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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Die Erfindung liegt auf den technischen Gebieten von transgenen Tieren, molekularer Immunologie
und Medizin.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Antikdrper reprasentieren eine Klasse von therapeutischen Molekiilen mit Anwendungen auf vielen
unterschiedlichen Gebieten, einschlief3lich Transplantation, kardiovaskularen Erkrankungen, infektiésen Er-
krankungen, Krebs und Autoimmunitat (Goldenberg, M., 1999, Clin. Ther. 21:309-318; Present, D., et al., 1999,
New Engl. J. Med. 340:1398-1405; Targan, S., et al., 1997, New Engl. J. Med. 337:1029-1035; Davis, T., et al.,
1999, Blood 94:88a; Saez-Llorens, X., et al., 1998, Pediatr. Infect. Dis. J. 17:787-791; Berard, J., et al., 1999,
Pharmacotherapy 19:1127-1137; Glennie, M., et al., 2000, Immunol. Today 21:403-410; Miller, R., 1982, New
Engl. J. Med. 306:517-522; Maini, R., et al., 1999, Lancet, 354:1932-1939). Die Entwicklung der Hybridom-
technologie ermdglichte die Isolierung von monoklonalen Nagetier-Antikdrpern (ebenfalls bezeichnet als
MADbs) als therapeutische Kandidaten-Molekiile (Kohler, G., und Milstein, C., 1975, Nature 256:495-497). Al-
lerdings zeigten friihe Untersuchungen unter Beteiligung des Einsatzes von nicht-humanen monoklonalen An-
tikérpern fur Humantherapie in vivo, dass Mensch-Anti-Maus-Antikérper(HAMA)-Antworten die Anwendung
derartiger Mittel beschranken konnten (Schroff, R., et al., 1985, Cancer Res. 45, 879-885; Shawler, D., et al.,
1985, J. Immunol. 135:1530-1535). Es wird daher anerkannt, dass eine Verringerung der Immunogenitat von
therapeutischen Antikdrpern winschenswert ist. Rekombinante DNA-Technologien sind eingesetzt worden,
um die Immunogenitat von nicht-humanen Antikdrpern zu verringern (Boulianne, G., et al., 1984, Nature 312,
643-646; Morrison, S., et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 81:6851-6855; Riechmann, L., et al., 1988, Na-
ture 332:323-327; Jones, P., et al., 1986, Nature 321: 522-525; Queen, C., et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 86: 10029-10033). Es wird jedoch ebenfalls erkannt, dass vollstdndig humane monoklonale Antikérper
eine potenzielle Quelle von geringer Immunogenitat therapeutischer Mittel zur Behandlung von Krankheiten
des Menschen sind (Little, M., et al., 2000, Immunol. Today 21:364-70). Die Verwendung von transgenen Mau-
sen, welche humane Immunglobulin(lg)-Loci in ihrer Keimbahn-Konfiguration tragen, ermdglicht die Isolierung
von vollstandig humanen, monoklonalen Hochaffinitats-Antikdrpern, welche gegen eine Vielzahl von Zielen ge-
richtet sind, einschlief3lich humanen Selbst-Antigenen, fir welche das normale humane Immunsystem tolerant
ist (Lonberg, N., et al., 1994, Nature 368:856-9; Green, L., et al., 1994, Nature Genet. 7:13-21; Green, L., &
Jakobovits, 1998, Exp. Med. 188:483-95; Lonberg, N., und Huszar, D., 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93;
Bruggemann, M., et al., 1991, Eur. J. Immunol. 21:1323-1326; Fishwild, D., et al., 1996, Nat. Biotechnol.
14:845-851; Mendez, M., et. al., 1997, Nat. Genet. 15:146-156; Green, L., 1999, J. Immunol. Methods
231:11-23; Yang, X., et al., 1999, Cancer Res. 59:1236-1243; Briiggemann, M., und Taussig, MJ., Curr. Opin.
Biotechnol. 8:455-458, 1997). Humane Antikoérper lassen sich, basierend auf der leichten Kette (kappa und
lambda) und der schweren Kette (IgA,, IgA,, IgD, IgE, IgG,, 19G,, I9G,, IgG, und IgM) in eine Vielzahl von un-
terschiedlichen Klassen einteilen. Diese unterschiedlichen Klassen sehen potenziell verschiedene therapeuti-
sche Anwendungen vor. Zum Beispiel weisen die verschiedenen Schwerketten-Isotope unterschiedliche
Wechselwirkungen mit dem Komplement und mit zellbasierenden Fc-Rezeptoren auf. Einige der Schwerket-
ten-Klassen (IgM und IgA) kénnen auch Multimere bilden, wodurch die Wertigkeit von F_- und V-Region-Wech-
selwirkungen erhdht wird. Es ist deshalb wiinschenswert, eine Plattform zur Erzeugung humaner monoklonaler
Antikérper von allen Isotypen zu besitzen. Allerdings war die erhebliche Grdfie der humanen Ig-Loci (1-2Mb)
ein Haupthindernis fur die Einbringung von ganzen Loci in transgene Mause, um vollstandige diverse humane
Antikorper-Repertoires zu rekonstituieren, weil die Klonierung von tiber-Megabasen groRen DNA-Fragmenten,
welche ganze humane Ig-Loci Uberspannten, sogar bei der Verwendung von kinstlichen Hefe-Chromosomen
schwierig war. Seit kurzem erleichterte eine neue Vorgehensweise unter Verwendung eines humanen Chro-
mosoms selbst als Vektor fir die Transgenese den Transfer der vollstandigen IgH- und Igk-Loci in transgene
Mause, ohne die Notwendigkeit zur Klonierung von DNA-Fragmenten in kiinstliche DNA-Vektoren (Tomizuka,
K., etal., 1997, Nature Genet. 16:133-143; Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. 97:722-727). To-
mizuka et al. (Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727) zeigten die Einfihrung von
zwei transmittierbaren bzw. Ubertragbaren humanen Chromosomen-Fragmenten (hCFs), wobei eines den Im-
munglobulin(lg)-Schwerketten-Locus (IgH, ~1,5 Mb) und das andere den k-Leichtketten-Locus (Igk, ~2 Mb)
enthielt, in einen transgenen Maus-Stamm, dessen endogene IgH- und Igk-Loci inaktiviert worden waren. In
den resultierenden Doppel-transchromosomischen(Tc)/Doppel-Knockout(KO)-Mausen behielt ein wesentli-
cher Anteil der somatischen Zellen beide hCFs bei, und der Rescue hinsichtlich des Defekts in der Ig-Produk-
tion wurde durch eine Expression von Schwer- und Kappa-Leicht-Ketten von humanem Ig auf hohem Niveau,
in Abwesenheit von Schwer- und Kappa-Leicht-Ketten der Maus gezeigt. Daruber hinaus ahnelten die Se-
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rum-Expressionsprofile von vier humanen Ig-y-Subklassen denjenigen, welche in Menschen beobachtet wer-
den. Die transgenen Mause entwickelten eine antigenspezifische Human-Antikérperantwort nach Immunisie-
rung mit humanem Serumalbumin (HSA), und HSA-spezifische humane monoklonale Antikérper mit verschie-
denen Isotypen wurden aus ihnen erhalten. Die Untersuchung von Tomizuka et al., (ebenda) demonstrierte
auch die Instabilitat von hChr.2-abgeleiteten hCF, enthaltend den Igk-Locus (hCF(2-W23)) in Mausen. Die be-
obachtete Instabilitdt des k-Transchromosoms kdnnte ein Hindernis flir eine optimale Human-Kappa-Leichtket-
ten-Expression und die Produktion von human-kappa-positiven Hybridomen sein. Tatsachlich waren Zwei-Drit-
tel der Anti-HSA-Hybridome, welche aus einer Doppel-Tc/KO-Maus erhalten wurden, Maus-Lambda-positiv
(mA*), und eine Mehrheit (83%) von IgG/mA-Hybridomen hatten festgestelltermalien das hCF(2-W23) verloren.
Deshalb besteht ein Bedarf nach transgenen Tieren, welche Charakteristika beibehalten, die durch die Trans-
chromosomen vermittelt werden, welche von Tomizuka et al. (ebenda) beschrieben wurden, insbesondere Tie-
re, welche im Wesentlichen das vollstandige Repertoire von humanen Schwerketten-Isotypen exprimieren und
des Weiteren eine verbesserte Stabilitdt von eingebrachten humanen Sequenzen aufzeigen, was eine erhdhte
Effizienz beim Erhalten von vollstandig humanen Antikérpern erlaubt.

KURZE ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0003] Die Erfindung sieht eine transgene Maus vor, die zwei humane Immunglobulin-Loci umfasst, wobei ein
humaner Immunglobulin-Locus ein humaner Schwerketten-Locus ist, welcher auf einem Transchromosom lo-
kalisiert ist, und der andere humane Immunglobulin-Locus ein Abschnitt eines humanen Leichtketten-Lo-
cus-Transgens ist, welcher stabil in das nicht-humane Sauger-Genom integriert ist. In manchen transgenen
Mausen ist der humane Leichtketten-Locus mit einem endogenen Sdugerchromosom assoziiert. In manchen
transgenen Mausen liegt der humane Schwerketten-Locus von einem Transchromosom vor, und der humane
Leichtketten-Locus ist mit einem endogenen Sdugerchromosom assoziiert. In manchen derartigen transgenen
Mausen ist wenigstens ein Teil des humanen Leichtketten-Locus in einen YAC-Vektor kloniert. In manchen
transgenen Mausen ist der humane Schwerketten-Locus im hCF(SC20) enthalten, und der humane Leichtket-
ten-Locus ist in dem humanen Kappa-Leichtketten-Locus-Transgen KCo5 enthalten. In transgenen Mausen
sind der endogene Sauger-Schwerketten-Locus und mindestens ein Sduger-Leichtketten-Locus inaktiviert. In
manchen derartigen transgenen Mausen sind der endogene Sauger-Schwerketten-Locus und der Kap-
pa-Leichtketten-Locus inaktiviert.

[0004] In einem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus ferner eine Mutation eines Gens, wobei die Mu-
tation die Immunantwort gegeniiber Autoantigen erhéht. In einigen transgenen Mausen handelt es sich bei der
Mutation um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0005] Die Erfindung betrifft ferner Verfahren zur Erzeugung einer Vielzahl von B-Zellen, welche humane An-
tikdrpersequenzen exprimieren, wobei das Verfahren umfasst: Bereitstellen der transgenen Maus und Immu-
nisieren der transgenen Maus, um eine Vielzahl von B-Zellen zu erzeugen, welche humane Antikérpersequen-
zen exprimieren. In einigen solchen Verfahren ist das Transchromosom ein Fragment des humanen Chromo-
soms 14. In einigen solchen Verfahren ist das humane Transchromosom ein humanes Chromosomenfragment
SC20 (hCF(SC20)). Einige solche Verfahren umfassen ferner das Absammeln der Vielzahl von B-Zellen, wel-
che Sequenzen exprimieren, die humane Antikdrper exprimieren. Einige solcher Verfahren umfassen ferner
das Fusionieren der Vielzahl von B-Zellen mit immortalisierten Zellen unter Bildung von Hybridomen. Andere
derartige Verfahren umfassen ferner das Absammeln der humanen Antikérper-Sequenzen aus den Hybrido-
men. In einigen solchen Verfahren werden die humanen Antikoérper-Sequenzen gereinigt. Einige derartige Ver-
fahren umfassen ferner das Sammeln der Sequenzen, welche humane Antikdrper codieren. In einigen derar-
tigen Verfahren handelt es sich bei den Sequenzen, welche humane Antikérper codieren, um Volllangen-For-
men. In manchen Verfahren werden die humane Antikorper codierenden Sequenzen in transfizierten Zellen
exprimiert. In manchen derartigen Verfahren umfasst der humane Leichtkette-Locus nicht rearrangierte Se-
quenzen des naturlichen humanen Kappa-Leichtkette-Locus. In manchen solchen Verfahren ist der humane
Kappa-Leichtkette-Locus das inserierte KCo5-Transgen. In einigen derartigen Verfahren umfasst die Vielzahl
von B-Zellen mindestens eine erste B-Zelle, welche einen Antikérper mit einem ersten Isotyp, ausgewahlt aus
der Gruppe, bestehend aus IgA, IgD, IgE, IgG und IgM, codiert. In manchen Verfahren ist der IgA-Isotyp IgA,
oder IgA,. In einigen Verfahren ist der IgG-Isotyp IgG,, 1gG,, I9G, oder IgG,. In manchen derartigen Verfahren
umfasst die Vielzahl von B-Zellen ferner mindestens eine zweite B-Zelle, codierend einen Antikdrper mit einem
zweiten Isotyp, welcher unterschiedlich zum ersten Isotyp ist, gewahlt aus der Gruppe, welche aus IgA, IgD,
IgE, 19G und IgM besteht. Bei einigen Verfahren umfasst die Vielzahl von B-Zellen mindestens finf B-Zellen,
welche jeweils einen Antikérper mit einem verschiedenen Isotyp codieren, wobei die Isotypen der Antikérper
IgA, IgD, IgE, 1gG bzw. IgM sind. In einem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus ferner eine Mutation
eines Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegen Autoantigen erhéht. In einigen derartigen Verfahren

3/75



DE 601 31456 T2 2008.07.10

handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0006] Die Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Erzeugung eines Antikérpers mit humaner Sequenz vor,
welcher an ein vorbestimmtes Antigen bindet, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst: Immunisie-
ren einer transgenen Maus der Erfindung mit einem vorbestimmten Antigen; und Gewinnen des Antikérpers
mit humaner Sequenz aus der immunisierten Maus. In einem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus fer-
ner eine Mutation eines Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegen Autoantigen erhdht. In einigen sol-
chen Verfahren handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0007] Die durch Ausfiihren der Erfindung erhaltenen Antikérper mit humaner Sequenz konnen verschiedene
Antikérperisotypen, oder Mischungen davon, umfassen, wie etwa 19G,, 19G,, 19G;, 1gG,, IgM, IgA,, IgA,, IgD
und IgE. Die Antikdrper mit humaner Sequenz kdnnen eine Volllangen-Form sein (z. B. ein IgG,-, IgG,-, IgA,-
oder ein IgA,-Antikérper) oder kdnnen lediglich einen antigenbindenden Bereich einschlielen (z. B. ein Fab-,
F(ab")2-, Fv- oder Fd-Fragment). Einige Antikdrper mit humaner Sequenz sind rekombinante Antikdrper mit hu-
maner Sequenz. Antikdrper mit humaner Sequenz der Erfindung kénnen typischerweise an vorbestimmte An-
tigene mit Gleichgewichts-Assoziierungskonstanten (K,) von mindestens 108 M~', 10° M™', 10" M-', 10™ M~
und 102 M~ binden. Einige Antikdrper mit humaner Sequenz der Erfindung sind monoklonal. Einige Antikérper
mit humaner Sequenz der Erfindung sind antigenspezifisch.

[0008] Die Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Erzeugung antigenspezifischer Hybridome, welche Anti-
kérper mit humaner Sequenz sezernieren, vor, wobei das Verfahren umfasst: Immunisieren der transgenen
Maus der Erfindung mit einem vorbestimmten Antigen; Fusionieren von Lymphozyten aus der transgenen
Maus mit immortalisierten Zellen unter Bildung von Hybridomzellen; und Bestimmen der Bindung des von den
Hybridomzellen hergestellten Antikdrpers an das vorbestimmte Antigen. In einigen derartigen Verfahren sezer-
nieren mehr als 50% der antigenspezifischen Hybridomklone Antikdrper, welcher humane Schwerkette und hu-
mane Leichtkette aufweist. In einem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus ferner eine Mutation eines
Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegeniiber Autoantigen erhoht. In einigen derartigen Verfahren
handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0009] Die Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Erzeugung eines Antikérpers mit humaner Sequenz vor,
welcher an ein vorbestimmtes Antigen bindet, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:
Immunisieren einer transgenen Maus der Erfindung mit einem vorbestimmten Antigen; und Screenen von ge-
bildeten Hybridomzellen hinsichtlich des Vorhandenseins von antigenreaktiven Antikdrpern. In einigen solchen
Verfahren werden die Hybridomzellen bei einer grof3eren Effizienz als 20% subkloniert. In einigen solchen Ver-
fahren werden die antigenreaktiven Antikdrper aus dem Hybridom in Kultur sezerniert. In manchen derartigen
Verfahren sind die antigenreaktiven Antikérper im Wesentlichen rein. In manchen Verfahren werden die im We-
sentlichen reinen Antikdrper zur therapeutischen Verwendung formuliert. In einem anderen Aspekt umfasst die
transgene Maus ferner eine Mutation eines Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegenuber Autoanti-
gen erhéht. In manchen solchen Verfahren handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des FcyRI-
IB-Gens.

[0010] Die Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Herstellung von rearrangierten Immunglobulin-Sequenzen
vor, umfassend: Bereitstellen einer transgenen Maus der Erfindung und Gewinnen der rearrangierten huma-
nen Immunglobulinsequenzen aus der transgenen Maus. In einigen Verfahren umfasst der Gewinnungs-Schritt
das Absammeln von B-Zell-Lymphozyten, enthaltend die rearrangierten humanen Immunglobulinsequenzen,
aus der transgenen Maus. In solchen Verfahren umfasst der Gewinnungs-Schritt das Isolieren und Amplifizie-
ren von mRNA aus B-Zell-Lymphozyten, um cDNA zu erzeugen. Einige derartige Verfahren umfassen ferner
das Isolieren und Amplifizieren von Sequenzen der variablen Region von Schwer- und Leichtkette aus der cD-
NA. Die Erfindung stellt ferner isolierte Nukleinsauren bereit, welche diese amplifizierten Sequenzen der
schweren variablen Region aus der cDNA codieren. Die Erfindung stellt des Weiteren isolierte Nukleinsauren
bereit, welche die amplifizierten Sequenzen der variablen Leichtketten-Region aus der cDNA codieren. In ei-
nem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus ferner eine Mutation eines Gens, wobei die Mutation die Im-
munantwort gegenuber Autoantigen erhdht. In manchen solchen Verfahren handelt es sich bei der Mutation
um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0011] In einem anderen Aspekt sieht die Erfindung Nukleinsauremolekiile, welche die Antikbrper mit huma-
ner Sequenz, oder antigenbindende Bereiche, der Erfindung codieren, vor. Folglich werden auch rekombinante
Expressionsvektoren, welche die Antikérper codierenden Nukleinsduren der Erfindung einschlie3en, und
Wirtszellen (oder Nachkommen dieser Wirtszellen), welche mit solchen Vektoren transfiziert sind, von der Er-
findung eingeschlossen, wie auch Verfahren zur Herstellung der Antikdrper der Erfindung durch Kultivieren die-
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ser Wirtszellen. Einige solche Verfahren umfassen das Kultivieren der Wirtszellen unter solchen Bedingungen,
dass die Nukleinsaure exprimiert wird; und das Gewinnen der Nukleinsaure aus der kultivierten Wirtszelle oder
ihrem Kulturmedium. Manche Wirtszellen sind Eukaryoten. Manche derartige Expressionsvektoren umfassen
eine Nukleinsaure, welche die Sequenzen der variablen Schwer- und Leichtketten-Region der Erfindung co-
diert, wobei die Sequenzen der variablen Schwer- und Leichtketten-Region funktionsfahig mit einer regulato-
rischen Sequenz verbunden sind, welche die Expression der Nukleinsdure in einer Wirtszelle steuert.

[0012] Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Herstellung einer humanen Antikdrper-Display-Bibliothek
bereit, wobei das Verfahren umfasst: Einfihren eines Immunogens in die transgene Maus der Erfindung; Iso-
lieren einer Population von Nukleinsauren, welche die humanen Antikérperketten codieren, aus lymphatischen
Zellen der transgenen Maus; und Bilden einer Bibliothek von Display-Packungen, welche die Antikérperketten
prasentieren, wobei ein Bibliotheksmitglied eine Nukleinsaure umfasst, codierend eine Antikorperkette, und die
Antikorperkette von der Packung prasentiert wird. In einigen derartigen Verfahren fehlt der transgenen Maus
ein nachweisbarer Titer gegenliber dem Immunogen, wenn der Isolierungsschritt durchgefihrt wird. In einigen
derartigen Verfahren ist das Immunogen eine Nukleinsaure. In manchen derartigen Verfahren codiert die Nu-
kleinsdure einen membrangebundenen Rezeptor. In einem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus ferner
eine Mutation eines Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegenuber Autoantigen erhdht. In manchen
derartigen Verfahren handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0013] Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Erzeugung eines Antikdrpers mit humaner Sequenz,
oder eines Fragmentes davon, welcher an ein vorbestimmtes Antigen bindet, wobei das Verfahren die folgen-
den Schritte umfasst: Immunisieren einer transgenen Maus der Erfindung mit einem vorbestimmten Antigen;
Auffangen von Antikérper-V-Region-Sequenzen aus der immunisierten transgenen Maus; Klonieren der auf-
gefangenen V-Regionen in einen DNA-Vektor unter Erzeugung einer Expressionsbibliothek; und Exprimieren
der Bibliothek, um V-Region-Sequenzen zu identifizieren, welche einen Antikérper, oder ein Fragment davon,
codieren, welcher an das vorbestimmte Antigen bindet. In einem anderen Aspekt umfasst die transgene Maus
ferner eine Mutation eines Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegentiber Autoantigen erhoéht. In ei-
nigen solchen Verfahren handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des FcyRIIB-Gens.

[0014] Die Erfindung sieht ferner ein Verfahren zur Erzeugung eines Antikdrpers mit humaner Sequenz, oder
eines Fragmentes davon, vor, welcher an ein vorbestimmtes Antigen bindet, wobei das Verfahren die folgen-
den Schritte umfasst: Immunisieren einer transgenen Maus der Erfindung mit einem vorbestimmten Antigen;
Isolieren von cDNA, codierend mindestens eine humane Antikérper-V-Region, aus B-Zellen der immunisierten
transgenen Maus oder aus Hybridomen, welche durch Fusion der B-Zelle und einer unsterblichen bzw. immor-
talisierten Zelle erzeugt wurden; Klonieren der cDNA in einen Expressionsvektor; Einbringen des Vektors in
eine Wirtszelle; Kultivieren der Wirtszelle; und Auffangen des Antikdrpers mit humaner Sequenz, oder Frag-
mentes davon, aus der Wirtszelle oder deren Kulturmedium. In manchen solchen Verfahren wird der Isolie-
rungsschritt durch PCR durchgefiihrt. In einigen derartigen Verfahren wird der Isolierungsschritt durch cD-
NA-Bibliotheks-Screening unter Verwendung von mindestens einer DNA-Sonde durchgefuhrt. In einigen der-
artigen Verfahren wird der Isolierungsschritt durch Phagendisplay-Bibliotheks-Screening durchgefiihrt. In man-
chen derartigen Verfahren codiert die cDNA Volllangen-Antikdrper mit humaner Sequenz. In manchen Verfah-
ren ist der Isotyp des gewonnenen Antikérpers mit humaner Sequenz verschieden von dem Isotyp von Anti-
kdrper-produzierenden Zellen der immunisierten transgenen Maus. In einem anderen Aspekt umfasst die
transgene Maus ferner eine Mutation eines Gens, wobei die Mutation die Immunantwort gegeniber einem Au-
toantigen erhéht. In einigen derartigen Verfahren handelt es sich bei der Mutation um die Inaktivierung des Fcy-
RIIB-Gens.

