-Doméne oder einen Teil davon codiert, welche
eine determinierte spezifische Antigenbindungsstelle aufweist,
— Amplifizieren der erhaltenen DNA- oder cDNA, wobei ein 5'-Primer, der ein Startcodon und eine Hindlll-Stelle
enthalt, und ein 3'-Primer, welcher ein Stoppcodon mit einer Xhol-Stelle enthalt, verwendet werden,
— Rekombinieren der amplifizierten DNA- oder cDNA in ein Plasmid,
— Transfizieren permissiver Zellen, insbesondere NB-E-Zellen, mit dem rekombinanten Plasmid,
— Kontrollieren der Expression, beispielsweise Uber einen ELISA-Test mit gegen einen Bereich einer V,,,-Do-
mane gerichteten Antikdrpern, und Gewinnen der erhaltenen Produkte.

17. Immunglobuline nach Anspruch 16, erhéltlich durch ein Verfahren, welches die weitere Klonierung ei-
ner zweiten DNA- oder cDNA-Sequenz mit einer weiteren determinierten Antigenbindungsstelle in das Plasmid
umfafit.

18. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daf3 es durch ein Ver-
fahren erhaltlich ist, wobei es sich bei der transformierten rekombinanten Zelle um eine Hefe, insbesondere S.
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cerevisiae, handelt.

19. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daf3 es durch ein Ver-
fahren erhaltlich ist, wobei es sich bei dem Vektor um einen fir die Expression in Pflanzenzellen geeigneten
Vektor und bei den transformierten rekombinanten Zellen um Pflanzenzellen handelt.

20. Immunglobulin oder Fragment nach einem der Anspriiche 16 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dal} es
eine katalytische Aktivitat aufweist, insbesondere dadurch, dal’ es gegen ein Antigen gerichtet ist, welches ei-
nen aktivierten Zustand eines gegebenen Substrats nachahmt, wobei diese Immunglobuline beispielsweise in
dem Bereich ihrer katalytischen Stelle durch zufallige oder gerichtete Mutagenese modifiziert worden sind.

21. Nukleotidsequenz, dadurch gekennzeichnet, daR sie fur ein Immunglobulin nach einem der Anspriiche

1 bis 20 in seiner Gesamtheit oder einen Teil davon codiert, wobei die Immunglobuline eine Peptidsequenz
umfassen, die ausgewahlt ist aus den Folgenden:
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VTVSSGTNEVCKCPKCPAPELPGGPSVVEVVEP,

VTVSSEPKI POPOPKPQPOPOPOPKPQPKPEPECTCPKCPAPELLGGPSVFIFP

GTNEVCKCPKCP '
...APELPGGPSVEVEP

EPKIPQPQPKPQPQPOPQPKPQPKPEPECTCPKCP

APELLGGPSVFIFP :

APELLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP

APELPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRP

APELPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRE

APELLGGPSVEIFPPKPKDVLSISGRE.

GQTREPOVYTLA ’