[0015] Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Verbesserung der Stabilitdt einer transchromosomischen
Maus-Hybridomzelle bereit, welche einen humanen Antikérper exprimiert, der mit einem vorbestimmten Anti-
gen reaktiv ist, wobei das Verfahren umfasst: Kreuzen bzw. Ziichten einer ersten Maus, wobei die erste Maus
einen ersten humanen Immunglobulin-Locus auf einem Transchromosom umfasst, zusammen mit einer zwei-
ten Maus, wobei die zweite Maus einen zweiten humanen Immunglobulin-Locus umfasst, der innerhalb eines
endogenen Maus-Chromosoms inseriert ist; Erhalten einer dritten Maus aus der Zichtung, wobei die dritte
Maus beide, sowohl den ersten als auch den zweiten, humanen Immunglobulin-Locus umfasst; Immunisieren
der dritten Maus oder ihrer Nachkommen, welche sowohl den ersten als auch den zweiten humanen Immun-
globulin-Locus beibehalten, mit einem vorbestimmten Antigen; Auffangen von B-Zellen aus der immunisierten
Maus; und Fusionieren der B-Zellen mit immortalisierten Zellen, um Hybridomzellen zu erhalten, welche den
humanen Antikdrper, der mit dem vorbestimmten Antigen reaktiv ist, exprimieren. Einige solche Verfahren um-
fassen fernerhin: Kultivieren der Hybridomzellen in Medien; Testen der Medien, um die Gegenwart von Hybri-
domzellen zu identifizieren, welche mit dem vorbestimmten Antigen reaktive humane Antikdrper exprimieren;
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Verdunnen der Hybridomzellen; und Kultivieren der verdiinnten Hybridomzellen, um klonale Zelllinien zu erhal-
ten, welche monoklonalen humanen Antikérper exprimieren, der mit dem vorbestimmten Antigen reaktiv ist. In
manchen derartigen Verfahren werden die klonalen Zelllinien aus mindestens 50% der identifizierten Hybri-
domzellen erhalten.

[0016] Eine Maus-Hybridomzelle, welche gemaf der Erfindung hergeleitet wurde, kann einen Antikdrper mit
humaner Sequenz sezernieren, der einen IgA-Isotyp aufweist, welcher mit einer Gleichgewichts-Assoziations-
konstante (Ka) von wenigstens 10'° M~ an ein spezifiziertes Antigen bindet.
[0017] Ein gemal der Erfindung hergeleiteter Antikérper mit humaner Sequenz, der einen IgA-Isotyp auf-
weist, kann an ein spezifiziertes Antigen mit einer Gleichgewichts-Assoziationskonstante (K,) von mindestens
10" M~" binden.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0018] Fig. 1. Entwurf fur einen Cmu-Targeting-Vektor. A) Genomische Maus-DNA fir die Cmu-Region. B)
Ein Cmu-Targeting-Vektor. C) Die genomische Maus-DNA, homolog rekombiniert mittels des Cmu-Targe-
ting-Vektors.

[0019] Fig. 2. Serumkonzentrationen von humanem Ig p-, y-, k- und Maus-Lambda-Ketten in den Dop-
pel-TC/KO- und durch Kreuzung geziichteten bzw. Kreuzungs-Mausen.

[0020] Fig. 3. Serumkonzentrationen von Anti-CD4-Human-Ig y in den immunisierten Doppel-TC/KO- und
Kreuzungs-Mausen am Tag 34.

[0021] FEig. 4. Serumkonzentrationen von Anti-CD4-Human-Ig K in den immunisierten Doppel-TC/KO- und
Kreuzungs-Mausen am Tag 34.

[0022] Fig.5. Zeitverlauf der Anti-CD4-Human-Ig y-Antwort in den Doppel-TC/KO- und Kreuzungs-Mausen,
welche den hdchsten Serumtiter unter jeder Gruppe (N = 5) am Tag 34 zeigten.

[0023] Fiq. 6. Zeitverlauf der Anti-CD4-Human-Ig k-Antwort in den Doppel-TC/KO- und Kreuzungs-Mausen,
welche den hdchsten Serumtiter unter jeder Gruppe (N = 5) am Tag 34 zeigten.

[0024] Fig.7. Wachstumskurve und Produktion von humanem monoklonalen Anti-CD4-Antikérper der
KM2-3-Hybridomzellen.

[0025] Fig. 8. Serumkonzentrationen von Anti-GCSF-Human-Ig y in den immunisierten Doppel-TC/KO- und
Kreuzungs-Mausen am Tag 34.

[0026] Fig.9. Serumkonzentrationen von Anti-GCSF-Human-Ig k in den immunisierten Doppel-TC/KO- und
Kreuzungs-Mausen am Tag 34.

[0027] Fig. 10. Zeitverlauf der Anti-GCSF-Human-Ig y-Antwort in den Doppel-TC/KO- und Kreuzungs-Mau-
sen, welche den héchsten Serumtiter unter jeder Gruppe (N = 5) am Tag 34 zeigten.

[0028] Fig. 11. Zeitverlauf der Anti-GCSF-Human-lg k-Antwort in den Doppel-TC/KO- und Kreuzungs-Mau-
sen, welche den héchsten Serumtiter unter jeder Gruppe (N = 5) am Tag 34 zeigten.

[0029] Fig. 12. Dosis-Antwort-Kurven von humanen monoklonalen Anti-CTLA-4-Antikérpern hinsichtlich Blo-
ckierungsaktivitat.

[0030] Fig. 13. Inhibition der CTLA-4(Biotin)-Bindung an B7.2-Zellen mit monoklonalen Antikrpern.

[0031] Fig. 14. Verstarkte Antworten gegen Rinder-C-1V im Serum von Kreuzungs-(Fc)-Mausen.
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AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

DEFINITIONEN

[0032] Der Ausdruck "Transchromosom" bezieht sich auf ein Chromosom oder ein Fragment davon, welches
in eine Zelle einer Maus tUberfihrt werden kann. Eine exemplarische Zelle, in welche die Transchromosom(en)
eingebracht werden, ist eine ES-Zelle. Ein Transchromosom kann einen selektierbaren Marker umfassen und
kann aus von der Maus verschiedenen Spezies abgeleitet werden. Ein Transchromosom kann einen Abschnitt
eines humanen Chromosoms umfassen. Die Begriffe "transchromosomisch" oder "Transchromosom" bedeu-
ten "ein Transchromosom behaltend" oder "von einem Transchromosom sein".

[0033] Die Antikérper mit humaner Sequenz der Erfindung werden in einer transgenen Maus hergestellt, die
zur Herstellung von mehreren Isotypen von humanen (z. B. monoklonalen oder polyklonalen) Antikérpern (z.
B. IgM, IgD, IgG, IgA und/oder IgE) gegen eine Vielfalt von Antigenen mittels Durchlaufen einer V-D-J-Rekom-
bination, und, fur Nicht-lgM/Nicht-IgD-Antikdrper, eines Isotyp-Switchings bzw. -Wechselns fahig ist. Folglich
schlielRen verschiedene Aspekte der Erfindung Antikdrper und Antikérperfragmente, und pharmazeutische Zu-
sammensetzungen davon, ein, sowie transgene Mause und B-Zellen und Hybridome zur Herstellung derartiger
monoklonaler Antikorper.

[0034] Auler es ist angegeben, werden die Begriffe "Patient" oder "Subjekt" austauschbar verwendet und be-
ziehen sich auf Saugetiere, wie etwa menschliche Patienten und nicht-menschliche Primaten, sowie Versuchs-
tiere, wie Kaninchen, Ratten und Mause oder andere Tiere.

[0035] Der Begriff "Behandeln" schlief3t die Verabreichung der Verbindungen oder Mittel der vorliegenden Er-
findung ein, um den Ausbruch der Symptome, Komplikationen bzw. Leiden oder der biochemischen Indizien
einer Krankheit zu verhindern oder zu verzoégern, die Symptome zu lindern oder eine weitere Entwicklung der
Krankheit, des Leidens oder der Stérung (z. B. Autoimmunkrankheit) aufzuhalten oder zu verhindern. Die Be-
handlung kann eine prophylaktische (zum Verhindern oder Verzdégern des Ausbruchs der Krankheit, oder zur
Verhinderung der Auspragung ihrer klinischen oder subklinischen Symptome) oder therapeutische Unterdru-
ckung oder Linderung von Symptomen nach der Manifestation der Krankheit sein.

[0036] Im Allgemeinen bezieht sich der Ausdruck "gut toleriert bzw. gut vertraglich" auf die Abwesenheit von
nachteiligen Anderungen im Gesundheitszustand, welche als Ergebnis der Behandlung auftreten und Behand-
lungsentscheidungen beeinflussen wirden.

[0037] Der Begriff "Lymphozyt", wie hierin verwendet, besitzt die normale Bedeutung auf dem Fachgebiet und
bezieht sich auf einen Beliebigen der mononukledren, nicht-phagozytischen Leukozyten, welche in Blut, Lym-
phe und lymphoiden Geweben gefunden werden, d. h. B- und T-Lymphozyten.

[0038] Der Ausdruck "Subpopulationen von T-Lymphozyten" oder "T-Zell-Untergruppe(n)" bezieht sich auf
T-Lymphozyten oder T-Zellen, welche durch die Expression von bestimmten Zelloberflachen-Markern gekenn-
zeichnet sind (siehe Barclay, A. N., et al. (Hrsg.), 1997, THE LEUKOCYTE ANTIGEN FACTS BOOK, 2. AUS-
GABE, Academic Press, London, Grof3britannien; diese Bezugsstelle wird hierin fiir alle Zwecke durch den Be-
zug darauf einbezogen).

[0039] Die Begriffe "mit cytotoxischen T-Lymphozyten assoziiertes Antigen-4", "CTLA-4", "CTLA4", "CT-
LA-4-Antigen" und "CD152" (siehe z. B. Murata, 1999, Am J. Pathol. 155:453-460) werden austauschbar ver-
wendet und schlielen Varianten, Isoformen, Spezieshomologe von humanem CTLA-4 und Analoge, welche
mindestens ein gemeinsames Epitop mit CTLA-4 aufweisen (siehe z. B. Balzano, 1992, Int. J. Cancer Suppl.
7:28-32), ein.

[0040] Die vollstandige cDNA-Sequenz von humanem CTLA-4 hat die Genbank-Zugangsnummer L15006.
Die Region der Aminosauren 1-37 ist das Leader-Peptid; 28-161 ist die extrazellulare V-ahnliche Domane;
162-187 ist die Transmembrandomane; und 188-223 ist die cytoplasmatische Domane. Varianten der Nukle-
otidsequenz sind berichtet worden, einschlieBlich einer G-zu-A-Transition an der Position 49, einer
C-zu-T-Transition an der Position 272, und einer A-zu-G-Transition an der Position 439. Die vollstandige
DNA-Sequenz von Maus-CTLA-4 besitzt die EMBL-Zugangsnummer X05719 (Brunet et al., 1987, Nature
328:267-270). Die Region von Aminosaure 1-35 ist das Leader-Peptid.

[0041] Der Begriff "Epitop" bedeutet eine Proteindeterminante, die zur spezifischen Bindung an einen Anti-

7/75



DE 601 31456 T2 2008.07.10

korper in der Lage ist. Epitope bestehen Ublicherweise aus chemisch aktiven Oberflachengruppierungen von
Molekilen, wie Aminosauren- oder Zuckerseitenketten, und weisen Ublicherweise spezifische dreidimensiona-
le Strukturmerkmale sowie spezifische Ladungsmerkmale auf. Es werden Konformations- und Nicht-Konfor-
mations-Epitope dahingehend unterschieden, dass die Bindung der Ersteren, aber nicht der Letzteren, in Ge-
genwart von denaturierenden Lésungsmitteln verloren geht.

[0042] Einintakter "Antikdrper" umfasst mindestens zwei schwere (H)-Ketten und zwei leichte (L)-Ketten, wel-
che durch Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Jede Schwerkette besteht aus einer variablen Schwer-
ketten-Region (hierin abgekirzt als VH) und einer konstanten Schwerketten-Region. Die konstante Schwer-
ketten-Region ist aus drei Doméanen aufgebaut, CH1, CH2 und CH3. Jede leichte Kette ist aus einer variablen
Leichtketten-Region (hierin abgekiirzt als VL) und einer konstanten Leichtketten-Region aufgebaut. Die kon-
stante Leichtketten-Region besteht aus einer Domane CL. Die VH- und VL-Regionen kénnen weiter in Regio-
nen mit Hypervariabilitdt, bezeichnet als Komplementaritats-bestimmende Regionen (CDR), unterbrochen
bzw. durchsetzt mit Regionen, welche starker konserviert sind, bezeichnet als Gerustregionen (FR, framework
regions), unterteilt werden. Jede VH und VL ist aus drei CDRs und vier FRs aufgebaut, welche vom Aminoter-
minus zum Carboxylterminus in der folgenden Reihenfolge angeordnet sind: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDRa3, FR4. Die variablen Regionen der schweren und leichten Ketten enthalten eine Bindungsdomane, wel-
che mit einem Antigen wechselwirkt. Die konstanten Regionen der Antikdrper kdnnen die Bindung des Immun-
globulins an Wirtsgewebe oder Faktoren vermitteln, einschliel3lich verschiedener Zellen des Immunsystems (z.
B. Effektorzellen) Uber zellulare Rezeptoren, wie Fc-Rezeptoren (z. B. FcyRI, FcyRlla, FeyRllb, FeyRIIl und
FcRn) und der ersten Komponente (C1q) des klassischen Komplementsystems. Der Begriff Antikdrper schlie3t
antigenbindende Bereiche eines intakten Antikdrpers ein, welche die Fahigkeit beibehalten, das Antigen zu
binden. Beispiele von antigenbindenden Abschnitten schlief3en (i) ein Fab-Fragment, ein einwertiges Frag-
ment, bestehend aus den VL-, VH-, CL- und CH1-Domanen; (ii) ein F(ab')2-Fragment, ein zweiwertiges Frag-
ment, das zwei Fab-Fragmente umfasst, welche durch eine Disulfidbriicke an der Gelenkregion verkniipft sind;
(iii) ein Fd-Fragment, welches aus den VH- und CH1-Domanen besteht; (iv) ein Fv-Fragment, bestehend aus
den VL- und VH-Domanen eines einzelnen Arms eines Antikdrpers, (v) ein dAb-Fragment (Ward et al., 1989,
Nature 341:544-546), welches aus einer VH-Domane besteht; und (vi) eine isolierte Komplementaritats-be-
stimmende Region (CDR) ein. Obwohl die zwei Domanen des Fv-Fragmentes, VL und VH, von separaten Ge-
nen codiert werden, kdnnen sie darlber hinaus unter Anwendung rekombinanter Verfahren durch einen syn-
thetischen Linker verknipft werden, welcher ermdéglicht, dass sie als eine einzelne Proteinkette hergestellt wer-
den, in welcher die VL- und VH-Regionen sich unter Bildung einwertiger Molekdle paaren (bekannt als Einzel-
ketten-Fv (scFv); siehe z. B. Bird et al., 1988, Science 242:423-426; und Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 85:5879-5883). Derartige Einzelketten-Antikdrper sind bei Bezugnahme auf den Begriff "Antikor-
per" eingeschlossen. Fragmente kénnen durch rekombinante Techniken oder enzymatische oder chemische
Spaltung von intakten Antikdrpern hergestellt werden.

[0043] Der Ausdruck "Antikérper mit humaner Sequenz" schlie3t Antikorper ein, welche variable und konstan-
te Regionen (falls vorhanden) aufweisen, die von humanen Immunglobulinsequenzen abgeleitet sind. Die An-
tikérper mit humaner Sequenz der Erfindung kénnen Aminosaurereste einschlieRen, welche nicht von huma-
nen Keimbahn-Immunglobulinsequenzen codiert werden (z. B. Mutationen, die mittels statistischer oder orts-
spezifischer Mutagenese in vitro oder durch somatische Mutation in vivo eingebracht werden). Allerdings wird
mit dem Ausdruck "Antikérper mit humaner Sequenz", wie hierin verwendet, nicht beabsichtigt, Antikdrper ein-
zuschlieRRen, bei welchen ganze CDR-Sequenzen, ausreichend zur Vermittlung von Antigenspezifitat und ab-
geleitet aus der Keimbahn einer anderen Saugerspezies, wie einer Maus, auf humane Gerlstsequenzen ge-
pfropft bzw. verpflanzt worden sind (d. h. humanisierte Antikorper).

[0044] Die Begriffe "monoklonaler Antikdrper" oder "monoklonale Antikérperzusammensetzung" beziehen
sich auf eine Praparation von Antikdrpermolekdlen einer einzigen molekularen Zusammensetzung. Eine mo-
noklonale Antikérperzusammensetzung zeigt eine einzige Bindungsspezifitat und Affinitat fir ein bestimmtes
Epitop. Folglich bezieht sich der Ausdruck "humaner monoklonaler Antikdrper" auf Antikérper, welche eine ein-
zige Bindungsspezifitat aufzeigen, welche variable und konstante Regionen (falls vorhanden) aufweisen, ab-
geleitet aus humanen Keimbahn-Immunglobulinsequenzen. In einer Ausfiihrungsform werden die humanen
monoklonalen Antikérper durch ein Hybridom hergestellt, welches eine B-Zelle, die aus einem transgenen
nicht-humanen Tier, z. B. einer transgenen Maus, erhalten wurde, aufweisend ein Genom, das ein humanes
Schwerkette-Transgen und ein Leichtkette-Transgen umfasst, fusioniert mit einer immortalisierten Zelle, ein-
schlief3t.

[0045] Der Begriff "diklonaler Antikdrper" bezieht sich auf eine Praparation von mindestens zwei Antikdrpern
gegen ein Antigen. Typischerweise binden die verschiedenen Antikérper an verschiedene Epitope.
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[0046] Der Begriff "oligoklonaler Antikdrper" bezieht sich auf eine Praparation von 3 bis 100 verschiedenen
Antikdrpern gegen ein Antigen. Typischerweise binden die Antikdrper in einer derartigen Praparation an einen
Spielraum von verschiedenen Epitopen.

[0047] Der Begriff "polyklonaler Antikdrper" bezieht sich auf eine Praparation von mehr als 1 (zwei oder mehr)
verschiedenen Antikdrpern gegen ein Antigen. Eine derartige Praparation schlieRt Antikdrper ein, welche an
einen Spielraum von verschiedenen Epitopen binden.

[0048] Die Erfindung liefert die Grundlage fiir die Herstellung von Antikdrpern mit humaner Sequenz gegen
eine Vielzahl von Antigenen, einschlief3lich humanen Antikérpern gegen humanes CTLA-4, humanen G-CSF,
humanes HSA, humanes CD4 und humanen EGFR. Die Human-Antikérper dieser Erfindung schlieRen Anti-
korper ein, welche Signale blockieren oder antagonisieren, die von Zelloberflachenrezeptoren, wie dem huma-
nen CTLA-4-Rezeptor und dem humanen CD4-Corezeptor, transduziert werden. Einige dieser Antikdrper kon-
nen an ein Epitop auf humanem CTLA-4 binden, sodass CTLA-4 an der Wechselwirkung mit einem humanen
B7-Gegenrezeptor gehindert wird. In ahnlicher Weise kdnnen einige der Antikdrper an ein Epitop auf humanem
CD4 binden, sodass CD4 an der Wechselwirkung mit humanem Klasse-II-MHC gehindert wird. Weil die Wech-
selwirkung von humanem CTLA-4 mit humanem B7 ein Signal transduziert, welches zur Inaktivierung von
T-Zellen fihrt, die den humanen CTLA-4-Rezeptor tragen, induziert, erhoht oder verlangert der Antagonismus
der Wechselwirkung in effektiver Weise die Aktivierung von T-Zellen, welche den humanen CTLA-4-Rezeptor
tragen, wodurch eine Immunantwort verlangert oder verstarkt wird. Ein "Blockierungs-Antikérper" bezieht sich
auf einen Antikdrper, welcher die Bindung von I6slichem humanen CTLA-4 an zellexprimierten humanen B7-Li-
gand um mindestens 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 99% oder 99,9% unter Bedingungen
verringert, bei welchen das Verhaltnis von Antikérper-Kombinierungs-Stelle zu humaner CTLA-4-Ligan-
den-Bindungsstelle groRer als 1:1 ist, und die Konzentration an Antikérper gréRer als 10 M ist.

[0049] Die Erfindung sieht ferner IgA-Antikdrper mit humaner Sequenz gegen eine Vielzahl von humanen An-
tigenen vor. Beispielhafte IgA-Antikérper schliel3en [solche gegen] CD4, G-CSF, CTLA-4 und EGFR ein. Weil
IgA-Antikérper Dimere bilden kdnnen, kdnnen derartige IgA-Antikdrper verbesserte Vernetzungseigenschaften
aufweisen.

[0050] Andere Antikorper-Praparationen, die manchmal als mehrwertige Praparationen bezeichnet werden,
binden an Zelloberflachenrezeptoren, wie humanen CTLA-4, in einer solchen Weise, dass mehrere humane
CTLA-4-Rezeptoren auf derselben Zelle vernetzt werden.

[0051] Eine Vernetzung kann auch durch Kombinieren von I8slichen zweiwertigen Antikbrpern mit unter-
schiedlichen Epitopspezifitdten bewerkstelligt werden. Diese polyklonalen Antikérper-Praparationen umfassen
mindestens zwei Paare von Schwer- und Leichtketten, welche an verschiedene Epitope auf dem Antigen bin-
den, sodass ein Signal als Ergebnis von Antikérper-vermittelter Vernetzung transduziert werden kann.

[0052] Der Ausdruck "rekombinanter humaner Antikérper" schlief3t alle Antikbrper mit humaner Sequenz der
Erfindung ein, welche durch rekombinante Mittel hergestellt, exprimiert, erzeugt oder isoliert werden, wie etwa
Antikorper, isoliert aus einem Tier (z. B. einer Maus), welche hinsichtlich humaner Immunglobulin-Gene (weiter
nachstehend beschrieben) transgen ist; Antikorper, exprimiert unter Anwendung eines rekombinanten Expres-
sionsvektors, der in eine Wirtszelle transfiziert wurde, Antikorper, isoliert aus einer rekombinanten, kombinato-
rischen humanen Antikoérper-Bibliothek, oder Antikdrper, welche durch andere Mittel hergestellt, exprimiert, er-
zeugt oder isoliert werden, welche das Spleissen von humanen Immunglobulin-Gensequenzen an andere
DNA-Sequenzen beinhalten. Derartige rekombinanten humanen Antikdrper besitzen variable und konstante
Regionen (falls vorhanden), welche aus humanen Keimbahn-Immunglobulinsequenzen abgeleitet sind. Sol-
che Antikérper kdnnen jedoch einer In-vitro-Mutagenese (oder, wenn ein hinsichtlich humaner Ig-Sequenzen
transgenes Tier verwendet wird, einer somatischen In-vivo-Mutagenese) unterzogen werden, und daher sind
die Aminosauresequenzen der VH- und VL-Regionen der rekombinanten Antikérper Sequenzen, welche, ob-
gleich sie aus humanen Keimbahn-VH- und -VL-Sequenzen abgeleitet und damit verwandt sind, nicht nattirlich
innerhalb des humanen Antikdrper-Keimbahnrepertoires in vivo existieren kénnen.

[0053] Ein "heterologer Antikdrper" wird in Bezug auf die transgene Maus definiert, welche einen derartigen
Antikoérper produziert. Dieser Ausdruck bezieht sich auf einen Antikdrper, der eine Aminosauresequenz oder
eine codierende Nukleinsauresequenz aufweist, die derjenigen entspricht, welche in einem Organismus, bei
dem es sich nicht um die transgene Maus handelt, und im Allgemeinen von einer anderen Spezies als [derje-
nigen] der transgenen Maus, vorgefunden wird.
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[0054] Ein "heterohybrider Antikorper" bezieht sich auf einen Antikérper, aufweisend eine leichte und schwere
Kette von unterschiedlicher Organismen-Herkunft. Zum Beispiel ist ein Antikérper, der eine humane Schwer-
kette, assoziiert mit einer Maus-Leichtkette, aufweist, ein heterohybrider Antikorper.

[0055] Der Begriff "im Wesentlichen rein" oder "isoliert" bezieht sich auf eine Objekt-Spezies (z. B. einen An-
tikdrper der Erfindung), welche identifiziert und von einer Komponente ihrer natirlichen Umgebung getrennt
und/oder riickgewonnen worden ist, sodass die Objekt-Spezies die vorherrschende vorhandene Spezies ist (d.
h. sie auf einer molaren Basis haufiger ist als jedwede andere einzelne Spezies in der Zusammensetzung);
eine "im Wesentlichen reine" oder "isolierte" Zusammensetzung bedeutet auch, dass die Objekt-Spezies min-
destens etwa 50% (auf einer molaren Basis) aller vorhandenen makromolekularen Spezies ausmacht. Eine im
Wesentlichen reine oder isolierte Zusammensetzung kann mehr als etwa 80 bis 90 Gew.-% aller makromole-
kularen Spezies, die in der Zusammensetzung vorhanden sind, umfassen. Eine isolierte Objekt-Spezies (z. B.
Antikérper der Erfindung) kann auch zu essenzieller bzw. wesentlicher Homogenitat gereinigt sein (Kontami-
nanten-Spezies kdnnen durch herkémmliche Nachweisverfahren nicht in der Zusammensetzung nachgewie-
sen werden), wobei die Zusammensetzung im Wesentlichen aus Derivaten einer einzigen makromolekularen
Spezies besteht. Zum Beispiel kann ein isolierter Antikdrper gegen humanes CTLA-4 im Wesentlichen frei von
anderen Antikdrpern sein, welchen eine Bindung an humanes CTLA-4 fehlt und welche an ein anderes Antigen
binden. Ferner kann ein isolierter Antikérper, der spezifisch an ein Epitop, eine Isoform oder Variante von hu-
manem CTLA-4 bindet, nichtsdestotrotz Kreuz-Reaktivitdt zu anderen verwandten Antigenen aufweisen, z. B.
aus anderen Spezies (z. B. CTLA-4-Spezieshomologe). Dariiber hinaus ist ein isolierter Antikorper der Erfin-
dung im Wesentlichen frei von anderem zellularen Material (z. B. mit Nicht-lmmunglobulin assoziierte Proteine)
und/oder Chemikalen.

[0056] "Spezifische Bindung" bezieht sich auf die praferenzielle Bindung eines Antikdrpers an ein spezifizier-
tes Antigen relativ zu anderen nicht-spezifizierten Antigenen. Der Ausdruck "bindet spezifisch (oder selektiv)
an einen Antikorper" bezieht sich auf eine Bindungsreaktion, welche bestimmend fir die Gegenwart des Pro-
teins in einer heterogenen Population von Proteinen und anderen biologischen Stoffen ist. Typischerweise bin-
det der Antikorper mit einer Assoziationskonstante (K,) von mindestens etwa 1 x 10° M~ oder 10" M~ oder
etwa 10® M~" bis 10° M~" oder etwa 10" M~" bis 10" M~" oder héher, und bindet an das spezifizierte Antigen mit
einer Affinitat, welche mindestens zweimal groRer ist als seine Affinitat fur die Bindung an ein nicht-spezifi-
sches Antigen (z. B. BSA, Casein), das verschieden von dem spezifischen Antigen oder einem nah verwandten
Antigen ist. Die Ausdriicke "Antikdrper, erkennend ein Antigen" und "Antikorper, spezifisch fur ein Antigen" wer-
den hierin austauschbar mit dem Begriff "ein Antikorper, der spezifisch an ein Antigen bindet" verwendet. Ein
vorbestimmtes Antigen ist ein Antigen, welches vor der Selektion eines Antikdrpers, der an dieses Antigen bin-
det, gewahlt wird.

[0057] Der Ausdruck "bindet spezifisch" oder "binden spezifisch", bei Bezugnahme auf ein Peptid, bezieht
sich auf ein Peptidmolekdl, welches eine intermediare oder hohe Bindungsaffinitat, ausschlieRlich oder haupt-
sachlich, fur ein Zielmolekul aufweist. Der Ausdruck "bindet spezifisch an" bezieht sich auf eine Bindungsreak-
tion, welche fiir das Vorhandensein eines Zielproteins in Gegenwart einer heterogenen Population von Prote-
inen und anderen biologischen Stoffen bestimmend ist. Unter bestimmten Assaybedingungen binden somit die
spezifizierten Bindungseinheiten praferenziell an ein besonderes Zielprotein und binden nicht in einem signifi-
kanten Ausmalfd an andere Komponenten, welche in einer Testprobe vorhanden sind. Eine spezifische Bindung
an ein Zielprotein unter solchen Bedingungen kann eine Bindungseinheit erfordern, welche hinsichtlich ihrer
Spezifitat fir ein besonderes Zielantigen ausgewahlt bzw. selektiert ist. Eine Vielzahl von Assay-Formaten
kann angewandt werden, um Liganden zu selektieren, welche mit einem bestimmten Protein spezifisch reaktiv
sind. Zum Beispiel werden Festphasen-ELISA-Immunassays, Immunprazipitation, Biacore und Western-Blot
angewandt, um Peptide zu identifizieren, welche mit dem Antigen spezifisch reagieren. Typischerweise wird
eine spezifische oder selektive Reaktion wenigstens das Zweifache des Hintergrundsignals oder -rauschen
und noch typischer mehr als das 10-Fache des Hintergrunds sein.

[0058] Der Ausdruck "hohe Affinitat" fur einen Antikorper bezieht sich auf eine Gleichgewichts-Assoziations-
konstante (K,) von mindestens etwa 10" M~', mindestens etwa 10® M~', mindestens etwa 10° M~', mindestens
etwa 10" M, mindestens etwa 10" M~ oder mindestens etwa 10'> M~ oder gréRer, z. B. bis zu 10" M~ oder
10" M™" oder gréRer. Allerdings kann eine "Hochaffinitats"-Bindung fiir andere Antikdrperisotypen variieren.

[0059] Der Begriff "K,", wie hierin verwendet, bezeichnet beabsichtigtermalien die Gleichgewichts-Assoziati-

onskonstante einer jeweiligen Antikdrper-Antigen-Wechselwirkung. Diese Konstante weist die Einheit von 1/M
auf.

10/75



DE 601 31456 T2 2008.07.10

[0060] Der Begriff "K,", wie hierin verwendet, bezeichnet beabsichtigtermallen die Gleichgewichts-Dissozia-
tionskonstante einer jeweiligen Antikdrper-Antigen-Wechselwirkung. Diese Konstante besitzt die Einheit von
M.

[0061] Der Begriff "k,", wie hierin verwendet, bezeichnet beabsichtigtermalien die kinetische Assoziations-
konstante einer jeweiligen Antikdrper-Antigen-Wechselwirkung. Diese Konstante weist die Einheit von 1/Ms
auf.

[0062] Der Begriff "k ", wie hierin verwendet, bezeichnet beabsichtigtermalien die kinetische Dissoziations-
konstante einer jeweiligen Antikorper-Antigen-Wechselwirkung. Diese Konstante besitzt die Einheit 1/s.

[0063] "Jeweilige Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen" bezieht sich auf die experimentellen Bedingungen,
unter denen die Gleichgewichts- und kinetischen Konstanten gemessen werden.

[0064] "Isotyp" bezieht sich auf die Antikorper-Klasse, welche von den Genen der konstanten Schwerket-
ten-Region codiert wird. Die Schwerketten werden als Gamma, Mu, Alpha, Delta oder Epsilon klassifiziert und
definieren den Isotyp des Antikorpers als I1gG, IgM, IgA, IgD bzw. IgE. Zusatzliche strukturelle Variationen kenn-
zeichnen getrennte Subtypen von IgG (z. B. I1gG,, 19G,, 1IgG; und IgG,) und IgA (z. B. IgA, und IgA,).

[0065] "Isotyp-Switching bzw. -Wechsel" bezieht sich auf das Phanomen, durch welches die Klasse, oder der
Isotyp, eines Antikdrpers sich von einer Ig-Klasse zu einer der anderen Ig-Klassen verandert.

[0066] "Nicht-gewechselter Isotyp" bezieht sich auf die Isotypklasse der Schwerkette, welche produziert wird,
wenn kein Isotyp-Switching stattgefunden hat; das CH-Gen, welches den nicht-geswitchten Isotyp codiert, ist
typischerweise das erste CH-Gen unmittelbar stromabwarts des funktionell rearrangierten VDJ-Gens. Das Iso-
typ-Switching ist als klassisches oder nicht-klassisches Isotyp-Switching klassifiziert worden. Das klassische
Isotyp-Switching findet durch Rekombinationsereignisse statt, welche mindestens eine Switch-Sequenzregion
in dem Transgen beteiligen. Nicht-klassisches Isotyp-Switching kann zum Beispiel durch homologe Rekombi-
nation zwischen humanem o, und humanem %, stattfinden (d-assoziierte Deletion). Alternative nicht-klassi-
sche Switching-Mechanismen, wie Intertransgen- und/oder Interchromosomal-Rekombination, kénnen, unter
anderen, auftreten und ein Isotyp-Switching bewirken.

[0067] Der Begriff "Switch-Sequenz" bezieht sich auf diejenigen DNA-Sequenzen, welche fir Switch-Rekom-
bination verantwortlich sind. Eine "Switch-Donor"-Sequenz, typischerweise eine p-Switch-Region, liegt 5' (d. h.
stromaufwarts) zu der Konstruktregion, welche wahrend der Switch-Rekombination deletiert werden soll. Die
"Switch-Akzeptor"-Region liegt zwischen der zu deletierenden Konstruktregion und der konstanten Ersatz-Re-
gion (z. B. y, € und dergleichen). Da es keine spezifische Stelle gibt, an welcher die Rekombination stets statt-
findet, ist die letztendliche Gensequenz nicht in typischer Weise aus dem Konstrukt vorhersagbar.

[0068] "Glykosylierungs-Muster" ist als das Muster von Kohlenhydrateinheiten definiert, welche kovalent an
ein Protein, genauer gesagt an ein Immunglobulin-Protein, gebunden sind. Ein Glykosylierungs-Muster eines
heterologen Antikdrpers kann als im Wesentlichen ahnlich zu Glykosylierungs-Mustern gekennzeichnet wer-
den, welche naturlich auf Antikérpern vorkommen, die von der Spezies des nicht-humanen transgenen Tiers
produziert werden, wenn der Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet erkennen wiirde, dass das Glykosylie-
rungs-Muster des heterologen Antikérpers zu dem Muster der Glykosylierung in der Spezies des nicht-huma-
nen transgenen Tiers ahnlicher ist als zu der Spezies, aus der die CH-Gene des Transgens abgeleitet wurden.

[0069] Der Begriff "natlirlich vorkommend", wie auf ein Objekt angewandt, bezieht sich auf die Tatsache, dass
ein Objekt in der Natur gefunden werden kann. Zum Beispiel ist eine Polypeptid- oder Polynukleotidsequenz,
welche in einem Organismus (einschlieRlich Viren) vorhanden ist, der aus einer Quelle in der Natur isoliert wer-
den kann und der nicht vom Menschen im Laboratorium absichtlich modifiziert worden ist, naturlich vorkom-
mend.

[0070] Der Ausdruck "Immunglobulin-Locus" bezieht sich auf ein genetisches Element oder einen Satz von
verknupften genetischen Elementen, welche Information umfassen, die von einer B-Zelle oder einem
B-Zell-Vorlaufer verwendet werden kann, um ein Immunglobulin-Peptid zu exprimieren. Dieses Peptid kann ein
Schwerketten-Peptid, ein Leichtketten-Peptid oder die Fusion eines Schwer- und eines Leichtketten-Peptids
sein. Im Fall eines nicht-rearrangierten Locus, werden die genetischen Elemente von einem B-Zell-Vorlaufer
assembliert bzw. zusammengefligt, um das Gen zu bilden, welches ein Immunglobulinpeptid codiert. Im Fall
eines rearrangierten Locus ist ein Gen, welches ein Immunglobulinpeptid codiert, innerhalb des Locus enthal-
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ten.

[0071] Der Begriff "rearrangiert" bezieht sich auf eine Konfiguration eines Schwerketten- oder Leichtket-
ten-Immunglobulin-Locus, worin ein V-Segment unmittelbar benachbart zu einem D-J- oder J-Segment in einer
Konformation positioniert ist, welche im Wesentlichen eine vollstandige VH- bzw. VL-Domane codiert. Ein re-
arrangierter Immunglobulin-Gen-Locus kann durch Vergleich mit Keimbahn-DNA identifiziert werden; ein rear-
rangierter Locus weist mindestens ein rekombiniertes Heptamer/Nonamer-Homologieelement auf.

[0072] Der Begriff "nicht-rearrangiert" oder "Keimbahn-Konfiguration" in Bezug auf ein V-Segment bezieht
sich auf die Konfiguration, worin das V-Segment nicht rekombiniert ist, sodass es unmittelbar benachbart zu
einem D- oder J-Segment ist.

[0073] Die Begriffe "Nukleinsaure" oder "Nukleinsduremolekil" beziehen sich auf ein Desoxyribonukleotid-
oder Ribonnukleotid-Polymer in entweder einzel- oder doppelstrangiger Form, und kénnen, aul3er es ist anders
lautend eingeschrankt, bekannte Analoge von natirlichen Nukleotiden beinhalten, welche in einer dhnlichen
Weise wie natlrlich vorkommende Nukleotide funktionieren kénnen.

[0074] Der Begriff "isolierte Nukleinsdure" in Bezug auf Nukleinsduren, welche Antikdrper oder Antikdrper-Ab-
schnitte (z. B. VH, VL, CDR3), welche an das Antigen binden, codieren, bezieht sich beabsichtigtermalen auf
eine Nukleinsaure, in welcher die den Antikdrper oder Antikdrper-Abschnitt codierenden Nukleotidsequenzen
frei von anderen Nukleotidsequenzen sind, welche Antikérper oder Antikorper-Abschnitte codieren, die von
zum Beispiel CTLA-4 verschiedene Antigene binden, wobei diese anderen Sequenzen die Nukleinsaure in hu-
maner genomischer DNA in natlrlicher Weise flankieren kénnen.

[0075] Der Begriff "im Wesentlichen identisch" im Kontext von zwei Nukleinsduren oder Polypeptiden bezieht
sich auf zwei oder mehr Sequenzen oder Untersequenzen, welche mindestens etwa 80%, etwa 90%, etwa
95% oder hohere Nukleotid- oder Aminosaure-Rest-ldentitat aufweisen, wenn sie verglichen und hinsichtlich
einer maximalen Ubereinstimmung aligniert bzw. parallel ausgerichtet werden, wie gemessen unter Anwen-
dung des folgenden Sequenzvergleich-Verfahrens und/oder durch visuelle Betrachtung. Solche "im Wesentli-
chen identischen" Sequenzen werden typischerweise als homolog betrachtet. Die "wesentliche Identitat" kann
Uber eine Sequenzregion existieren, welche mindestens etwa 50 Reste lang ist, tiber eine Region von mindes-
tens etwa 100 Resten, oder Gber eine Region von mindestens etwa 150 Resten, oder Uiber die volle Lange der
zwei zu vergleichenden Sequenzen. Wie nachstehend beschrieben, kdnnen beliebige zwei Antikbrpersequen-
zen unter Verwendung des Nummerierungs-Schemas in Kabat nur in einer Weise aligniert werden. Deshalb
besitzt, fir Antikdrper, die prozentuale Identitat eine einzige und gut definierte Bedeutung.

[0076] Aminosauren aus den variablen Regionen der reifen Schwer- und Leichtketten von Immunglobulinen
werden als Hx bzw. Lx bezeichnet, wobei x eine Zahl ist, welche die Position einer Aminosaure gemaf des
Schemas von Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest" (National Institutes of Health, Bethes-
da, MD, 1987 und 1991), angibt. Kabat listet viele Aminosauresequenzen flur Antikérper fir jede Subgruppe
auf, und listet die am haufigsten auftretenden Aminosauren fir jede Rest-Position in dieser Subgruppe auf, um
eine Konsensussequenz aufzustellen. Kabat verwendet ein Verfahren zur Zuweisung einer Rest-Nummer an
jede Aminosaure in einer aufgelisteten Sequenz, und dieses Verfahren zur Zuweisung von Rest-Nummern ist
auf dem Fachgebiet zum Standard geworden. Kabat's Schema ist auf andere Antikérper, welche in seinem
Kompendium nicht eingeschlossen sind, durch Alignieren des fraglichen Antikdrpers mit einer der Konsensus-
sequenzen in Kabat unter Bezug auf konservierte Aminosauren erweiterbar. Die Verwendung des Kabat'schen
Nummerierungssystems identifiziert ohne Weiteres Aminosauren an aquivalenten Positionen in verschiedenen
Antikérpern. Zum Beispiel besetzt eine Aminosaure an der L50-Position eines humanen Antikérpers die zu ei-
ner Aminosaure-Position L50 aquivalente Position eines Maus-Antikdrpers. Dergleichen werden Nukleinsau-
ren, welche Antikdrperketten codieren, aligniert, wenn die Aminosauresequenzen, codiert von den jeweiligen
Nukleinsauren, gemal der Kabat'schen Nummerierungs-Konvention aligniert werden. Eine alternative, struk-
turelle Definition ist von Chothia et al., 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia et al., 1989, Nature
342:878-883; und Chothia et al., J. Mol. Biol. 186:651-663 (1989), was hierin fur alle Zwecke durch den Bezug
darauf einbezogen wird, vorgeschlagen worden.

[0077] Der Begriff "hybridisiert selektiv (oder spezifisch) an" bezieht sich auf die Bindung, Doppelstrangbil-
dung oder Hybridisierung eines Molekiils an eine jeweilige Nukleotidsequenz unter stringenten Hybridisie-
rungsbedingungen, wenn diese Sequenz in einem komplexen Gemisch (z. B. gesamte zellulare oder Biblio-
theks-DNA oder -RNA) vorhanden ist, wobei die jeweilige Nukleotidsequenz beim mindestens 10-Fachen des
Hintergrunds nachgewiesen wird. In einer Ausfuihrungsform kann von einer Nukleinsaure bestimmt werden, in-
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nerhalb des Umfangs der Erfindung zu liegen, durch deren Fahigkeit, unter stringenten Bedingungen an eine
Nukleinsaure zu hybridisieren, von welcher anderweitig bestimmt wurde, innerhalb des Umfangs der Erfindung
zu liegen (wie den hierin beschriebenen, exemplarischen Sequenzen).

[0078] Der Ausdruck "stringente Hybridisierungsbedingungen” bezieht sich auf Bedingungen, unter welchen
eine Sonde an ihre Ziel-Subsequenz, typischerweise in einem komplexen Nukleinsauregemisch, aber nicht an
andere Sequenzen in bedeutsamen Mengen hybridisieren wird (ein positives Signal (z. B. Identifizierung einer
Nukleinsaure der Erfindung) ist etwa das 10-Fache der Hintergrund-Hybridisierung). Stringente Bedingungen
sind sequenzabhangig und werden unter verschiedenen Umstanden unterschiedlich sein. Langere Sequenzen
hybridisieren spezifisch bei héheren Temperaturen. Eine umfangreiche Richtlinie fir die Hybridisierung von
Nukleinsauren findet man z. B. in Sambrook, Hrsg., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (2.
AUSGABE), Band 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BI-
OLOGY, Ausubel, Hrsg., John Wiley & Sons, Inc., New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIO-
CHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, TEIL I, The-
ory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, Hrsg.: Elsevier, N. Y. (1993).