GOTREPQVYTLAPXRLEL

GQPREPQVYTLPPSRDEL

GQPREPQVYTLPPSREEH

GOPREPQVYTLPPSQEEM

GGSVQTGGSLRLSCEISGLTED

GGSVQOQTGGSLRLSCAVSGFSTFS

GGSEQGGGSLRLSCAISGYTYG

GGSVOPGGSLTLSCTVSGATYS

RLSCTGSGFPYS

GGSVQAGGSL
GGSVQAGGSLRLSCVAGFGTS
CGSVQAGGSLRLSCVSFSPSS
WGQGTQVTVSS
WGQGAQVTVS S
WGQOGTQVTASS
RGEGTQOQVTVSL
und/oder

ALQPGGYCGYGBX -==nvom==-~--= CL
VSLMDRISQH=- === ==--- GC
VPAHLGPGAILDLEKKY -~ ==-- - KY
FCYSTAGDGGSGE -—= =~~~ = MY
ELSGGSCELPLLE ======1=== DY
DWNKYWTCGAQTGGYF === ===~ G Q
RLTEMGACDARWATLATRTFAYNY
QKKDRTRWAEPREW === === - - N N
GSRFSSPVGSTSRLES=SDY~-=NY
ADPSIYYSILXIEY -=---=+-=- KY
DSPCYMPTMPAPPIRDSFGW--DD
TSSFYWYCTTAPY - -« =c-w- NV
TEIEWYGCNLRTTF -=- ===~~~ T R
NQLAGGWYLDPNYWLSVGAY~-AT
RLTEMGACDARWATLATRTPFAYNY
DGWTRKEGGIGLPWSVQCEDGYNY
DSYPCHLL === === =-====== DV
VEYPIADMCS - == ~-=-owana RY

22. Nukleotidsequenz, dadurch gekennzeichnet, daf} sie fur ein Immunglobulin nach einem der Anspriiche
1 bis 20 codiert, dadurch, daf} sie eine aus den in Fig. 7 dargestellten Sequenzen ausgewahlte Sequenz um-
fafdt.
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23. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers nach einem der Anspriiche 1 bis 20, wel-
cher gegen ein determiniertes Antigen gerichtet ist, wobei die Antigenbindungsstelle des Antikdrpers aus
schweren Polypeptidketten besteht und wobei dem Antikdrper weiterhin die leichten Polypeptidketten fehlen,
wobei das Verfahren umfaldt:

— Immortalisieren von Lymphozyten, die beispielsweise aus dem peripheren Blut von Kamelartigen, die vorher
mit einem determinierten Antigen immunisiert wurden, erhalten wurden, mit einer unsterblichen Zelle und vor-
zugsweise mit Myelomzellen, um ein Hybridom zu bilden,

— Kultivieren der gebildeten immortalisierten Zellen und Gewinnen der Zellen, welche die Antikérper mit der
gewinschten Spezifitat produzieren.

24. Verfahren zur Herstellung von Antikdrpern, welche gegen determinierte Antigene gerichtet sind, wobei
das Verfahren die folgenden Schritte umfaf3t:
— Klonieren in Vektoren, insbesondere in Phagen und besonders bevorzugt filamentdsen Bakteriophagen, ei-
ner DNA- oder cDNA-Sequenz, die aus Lymphozyten von Kamelartigen erhalten wurde, die vorher mit deter-
minierten Antigenen immunisiert wurden, welche ein Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 20 pro-
duzieren konnen,
— Transformieren von prokaryotischen Zellen mit den obigen Vektoren unter Bedingungen, welche die Produk-
tion der Antikorper erlauben,
— Selektieren des entsprechenden Antikorpers, indem die transformierten Zellen einer Antigen-Affinitatsselek-
tion unterworfen werden,
— Gewinnen der Antikdrper mit der gewunschten Spezifitat.

25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei es sich bei dem Klonierungsvektor um ein Plasmid oder ein euka-
ryotisches Virus und bei der transformierten Zelle um eine eukaryotische Zelle, insbesondere eine Hefezelle,
Saugetierzelle, Pflanzenzelle oder Protozoenzelle handelt.

26. Verfahren nach Anspruch 24, wobei es sich bei dem Klonierungsvektor um ein Plasmid handelt, mit
dem das Immunglobulin in der Bakterienmembran exprimiert werden kann.

27. Verfahren nach Anspruch 24, wobei es sich bei dem Klonierungsvektor um ein Plasmid handelt, mit
dem das Immunglobulin als Sekretionsprotein exprimiert werden kann.

28. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daf3 es gegen ein Anti-
gen, wie beispielsweise dem eines Bakteriums, eines Virus, eines Parasiten, oder gegen ein Protein, Hapten,
Kohlenhydrat oder eine Nukleinsdure gerichtet ist.

29. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dal} es gegen einen Im-
munglobulin-Idiotyp gerichtet ist.

30. Immunglobulin nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dal es gegen ein zellu-
lares Rezeptor- oder Membranprotein gerichtet ist.

31. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daf es eine katalytische
Aktivitat aufweist.

32. Immunglobulin nach einem der Anspriche 1 bis 20 oder ein Fragment nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dalk es mit einem Toxin konjugiert ist.

33. Immunglobulin nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daf3 es sich um einen
heterospezifischen Antikdrper handelt.

34. Rekombinanter Vektor, dadurch gekennzeichnet, dal} er eine Nukleotidsequenz nach Anspruch 21
oder Anspruch 22 umfaRt und dal es sich dabei um ein Plasmid, einen Phagen, insbesondere einen Bakteri-
ophagen, ein Virus, ein YAC, ein Cosmid handelt.

35. Rekombinante Zelle oder nichtmenschlicher Organismus, dadurch gekennzeichnet, daf} sie bzw. er
durch einen Vektor nach Anspruch 34 modifiziert ist.

36. cDNA-Bibliothek, welche aus Nukleotidsequenzen zusammengesetzt ist, die fir ein Immunglobulin aus
schweren Ketten nach einem der Anspriiche 1 bis 20 codieren, wie sie beispielsweise durch ein Durchfiihren
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der folgenden Schritte erhalten wird:

a) Behandeln einer Probe, die lymphoide Zellen, insbesondere periphere Lymphozyten, Milzzellen, Lymphkno-
ten oder ein anderes Lymphgewebe aus einem gesunden Tier, das insbesondere ausgewahlt wird aus den Ka-
melartigen, enthalt, um die B-Lymphozyten abzutrennen,

b) Abtrennen polyadenylierter RNA von den anderen Nukleinsduren und Bestandteilen der Zellen,

¢) Umsetzen der erhaltenen RNA mit einer reversen Transkriptase, um die entsprechende cDNA zu erhalten,
d) Inkontaktbringen der erhaltenen cDNA mit 5'-Primern, welche der V,-Doméane von Immunglobulinen mit vier
Ketten aus Mausen entsprechen, wobei der Primer eine festgelegte Restriktionsstelle, z. B. eine Xhol-Stelle,
enthalt, und mit 3'-Primern, welche dem N-terminalen Teil einer C,;2-Doméne entsprechen,

e) Amplifizieren der DNA,

f) Klonieren der amplifizierten Sequenz in einen Vektor, insbesondere in einen Bluescript-Vektor,

g) Gewinnen der Klone, die mit einer Sonde hybridisieren, welche der Sequenz entspricht, die fiir eine kon-
stante Domane aus einem isolierten Immunglobulin aus schweren Ketten codiert.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIGURE 14
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FIGURE 18

FIGURE 1C
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FIGUR 4B

Analyse der IgG;-Papainfragmente durch SDS-PAGE
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Coeecmcmccmccccecacarmn—eree=— TCGAG- -~ TCTGGGGEAGE
Commmmccmccmmcmmm e —————— TCGAG- - -TCTGSGGGAGS
Commmmmw AGCTGH~m===mmmm=~ AACTGCTCGAG -~ -TCTGGAGGAGS
Commmmmm e e ——————— TCGAG -- - TCTGGGGGAGS
Commmem- AGGTGA=====—=—mm== AACTGCTCGAG - --TCTGGGGGAGG
T R e TCGAG-~~TCTGGAGGAGG
Cormmmmcmmccccccmcm i ——————— TCGAG - --TCTGGAGGAGS
o U TCGAG---TCTGGGGGAGS
Crmmmmmmmme e —cmecmmm—————e TCGAG - - -TCTGGGGGAGG
Crrmmmem e e — e ——— TCGAG--~TCAGGGGGAGG
Cmmmmmmm e m e e mmemmmcm— e TCGAG-~- TCTGGGGGAGG
Commmc e e e e mm TCGAG---TCTGGAGGAGG
Crmmm e m e TCGAG---TCTGGGGGAGS
Cormvconmmn AGGTGA-»==mmmm == AACTGCTCGAG-~-TCTGGGGGAGG
Crecrmr e e e e TCGAG~--TCTGGGGGAGG
[ b R . TCGAG--~-TCAGGGGGAGG