[0079] Im Allgemeinen werden stringente Bedingungen gewahlt, um etwa 5-10°C niedriger als der thermi-
sche Schmelzpunkt (Tm) fir die spezifische Sequenz bei einem definierten lonenstarken-pH zu sein. Die Tm
ist die Temperatur (unter definierter Inonenstarke, pH und Nuklein-Konzentration), bei welcher 50% der zum
Ziel komplementaren Sonden an die Zielsequenz im Gleichgewicht hybridisieren (da die Zielsequenzen im
Uberschuss vorhanden sind, werden, bei der Tm, 50% der Sonden im Gleichgewicht besetzt). Stringente Be-
dingungen werden diejenigen sein, bei welchen die Salzkonzentration weniger als etwa 1,0 M Natriumion ist,
typischerweise etwa 0,01 bis 1,0 M Natriumionen-Konzentration (oder andere Salze) bei pH 7,0 bis 8,3, und
die Temperatur mindestens etwa 30°C flr kurze Sonden (z. B. 10 bis 50 Nukleotide) und mindestens etwa 60°C
fur lange Sonden (z. B. groRer als 50 Nukleotide) ist. Stringente Bedingungen kénnen auch durch die Zugabe
von destabilisierenden Mitteln, wie Formamid, erzielt werden, wie es in Sambrook (nachstehend zitiert) be-
schrieben wird. Fir eine Hochstringenz-Hybridisierung ist ein positives Signal mindestens das Zweifache des
Hintergrunds, vorzugsweise das 10-Fache der Hintergrund-Hybridisierung. Beispielhafte Hochstringenz- oder
stringente Hybridisierungsbedingungen schlielen ein: 50% Formamid, 5 x SSC und 1% SDS, inkubiert bei
42°C, oder 5 x SSC und 1% SDS, inkubiert bei 65°C, mit einem Waschschritt in 0,2 x SSC und 0,1% SDS bei
65°C. Fur eine selektive oder spezifische Hybridisierung ist ein positives Signal (z. B. Identifizierung einer Nu-
kleinsaure der Erfindung) etwa das 10-Fache der Hintergrund-Hybridisierung. Stringente Hybridisierungsbe-
dingungen, welche angewandt werden, um Nukleinsduren innerhalb des Umfangs der Erfindung zu identifizie-
ren, schlieen z. B. Hybridisierung in einem Puffer, der 50% Formamid, 5 x SSC und 1% SDS umfasst, bei
42°C, oder Hybridisierung in einem Puffer, der 5 x SSC und 1% SDS umfasst, bei 65°C, ein, beides mit einem
Waschschritt von 0,2 x SSC und 0,1% SDS bei 65°C. In der vorliegenden Erfindung kdnnen genomische DNA
oder cDNA, umfassend Nukleinsauren der Erfindung, in standardmaRigen Southern-Blots unter stringenten
Bedingungen unter Verwendung der hier offenbarten Nukleinsauresequenzen identifiziert werden. Zusatzliche
stringente Bedingungen fir solche Hybridisierungen (um Nukleinsauren innerhalb des Umfangs der Erfindung
zu identifizieren) sind diejenigen, welche eine Hybridisierung in einem Puffer von 40% Formamid, 1 M NacCl,
1% SDS, bei 37°C einschliellen.

[0080] Allerdings ist die Auswahl eines Hybridisierungsformats nicht kritisch — es ist die Stringenz der Wasch-
bedingungen, welche die Bedingungen festlegt, die bestimmen, ob eine Nukleinsaure innerhalb des Umfangs
der Erfindung liegt. Die zum Identifizieren von Nukleinsauren innerhalb des Umfangs der Erfindung verwende-
ten Waschbedingungen schliefen z. B. eine Salzkonzentration von etwa 0,02 Molar, bei pH 7, und eine Tem-
peratur von mindestens etwa 50°C oder etwa 55°C bis etwa 60°C; oder eine Salzkonzentration von etwa 0,15
M NaCl bei 72°C wahrend etwa 15 Minuten; oder eine Salzkonzentration von etwa 0,2 x SSC bei einer Tem-
peratur von mindestens etwa 50°C oder etwa 55°C bis etwa 60°C, wahrend etwa 15 bis etwa 20 Minuten, ein;
oder der Hybridisierungskomplex wird zweimal mit einer Ldsung mit einer Salzkonzentration von etwa 2 x SSC,
enthaltend 0,1% SDS, bei Raumtemperatur wahrend 15 Minuten gewaschen und dann zweimal mit 0,1 x SSC,
enthaltend 0,1% SDS, bei 68°C wahrend 15 Minuten gewaschen; oder aquivalente Bedingungen. Siehe Sam-
brook, Tijssen und Ausubel fir eine Beschreibung von SSC-Puffer und dquivalenten Bedingungen.

[0081] Der Begriff "Sequenzidentitat" bezieht sich auf eine Messung bzw. ein MaR der Ahnlichkeit zwischen
Aminosaure- oder Nukleotidsequenzen und kann unter Anwendung von im Fachgebiet bekannten Verfahren,
wie denjenigen, die nachstehend beschrieben sind, gemessen werden:

[0082] Die Begriffe "identisch" oder Prozent-"Identitat", im Kontext von zwei oder mehr Nukleinsduren oder
Polypeptidsequenzen, beziehen sich auf zwei oder mehr Sequenzen oder Subsequenzen, welche gleich sind
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oder einen spezifizierten Prozentgehalt von Aminosaureresten oder Nukleotiden aufweisen, welche die glei-
chen sind (d. h. 60% Identitat, vorzugsweise 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% oder 95% Identitat Gber eine
spezifizierte Region, bei Vergleich und Alignierung hinsichtlich maximaler Ubereinstimmung Uber ein Ver-
gleichsfenster, oder designierte Region, wie gemessen unter Anwendung eines der folgenden Sequenzver-
gleichs-Algorithmen oder durch manuelles Alignment und visuelle Betrachtung).

[0083] Der Ausdruck "im Wesentlichen identisch", im Kontext von zwei Nukleinsauren oder Polypeptiden, be-
zieht sich auf zwei oder mehr Sequenzen oder Subsequenzen, welche mindestens [von mindestens] 60%,
haufig mindestens 70%, vorzugsweise mindestens 80%, weiter bevorzugt mindestens 90% oder mindestens
95% Nukleotid- oder Aminosaurerest-ldentitat aufweisen, wenn sie verglichen und hinsichtlich maximaler
Ubereinstimmung aligniert werden, wie gemessen unter Anwendung eines der folgenden Sequenzver-
gleichs-Algorithmen oder durch visuelle Betrachtung. Vorzugsweise existiert die wesentliche Identitat Gber eine
Region der Sequenzen, welche eine Lange von mindestens etwa 50 Basen oder Resten aufweist, weiter be-
vorzugt Uber eine Region von mindestens etwa 100 Basen oder Resten, und am starksten bevorzugt sind die
Sequenzen Uber wenigstens etwa 150 Basen oder Reste hinweg im Wesentlichen identisch. In einer am
starksten bevorzugten Ausflihrungsform sind die Sequenzen Uber die gesamte Lange der codierenden Regi-
onen hinweg im Wesentlichen identisch.

[0084] Furden Sequenzvergleich dient eine Sequenz typischerweise als eine Referenzsequenz, mit der Test-
sequenzen verglichen werden. Wenn ein Sequenzvergleichs-Algorithmus verwendet wird, werden die Test-
und Referenzsequenzen in einen Computer eingegeben, Subsequenz-Koordinaten werden zugewiesen, falls
notwendig, und die Sequenz-Algorithmus-Programmparameter werden zugeordnet. Es kdnnen Standard-Pro-
grammparameter verwendet werden, oder alternative Parameter kdnnen vorgegeben werden. Der Sequenz-
vergleichs-Algorithmus berechnet dann die prozentualen Sequenzidentitaten fir die Testsequenzen relativ zu
der Bezugssequenz, basierend auf den Programmparametern. Fiir den Sequenzvergleich von Nukleinsauren
und Proteinen kénnen die Algorithmen BLAST und BLAST 2.0 und die nachstehend erdrterten Standard-Pa-
rameter verwendet werden.

[0085] Ein "Vergleichsfenster", wie hierin verwendet, schliet den Bezug auf ein Segment von einer beliebi-
gen aus der Zahl von fortlaufenden Positionen ein, die aus der Gruppe bestehend aus 20 bis 600, in der Regel
etwa 50 bis etwa 200, noch Ublicher etwa 100 bis etwa 150 gewahlt sind, in welchem eine Sequenz mit einer
Referenzsequenz mit der gleichen Zahl an fortlaufenden Positionen verglichen werden kann, nachdem die
zwei Sequenzen optimal aligniert sind. Verfahren zur Alignierung von Sequenzen fur den Vergleich sind im
Fachbereich allgemein bekannt.

[0086] Die optimale Alignierung von Sequenzen fiir den Vergleich kann z. B. durch den lokalen Homologie-Al-
gorithmus von Smith & Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, durch den Homologie-Alignierungsalgorith-
mus von Needleman & Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, durch das ,Suche-nach-Ahnlichkeit"-Verfahren von
Pearson & Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, durch computerisierte Implementierungen die-
ser Algorithmen (FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National Center for Biomedical Information), GAP, BEST-
FIT, FASTA und TFASTA im Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI) oder durch manuelle Alignierung und visuelle Inspektion (siehe z. B. Ausubel et al., 1987
(1999 Erganzung), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Intersci-
ence, N. Y.) durchgefiihrt werden.

[0087] Ein bevorzugtes Beispiel eines Algorithmus, welcher geeignet zur Bestimmung der prozentualen Se-
quenzidentitat und der Sequenzahnlichkeit ist, ist der FASTA-Algorithmus, welcher in Pearson, W. R., & Lip-
man, D. J., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 85:2444, beschrieben wird. Siehe auch W. R. Pearson, 1996,
Methods Enzymol. 266:227-258. Bevorzugte Parameter, welche in einem FASTA-Alignment von DNA-Se-
quenzen verwendet werden, um die Prozent-ldentitat zu berechnen, sind optimiert, BL50-Matrix 15: -5, k-Tuple
= 2; Verknupfungs-Strafwert = 40, Optimierung = 28; Liickenstrafwert —12, Lickenlangen-Strafwert = -2; und
Breite = 16.

[0088] Ein weiteres bevorzugtes Beispiel fiir einen Algorithmus, der fir die Bestimmung der prozentualen Se-
quenzidentitat und Sequenzahnlichkeit geeignet ist, sind die BLAST- und BLAST 2.0.-Algorithmen, die bei Alt-
schul et al., 1977, Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, bzw. Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410, be-
schrieben sind. BLAST- und BLAST 2.0 werden mit den hier beschriebenen Parameter verwendet, um die pro-
zentuale Sequenzidentitat fir die Nukleinsduren und Proteine der Erfindung zu bestimmen. Software fiir die
Durchfuihrung von BLAST-Analysen ist 6ffentlich Gber das National Center for Biotechnology Information ver-
fugbar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dieser Algorithmus beinhaltet zuerst die Identifizierung von Sequenz-
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paaren mit hoher Wertung bzw. Punktezahl (HSPs) durch Identifizieren von kurzen Worten der Lange W in der
Abfragesequenz, welche entweder einer positiv bewerteten Schwellenwertpunktzahl T entsprechen oder die-
ser genligen, bei Alignierung mit einem Wort der gleichen Lange in einer Datenbanksequenz. T wird als der
Nachbarschafts-Wort-Punktzahlschwellenwert bezeichnet (Altschul et al., weiter oben). Diese anfanglichen
Nachbarschaftsworttreffer dienen als Ankerpunkte zum Start von Suchlaufen, um langere HSPs zu finden, wel-
che diese enthalten. Die Worttreffer werden in beiden Richtungen entlang jeder Sequenz erweitert, soweit wie
die kumulative Alignierungs-Punktzahl erhdht werden kann. Die kumulativen Punktzahlen werden fur Nukleo-
tidsequenzen unter Verwendung der Parameter M (Belohnungspunktzahl fiir ein Paar von Gbereinstimmenden
Resten; immer > 0) und N (Strafpunktzahl fir nicht bereinstimmende Reste; immer < 0) berechnet. Fir Ami-
nosauresequenzen wird eine Punktzahl- bzw. Bewertungsmatrix verwendet, um die kumulative Punktzahl zu
errechnen. Die Erweiterung der Worttreffer in jeder Richtung wird gestoppt, wenn: die kumulative Alignie-
rungs-Punktzahl um die Gréflke X gegenlber ihrem maximal erreichten Wert abfallt; die kumulative Punktzahl
auf null oder darunter geht infolge der Anhaufung von Alignierungen eines oder mehrerer Reste mit negativer
Punktzahl; oder das Ende einer der Sequenzen erreicht ist. Die BLAST-Algorithmusparameter W, T und X be-
stimmen die Empfindlichkeit und Geschwindigkeit der Alignierung. Das BLASTN-Programm (fir Nukleotidse-
quenzen) verwendet als Standards bzw. Vorgaben eine Wortlange (W) von 11, eine Erwartung (E) von 10, M
= 5, N = -4 und einen Vergleich beider Strange. Fir Aminosauresequenzen verwendet das BLASTP-Pro-
gramm als Standards eine Wortlange von 3 und eine Erwartung (E) von 10, und die BLOSUMG62-Punktzahl-
matrix (siehe Henikoff & Henikoff, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915), Alignierungen (B) von 50, eine
Erwartung (E) von 10, M = 5, N = -4 und einen Vergleich beider Strange.

[0089] Der BLAST-Algorithmus leistet auch eine statistische Analyse der Ahnlichkeit zwischen zwei Sequen-
zen (siehe z. B. Karlin & Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90:5873-5787). Ein Mal fiir die Ahn-
lichkeit, das durch den BLAST-Algorithmus geliefert wird, ist die kleinste Summen-Wahrscheinlichkeit (P(N)),
welche einen Hinweis auf die Wahrscheinlichkeit vorsieht, mit welcher eine Ubereinstimmung zwischen zwei
Nukleotid- oder Aminosauresequenzen zufallig auftreten wirde. Zum Beispiel gilt eine Nukleinsaure als ahn-
lich mit einer Referenzsequenz, wenn die kleinste Summen-Wahrscheinlichkeit in einem Vergleich der
Test-Nukleinsdure mit der Referenz-Nukleinsdure weniger als etwa 0,2, starker bevorzugt weniger als etwa
0,01, und am meisten bevorzugt weniger als etwa 0,001 betragt.

[0090] Ein anderes Beispiel eines nitzlichen Algorithmus ist PILEUP. PILEUP erstellt eine mehrfache Se-
quenz-Alignierung aus einer Gruppe von verwandten Sequenzen unter Anwendung progressiver, paarweiser
Alignierungen, um die Beziehung und die prozentuale Sequenzidentitat aufzuzeigen. Es tragt auch einen
Baum oder ein Dendrogramm auf, welches die Clustering-Verhaltnisse, die zur Erstellung der Alignierung an-
gewandt werden, zeigt. PILEUP verwendet eine Vereinfachung der progressiven Alignierungsmethode von
Feng & Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 35:351-360. Die angewandte Methode ahnelt der Methode, wie von Hig-
gins & Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153, beschrieben. Das Programm kann bis zu 300 Sequenzen alignieren,
jede mit einer maximalen Lange von 5000 Nukleotiden oder Aminosauren. Die Mehrfach-Alignierungsprozedur
beginnt mit der paarweisen Alignierung der zwei dhnlichsten Sequenzen und liefert einen Cluster von zwei ali-
gnierten Sequenzen. Dieser Cluster wird dann mit der/dem nachsten starkstverwandten Sequenz oder Cluster
von alignierten Sequenzen aligniert. Zwei Cluster von Sequenzen werden durch eine einfache Erweiterung der
paarweisen Alignierung von zwei einzelnen Sequenzen aligniert. Das End-Alignment wird durch eine Reihe
von progressiven, paarweisen Alignierungen erreicht. Das Programm wird durch Benennen spezifischer Se-
quenzen und ihrer Aminosaure- oder Nukleotidkoordinaten flr Regionen des Sequenzvergleichs und durch
Benennen der Programmparameter laufen gelassen. Mit Hilfe von PILEUP wird eine Referenzsequenz mit an-
deren Testsequenzen verglichen zur Bestimmung des prozentualen Sequenzidentitatsverhaltnisses unter Ver-
wendung der folgenden Parameter: Standard-Lickengewicht (3,00), Standard-Lickenlangengewicht (0,10)
und gewichtete Endlicken. PILEUP kann aus dem GCG-Sequenzanalyse-Softwarepaket, z. B. Version 7.0
(Devereaux et al., 1984, Nuc. Acids Res. 12:387-395, erhalten werden.

[0091] Eine anderes bevorzugtes Beispiel eines Algorithmus, welcher fir mehrfache DNA- und Aminosau-
re-Sequenz-Alignments geeignet ist, ist das CLUSTALW-Programm (Thompson, J. D., et al., 1994, Nucl.
Acids. Res. 22:4673-4680). ClustalW vollfihrt mehrfache paarweise Vergleiche zwischen Gruppen von Se-
quenzen, und assembliert sie, basierend auf der Homologie, in ein Mehrfach-Alignment. Licken-Offen- und
Lucken-Verlangerungs-Strafwerte waren 10 bzw. 0,05. Fir Aminosaure-Alignments kann der BLOSUM-Algo-
rithmus als eine Protein-Wichtungs-Matrix verwendet werden (Henikoff und Henikoff, 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A 89:10915-10919).

[0092] Die Nukleinsduren der Erfindung kénnen in ganzen Zellen, in einem Zelllysat oder in einer teilweise
gereinigten oder im Wesentlichen reinen Form vorhanden sein. Eine Nukleinsaure wird "isoliert" oder "im We-
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sentlichen rein gemacht", wenn sie von anderen zelluldren Komponenten oder anderen Kontaminanten, z. B.
anderen zellularen Nukleinsauren oder Proteinen, durch Standardtechniken abgereinigt wurde, einschlieflich
alkalischer/SDS-Behandlung, CsCl-Bandierung, Saulen-Chromatographie, Agarosegelelektrophorese und an-
deren, die im Fachgebiet allgemein bekannt sind (Siehe z. B. Sambrook, Tijssen und Ausubel, was hierin er-
Ortert und fur alle Zwecke durch den Bezug darauf einbezogen wird). Die Nukleinsauresequenzen der Erfin-
dung und andere Nukleinsauren, welche zur Ausflihrung dieser Erfindung verwendet werden, ob RNA, cDNA,
genomische DNA oder Hybride davon, kénnen aus einer Vielzahl von Quellen isoliert, gentechnisch verandert,
amplifiziert und/oder rekombinant exprimiert werden. Ein beliebiges rekombinantes Expressionssystem kann
verwendet werden, einschliellich, zusatzlich zu bakteriellen, beispielsweise Hefe-, Insekten- oder Sauger-Sys-
temen. Alternativ dazu kdnnen diese Nukleinsduren in vitro chemisch synthetisiert werden. Techniken fur die
Manipulierung von Nukleinsduren, wie z. B. Subklonierung in Expressionsvektoren, Markierung von Sonden,
Sequenzierung und Hybridisierung sind in der wissenschaftlichen und Patent-Literatur allgemein beschrieben,
siehe z. B. Sambrook, Tijssen und Ausubel. Nukleinsduren kénnen durch eine beliebige einer Anzahl von dem
Fachmann auf dem Gebiet gut bekannten allgemeinen Methoden quantifiziert werden. Diese schlie3en z. B.
analytische biochemische Verfahren, wie NMR, Spektrophotometrie, Radiographie, Elektrophorese, Kapillare-
lektrophorese, Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC), Dunnschichtchromatographie (TLC),
und Hyperdiffusions-Chromatographie, verschiedene immunologische Verfahren, wie Flissigkeits- oder
Gel-Prazipitationsreaktionen, Immunodiffusion (einzeln oder doppelt), Immunelektrophorese, Radio-Im-
mun-Assays (RIAs), Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays (ELISAs), Immunfluoreszenz-Assays,
Southern-Analyse, Northern-Analyse, Dot-Blot-Analyse, Gelelektrophorese (z. B. SDS-PAGE), RT-PCR, quan-
titative PCR, andere Nukleinséaure- oder Ziel- oder Signal-Amplifikationsverfahren, Radiomarkierung, Szintilla-
tionszahlung und Affinitdtschromatographie ein.

[0093] Die Nukleinsdurezusammensetzungen der vorliegenden Erfindung, wahrend haufig in einer nativen
Sequenz (aulRer fir modifizierte Restriktionsstellen und dergleichen), aus entweder cDNA, genomischer [DNA]
oder Mischungen davon, kdnnen gemaR Standardtechniken mutiert werden, um Gensequenzen vorzusehen.
Fir codierende Sequenzen kénnen diese Mutationen Aminosauresequenzen beeinflussen, falls gewlinscht.
Insbesondere werden DNA-Sequenzen in Betracht gezogen, welche im Wesentlichen homolog sind zu oder
abgeleitet sind aus nativen V-, D-, J-, konstanten, Wechsel(Switches)- und anderen derartigen Sequenzen,
welche hierin beschrieben sind (wobei "abgeleitet" darauf hinweist, dass eine Sequenz zu einer anderen Se-
quenz identisch ist oder daraus modifiziert wurde).

[0094] Eine Nukleinsaure ist "funktionsfahig verknupft", wenn sie in eine funktionelle Beziehung mit einer an-
deren Nukleinsauresequenz platziert wird. Zum Beispiel ist ein Promotor oder Enhancer funktionsfahig mit ei-
ner codierenden Sequenz verknlpft, wenn er die Transkription der Sequenz beeinflusst. In Bezug auf trans-
kriptions-regulatorische Sequenzen bedeutet "funktionsfahig verknlpft", dass die verknipften DNA-Sequen-
zen fortlaufend sind, und falls notwendig zwei protein-codierende Regionen verknulpfen, fortlaufend und im Le-
seraster. Fir Switch-Sequenzen bedeutet funktionsfahig verkniipft, dass die Sequenzen in der Lage sind, eine
Switch-Rekombination zu bewirken.

[0095] Der Begriff "Vektor" bezieht sich beabsichtigtermalen auf ein Nukleinsduremolekdil, fahig zum Trans-
portieren einer anderen Nukleinsaure, an welche es verknupft worden ist. Ein Typ von Vektor ist ein "Plasmid",
was sich auf einen zirkularen doppelstrangigen DNA-Kreis bezieht, in welchen zusatzliche DNA-Segmente li-
giert werden kénnen. Ein anderer Typ von Vektor ist ein viraler Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmente in
das virale Genom ligiert werden kdnnen. Bestimmte Vektoren sind fahig zur autonomen Replikation in einer
Wirtszelle, in welche sie eingefiihrt werden (z. B. bakterielle Vektoren mit einem bakteriellen Replikationsur-
sprung und episomale Saugervektoren). Andere Vektoren (z. B. nicht-episomale Saugervektoren) kdnnen in
das Genom einer Wirtszelle nach Einbringung in die Wirtszelle integriert werden, und werden dadurch gemein-
sam mit dem Wirtsgenom repliziert. Dartber hinaus sind bestimmte Vektoren in der Lage, die Expression von
Genen zu lenken, an welche sie funktionsfahig verknipft sind. Solche Vektoren werden hierin als "rekombinan-
te Expressionsvektoren" (oder einfach "Expressionsvektoren") bezeichnet. Im Allgemeinen liegen Expressi-
onsvektoren mit Anwendbarkeit in rekombinanten DNA-Techniken haufig in der Form von Plasmiden vor. In der
vorliegenden Beschreibung kénnen "Plasmid" und "Vektor" austauschbar verwendet werden, da das Plasmid
die am haufigsten verwendete Form von Vektor ist. Allerdings schlie3t die Erfindung beabsichtigtermalRen der-
artige andere Formen von Expressionsvektoren ein, wie virale Vektoren (z. B. replikationsdefekte Retroviren,
Adenoviren und adenoassoziierte Viren), welche aquivalenten Funktionen dienen.