CTCGAGTCAGSTGTCCGGTCTGATGTGCAGC TGETGGCGTCTGGGGGAGE

ETCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTC - ~GTGC G -CAGCCTCTG
CTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTC TCCTGTGCATCTICTTCTA
CTCGCTGCAGACTGGAGGATCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGT-~C~TCTG
GTCGGTGCAGGCTGGAGGETCTCTGAGACTCTCCTGTAATGT--C-TCTG
GTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTAATGT - ~C-TCTG
CTCGGCGCAGGCTGGAGGATC TCTGAGACTCTCCTGTGCAGC - -CCACGG
CTCGGTTCAGGCTGGAGGETCCCTTAGACTCTCCTGTGCAGE - -C-TCTG
CTCGGTGCAGECTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAA~ -~ TCTCTG
CTCGGTGCAGGCTGGAGGGTC TCTGAGACTCTCCTGTACAG -~ ~GCTCTG
CTCGGTACAGGTTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTAG - - -CCTCTA
CTCGGTACAAACTGGAGGETCTCTGAGACTCTCTTGCG - - -AAATCTCTS
CTCGGTGCAGGCTGGAGGCETCTCTGAGACTCTCC TG TG - - - TAGCCTCTG
CTCGGTGCAGOTTGGAGGETCTCTGAAACTC TCCTGTAAMAAT - - ~CTCTG
CTCGCTGCAGGC TGGGGGETC TCTGACAC TCTC TTGTG - -~ TATACAC ~ -
CTCGGTCCAACCTGGAGGATC TCTGACACTCTCCTGTACAGTT -~ - TCTG
CTCGGTGGAGGC TGGAGGS TC TC TGAGACTCTCCTGTACAG - - ~-COTCTS
CTCGGTGCAGGCTGGAGGC TCTCTGAGACTCTCCTGTACAG - - ~CCTCTS

GA--TACAGTAATT - - ~-GTCCCCTCACTTG-GAGCTGGTATCGCCAGTTT
AA--TATATGCCTT - - -GCACCTACGACAT-GACCTGGTACCGCCAGGET
G2~ -TTCTCCTTTA - - -GTACCAGTTGTAT~-GGCCTGG TTCCGCCAGGCT
GC~-TCTCCCAGTA~ - ~-GTACTTATTGCCT -GGGCTGG TTCCGCCAGGCT
GC~~TCTCCCAGTA - - ~GTACTTATTGCCT~GGGCTGGTTCCGCCAGGCT
GA-«TTCCGC-TCA- - - ATGGTTACTACAT~CGCCTGGTTCCGTCAGGCT
AC--TACACCATCA -~ ~-CTGATTATTGCAT-GGCCTGETTCCGCCAGGCT
GA-~-TACACGTACG - - -GTAGCTTCTGTAT-GGGCTGE TTCCGCGAGGET
GA--TTCCCCTATA=~-GTACCTTCTGTCT-GGGGTGGTTCCCCCAGGCT
CT-~CACACCGACZ - - -GTAGCACCTGTAT-AGGCTGGTTCCGCCAGGET
GA-=-TTGACTTTTG - - - ATGATTCTGACGT-GGGGETGCTACCGCCAGGLT
GA-~TTCAATTTCG - - - AAACTTCTCGTAT-GGCGTGGTACCGCCAGACT
GAGGTACCCCAGATCGTGTTCCTAAATC TTTGGCCTGG TTCCGCCAGEET

FIGUR 7(1)
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------ CAACGATACTGGGACCA ~~-----TGGGATGGTTTCGCCAGSCT
~~GGGCCACCTACA -~ -GTGACTACAGTATTGGA - TGGATCCGCCAGGCT
Gr=mromm o= ATACGTAT-CCT---~CTATGGCCTGGTTCCGCCAGGTT

GAG2A----CAGTTTCAGTAGATT--TGCCATGTCTTGGTTCCGCCAGGCT

CCAGGAACGGAGCGCGAGTTCGTCTCCAGTATGGATCCGGATGGAAATAC
CCAGGCAAGGAGCGCGAATTTGTCTCAAGTATAAATATTGATGGTAAGAC
TCAGGAAAGCAGCGTGAGGGGGTCGCAGCCATTAATAGTGGCGGTGGTAG
CCAGGGAGGGAGCGTGAGGGGGTCACAGCGATTAA -~ =~~~ CACTGATGG
CCAGGGAAGGAGCGTGAGGGGGTCACAGCGATTAA- - -~~~ CACTGATGG
CCTGGGAAGGGGCGTGAGGGGGTCGCAACAATTAATGGTGETCG -~ -~ ~
CCAGGGAAGGAGCGCTGAATTGGTCGCAGCGATTCAAGTTGTCCGTACTGA
CCAGGCAAGGAACGTGAGGGGATCGCAACTATTCTTAATGGTGGTACTAA
CCAGGGAAGGAGCGTGAGGGGGTCGCGGGTATTAATAGTGCAGGAGGTAA
CCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGCAAGTATATATTTTGGTGATGGTGG
CCAGGGGATCAGTGCAAATTCGTCTCAGGTATTCTGAGTGATGGTACT-C
CCAGGAAATGTGTGTGAGTTGGTCTCAAGTATTTACAGTGATGG ~ - -~~~
CCAGAGAAGGAGCGCGAGGGGATCGCAGTTCTTTCGACTAAGGATGGTAA
CCAGGGAAAGAGTGCGAAAGGGTCGCGCATATTACGCCTGATGGTATGA -
CCAGGGAAGGACCGTGAAGTAGTCGCAGCCGCTAATACTGG TG =~ =~ ==
CCAGGGCAGGAGCGCGAGGEGGGTCGCGTTTICTTCARACGG ~~~ = mmm
CCAGGGAAGGAGTGCGAATTGGTCTCAAGCATTCAAAGTAATGGAAGGAC

CAAGTACA--~~~wmmmmee e CATACTCCGTGAAGGGCCGCTTCACC
AACATACG--~-mormmmm e e e CAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACC
GACATACTA-CAACACATATGTCGCCGAGTCCGTGAAGGECCGATTCGLC
CAGTATCAT-ATACGCA---~-~ GCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACC
CAGTGTCAT-ATACGCA-=---~-- GCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACC

—————— CGA-CGTCACATACTACGCCGACTCCGTGACGGGCCGATTTACC
TACT--CGC-C-TCACAGACTACGCCGACTCCGTGAAGGGACGATTCACE
------------- CACATACTATGCCGACTCGGTGAAGGGCCGATTCACC
------------- TACTTACTATGCCGACGCCGTGAAGGGCCGATTCACC
------------- TACGAATTATCGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACC
CATATACAAAGAGTGGAGACTATGCTGAGTCTGTGAGGGGCCGGGTTACC
CA-AAACATACTACGTCGACC--GCA-- -~ =~ TGAAGGGCCGATTCACC
GAwmmommemmenne CATTCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACC
--------------- CCTTCATTGATGAACCCGTGAAGGGGCGATTCACG
------ CGACTAGTARATTC TACGTCGACTTTGTGAAGGGCCGATTCACC
--CTGACAAT-AGTGCATTATATGGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACE
AACTGA- ===~ w—cm e GGCCGATTCCGTGCAAGGCCGATTCACC