[0096] Der Begriff "rekombinante Wirtszelle" (oder einfach "Wirtszelle") bezieht sich auf eine Zelle, in welche

ein rekombinanter Expressionsvektor eingebracht worden ist. Es versteht sich, dass mit solchen Begriffen be-
absichtigt wird, nicht nur auf die jeweilige vorliegende Zelle, sondern auch auf die Nachkommen einer solchen
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Zelle Bezug zu nehmen. Weil bestimmte Modifikationen in nachfolgenden Generationen entweder auf Grund
von Mutation oder Umwelteinfliissen auftreten kénnen, kann eine solche Nachkommenschaft, in Wirklichkeit,
nicht identisch zur Eltern- bzw. Stammformzelle sein, wobei sie jedoch immer noch innerhalb des Umfangs des
Ausdrucks "Wirtszelle", wie hierin verwendet, eingeschlossen ist.

[0097] Eine "Markierung" ist eine Zusammensetzung, die durch spektroskopische, photochemische, bioche-
mische, immunochemische oder chemische Mittel detektierbar ist. Zum Beispiel schlieRen nitzliche Markie-
rungen *?P, fluoreszierende Farbstoffe, elektronendichte Reagenzien, Enzyme (z. B. wie sie (iblicherweise in
einem ELISA verwendet werden), Biotin, Digoxigenin oder Haptene und Proteine, fur die Antiseren oder mo-
noklonale Antikérper verfligbar sind, ein (z. B. kdbnnen die Polypeptide der Erfindung detektierbar gemacht wer-
den durch z. B. Einbau einer radioaktiven Markierung in das Peptid, und zum Detektieren von Antikérpern, die
mit dem Peptid spezifisch reaktiv sind, verwendet werden).

[0098] Der Begriff "Sortieren" im Zusammenhang von Zellen, wie hierin verwendet, bezieht sich sowohl auf
physikalische Sortierung der Zellen, wie sie z. B. unter Verwendung eines Fluoreszenz-aktivierten Zellsortie-
rers bewerkstelligt werden kann, als auch auf die Analyse von Zellen, basierend auf der Expression von Zello-
berflachenmarkern, z. B. FACS-Analyse, in Abwesenheit von Sortierung.

[0099] Der Ausdruck "Immunzell-Antwort" bezieht sich auf die Antwort von Immunsystem-Zellen auf dulRere
oder innere Reize (z. B. Antigen, Cytokine, Chemokine und andere Zellen), welche biochemische Veranderun-
gen in den Immunzellen erzeugen, die zu einer Immunzellwanderung, Abtétung von Zielzellen, Phagocytose,
Produktion von Antikdrpern, anderen I6slichen Effektoren der Immunantwortreaktion und dergleichen fihren.

[0100] Die Ausdriicke "T-Lymphozyten-Antwort" und "T-Lymphozyten-Aktivitat" werden hierin austauschbar
verwendet, um auf die Komponente der Immunantwort Bezug zu nehmen, welche von T-Lymphozyten abhangt
(d. h. die Proliferation und/oder Differenzierung von T-Lymphozyten zu Helfer-, cytotoxischen Killer- oder Sup-
pressor-T-Lymphozyten, die Vorsehung von Signalen durch Helfer-T-Lymphozyten an B-Lymphozyten, welche
Antikdrperproduktion verursachen oder verhindern, die Totung spezifischer Zielzellen durch cytotoxische
T-Lymphozyten und die Freisetzung I6slicher Faktoren, wie Cytokinen, welche die Funktion anderer Immun-
zellen modulieren).

[0101] Der Begriff "Immunantwort" bezieht sich auf die konzertierte Wirkung von Lymphozyten, antigenpra-
sentierenden Zellen, phagozytischen Zellen, Granulozyten und I6slichen Makromolekilen, hergestellt von den
oben genannten Zellen oder der Leber (einschlieflich Antikdrpern, Cytokinen und Komplement), welche zur
selektiven Beschadigung von, Zerstérung von oder Eliminierung, aus dem menschlichen Korper, von eindrin-
genden Pathogenen, mit Pathogenen infizierten Zellen oder Geweben, Krebszellen oder, in Fallen von Autoim-
munitat oder pathologischer Entziindung, normalen humanen Zellen oder Geweben flhrt.

[0102] Komponenten einer Immunantwort kdnnen in vitro durch verschiedene Verfahren, die dem Durch-
schnittsfachmann auf dem Gebiet allgemein bekannt sind, nachgewiesen werden. Zum Beispiel (1) kbnnen cy-
totoxische T-Lymphozyten mit radioaktiv markierten Zielzellen inkubiert werden, und die Lyse dieser Zielzellen
kann durch die Freigabe von Radioaktivitdt nachgewiesen werden, (2) kbnnen Helfer-T-Lymphozyten mit An-
tigenen und antigen-prasentierenden Zellen inkubiert werden, und die Synthese und Sekretion von Cytokinen
kann durch Standardverfahren gemessen werden (Windhagen, A., et al. 1995, Immunity 2:373-80), (3) kénnen
antigenprasentierende Zellen mit Ganzprotein-Antigen inkubiert werden, und die Prasentation dieses Antigens
auf MHC kann entweder durch T-Lymphozyten-Aktivierungsassays oder biophysikalische Verfahren detektiert
werden (Harding et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,, 86: 4230-4), (4) kdbnnen Mastzellen mit Reagen-
zien inkubiert werden, welche deren Fc-epsilon-Rezeptoren vernetzen, und Histaminfreisetzung kann durch
Enzym-Immunoassay gemessen werden (Siraganian et al., 1983, TIPS 4:432-437).

[0103] In &hnlicher Weise kdnnen Produkte einer Immunantwort entweder in einem Modellorganismus (z. B.
Maus) oder einem menschlichen Patienten auch durch verschiedene Verfahren nachgewiesen werden, welche
dem Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet gut bekannt sind. Zum Beispiel (1) kann die Produktion von An-
tikdrpern in Antwort auf Impfung leicht durch Standardverfahren nachgewiesen werden, welche derzeit in kli-
nischen Laboratorien angewandt werden, z. B. mittels eines ELISA; (2) kann die Migration von Immunzellen
zu Entziindungsstellen durch Kratzen der Hautoberflache und Setzen eines sterilen Behalters zum Einfangen
der migrierenden Zellen uber der Kratzstelle detektiert werden (Peters et al., 1988, Blood 72:1310-5); (3) kann
die Proliferation von mononuklearen Zellen des peripheren Bluts in Antwort auf Mitogene oder die gemischte
Lymphozytenreaktion unter Verwendung von 3H-Thymidin gemessen werden; (4) kann die phagozytische Ka-
pazitat von Granulozyten, Makrophagen und anderen Phagozyten in PBMCs gemessen werden, indem die
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PBMCs zusammen mit markierten Partikeln in Vertiefungen platziert werden (Peters et al., 1988); und (5) kann
die Differenzierung von Immunsystemzellen gemessen werden durch Markieren von PBMCs mit Antikorpern
gegen CD-Molekiile, wie CD4 und CD8, und Messen der Fraktion der PBMCs, welche diese Marker exprimie-
ren.

[0104] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Begriff "Signaltransduktionsweg" oder "Signaltransduktions-
ereignis" auf mindestens eine biochemische Reaktion, aber noch Ublicher auf eine Reihe von biochemischen
Reaktionen, welche aus der Wechselwirkung einer Zelle mit einer/einem stimulatorischen Verbindung oder Mit-
tel resultieren. Somit erzeugt die Wechselwirkung einer stimulatorischen Verbindung mit einer Zelle ein "Sig-
nal", welches Uber den Signaltransduktionsweg weitergeleitet wird, was letztendlich zu einer zellularen Antwort
fuhrt, z. B. einer oben beschriebenen Immunantwort.

[0105] Ein Signaltransduktionsweg bezieht sich auf die biochemische Beziehung zwischen einer Vielzahl von
Signaltransduktionsmolekulen, welche eine Rolle in der Transmission eines Signals von einem Bereich einer
Zelle zu einem anderen Bereich einer Zelle spielen. Wie hierin verwendet, schlief3t der Ausdruck "Zelloberfla-
chenrezeptor" Molekile und Komplexe von Molekilen ein, die zum Empfangen eines Signals und zur Trans-
mission eines solchen Signals uber die Plasmamembran einer Zelle fahig sind. Ein Beispiel eines "Zelloberfla-
chenrezeptors" der vorliegenden Erfindung ist der T-Zell-Rezeptor (TCR) oder die B7-Liganden von CTLA-4.

[0106] Ein Signaltransduktionsweg in einer Zelle kann durch Wechselwirkung einer Zelle mit einem Stimulator
initiiert werden, welcher innerhalb oder auf3erhalb der Zelle vorliegt. Wenn ein externer (d. h. auf3erhalb der
Zelle) Stimulator (z. B. ein MHC-Antigenkomplex auf einer antigenprasentierenden Zelle) mit einem Zellober-
flachenrezeptor (z. B. einem T-Zell-Rezeptor) wechselwirkt, kann ein Signaltransduktionsweg ein Signal Uber
die Zellmembran, durch das Cytoplasma der Zelle und in einigen Fallen in den Zellkern hinein Gbertragen.
Wenn ein innerer (z. B. innerhalb der Zelle) Stimulator mit einem intrazellularen Signaltransduktionsmolekiil
wechselwirkt, kann ein Signaltransduktionsweg zur Ubertragung eines Signals durch das Cytoplasma der Zelle
und in einigen Fallen in den Kern der Zelle hinein flhren.

[0107] Eine Signaltransduktion kann z. B. durch die Phosphorylierung eines Molekuls; nicht-kovalente allos-
terische Wechselwirkungen; Komplexierung von Molekilen; die Konformationsanderung eines Molekuls; Cal-
ciumfreisetzung; Inositolphosphat-Erzeugung; proteolytische Spaltung; Produktion von cyklischem Nukleotid
und Produktion von Diacylglycerid stattfinden. Typischerweise findet eine Signaltransduktion durch die Phos-
phorylierung eines Signaltransduktionsmolekiils statt.

[0108] Der Begriff "nicht-spezifische T-Zell-Aktivierung" bezieht sich auf die Stimulierung von T-Zellen unab-
hangig von ihrer Antigenspezifitat.

Problem und Lésung

[0109] Um eine verbesserte Stabilitdt des humanen Kappa-Leichtkette-Locus zu erzielen, wurde die Trans-
chromosom-Technologie mit der friiheren Pronuklear-Mikroinjektionstechnologie zur Erzeugung transgener
Tiere kombiniert. Das humane Kappa-Leichtkette-Locus-Transgen KCo5 (Fishwild, D., et al., 1996, Nat. Bio-
technol. 14:845-851; U.S.-Patent Nr. 5 770 429) schlief3t einen wesentlichen Anteil des humanen Kappa-Lo-
cus ein und wird stabil in der Maus-Keimbahn und in B-Zellen und Hybridomzellen, welche von dem Transgen
abgeleitete humane Kappa-Ketten exprimieren, beibehalten. Dieses Transgen wurde mit dem stabilen
hCF(SC20)-Transchromosom kombiniert, zusammen mit funktionellen Inaktivierungsmutationen der endoge-
nen Schwer- und Kappa-Leichtkette-Maus-Loci, wodurch man Tiere erzeugte, welche ein breites Human-An-
tikdrper-Repertoire, einschliel3lich mehrerer humaner Schwerkette-Isotypen, exprimieren. Daher ermoglicht
die verbesserte Stabilitat des Leichtketten-Transgens, relativ zu den Doppel-TC/KO-Mausen (Tomizuka, K., et
al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727), die Gewinnung einer grof3eren Anzahl von Hybridomen
aus jeder Fusion.

[0110] Die Erfindung liefert die Grundlage fur die Isolierung von vollstdndig humanen Antikérpern von jedwe-
dem gewlinschten Schwerketten-Isotyp, einschlieflich IgA,, IgA,, IgD, IgE, 1gG,, 1gG,, IgG;, IgG, und IgM. Ins-
besondere kénnen mehrere unterschiedliche Antikérper mit hoher Affinitdt gegeniber vorbestimmten Antige-
nen aus einer einzelnen transgenen Maus isoliert werden. In diesem Zusammenhang werden die folgenden
Erwagungen nitzlich sein.
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Quellen von Material

[0111] Eine transgene Maus der vorliegenden Erfindung kann auch unter Verwendung von hinterlegtem Ma-
terial erzeugt werden. Hihner-DT40-Zellen, welche hCF(SC20) beibehalten, sind gemal dem Budapester Ver-
trag am 9. Mai 2001 bei der International Patent Organism Depository, National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japan,
hinterlegt worden. Die Hinterlegungsnummer lautet FERM BP-7583. Der Zelllinie wurde der Name SC20 zu-
gewiesen.

[0112] Huhner-DT40-Zellen, welche hCF(SC20) enthalten, sind auch beim Food Industry Research and De-
velopment Institute (FIRDI) in Taiwan, am 18. August 1999 hinterlegt worden. Die Hinterlegungsnummer lautet
CCRC 960099. Der zugewiesene Zelllinien-Name war SC20(D), bei der Taiwanesischen Hinterlegung. Das
hCF(SC20), welches in Hihner-DT-40-Zellen gehalten wird, kann in Maus-ES-Zellen Uberfuhrt werden, wie be-
schrieben in WO 00/10383 (EP 1106061). Kurz gesagt, werden Mikrozellen aus Hiihner-DT-40-Zellen erzeugt
und mit CHO-Zellen fusioniert. Dann kénnen CHO-Zellen, welche das hCF(SC20) enthalten, auf Basis von
G418-Resistenz selektiert werden. Die Beibehaltung des hCF(SC20) kann durch PCR- oder FISH-Analyse un-
ter Anwendung von kommerziell erhaltlicher humaner COT1-DNA oder fur das humane Chromosom 14 spezi-
fischer Sonde bestatigt werden. Danach werden aus den CHO-Zellen, welche das hCF(SC20) enthalten, Mi-
krozellen erzeugt und mit Maus-ES-Zellen fusioniert. ES-Zellen, welche das hCF(SC20) enthalten, kénnen auf
die gleiche Weise wie CHO-Zellen selektiert werden.

[0113] Zellen, welche die KCo5-Transgen-DNA enthalten, sind bei der American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209 gemaf dem Budapester Vertrag hinterlegt
worden und erhielten die Zugangsnummern, welche am 8. November 2001 angezeigt wurden: 17E1 in Hefe
(YAC y17, Medarex KCo5), zugewiesene ATCC-Nr. PTA-3842 (das genetische Material ist ein kinstliches He-
fe-Chromosom, enthaltend ein Insert des humanen Immunglobulin-Kappa-Variabel-Region-Gen-Locus); pKV4
in E. coli (Medarex KCo5), zugewiesene ATCC-Nr. PTA-3843 (Plasmid, das Gene der variablen Region von
humanem Immunglobulin enthalt); pKCIB in E coli (Medarex KCo5), zugewiesene ATCC-Nr. PTA-3844 (Plas-
mid, das Gene der konstanten J-Kappa- und Kappa-Region von humanem Immunglobulin enthalt).

[0114] Zellen, welche die DNAs dieses KCo5-Transgens enthalten, sind auch am 22. November 2001 beim
Food Industry Research and Development Institute (FIRDI) in Taiwan hinterlegt worden. Die Hinterlegungs-
nummern fir pKV4, YACy17 und pKCIB sind: CCRC 940383, CCRC 940385 bzw. CCRC 940386.

[0115] Das Transgen KCo5 kann in Mauszellen Gberfihrt werden, wie es friher beschrieben wurde (Fishwild,
D., ebenda, sehe auch Beispiel 38 in U.S.-Patent Nr. 5 770 429; siehe auch Beispiel 2, nachstehend).

Allgemeine Merkmale von Immunglobulinen

[0116] Es ist bekannt, dass die grundlegende Antikdrper-Struktureinheit ein Tetramer von Untereinheiten um-
fasst. Jedes Tetramer ist aus zwei identischen Paaren von Polypeptidketten aufgebaut, wobei jedes Paar eine
"leichte" (etwa 25 kDa) und eine "schwere" Kette (etwa 5070 kDa) aufweist. Der aminoterminale Bereich von
jeder Kette schlief3t eine variable Region von etwa 100 bis 110 oder mehr Aminosauren ein, welche hauptsach-
lich fur die Antigenerkennung verantwortlich ist. Der carboxyterminale Bereich jeder Kette definiert eine kon-
stante Region, welche hauptsachlich fur die Effektorfunktion verantwortlich ist.

[0117] Leichtketten werden entweder als Kappa oder Lambda klassifiziert. Schwerketten werden als Gamma,
Mu, Alpha, Delta oder Epsilon klassifiziert und definieren den Isotyp des Antikdrpers als 1gG, IgM, IgA, IgD bzw.
IgE. Innerhalb der leichten und schweren Ketten sind die variablen und konstanten Regionen durch eine
"J"-Region von etwa 12 oder mehr Aminosauren verbunden, wobei die Schwerkette auch eine "D"-Region von
etwa 1-10 oder mehr Aminosauren einschlief3t (siehe allgemein, Fundamental Immunology (Paul, W., Hrsg.,
2. Ausg., Raven Press, N. Y. 1989), Kap. 7 (welches hierin in seiner Gesamtheit fir alle Zwecke durch den
Bezug darauf einbezogen wird).

[0118] Die variablen Regionen jedes Leichte/Schwere-Kette-Paars bilden die Antikdrperbindungsstelle. Da-
her besitzt ein intakter Antikérper zwei Bindungsstellen. Auf3er in bifunktionellen oder bispezifischen Antikor-
pern sind die zwei Bindungsstellen gleich. Die Ketten zeigen alle dieselbe allgemeine Struktur von relativ kon-
servierten Gerust-Regionen (FR, Framework-Regions), verknupft durch drei hypervariable Regionen, welche
ebenfalls als Komplementaritatsbestimmende Regionen oder CDRs bezeichnet werden. Die CDRs aus den
zwei Ketten von jedem Paar werden durch die Gerust-Regionen fluchtend ausgerichtet, was die Bindung an
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ein spezifisches Epitop ermdglicht. Von N-Terminal nach C-Terminal umfassen sowohl leichte als auch schwe-
re Ketten die Domanen FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 und FR4. Die Zuweisung von Aminosauren an
jede Domane erfolgt geman den Definitionen von Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 und 1991), oder Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987); Chotia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Die nattirlichen humanen Immunglobulin-Loci

[0119] Humane Immunglobuline werden naturlicherweise von drei unterschiedlichen Loci codiert: Schwerket-
te, Kappa-Leichtkette und Lambda-Leichtkette. Diese natirlichen Loci sind auf den Chromosomen 14, 2 bzw.
22 lokalisiert. Der natlrrliche humane Schwere-Kette-Locus, lokalisiert bei 14g32.3, nahe dem Telomer des lan-
gen Arms des humanen Chromosoms 14, erstreckt sich Gber ungefahr 1,3 Megabasen und codiert ungefahr
45 exprimierte V-Gensegmente, 27 D-Gensegmente, 6 J-Gensegmente und 9 Gensegmente der konstanten
(C) Region. Der naturliche humane Kappa-Leichte-Kette-Locus, lokalisiert bei 2p11.12 auf dem Chromosom
2, erstreckt sich Uber ungefahr 1,8 Megabasen und umfasst ungefahr 34 exprimierte V-Gensegmente, 5
J-Gensegmente und ein einziges C-Region-Gensegment. Der naturliche humane Lambda-Locus, der bei
22811.2 lokalisiert ist, erstreckt sich Uber ungefahr 0,9 Megabasen und codiert ungefahr 30 V-Gensegmente
und 4 funktionelle J-C-Paare, welche jeweils ein einzelnes J-Gensegment und ein einzelnes C-Gensegment
umfassen. Jeder dieser natlrlichen Loci kann auch Deletionen, Insertionen und Einzelnukleotid-Polymorphis-
men umfassen.