ATGTCCCGAGGCAGCACCGAGTACACAGTATTTC TGCAAATGGACAATCT
ATCTCCCAAGACAGCGCCAAGAACACGGTGTATC TGCAGATGAACAGCCT
ATCTCCCAAGACAACGCCAAGACCACGGTATATC TTGATATGAACAACCT
ATCTCCCAAGACACCGCCAAGGAAACGGTACATC TCCAGATGAACAACCT
ATCTCCCAAGACACCGCCAAGKAAACGGTATATC TCCAGATGAACAACCT
ATCTCCCGAGACAGCCCCAAGAATACGGTGTATCTGCAGATCAACAGCCT
ATCTCCCAAGGCAACACCAAGAACACAGTGAATCTGCAAATGAACAGCET
ATCTCCCAAGACAGCACGTTGAAGACGATGTATC TGCTAATGAACAACCT
ATCTCCCAAGGGAATGCCAAGAATACGGTGTTTCTGCAAATGGATAACTT
ATCTCCCAACTCAACGCCCAGAACACAGTGTATCTGCAAATGAACAGCET
ATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACATGATATACCTTCAAATGAACGACCT
ATTTCTAGAGAGAATGCCAAGAATACATIGTATC TACAACTGAGCGECCT
ATCTTCTTAGATAATGACAAGACCACTTTCTCCTTACAACTTGATCGACT
ATCTCCCGAGACAACGCCCAGAAAACGTTGTC TTTGCGAATGAATAGTCT

FIGUR 7(2)

50/53



DR17006
213006
DRG2006

DRO100OS
DR27006
DR03006
DR1I1006
DR24006
DF16006
DR138006
DRO7006
DR16006
DR20006
DR25006
DR20006
DR21006
DR0S006
DR17006
DR13006
DR02006

DRO1006
DR27006
DR03006
DX11006
DR24006
DR16006
DR19006
DRG7006
DR16006
DR20006
DR25006
DR20006
DR21006
DRO9006
DR17006
DR13006
DR02006

DRO1006
DR27006
DR03006
DR11006
DR24006
DR16006
DR19006
DRO7006
DR16006
DR20006
DR25006
DR20006
DR21006
DR0S006
DR17006

DE 693 30 523 T3 2010.10.28

ATTTCCCAAGACAACGCCAAGAATACGGTATATCTGCAAATGAGCTTCIT
ATCTCCCACGACAACGCCAAGAACACGCTGTATC TGCAAATGCGCAACCT
ATCTCCCGAGACAATTCCAGGAACACAGTGTATCTGCAAATGAACAGCCT

GAAACCTGAGGACACGGCGATGTATTACTGTAAAAC -2~ ~-GCCCTAC- -
GAAACCTGAGGACACGGCGATGTATTACTGTAAAAT -2~ ~-GA~-TTC -~
AACCCCTGAAGACACGGCTACGTATTACTGTGCGGCGG -~ -TCCIAGCCC
GCAACCTGAGGATACGGCCACCTATTACTGCGCGGCAA - - ~GACTGACGG
GCAACCTGAGGATACGGCCACCTATTACTGCGCGGCAA ~--GACTGACGG
GARACCTGAGGACACGGCCATCTACTTCTGTGCAGCAG~~~G~—~~~ cTC
GACACCTGAGGACACGGCCATCTACAGTTGTGCEGGCAA-~~C -~~~ CAG
GAAACCTGAAGACACGGGCACCTATTACTGTGCTG~CA -~ ~GAACTAAGT
GAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGCGCGG-CG~~--GATAGTCCA
GAAACCTGAGGACAGCGCCATCTACTACTGTGCAATCA - - ~-CTGAAATTG
GAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGCGCGGTAGATGGTTGGACCC
CAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCG~~ ==~~~ =m-w - cc
GAACCCGGAGGACACTGCCGACTACTACTGCGCTGCAAATCAATTAGC -~
GAGGCCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGGCAGATTG - -~~~ ==~
GAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGTGCGGCAG~ -~~~ CGGACCC
GCAACCTGACGACACTGGCGTGTACTACTGTGCGGCC ~ -~~~ =~-~~ CAA
GAAACCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGGGGCAGT -~~~ ~~~~==~