Herstellung von monoklonalen Antikdrpern durch Hybridomfusion

[0120] Die Produktion von monoklonalen Antikérpern kann beispielsweise durch Immunisieren des Tiers mit
einem Antigen (z. B. einem humanen Protein-Antigen, wie CD4, G-CSF, HSA, EGFR oder CTLA-4, einem Pa-
thogen-codierten Antigen, einem Toxin oder einem anderen Antigen) bewerkstelligt werden. Ein langeres Po-
lypeptid, welches das Antigen umfasst, oder ein immunogenes Fragment des Antigens oder anti-idiotypische
Antikérper gegen einen Antikdrper gegen das Antigen kdnnen ebenfalls verwendet werden; Siehe Harlow &
Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (CSHP New York, NY, 1988), und Mishell und Shiigi, Selected Methods
in Cellular Immunology, (W. H. Freeman and Co. New York, NY 1980) (beide Bezugsstellen sind fur alle Zwe-
cke durch den Bezug darauf einbezogen). Ein derartiges Immunogen kann aus einer nattrlichen Quelle, durch
Peptidsynthese oder durch rekombinante Expression erhalten werden. Gegebenenfalls kann das Immunogen
angeheftet an oder anderweitig komplexiert mit einem Tragerprotein, wie nachstehend beschrieben, verab-
reicht werden. Wahlweise kann das Immunogen mit einem Adjuvans verabreicht werden. Mehrere Typen von
Adjuvantien kdnnen verwendet werden, wie es nachstehend beschrieben ist. Vollstandiges Freund'sches Ad-
juvans, gefolgt von unvollstdndigem Adjuvans, wird fir die Immunisierung von Laboratoriumstieren bevorzugt.
Es werden typischerweise Kaninchen oder Meerschweinchen zur Herstellung polyklonaler Antikdrper verwen-
det. Nagetiere (z. B. Mause, Ratten und Hamster) werden typischerweise zur Herstellung von monoklonalen
Antikérpern verwendet. Diese Mause kdnnen transgen sein und kdnnen humane Immunglobulin-Gensequen-
zen umfassen, wie nachstehend beschrieben. Nach der Immunisierung werden die immunisierten Tiere eine
Serumantwort gegen das eingefiihrte Immunogen entwickeln. Diese Serumantwort kann durch Titration von
aufgefangenem Serum unter Anwendung einer Vielzahl unterschiedlicher Assays gemessen werden. Ein Bei-
spiel eines haufig verwendeten Assays ist ein ELISA. Die GrolRe der Serumantwort wird Ublicherweise als der
Titer bezeichnet. Zum Beispiel gibt ein Titer von 1000 an, dass die Gegenwart von reaktiven Antikérpern durch
einen Assay einer 1000fachen Verdinnung des Serums nachgewiesen werden kann. Typischerweise wird die
Immunisierung zu einer Serumantwort filhren, welche mehrere Grof3enordnungen héher ist als diejenige, wel-
che in nicht-immunisierten Tieren gefunden wird. Serumantworten von nur einer oder zwei GréRenordnungen
werden als schwach angesehen und weisen typischerweise auf das Vorhandensein von wenigen B-Zellen hin,
die antigenreaktive Antikdrper exprimieren. Monoklonale Antikdrper werden routinemaRig durch Fusionieren
von Lymphozyten mit immortalisierten Zellen (z. B. Myelomzellen) erhalten, wobei Hybridzellen gebildet wer-
den, die als Hybridomzellen bezeichnet werden. Die neu gebildeten Hybridomzellen leiten die Antikdrperex-
pression-Eigenschaften von den Eltern-Lymphozyten und die Wachstumseigenschaften von den immortalisier-
ten Eltern-Zellen ab. Neu gebildete Hybridomzellen werden in Kulturschalen (z. B. 96-Vertiefungs-Platten),
welche Kulturmedium umfassen, kultiviert. Der Kulturiiberstand (typischerweise ein bis zwei Wochen nach der
Fusion) wird hinsichtlich des Vorhandenseins von antigenreaktiven Antikdrpern mit dem gewulnschten Schwer-
und Leichtketten-Isotyp getestet. Die Zellen in dieser primaren Kultur werden dann verdinnt und erneut aus-
plattiert, um Einzelklone von Hybridomzellen zu isolieren, welche eine einzelne Spezies von monoklonalem
Antikoérper sezernieren. Diese sekundare Kultur kann weiter subkloniert werden, um tertiare Kulturen zu erhal-
ten, etc. Die Fraktion von antigenreaktiven Primarkulturen, welche verwendet werden kann, um Hybridomklone
durch dieses Verfahren der Subklonierung zu erhalten, liefert ein MaR der Subklonierungseffizienz. Wenn alle
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der antigenpositiven primaren Hybridomkulturen verwendet werden kdnnen, um geklonte Zelllinien abzuleiten,
dann ist die Subklonierungseffizienz 100%. Wenn die Immunglobulin-Loci, welche die exprimierten Antikdrper
codieren, unstabil sind, z. B. wahrend der Zellteilung leicht verloren gehen — entweder durch Verlust eines
Chromosoms, Chromosomenfragmentes oder Transchromosoms, oder durch deletionale Rekombination ei-
nes inserierten Arrays oder durch irgendeinen anderen Mechanismus — dann wird die Subklonierungseffizienz
verringert sein (d. h. weniger als 100%). Es ist besonders nitzlich, eine Plattform zur Ableitung von monoklo-
nalen Antikérpern zu besitzen, wobei die Subklonierungseffizienz hoch ist (z. B. grof3er als 20%, vorzugsweise
gréRer als 50%, weiter bevorzugt groRer als 80%, am starksten bevorzugt grof3er als 90% oder 95%). Antikor-
per werden hinsichtlich der spezifischen Bindung an das Antigen gescreent. Gegebenenfalls werden die Anti-
korper weiter hinsichtlich Bindung an eine spezifische Region des Antigens gescreent. Fur Protein-Antigene
kann das letztere Screening bewerkstelligt werden durch Bestimmen der Bindung eines Antikérpers an eine
Kollektion von Deletionsmutanten des Antigen-Peptids und Bestimmen, welche Deletionsmutanten an den An-
tikorper binden. Die Bindung kann zum Beispiel durch Western-Blot oder ELISA Uberpruft werden. Das kleinste
Fragment, welches eine spezifische Bindung an den Antikdrper zeigt, definiert das Epitop des Antikdrpers. Al-
lerdings umfassen manche Epitope nicht-fortlaufende Strukturelemente, welche durch Deletion von Elementen
aulerhalb des eigentlichen Epitops verloren werden kénnen. Alternativ dazu kann die Epitopspezifitat durch
einen Kompetitions-Assay bestimmt werden, in welchem ein Test- und ein Referenzantikdrper um die Bindung
an das Antigen konkurrieren. Wenn die Test- und Referenzantikdrper konkurrieren, dann binden sie an dassel-
be Epitop oder ausreichend naheliegende bzw. proximale Epitope, so dass die Bindung eines Antikorpers die
Bindung des anderen stort.

Klonierung von Antikérper codierenden Nukleinsduren aus B-Zell-Hybridomen

[0121] Nukleinsauren, welche mindestens die variablen Regionen von schweren und leichten Ketten codie-
ren, kdnnen entweder aus immunisierten oder naiven bzw. naturbelassenen transgenen Mausen kloniert wer-
den. Nukleinsduren kénnen als genomische oder cDNA aus lymphatischen Zellen derartiger Tiere kloniert wer-
den. Es ist keine Immortalisierung solcher Zellen vor der Klonierung von Immunglobulinsequenzen erforder-
lich. Ublicherweise wird mRNA isoliert und durch reverse Transkriptionen mit Oligo-dT-Primern amplifiziert. Die
cDNA wird dann unter Verwendung von Primern gegen konservierte Regionen von humanen Immunglobulinen
amplifiziert. Die Bibliotheken kénnen einfach hinsichtlich Nicht-Mu-Isotypen unter Verwendung eines 3'-Pri-
mers angereichert werden, der spezifisch fur Nicht-Mu-Sequenzen ist (z. B. IgG oder IgA). Typischerweise um-
fasst die amplifizierte Population von leichten Ketten mindestens 100, 1000, 10000, 100000 oder 1000000 ver-
schiedene Leichtketten. Dergleichen umfasst die amplifizierte Population von Schwerketten mindestens 100,
1000, 10000, 100000 oder 1000000 unterschiedliche Schwerketten. Zum Beispiel sind, unter Verwendung von
IgG-Primern, typischerweise mindestens 90, 95 oder 99% der amplifizierten Schwerketten vom IgG-Isotyp. Nu-
kleinsduren, welche mindestens die variablen Regionen von schweren und leichten Ketten codieren, kdnnen
auch aus den oben erwahnten Hybridomen durch verschiedene gut bekannte Verfahren kloniert werden, wie
PCR oder Screening von cDNA-Bibliothek(en) mittels einer DNA-Sonde, die spezifisch fiir konservierte Regi-
onen von humanen Antikdrpern ist. Antikdrperketten codierende Nukleinsduren, welche subkloniert werden
sollen, kdnnen mittels Restriktionsverdau von flankierenden Sequenzen herausgeschnitten werden oder kén-
nen mittels PCR unter Verwendung von Primern gegen Stellen, welche die codierenden Sequenzen flankieren,
amplifiziert werden; Siehe allgemein PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification
(Hrsg.: H. A. Erlich, Freeman Press NY, NY, 1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Hrsg:
Innis et al., Academic Press, San Diego, CA, 1990); Mattila et al., 1991, Nucleic Acids Res. 19:967; Eckert et
al., 1991, PCR Methods and Applications 1:17; PCR (Hrsg.: McPherson et al., IRL Press, Oxford). Diese Be-
zugsstellen und die darin zitierten Bezugsstellen werden hierin fur alle Zwecke durch den Bezug darauf einbe-
zogen.

Rekombinante Expression von Antikdrpern

[0122] Nukleinsauren, welche variable Regionen von leichten und schweren Ketten codieren, gegebenenfalls
verknupft an konstante Regionen, werden in Expressionsvektoren inseriert. Die Leicht- und Schwerketten kon-
nen in denselben oder unterschiedliche Expressionsvektoren kloniert werden. Die Antikdrperketten codieren-
den DNA-Segmente sind funktionsfahig an Steuerungssequenzen in den Expressionsvektor(en) verknipft,
welche die Expression von Antikdrperketten gewahrleisten. Solche Steuerungssequenzen schlieRen eine Si-
gnalsequenz, einen Promoter, einen Enhancer und eine Transkriptionsterminationssequenz ein. Expressions-
vektoren sind typischerweise entweder als Episomen oder als integraler Teil des Wirtschromosoms in den
Wirtsorganismen replizierbar.

[0123] E. coliist ein prokaryotischer Wirt, insbesondere zur Expression von Antikdrpern der vorliegenden Er-
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findung. Andere zur Verwendung geeignete mikrobielle Wirte schlieRen Bacilli, wie Bacillus subtilis, und andere
Enterobacteriaceae, wie Salmonella, Serratia, und verschiedene Pseudomonas-Spezies ein. In diesen proka-
ryotischen Wirten kann man auch Expressionsvektoren herstellen, welche typischerweise Expressions-Steu-
ersequenzen, die mit der Wirtszelle kompatibel sind (z. B. einen Replikationsursprung), und regulatorische Se-
quenzen, wie ein Laktose-Promotorsystem, ein Tryptophan(trp)-Promotorsystem, ein beta-Lactamase-Promo-
torsystem oder ein Promotorsystem aus dem Phagen Lambda, enthalten.

[0124] Andere Mikroben, wie Hefe, kdnnen ebenfalls fur die Expression verwendet werden. Saccharomyces
ist ein bevorzugter Wirt, wobei geeignete Vektoren Expressions-Steuersequenzen, wie Promotoren, ein-
schlielich 3-Phosphoglyceratkinase oder anderen glykolytischen Enzymen, und einen Replikationsursprung,
Terminationssequenzen und dergleichen, wie gewlinscht, aufweisen.

[0125] Saugergewebe-Zellkultur kann ebenfalls angewandt werden, um die Antikérper der vorliegenden Er-
findung zu exprimieren und herzustellen (Siehe Winnacker, From Genes to Clones (VCH Publishers, N. Y.,
1987)). Eukaryotische Zellen werden bevorzugt, weil eine Reihe von geeigneten Wirtszelllinien, die zum Se-
zernieren intakter Antikdrper in der Lage sind, entwickelt worden sind. Bevorzugte geeignete Wirtszellen zum
Exprimieren von Nukleinsauren, welche die Immunglobuline der Erfindung codieren, schlieen ein: mit SV40
transformierte Affennieren-CV1-Linie (COS-7, ATCC CRL 1651); humane embryonale Nieren-Linie (293) (Gra-
ham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36:59); Baby-Hamsternierenzellen (BHK, ATCC CCL 10); Chinesische Hams-
tereierstock-Zellen-DHFR (CHO, Urlaub und Chasin, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 77:4216); Maus-Ser-
toli-Zellen (TM4, Mather, 1980, Biol. Reprod. 23:243-251); Affennierenzellen (CVI ATCC CCL 70); Nierenzel-
len der afrikanischen Grunen Meerkatze (NERO-76, ATCC CRL 1587); humane Cervixkarzinom-Zellen (HELA,
ATCC CCL 2); Hunde-Nierenzellen (MDCK, ATCC CCL 34); Leberzellen der Buffalo-Ratte (BRL 3A, ATCC
CRL 1442); humane Lungenzellen (W138, ATCC CCL 75); human Leberzellen (Hep G2, HB 8065);
Maus-Mammary-Tumor (MMT 060562, ATCC CCL51); und TRI-Zellen (Mather et al., 1981, Annals N. Y. Acad.
Sci. 383:44-46); Baculovirus-Zellen.

[0126] Die Vektoren, welche die Polynukleotidsequenzen von Interesse (z. B. die schwere und leichte Kette
codierenden Sequenzen und Expressions-Steuersequenzen) enthalten, kénnen in die Wirtszelle Uberfihrt
werden. Ublicherweise wird Calciumchlorid-Transfektion fiir prokaryotische Zellen angewandt, wohingegen
Calciumphosphat-Behandlung oder Elektroporation fiir andere zellulare Wirte angewandt werden kann (Siehe
im Allgemeinen Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, 2. Aus-
gabe, 1989) (durch den Bezug darauf in seiner Gesamtheit fir alle Zwecke einbezogen). Wenn schwere und
leichte Ketten auf separaten Expressionsvektoren kloniert werden, werden die Vektoren cotransfiziert, um die
Expressionen und Zusammenfiigung von intakten Immunglobulinen zu erhalten. Nach Einflihren von rekom-
binanter DNA werden Zelllinien, welche Immunglobulinprodukte exprimieren, zell-selektiert. Zelllinien, die zu
einer stabilen Expression in der Lage sind, werden bevorzugt (d. h. unverminderte Expressionsspiegel nach
funfzig Passagierungen der Zelllinie).

[0127] Sobald sie exprimiert wurden, kdnnen die gesamten Antikdrper, ihre Dimere, einzelne Leicht- und
Schwerketten oder andere Immunglobulinformen der vorliegenden Erfindung gemafR Standardvorgehenswei-
sen des Fachgebiets gereinigt werden, einschlieBlich Ammoniumsulfat-Prazipitation, Affinitatssaulen, Sau-
len-Chromatographie, Gelelektrophorese und dergleichen (Siehe im Allgemeinen Scopes, Protein Purification
(Springer-Verlag, N. Y., 1982)). Im Wesentlichen reine Immunglobuline von mindestens etwa 90 bis 95% Ho-
mogenitat werden bevorzugt, und 98 bis 99% oder mehr Homogenitat wird am starksten bevorzugt.

Chimare und humanisierte Antikérper

[0128] Chimare und humanisierte Antikdrper besitzen die gleiche oder eine ahnliche Bindungsspezifitat und
Affinitat, wie ein Maus- oder sonstiger nicht-humaner Antikorper, der das Ausgangsmaterial fir die Konstrukti-
on eines chimaren oder humanisierten Antikérpers bereitstellt. Chimare Antikérper sind Antikérper, deren
Leicht- und Schwerketten-Gene, typischerweise durch Gentechnik, aus Immunglobulin-Gensegmenten kon-
struiert worden sind, die unterschiedlichen Spezies angehdren. Zum Beispiel kdbnnen die variablen (V)-Seg-
mente der Gene aus einem monoklonalen Maus-Antikérper an humane konstante (C)-Segmente, wie IgG, und
IgG,, verknupft werden. Der humane Isotyp IgG, wird bevorzugt. Ein typischer chimarer Antikorper ist somit ein
Hybridprotein, bestehend aus der V- oder Antigenbindungs-Domane aus einem Maus-Antikérper und der C-
oder Effektor-Domane aus einem humanen Antikorper.

[0129] Humanisierte Antikorper besitzen GerUstreste der variablen Region im Wesentlichen von einem hu-
manen Antikorper (bezeichnet als ein Akzeptor-Antikérper) und Komplementaritatsbestimmende Regionen im
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Wesentlichen aus einem Maus-Antikdrper (bezeichnet als das Donor-Immunglobulin). Siehe Queen et al.,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 86:10029-10033, und WO 90/07861, U.S. 5693 762, U.S. 5693 761, U.S.
5585089, U.S. 5530 101 und Winter, U.S. 5 225 539 (welche als Bezugstelle in ihrer Gesamtheit fur alle Zwe-
cke einbezogen werden). Die konstanten Region(en), falls vorhanden, sind ebenfalls im Wesentlichen oder
vollstadndig aus einem humanen Immunglobulin. Die humanen variablen Doméanen werden Ublicherweise aus
humanen Antikérpern gewahlt, deren Gerlstsequenzen ein hohes Ausmall an Sequenzidentitat mit den muri-
nen Variable-Region-Domanen, aus welchen die CDRs abgeleitet wurden, aufzeigen. Die Variable-Region-Ge-
rustreste der schweren und leichten Kette kdnnen aus denselben oder unterschiedlichen humanen Antikérper-
sequenzen abgeleitet sein. Die humanen Antikérpersequenzen kdnnen die Sequenzen von natlrlich vorkom-
menden humanen Antikdrpern sein oder kénnen Konsensus-Sequenzen von mehreren humanen Antikdrpern
sein; siehe Carter et al., WO 92/22653. Bestimmte Aminosduren von den humanen Variable-Region-Ge-
rustresten werden fir eine Substitution ausgewahlt, basierend auf ihren mdglichen Einfluss auf die CDR-Kon-
formation und/oder die Bindung an Antigen. Die Erforschung derartiger moglicher Einflisse erfolgt durch Mo-
dellerstellung, Untersuchung der Merkmale der Aminosauren an bestimmten Stellen oder empirische Beob-
achtung der Effekte von Substitution oder Mutagenese von jeweiligen Aminosauren.

[0130] Wenn sich zum Beispiel eine Aminosaure zwischen einem murinen Variable-Region-Gerustrest und
einem ausgewahlten humanen Variable-Region-Geristrest unterscheidet, sollten Ublicherweise die humane
Grundgerist-Aminosaure durch die aquivalente Gertst-Aminosaure aus dem Mausantikérper substituiert wer-
den, wenn es vernlnftig erwartet werden kann, dass die Aminosaure:

(1) Antigen direkt nicht-kovalent bindet,

(2) zu einer CDR-Region benachbart ist,

(3) anderweitig mit einer CDR-Region wechselwirkt (z. B. innerhalb von etwa 6 A von einer CDR-Region

liegt), oder

(4) an der VL-VH-Grenzflache beteiligt ist.

[0131] Andere Kandidaten fir eine Substitution sind humane Akzeptor-Gertistaminosauren, welche fir ein
humanes Immunglobulin an dieser Position unublich sind. Diese Aminosauren kdnnen mit Aminosauren aus
der aquivalenten Position des Maus-Donor-Antikérpers oder aus den aquivalenten Positionen von mehreren
typischen humanen Immunglobulinen substituiert werden. Andere Kandidaten fir eine Substitution sind huma-
ne Akzeptor-Gerlustaminosauren, welche fir ein humanes Immunglobulin an dieser Position untblich sind. Die
Variable-Region-Geriste von humanisierten Immunglobulinen zeigen tblicherweise mindestens 85% Sequen-
zidentitat zu einer humanen Variable-Region-Gerustsequenz oder dem Konsensus solcher Sequenzen.

Humane Antikérper

[0132] Gegen spezifische Antigene gerichtete humane Antikérper werden durch eine Vielzahl von Techniken
bereitgestellt, welche nachstehend beschrieben sind. Einige humane Antikérper werden durch kompetitive Bin-
dungsexperimente oder anderweitig selektiert, um die gleiche Epitopspezifitat wie ein jeweiliger Mausantikor-
per aufzuweisen, wie etwa einem der monoklonalen Maus[antikdrper], die in den Beispielen beschrieben sind.
Humane Antikérper kdnnen auch nach einer besonderen Epitopspezifitdt gescreent werden, indem nur ein
Fragment des Antigens als das Immunogen verwendet wird, und/oder, im Fall von Proteinantigenen, indem An-
tikdrper gegen eine Kollektion von Deletionsmutanten des Antigens gescreent werden.

Triom-Methodik

[0133] Die grundlegende Vorgehensweise und ein exemplarischer Zellfusionspartner, SPAZ-4, zur Verwen-
dung in diesem Vorgehen sind von Oestberg et al., 1983, Hybridoma 2:361-367; Oestberg, U.S.-Patent Nr. 4
634 664; und Engleman et al., U.S.-Patent 4 634 666, beschrieben worden (von welchen jedes fir alle Zwecke
in seiner Gesamtheit durch den Bezug darauf einbezogen ist). Die antikdrperproduzierenden Zelllinien, die
durch dieses Verfahren erhalten werden, werden als Triome bezeichnet, weil sie von drei Zellen abstammen —
zwei humanen und einer Maus-Zelle. Am Anfang wird eine Maus-Myelomlinie mit einem humanen B-Lympho-
zyten fusioniert, um eine nicht-antikérperproduzierende xenogeneische Hybridzelle zu erhalten, wie die
SPAZ-4-Zelllinie, die von Oestberg, siehe oben, beschrieben wurde. Die xenogeneische Zelle wird dann mit
einer immunisierten humanen B-Lymphozyte fusioniert, um eine antikdrperproduzierende Triom-Zelllinie zu er-
halten. Es wurde festgestellt, dass Triome Antikdrper stabiler herstellen als gewoéhnliche Hybridome, die aus
humanen Zellen hergestellt wurden.

[0134] Obwohl Triome genetisch stabil sind, produzieren sie Antikdrper nicht bei sehr hohen Spiegeln. Die
Expressionsspiegel kdnnen durch Klonieren von Antikérper-Genen aus dem Triom in einen oder mehrere Ex-
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pressionsvektoren und Transformieren des Vektors in Sduger-, Bakterien- oder Hefe-Standardzelllinien erhéht
werden.

Transgene Mause

[0135] Humane Antikérper gegen eine Vielzahl von Antigenen kénnen auch aus transgenen Mausen, welche
humane Immunglobulin-Loci umfassen, hergestellt werden. Typischerweise kdnnen diese Immunglobulin-Loci
Antikérper mit im Wesentlichen humaner Sequenz, vorzugsweise 95% oder mehr identisch zu humanen Se-
quenzen, weiter bevorzugt 98-99% oder mehr identisch, und am starksten bevorzugt 100% identisch, codie-
ren. Die Immunglobulin-Loci kdnnen rearrangiert oder nicht-rearrangiert sein und kénnen Deletionen oder In-
sertionen relativ zu den naturlichen humanen Immunglobulin-Loci umfassen. Die Loci kdnnen genetische Ele-
mente (z. B. nicht-codierende Elemente, wie Enhancer, Promotoren und Switch-Sequenzen, oder codierende
Elemente wie die Mu-Konstant-Region-Gensegmente) aus anderen Spezies und aus Nicht-Immunglobulin-Lo-
ci, die nicht wesentlich zum codierenden Bereich von Sekundar-Repertoire(nicht-lgM)-Antikdrpern beitragen,
einschlieRen. Bevorzugte humane Immunglobulin-Loci durchlaufen DNA-Sequenzanderungen, einschliellich
V(D)J-Joining, Schwerketten-Klassenwechsel und somatischer Mutation in lymphoiden Zellen und/oder Lym-
phoidzellen-Vorlaufern in der transgenen Maus, um humane Hochaffinitatsantikdrper gegen vorbestimmte An-
tigene herzustellen. Die in diesen transgenen Mausen enthaltenen humanen Immunglobulin-Loci schlief3en
vorzugsweise nicht-rearrangierte Sequenzen von natirlichen humanen Schwer- und humanen Leichtket-
ten-Loci ein. Ublicherweise ist der endogene Immunglobulin-Locus von solchen transgenen Mause funktionell
inaktiviert (U.S.-Patent Nr. 5 589 369; Takeda, S., et al., 1993, EMBO J. 12:2329-366; Jakobovits, A., et al.,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90:2551-2555; Kitamura, D., und Rajewsky, K., 1992, Nature 356:
154-156; Gu, H., et al., 1991, Cell 65:47-54; Chen, J., et al., EMBO J. 12:821-830; Sun, W., et al., 1994, J.
Immunol 152:695-704; Chen, J., et al., 1993, Intl. Immunology 5:647-656; Zou, X., et al., 1995, Eur. J. Immunol
25:2154-2162; Chen, J., et al., 1993, Int. Immunology 5:647-656; Boudinot, P., et al., 1995, Eur. J. Immunol.
25:2499-2505; Chen, J., et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:4528-4532; Roes, J., and Rajewsky, K., 1991,
Intl. Immunology 3:1367-1371; Gu, H., et al., 1993, Cell 73:1155-1164; Taki, S., et al., 1993, Science 262:
1268-71; Kitamura, D, et al., 1991, Nature 350:423-6; Lutz, C., et al., 1998, Nature 393:797-801; Zou, Y., et
al., 1994, Current Biology 4:1099-1103; Chen, J., et al., 1993, EMBO J. 12:4635-4645; Serwe, M., und Sab-
litzky, F., 1993, EMBO J. 12:2321-2327; Sanchez, P., et al., 1994, Intl. Inmunology 6:711-719; Zou, Y., et al.,
1993, EMBO J. 12:811-820). Die Inaktivierung von endogenen Immunglobulin-Genen kann vorzugsweise z.
B. durch zielgerichtete homologe Rekombination erreicht werden. Die exogenen humanen Immunglobulin-Loci
kdnnen mit den endogenen Mauschromosomen assoziiert sein oder kdnnen von (z. B. Teil von, inseriert inner-
halb oder angeheftet an) ein(em) eingefiihrten Transchromosom sein. Transchromosomen werden in eine Zel-
le als ein nicht-endogenes Chromosom oder Chromosomenfragment, aufweisend ein Centromer und zwei
Telomere, eingeflihrt. Diese Transchromosomen umfassen Ublicherweise Telomer- und Centromer-Sequen-
zen und kénnen Deletionen relativ zum parentalen intakten Chromosom enthalten. Transchromosomen kon-
nen auch zusatzliche inserierte Sequenzen umfassen. Zum Beispiel kdnnen zwei humane Immunglobulin-Loci
auf einem einzigen Transchromosom kombiniert werden durch Inserieren von Sequenzen von einem ersten
Immunglobulin-Locus (z. B. aus einem YAC-Klon, einem Transchromosom oder einem intakten Chromosom)
in ein Transchromosom, das einen zweiten Immunglobulin-Locus umfasst. Dieses Verfahren kann auch wie-
derholt werden, um alle drei humanen Immunglobulin-Loci auf einem einzigen Transchromosom zu kombinie-
ren. Ein Einzel-Transchromosom, welches zwei oder drei verschiedene Immunglobulin-Loci umfasst, sieht eine
genetische Kopplung dieser Loci vor, was die Fraktion von transgener Nachkommenschaft erhéht, die nitzlich
zur Herstellung von humanen Antikérpern ist. Bevorzugte Formen von Transchromosomen sind diejenigen,
welche ausfuhrlich in Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727, Tomizuka, K., et
al., 1997, Nature Genetics 16:133-143, und WO 97/07671, WO 98/37757 und WO 00/10383 beschrieben wer-
den, von denen jedes fir alle Zwecke in seiner Gesamtheit durch den Bezug darauf einbezogen wird. Trans-
chromosomen kdnnen auch integrierte selektierbare Marker (z. B. Neomycin-Resistenzgene) und andere Se-
quenzen, welche nicht im parentalen intakten Chromosom gefunden werden, einschliefen. Im Fall einer Re-
kombination zwischen einem Transchromosom und einem endogenen Mauschromosom werden Sequenzen
aus dem Transchromosom in das endogene Mauschromosom inseriert oder diesem hinzugefigt. Transchro-
mosomen koénnen durch Deletion, Translokation, Substitution und dergleichen modifiziert werden, wie be-
schrieben in WO 98/37757, EP 0972445 und WO 00/10383, welche hierin durch den Bezug darauf fir alle
Zwecke einbezogen werden. Zum Beispiel kdnnen Transchromosomen spontan im Verlauf der Einbringung in
Embryo-Stammzellen (ES) der Maus fragmentiert werden, durch Telomer-gerichtete Trunkierung fragmentiert
werden und/oder durch Cre/loxP-ortsspezifische Rekombination oder ahnliche Verfahren transloziert werden.
Solche Rekombinations- oder Translokationsereignisse kdnnen durch spezifisches Inserieren von Rekombina-
tionsstellen geférdert werden (z. B. loxP-Sequenzen und andere; siehe Z. B. Abuin, A., und Bradley, A., 1996,
Mol. Cell. Biol. 16:1851-1856; Mitani, K., et al., 1995, ,Somat. Cell. Mol. Genet. 21:221-231; Li, Z. W., et al.,
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1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93:6158-6162; Smith, AJ., et al., 1995, Nat. Genet. 9:376-385; Trinh, K
R., und Morrison, S. L., 2000, J Immunol. Methods 244:185-193; Sunaga, S., et al., 1997, Mol. Reprod. Dev.
46:109-113; Dymecki, S. M., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93:6191-6196; Zou, YR., et al., 1994, Curr.
Biol. 4:1099-1103; Rudolph, U., et al., 1993, Transgenic Res. 2: 345-355; Rickert, R. C., et al., 1997, Nucleic
Acids. Res. 25: 1317-1318). Im Fall von eingefiihrten loxP-Stellen wird die Expression eines Transgens, das
die cre-Rekombinase codiert, die Rekombination zwischen den zwei loxP-Stellen férdern. Transchromosomen
kénnen auch ein Fusionschromosom sein, bestehend aus verschiedenen Chromosomenfragmenten, als Er-
gebnis der oben beschriebenen Translokation. Transchromosomen kénnen autonom sein. Autonome Trans-
chromosomen sind unterschiedlich von, nicht-fortlaufend mit oder nicht inseriert in die endogenen Mauschro-
mosomen. Diese autonomen Transchromosomen umfassen Telomer- und Centromer-Sequenzen, die eine au-
tonome Replikation ermdglichen. Alternativ dazu kénnen Transchromosom-Sequenzen nach Einbringung in
Maus-Zellkerne, an/auf Mauschromosomen transloziert werden. Die endogenen Mauschromosomen schlie-
Ren 19 autosomale Chromosomenpaare und das X- und Y-Chromosom ein.

[0136] Die Einfihrung von exogenen humanen Immunglobulin-Loci kann durch eine Vielzahl von Verfahren
erzielt werden, einschlieBlich zum Beispiel Mikroinjektion von Halbtag-Embryo-Pronuklei, Transfektion von
Embryo-Stammzellen oder Fusion von Embryo-Stammzellen mit Hefe-Spharoplasten oder Mikronuklei, wel-
che Transchromosomen umfassen. Die aus den oben beschriebenen Verfahren resultierenden transgenen
Mause sind in der Lage, die eingebrachten exogenen Immunglobulin-Komponenten-Sequenzen funktionell zu
rearrangieren und ein Repertoire von Antikorpern verschiedener Isotypen, codiert von humanen Immunglobu-
lin-Genen, zu exprimieren, ohne endogene Immunglobulin-Gene zu exprimieren. Die Herstellung und Eigen-
schaften von Mausen mit diesen Merkmalen werden ausfihrlich beschrieben z. B. von Lonberg et al., WO
93/12227 (1993); U.S.-Patente Nr. 5 877 397, 5 874 299, 5 814 318, 5 789 650, 5 770 429, 5 661 016, 5 633
425, 5 625 126, 5 569 825, 5 545 806, Nature 48:1547-1553 (1994), Nature Biotechnology 14, 826 (1996),
Kucherlapati, WO 91/10741 (1991), WO 94/02602 (1993), WO 96/34096 (1995), WO 96/33735 (1996), WO
98/24893 (1997), U.S.-Patente Nr. 5 939 598, 6 075 181, 6 114 598, Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727, Tomizuka, K., et al., 1997, Nature Genetics 16:133-143, und Tomizuka, K.,
WO 97/07671, WO 98/37757, WO 00/10383 und JP 2000-42074 (von denen jedes in seiner Gesamtheit fur
alle Zwecke als Bezugsstelle einbezogen ist). Transgene Mause sind besonders geeignet. Monoklonale Anti-
kdrper kénnen z. B. durch Fusionieren von B-Zellen aus derartigen Mausen mit geeigneten immortalen Zellli-
nien unter Anwendung der herkdmmlichen Kohler-Milstein-Technologie hergestellt werden. Man kann auch di-
rekt zu monoklonalen Antikérpern aus individuellen B-Zellen, die aus dem Medium isoliert wurden, unter Ver-
wendung von PCR-Amplifikation der V-Regionen gelangen (Schrader et al., 1997, U.S.-Patent Nr. 5 627 052).
Alternativ dazu kdnnen FACs-sortierte oder anderweitig angereicherte B-Zell-Praparationen als eine Quelle fur
RNA oder DNA zur PCR-Amplifikation der V-Region-Sequenzen verwendet werden. Phagen-Display-Verfah-
ren (nachstehend beschrieben) kénnen ebenfalls eingesetzt werden, um humane Antikdérpersequenzen aus
immunisierten transgenen Mausen, welche humane Immunglobulin-Loci umfassen, zu erhalten. Die humanen
Antikérper-V-Region-Sequenzen, die durch diese Verfahren erhalten werden, kénnen dann verwendet werden,
um intakte Antikdrper zu erzeugen, welche die Bindungsmerkmale der ursprunglichen Stammform-Antikérper
beibehalten. Dieses Verfahren ist nachstehend beschrieben.

Phagen-Display-Verfahren

[0137] Eine weitere Vorgehensweise zum Erhalten humaner Antikérper besteht darin, eine cDNA-Bibliothek
aus B-Zellen gemal des allgemeinen Protokolls zu screenen, welches von Huse et al., 1989, Science
246:1275-1281, dargestellt wurde. Derartige B-Zellen kdnnen aus einem Menschen erhalten werden, immu-
nisiert mit dem gewiinschten Antigen, Fragmenten, langeren Polypeptiden, enthaltend das Antigen oder Frag-
mente, oder anti-idiotypischen Antikdrpern. Gegebenfalls werden derartige B-Zellen aus einem Individuum er-
halten, welches nicht an das Antigen exponiert worden ist. B-Zellen kénnen auch aus transgenen Mausen er-
halten werden, welche humane Immunglobulin-Sequenzen exprimieren. Die transgenen Mause kénnen mit ei-
nem Antigen oder einer Kollektion von Antigenen immunisiert werden. Die Tiere kdnnen auch nicht-immunisiert
sein. B-Zell-mRNA-Sequenzen, welche humane Antikérper codieren, werden verwendet, um cDNA unter Ver-
wendung von reverser Transkriptase zu erzeugen. Die V-Region codierenden Segmente der cDNA-Sequen-
zen werden dann in einen DNA-Vektor kloniert, der die Expression der Antikorper-V-Regionen lenkt. Typischer-
weise werden die V-Region-Sequenzen spezifisch durch PCR, vor der Klonierung, amplifiziert. Ebenfalls ty-
pisch, werden die V-Region-Sequenzen in eine Stelle innerhalb des DNA-Vektors kloniert, welcher so konstru-
iert ist, dass die V-Region als ein Fusionsprotein exprimiert wird. Beispiele solcher Fusionsproteine schlielen
m13-Coliphage-Gen 3- und -Gen 8-Fusionsproteine ein. Die Kollektion von klonierten V-Region-Sequenzen
wird dann verwendet, um eine Expressionsbibliothek von Antikérper-V-Regionen zu erzeugen. Um eine Ex-
pressionsbibliothek zu erzeugen, wird der DNA-Vektor, der die klonierten V-Region-Sequenzen umfasst, ver-
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wendet, um eukaryotische oder prokaryotische Wirtszellen zu transformieren. Zusatzlich zu V-Regionen kann
der Vektor gegebenenfalls die Gesamtheit oder einen Teil eines viralen Genoms codieren und kann virale Ver-
packungssequenzen umfassen. In einigen Fallen umfasst der Vektor nicht ein gesamtes Virusgenom, und der
Vektor wird dann gemeinsam mit einem Helfervirus oder Helfervirus-DNA-Sequenzen verwendet. Die expri-
mierten Antikdrper-V-Regionen werden in, oder auf der Oberflache von, transformierten Zellen oder Viruspar-
tikeln aus den transformierten Zellen gefunden. Diese Expressionsbibliothek, welche die Zellen oder Viruspar-
tikel umfasst, wird dann verwendet, um V-Region-Sequenzen zu identifizieren, welche Antikdrper oder Antikor-
perfragmente codieren, die mit vorbestimmten Antigenen reaktiv sind. Um diese V-Region-Sequenzen zu iden-
tifizieren, wird die Expressionsbibliothek hinsichtlich Reaktivitat der exprimierten V-Regionen mit den vorbe-
stimmten Antigenen gescreent oder selektiert. Die Zellen oder Viruspartikel, welche die klonierten V-Regi-
on-Sequenzen umfassen und welche die exprimierten V-Regionen aufweisen, werden durch ein Verfahren ge-
screent oder selektiert, welches Zellen oder Viruspartikel identifiziert oder anreichert, die V-Regionen aufwei-
sen, welche mit einem vorbestimmten Antigen reaktiv (z. B. Bindungs-Assoziation oder katalytische Aktivitat)
sind. Zum Beispiel kann radioaktives oder fluoreszierend markiertes Antigen, welches dann an exprimierte
V-Regionen bindet, nachgewiesen und verwendet werden, um Zellen oder Viruspartikel zu identifizieren oder
zu sortieren. Auch Antigen, welches an eine feste Matrix oder Kiigelchen gebunden ist, kann verwendet wer-
den, um Zellen oder Viruspartikel zu selektieren, die reaktive V-Regionen auf der Oberflache aufweisen. Die
so aus der Expressionsbibliothek identifizierten V-Region-Sequenzen kénnen dann zum Lenken der Expressi-
on, in einer transformierten Wirtszelle, von einem Antikdrper oder Fragment davon verwendet werden, wel-
cher/welches Reaktivitat mit dem vorbestimmten Antigen besitzt. Das von Huse beschriebene Protokoll wird in
Kombination mit der Phagen-Display-Technologie effizienter gemacht; Siehe z. B. Dower et al., WO 91/17271,
und McCafferty et al., WO 92/01047, U.S.-Patente Nr. 5 871 907, 5 858 657, 5 837 242, 5 733 743 und 5 565
332 (von denen jedes fir alle Zwecke durch den Bezug darauf in seiner Gesamtheit einbezogen wird). In die-
sen Verfahren werden Bibliotheken von Phagen produziert, in welchen die Mitglieder (Display-Packungen) ver-
schiedene Antikorper auf ihren AulRenoberflachen prasentieren. Antikérper werden Ublicherweise als Fv- oder
Fab-Fragmente prasentiert. Phagen, welche Antikdrper mit einer gewtinschten Spezifitat prasentieren, kdnnen
durch Affinitdtsanreicherung gegen das Antigen oder Fragment davon selektiert werden. Man kann Pha-
gen-Display, kombiniert mit immunisierten transgenen Mausen, welche humane Immunglobulin-Gene expri-
mieren, anwenden, um antigenspezifische Antikdrper zu erhalten, selbst wenn die Immunantwort gegen das
Antigen schwach ist.

[0138] In einer Variation des Phagen-Display-Verfahrens kbnnen humane Antikérper mit der Bindungsspezi-
fitat eines ausgewahlten murinen Antikérpers produziert werden; siehe zum Beispiel Winter, WO 92/20791. In
diesem Verfahren wird entweder die variable Schwer- oder Leichtketten-Region des ausgewahlten murinen
Antikorpers als Ausgangsmaterial. verwendet. Wenn zum Beispiel eine variable Leichtketten-Region als das
Ausgangsmaterial gewahlt wird, wird eine Phagen-Bibliothek konstruiert, in welcher die Mitglieder dieselbe va-
riable Leichtketten-Region (d. h. das murine Ausgangsmaterial) und eine unterschiedliche variable Schwerket-
ten-Region prasentieren. Die variablen Schwerketten-Regionen werden aus einer Bibliothek von rearrangier-
ten humanen variablen Schwerketten-Regionen erhalten. Ein Phage, der starke spezifische Bindung fir CT-
LA-4 zeigt (z. B. mindestens 10° und vorzugsweise mindestens 10° M), wird selektiert. Die humane variable
Schwerketten-Region aus diesem Phagen dient dann als Ausgangsmaterial zum Konstruieren einer weiteren
Phagen-Bibliothek. In dieser Bibliothek prasentiert jeder Phage dieselbe variable Schwerketten-Region (d. h.
die Region, welche aus der ersten Display-Bibliothek identifiziert wurde) und eine unterschiedliche variable
Leichtketten-Region. Die variablen Leichtketten-Regionen werden aus einer Bibliothek von rearrangierten hu-
manen variablen Leichtketten-Regionen erhalten. Wiederum werden Phagen, welche eine starke spezifische
Bindung fir das gewabhlte [] zeigen, selektiert. Kiinstliche Antikérper, welche dhnlich zu humanen Antikdrpern
sind, kdénnen aus Phagen-Display-Bibliotheken erhalten werden, welche statistische oder synthetische Se-
quenzen, zum Beispiel in CDR-Regionen, beinhalten.

Auswahlen der konstanten Region

[0139] Die variablen Schwer- und Leichtketten-Regionen von chimaren, humanisierten oder humanen Anti-
kérpern kdnnen an mindestens einen Bereich einer humanen konstanten Region durch verschiedene allge-
mein bekannte Verfahren verknipft werden (siehe z. B. Queen et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
86:10029-10033 und WO 90/07861; diese Bezugsstellen und darin zitierte Bezugsstellen werden hierin fiir alle
Zwecke durch den Bezug darauf einbezogen). Die Wahl der konstanten Region hangt teilweise davon ab, ob
eine Antikérper-abhangige Komplement- und/oder zelluléar vermittelte Toxizitat gewunscht ist. Zum Beispiel be-
sitzen die Isotypen 1gG, und IgG, Ublicherweise eine groRere Komplement-Bindungsaktivitat als die Isotypen
IgG, oder IgG,. Die Wahl des Isotyps kann auch die Passage des Antikérpers in das Gehirn beeinflussen. Kon-
stante Leichtketten-Regionen kénnen Lambda oder Kappa sein. Antikérper konnen als Tetramere mit zwei
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Leicht- und zwei Schwerketten, als separate Schwerketten, Leichtketten, als Fab, Fab', F(ab')2 und Fv oder
als Einzelkettenantikdrper, in denen variable Schwer- und Leichtketten- Domanen durch einen Spacer bzw.
Abstandhalter verbunden sind, exprimiert werden.

[0140] Fur einige Anwendungen kénnen Nicht-IgG-Antikdrper nitzlich sein. Wenn zum Beispiel mehrwertige
Antikérperkomplexe gewuinscht werden, kdnnen IgM- und IgA-Antikérper verwendet werden.

Verwendung von partiellen Antikérpersequenzen zum Exprimieren intakter Antikérper

[0141] Antikorper interagieren mit Zielantigenen hauptsachlich Gber Aminosaurereste, welche in den sechs
Schwer- und Leichtketten-Komplementaritatsbestimmungs-Regionen (CDRs) lokalisiert sind. Aus diesem
Grund sind die Aminosauresequenzen innerhalb von CDRs zwischen individuellen Antikérpern verschieden-
artiger als Sequenzen aulierhalb von CDRs. Weil CDR-Sequenzen fir die meisten Antikérper-Antigen-Wech-
selwirkungen verantwortlich sind, ist es mdglich, rekombinante Antikdrper zu exprimieren, welche die Eigen-
schaften von spezifischen naturlich vorkommenden Antikérpern nachahmen, indem man Expressionsvektoren
konstruiert, welche CDR-Sequenzen aus dem spezifischen natirlich vorkommenden Antikérper, gepfropft auf
Gerustsequenzen aus einem anderen Antikdrper mit anderen Eigenschaften, einschlieRen (siehe z. B. Riech-
mann, L., et al., 1988, Nature 332:323-327; Jones, P., et al., 1986, Nature 321:522-525; und Queen, C., et al.,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:10029-10033). Derartige Gerust-Sequenzen kdnnen aus 6ffentlichen
DNA-Datenbanken erhalten werden, welche Keimbahn-Antikérper-Gensequenzen einschlieen. Diese Keim-
bahnsequenzen werden sich von reifen Antikérper-Gensequenzen unterscheiden, weil sie komplett assemb-
lierte variable Gene nicht einschlieRen werden, welche durch die V(D)J-Verkniipfung wahrend der B-Zellrei-
fung gebildet werden. Keimbahn-Gensequenzen werden sich auch von der Sequenz eines Sekundar-Reper-
toire-Hochaffinitatsantikrpers an einzelnen Nuldeotiden wegen somatischer Mutationen unterscheiden. Aller-
dings sind somatische Mutationen nicht gleichmafig Uber die variable Region verteilt. Zum Beispiel sind so-
matische Mutationen im aminoterminalen Bereich der Gerlstregion 1 und im carboxyterminalen Bereich der
Gerustregion 4 relativ selten. Darliber hinaus verandern manche somatische Mutationen die Bindungseigen-
schaften des Antikdrpers nicht signifikant. Aus diesem Grund ist es nicht notwendig, die gesamte DNA-Se-
quenz eines jeweiligen Antikdrpers zu erhalten, um einen intakten rekombinanten Antikérper nachzubilden, der
ahnliche Bindungseigenschaften zu denjenigen des urspringlichen Antikdrpers besitzt (siehe
PCT/US99/05535, eingereicht am 12. Marz 1999, was hierin fir alle Zwecke durch den Bezug darauf einbe-
zogen ist). Eine partielle Schwer- und Leichtketten-Sequenz, welche die CDR-Regionen tberspannt, ist fur die-
sen Zweck typischerweise ausreichend. Die partielle Sequenz wird verwendet, um zu bestimmen, welche "va-
riable"- und "joining"-Keimbahngensegmente zu den rekombinierten variablen Antikérper-Genen beitrugen.
Die Keimbahnsequenz wird dann verwendet, um fehlende Abschnitte der variablen Region aufzufillen bzw. zu
erganzen. Schwer- und Leichtketten-Leadersequenzen werden wahrend der Proteinreifung abgespalten und
tragen nicht zu den Eigenschaften des letztendlichen Antikdrpers bei. Aus diesem Grund ist es nicht notwen-
dig, die entsprechende Keimbahn-Leadersequenz fur Expressionskonstrukte zu verwenden. Um fehlende Se-
quenzen hinzuzufugen, kdnnen klonierte cONA-Sequenzen mit synthetischen Oligonukleotiden durch Ligation
oder PCR-Amplifikation kombiniert werden. Alternativ dazu kann die gesamte variable Region als ein Satz von
kurzen Uberlappenden Oligonukleotiden synthetisiert und durch PCR-Amplifikation kombiniert werden, um ei-
nen vollstandig synthetischen Klon der variablen Region zu erzeugen. Dieses Verfahren besitzt gewisse Vor-
teile, wie die Eliminierung oder den Einschluss von jeweiligen Restriktionsstellen, oder die Optimierung von je-
weiligen Codons.