------------------------ A-AC--CTGGGGGTTATTGTGGGTA-

ACTTGGGACCT ~=r-wmmmmwe e GGCG-CCATT~~=~ =~~~ CTTGATTTG
AGATGGGGGCTTGTGATGCGAGATGGGCGACCTTAGC --GACAAGGAL -G
AGATGGGGGCTTGTGATGCGAGATGGGCGACCTTAGC -~ -GACAAGGAC -G
GCGTTTTT~-CTAGTCCTGTTGGGAGCACTTC -TAGAC - - -TCGAAAGTAG

TAGTTTTTACTGGTACT -~ ~~~~ GCAC-~------- C---ACG------ G
GGTGGTACTTGTGAATTGC~ - -CTTTGC -~ -~~~ TATTTGACTA-~-~~~
TGTTACATGCCGACTATGC - - ~-CCGCTCCCCCGATACGAGACAGTTTTGG
AGTGGTATGGGTGCAATTT -~ ~-AAGGACTACTTTTACT-~~C--r e =~ G
GGAAGGAAG~~GGGGAATCGGGTTAC -~ ~-CCTGGTCGGTCCAATGTGAA
GOTTGAR~---rommm e TATC - -~ ~CTATTGCAGAC~-ATGTGTT
---TGGTGGCTGGTATT---~-~~ TGGACCCGAATTACTGG-CTCTCTGTG
-~ ~GAAATACTGGA-~~-CTTGTGGTGC - -CCAGA-CTGG-~=~~=~~ AG
AAGTATATATTATAGTATC-~~~--~- CTCCNNAT--~-~~=-e-ceme
AAGAAGGATCGTA~ -~~~ CTAGATGGGC =~ ==~~~ CGAGCCT-~--~~~

~-TGGGTANTGCCTCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
ceTosemmme e CTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
AAAANGTATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
TTTGCGTATAACTACTGGGGCCGGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
TTTGCGTATAACTACTGGGGCCGGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCALT
CGA-CT-ATAACTATTGGGGCCAGGGGATCCAGGTCACCGTCACCTCACT
CGC~CTTATAACGTCTGGGGTCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT

CTGGEG- -~~~ mm e GCCAGGGCACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
CTGGGATGATTTT-~~--- GGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT
CTGGG=-=~==~mmm=->mm GCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCACT

GATGGTTATAACTATTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAC -
CGAGAT---~ACG- - -GCGACCCGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAC -
GGTGCATATGCCATCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCETC TCCTCAC -
GATACTTCGGACAG -TGGGGTCAGEGGECCCAGGTCACCETCTCCTCACT
~-TGAGTATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA~ -
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DR13006 CGAGAATGGAACAACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA--
DR02006 CCAACATGGG--TGCCGGGGCCAGGGAACCCAGGTCACCETCTCCT--~-

DR01006 AG----TTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR27006 AG----TTACCCGTACGAGCTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DRC3006 AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR11006 AG----TTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR24006 AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC

DR16006 ~----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR19006 ----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR0O7006 ----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR16006 ----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR20006 ----AGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR25006 ---TAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR20006 ---TAGTTACCCGTACGACGAACCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR21006 ~---TAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DROS0JS AGCTAGTTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGGTTCTTAATAGAATTC
DR17006 ~-m=c-eeemm--cemmmemmc e cemeemm—emmmm—ee——————
DRLI3006 ===~ —mmmm e e e e mmem e
DRO2006 =======eew=seems oo msmcmesomoemooocanooas TA
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