[0142] Die Nuldeotidsequenzen von Schwer- und Leichtketten-Transkripten aus einem Hybridom(en) werden
verwendet, um einen Uberlappenden Satz von synthetischen Oligonukleotiden zu entwerfen, um synthetische
V-Regionen mit identischen Aminosaure-Codierungsfahigkeiten wie die natlrlichen Sequenzen zu erzeugen.
Die synthetischen Sequenzen der Schwer- und Kappa-Leicht-Kette kénnen sich auf drei Weisen von den na-
turlichen Sequenzen unterscheiden: Abschnitte von wiederholten Nukleotidbasen werden unterbrochen, um
die Oligonukleotidsynthese und PCR-Amplifikation zu erleichtern; optimale Translationsinitiationsstellen wer-
den gemal den Regeln von Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870) eingebaut; und Hindl-
[I-Stellen werden stromaufwarts der Translationsinitiationsstellen erzeugt.

[0143] Sowohl fir die variablen Schwer- als auch Leichtketten-Regionen werden die optimierten Sequenzen
des codierenden und entsprechenden nicht-codierenden Strangs in Segmente von 30-50 Nukleotiden zerlegt,
sodass die Briiche zwischen Nukleotiden fiir die Sequenz des codierenden Strangs ungefahr beim Mittelpunkt
des entsprechenden nicht-codierenden Oligonukleotids auftreten. Somit kdnnen, fur jede Kette, die Oligonuk-
leotide sich zu Uberlappenden, doppelstrangigen Satzen zusammenfligen, welche die gewlinschte Sequenz
vollstandig Uberspannen. Diese Oligonukleotide werden zu Pools vereinigt, welche Segmente von 150-400
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Nukleotiden Uberspannen. Die Pools werden dann als Matrizen verwendet, um PCR-Amplifikationsprodukte
von 150-400 Nukleotiden herzustellen. Typischerweise wird ein einzelner Variable-Region-Oligonuldeotidsatz
in zwei Pools zerlegt werden, welche getrennt amplifiziert werden, um zwei Uberlappende PCR-Produkte zu
erzeugen. Diese Uberlappenden Produkte werden dann durch PCR-Amplifikation kombiniert, um die vollstan-
dige variable Region zu bilden. Es kann auch wiinschenswert sein, ein Uberlappendes Fragment der konstan-
ten Schwer- oder Leichtkette-Region (einschlieRlich der Bbsl-Stelle der Kappa-Leichtkette oder der Agel-Stelle
der Gamma-Schwerkette) in der PCR-Amplifikation einzuschlieffen, um Fragmente zu erzeugen, welche leicht
in die Expressionsvektor-Konstrukte kloniert werden kénnen.

[0144] Die rekonstruierten variablen Schwer- und Leichtkette-Regionen werden dann mit klonierten Promo-
tor-, Translationinitiations-, Konstant-Region-, 3'-untranslatierten, Polyadenylierungs- und Transkriptionstermi-
nations-Sequenzen kombiniert, um Expressionsvektor-Konstrukte zu bilden. Man kann die Schwer- und
Leichtkette-Expressionskonstrukte zu einem einzelnen Vektor vereinigen, cotransfizieren, seriell transfizieren
oder separat in Wirtszellen transfizieren, welche dann fusioniert werden, um eine Wirtszelle, die beide Ketten
exprimiert, zu bilden.

[0145] Plasmide zur Verwendung bei der Konstruktion von Expressionsvektoren fir humanes 1gG, werden
nachstehend beschrieben. Die Plasmide wurden so konstruiert, dass PCR-amplifizierte V-Schwer- und V-Kap-
pa-Leichtkette-cDNA-Sequenzen verwendet werden konnten, um vollstdndige Schwere- und Leichte-Kette-Mi-
nigene zu rekonstruieren. Diese Plasmide kénnen verwendet werden, um humane oder chiméare 1gG,k- oder
IgG,k-Antikorper vollstandig zu exprimieren. Ahnliche Plasmide kdnnen fir die Expression von anderen
Schwere-Kette-Isotypen oder fiir die Expression von Antikérpern, welche Lambda-Leichtketten umfassen, kon-
struiert werden.

[0146] Das Kappa-Leichtketten-Plasmid pCK7-96 (SEQ ID Nr. 1), welches nachstehend gezeigt wird, schlie3t
die Kappa-Konstante-Region und -Polyadenylierungsstelle ein, so dass Kappa-Sequenzen, amplifiziert mit
5'-Primern, welche Hindlll-Stellen stromaufwarts des Initiator-Methionins enthalten, mit Hindlll und Bbsl ver-
daut und in mit Hindlll und Bbsl verdauten pCK7-96 kloniert werden kénnen, um eine vollstandige Leichtket-
te-codierende Sequenz zusammen mit einer Polyadenylierungsstelle zu rekonstruieren. Diese Kassette kann
als ein Hindlll/Notl-Fragment isoliert und an Transkription-Promotorsequenzen ligiert werden, um ein funktio-
nelles Minigen fur die Transfektion in Zellen zu erzeugen.

[0147] Das Gamma1-Schwerketten-Plasmid pCG7-96 (SEQ ID Nr. 2) schlie3t die humane Gamma1-Kon-
stante-Region und -Polyadenylierungsstelle ein, so dass Gamma-Sequenzen, amplifiziert mit 5'-Primern, die
HindllI-Stellen stromaufwarts des Initiator-Methionins einschlief3en, mit Hindlll und Agel verdaut werden kon-
nen und in mit Hindlll und Agel verdauten pCG7-96 kloniert werden kdnnen, um eine vollstandige
Gamma1-Schwerkette codierende Sequenz zusammen mit einer Polyadenylierungsstelle zu rekonstruieren.
Diese Kassette kann als ein Hindlll/Sall-Fragment isoliert und an Transkription-Promotorsequenzen ligiert wer-
den, um ein funktionelles Minigen fur die Transfektion in Zellen zu erzeugen.

[0148] Das Gamma4-Schwerketten-Plasmid pG4HE-96 (SEQ ID Nr. 3) schlieRt die humane Gamma4-Kon-
stante-Region und -Polyadenylierungsstelle ein, sodass Gamma-Sequenzen, amplifiziert mit 5'-Primern, die
Hindlll-Stellen stromaufwarts des Initiator-Methionins einschlieRen, mit Hindlll und Agel verdaut werden kon-
nen und in mit Hindlll und Agel verdauten pG4HE-96 kloniert werden kénnen, um eine vollstandige
Gamma4-Schwerkette codierende Sequenz zusammen mit einer Polyadenylierungsstelle zu rekonstruieren.
Diese Kassette kann als ein Hindlll/EcoRI-Fragment isoliert und an Transkription-Promotorsequenzen ligiert
werden, um ein funktionelles Minigen fir die Transfektion in Zellen zu erzeugen.

[0149] Eine Reihe von unterschiedlichen Promotoren (einschlieflich, ohne jedoch darauf eingeschrankt zu
sein, CMV, Ubiquitin, SRalpha und Beta-Actin) kann verwendet werden, um die rekonstruierten Schwer- und
Leichtkette-Gene zu exprimieren. Zum Beispiel kann der Vektor pCDNA3.1+ (Invitrogen, Carlsbad, CA) mit
Hindlll und entweder Notl, Xhol oder EcoRI gespalten werden zur Ligation mit entweder der Kappa-, Gamma1-
oder Gamma4-Kassette, welche oben beschrieben wurden, um Expressionsvektoren zu bilden, welche direkt
in Saugerzellen transfiziert werden kdnnen.
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pCK7-96 (SEQ ID Nr. 1)

TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATC
AGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA
TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAARAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTC
CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAR
CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGETGCGCTCTCCTG
TTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCECCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTT
TCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTG
. TGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGT
CCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA
GCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAG
AAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGARGCCAGTTACCTTCCGAAARAGAGTTGGTA
GCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGCTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG
ATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC
TCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCARAARGGATCTTCA
CCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTARATCAATCTAAAGTATATATGAGTARACT
TGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCCATCTGTCTATTTCG
TTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCAT
CTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGQTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCA
ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGATCCTGCAACTTTATCCGCCTCCAT
CCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCA
ACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTC
AGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGT
TAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCCGCAGTGTTATCACTCATGG
TTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACT
GGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCCACCGAGTTGCTCTTGCCC
GGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAA
AACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAA
CCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTAQTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGC
AAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATARGGGCGACACGGARATGTTGAATAC
TCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGA
TACATATTTGAATGTATTTAGARAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAA
AGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATARAAATAGGCGTA
TCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGARAACCTCTGACACATGECAG
CTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGRAGCAGACAAGCCCGTCAGGS
CGCGTCAGCGGGTGTTGECGGETGTCGGGGCTCGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTG
TACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGC
ATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTAGGAARGGGCGATCGGTGCGGGCCTC
TTCGCTATTACGCCAGCTGGCGARAAGGGGGATGTGCTACARGGCGATTAAGTTGEGTAACGC
CAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTAGCEGCCGCGGETC
CAACCACCAATCTCAAARGCTTGGTACCCGEGAGCCTGTTATCCCAGCACAGTCCTGGARGAG
GCACAGGGGAAATAAAAGCGGACGGAGGCTTTCCTTGACTCAGCCGCTGCCTGGTCTTCTTC
AGACCTGTTCTGAATTCTAAACTCTGAGGGGGTCGGATGACGTGGCCAT TCTTTGCCTAAAG
CATTGAGTTTACTGCAAGGTCAGAAAAGCATGCAAAGCCCTCAGAATGGCTGCAAAGAGCTC
CAACAAARCAATTTAGAACTTTATTAAGGRATAGGGGGAAGCTAGGAAGAAACTCARAACAT
CAAGATTTTAAATACGCTTCTTGGTCTCCTTGCTATAATTATCTGGGATAAGCATGCTGTTT
TCTGTCTGTCCCTAACATGCCCTGTGAT TATCCGCARACAACACACCCAAGGGCAGAACTTT
GTTACTTAAACACCATCCTGTTTGCTTCTTTCCTCAGGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTT
CATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGARCTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGA

......
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ATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCARAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGT
AACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCAC
CCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGARGTCACCCATC
AGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGAGGGAGAAGTGC
CCCCACCTGCTCCTCAGTTCCAGCCTGACCCCCTCCCATCCTTTGGCCTCTGACCCTTTTTC
CACAGGGGACCTACCCCTATTGCGGTCCTCCAGCTCATCTTTCACCTCACCCCCCTCCTCCT
COTTGGCTTTAATTATGCTAATGTTGGAGGAGAATGAATAAATAAAGTGAATCTTTGCACCT
GTGGTTTCTCTCTTTCCTCAATTTAATAATTATTATCTGTTGTTTACCAACTACTCAATTTC
TCTTATAAGGGACTAAATATGTAGTCATCCTAAGGCGCATAACCATTTATAAAAATCATCCT
TCATTCTATTTTACCCTATCATCCTCTGCAAGACAGTCCTCCCTCAAACCCACAAGCCTTCT
GTCCTCACAGTCCCCTGGGCCATGGATCCTCACATCCCAATCCGCGGCCGCAATTCGTAATC
ATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAG
CCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCG
TTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGG
CCAACGCGCGBEGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC

pCG7-96 (SEQ ID Nr. 2)

GAACTCGAGCAGCTGAAGCTTTCTGGGGCAGGCCAGGCCTGACCTTGGCTTTGGGGCAGGGA
GGGAGCTAAGGTGAGGCAGGTGGCGCCAGCCAGGTGCACACCCAATGCCCATGAGCCCAGAL
ACTGGACGCTGAACCTCGCGGACAGTTAAGAACCCAGGGGCCTCTGCGCCCTGGGCCCAGCT
CTGTCCCACACCGCGETCACATGGCACCACCTCTCTTACAGCCTCCACCARGGGCCCATCGG
TCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTCGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTG
GTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTCTCCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGS
CGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGAAACTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGG
AAGCCAGGCTCAGCGCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGCTATGCAGCCCCAGTCCAGGGCAGC
AAGGCAGGCCCCGTCTGCCTCTTCACCCGGAGGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGA
GAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTARCCCAG
GCCCTGCACACAAAGGGGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGGAGGAC
CCTGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCARAGGCCARAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCT
TCTCTCCTCCCAGATTCCAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCCAARATCTTGTGACA
AAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCCCTCCAGCTCAAGG
CGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTGACACGT
CCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCCTCAGTCTTCCTCTTCCCC
CCAMAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGBACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTAGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGCAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGC
CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAGCCARAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAG
GGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGCCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAAC
CTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATG
AGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCT
GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATCGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAG
AGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGTGCGACGGCCGGCARGCCCCCGCTCCCCGGGCTC
TCGCGGTCGCACGAGGATGCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCAT
GGAAATAAAGCACCCAGCGCTGCCCTEGGCCCCTGCGAGACTGTGATGGTTCTTTCCACGGG
TCAGGCCGAGTCTGAGGCCTGAGTGGCATCAGGGAGGCAGAGCGGGTCCCACTGTCCCCACA
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CTGGCCCAGGCTGTGCAGGTGTGCCTGGGCCCCCTAGGGTGGGGCTCAGCCAGGGGCTGCCC
TCGGCAGGGTGGGGGATTTGCCAGCGTGGCCCTCCCTCCAGCAGCACCTGCCCTGGGCTGGG
CCACGGGAAGCCCTAGGAGCCCCTGGGGACAGACACACAGCCCCTGCCTCTGTAGGAGACTG
TCCTGTTCTGTGAGCGCCCCTGTCCTCCCGACCTCCATGCCCACTCGGGGGCATGCCTGCAG
GTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGATCTGCCGG
TCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTGGATAAGCCAGGTTAACCTGCATTRATGAATOGGC
CAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTC
GCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACRTGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCC
AGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCA
TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCRGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGG
CGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATAC
CTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCARTGCTCACGCTGTAGGTATCT
CAQTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCG
ACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGAQTTATCG
CCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGA
GTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTC
TGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAAGCACC
GCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGG&TCTCA
AGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAG
GGATTTTGGTCATGAGAITATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGA
AGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAAT
CAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCG
TCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCARTGATACCG
CGACACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGA
GCGCAGAAGTCGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAG
CTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATBGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATC
GTGGTGTCACGCTCETCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCARGGCG
AGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAACCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTG
TCAGAAGTAAGTTGECCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTT
ACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTAACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTG
AGAATAGTGTATGCGBCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGC
CACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGCGGCGAAAACTCTCA
AGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCARCTGATCTTC
AGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCARAAACAGGARGGCARAATGCCGCAA
AAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATATTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTAT
TGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAARA
TAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCOGAAAAGTGCCACCTGACGTCTARGARAACCA
TTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGT
TTCGETGATGACGETCAAAACCTCTGACACATECAGCTCCCEGGAGACGGTCACAGCTTGTCT
GTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCCTCACGCGGETGTTGGCGEGTGTC
GGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGGACATA
TTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAG

GTGACACTATA
pG4HE (SEQ ID Nr. 3)

GAACTCGAGCAGCTGAAGCTTTCTAEGGCAGGCCGGGCCTGACTTTGGCTCGGGECAGGGAG
GGGGCTAAGGTGACGCAGGTGGCGCCAGCCAGGTGCACACCCAATGCCCATGAGCCCAGACA
CTGGACCCTGCATGGACCATCGCGGATAGACAAGAACCGAGGEGCCTCTGCGCCCTGEGCCC
AGCTCTGTCCCACACCGCGGTCACATGACACCACCTCTCTTGCAGCTTCCACCAAGGGCCCA
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TCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGEGETG
CCTGGTCAAGGACTACT TCCCCGAACCGCTGACGGTGTCCTGGAACTCAGGCGCCCTGACCA
GOGGCGTGCACACCTTCCOGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTG
GTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGCCACGAAGACCTACACCTGCAACGTACATCACAAGCC
 CAGCAACACCARGGTGGACAAGAGAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTG
CTGGARGCCAGGCTCAGCCCTCCTGCCTEEACGCACCCCGGCTETGCAGCCCCAGCCCAGGG
CAGCAAGGCATGCCCCATCTGTCTCCTCACCCEGAGGCCTCTGACCACCCCACTCATGCTCA
GGGAGAGGGTCTTCTGGATTTTTCCACCAGGCTCCGGGCAGCCACAGGCTGCATGCCCCTAC
CCCAGGCCCTGCGCATACAGGGGCAGGTGCTGCGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGE
AGGACCCTGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCAAAGGCCARACTCTCCACTCCCTCAGCTCAGA
CACCTTCTCTCCTCCCAGATCTGAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGTCCAAATATGC
TCCCCCATGCCCATCATGCCCAGGTAAGCCAACCCAGGCCTCGCCCTCCAGCTCARGGCGGG
ACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCAGETGCTGACGCATCCAC
CTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAGTTCCTGCGGEGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCAGGAAGACCCCCAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGC
CAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG
TCOTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAARGGCCTC
CCGETCCTCCATCCAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCACGGGETGCGAGGGCC
ACATGGACAGAGGTCAGCTCEECCCACCCTCTGCCCTGGRAGTGACCGCTGTGCCAACCTCT
GTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGETETACACCCTGCCCCCATCCCAGCAGEGAGAT
GACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCG
TCGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCAETGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGG
GAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACRGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCTGGGTAAATGAGTGCCAGGGCCEGCAAGCCCCCECTCCCCGGGCTCTCGG
GGTCGCGCGAGGATGCTTGGCACGTACCCCGTCTACATACTTCCCAGGCACCCAGCATGGAA
ATAAAGCACCCACCACTGCCCTCGGCCCCTETGAGACTGTGATGGTTCTTTCCACGGGTCAG
GCCGACTCTGAGCCCTGAGTGACATGAGGCAGCCAGAGCGGGTCCCACTEGTCCCCACACTGG
CCOAGGCTCTCCACCTETGCCTGGGCCACCTAGGGTEBEECTCAGCCAGGGGCTGCCCTCGE
CAGGGTGEEGGATTTGCCAGCETAGCCCTCCCTCCAGCAGCAGCTGCCCTGGGCTGGGCCAC
GGGAAGCCCTAGGAGCCCCTGEGGACAGACACACAGCCCCTGCCTCTGTAGGAGACTGTCCT
GTCCTGTGAGCECCCTETCCTCCAACCCCCCATGCCCACTCEEGGGGATCCCCCGGTACCGA
GCTCGAATTCATCGATGATATCAGATCTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCG
ATAAGCCAGGTTAACCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCEGGGAGAGGCGGTTTGCGTAT
TGGEOGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCEGTCETTCGEGCTGCGGCCAG
CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATARCGCAGGA
AAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGARCCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGC
CTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARRATCGACGCTCAAGTCAGAGGT
GCGOGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCETTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGL
TCTCCTGTTCCGACCCTGCCECTTACCGGATACCTETCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGT
GGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCCCTCCAAGC
TGGECTCTETGCACCAACCCCCCETTCAGCCCGACCECTACGCCTTATCCGGTAACTATCGT
CTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGAT
TAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTECTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCT
ACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAARAGA
GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACAAACCACCGCTGATAGCGETGET TTTTITCTTTGCAA
GCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGT
CTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTI TGGTCATGAGATTATCAAAAAGG
ATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGA
GTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGECACCTATCTCAGCGATCTGTC
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CGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGC
ggigghTCTGGCCCCRGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTT
ATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCG
CCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGT
TTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGC
TTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGOGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAA
AAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCA
CTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTC
TGTGACTGGTGAGTAQTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCT
CTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGOGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATC
ATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTC
GA?GTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTG
GGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGT
TGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCAT
GAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAARCAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTC
CCCG&AAAGTGCCRCCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAAT
AGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACA .
CATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCC
GTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAG
CAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGGACATATTGTCGTTAGAACGOGGCTACAATTAATA
CATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATA

Expression von rekombinanten Antikérpern

[0150] Chimare, humanisierte und humane Antikérper werden typischerweise durch rekombinante Expressi-
on produziert. Rekombinante Polynukleotidkonstrukte schlielen typischerweise eine Expressions-Steue-
rungssequenz ein, die funktionsfahig an die codierenden Sequenzen von Antikérperketten verknipft ist, ein-
schliellich natirlich assoziierten oder heterologen Promotor-Regionen. Vorzugsweise sind die Expressi-
ons-Steuerungssequenzen eukaryotische Promotorsysteme in Vektoren, die fahig zum Transformieren oder
Transfizieren eukaryotischer Wirtszellen sind. Sobald der Vektor in den passenden Wirt eingebracht worden
ist, wird der Wirt unter Bedingungen gehalten, die zur Expression der Nukleotidsequenzen bei hohem Spiegel
und zum Absammeln und Reinigen der kreuzreagierenden Antikdrper geeignet sind.

[0151] Diese Expressionsvektoren sind typischerweise in den Wirtsorganismen entweder als Episomen oder
als ein integraler Teil der Wirtschromosomen-DNA replizierbar. Ublicherweise enthalten Expressionsvektoren
Selektionsmarker, z. B. Ampicillin-Resistenz oder Hygromycin-Resistenz, um die Detektion derjenigen Zellen
zu gestatten, welche mit den gewiinschten DNA-Sequenzen transformiert wurden.

[0152] E. coliist ein prokaryotischer Wirt, der besonders niitzlich zur Klonierung der DNA-Sequenzen der vor-
liegenden Erfindung ist. Mikroben, wie Hefe, sind ebenfalls nitzlich zur Expression. Saccharomyces ist ein be-
vorzugter Hefewirt, wobei geeignete Vektoren Expressions-Steuerungssequenzen, einen Replikationsur-
sprung, Terminationssequenzen und dergleichen, nach Bedarf, aufweisen. Typische Promotoren schlieRen
3-Phosphoglyceratkinase und andere glykolytische Enzyme ein. Induzierbare Hefepromotoren schlieRen, un-
ter anderen, Promotoren von Alkoholdehydrogenase, Isocytochrom C und Enzymen, welche fir Maltose- und
Galactoseverwertung verantwortlich sind, ein.

[0153] Sangerzellen sind ein bevorzugter Wirt zum Exprimieren von Nukleotidsegmenten, welche Immunglo-
buline oder Fragmente davon codieren; siehe Winnacker, FROM GENES TO CLONES (VCH Publishers, NY,
1987). Eine Reihe von geeigneten Wirtszelllinien, die zum Sezernieren von intakten heterologen Proteinen in
der Lage sind, sind im Fachgebiet entwickelt worden und schlieBen CHO-Zelllinien, verschiedene COS-Zellli-
nien, HelLa-Zellen, L-Zellen und Myelom-Zelllinien ein. Vorzugsweise sind die Zellen nicht-human. Expressi-
onsvektoren fiir diese Zellen kénnen Expressions-Steuersequenzen, wie einen Replikationsursprung, einen
Promotor, einen Enhancer (Queen et al., 1986, Immunol. Rev. 89:49) und notwendige Prozessierungs-Infor-
mationsstellen, wie Ribosomenbindungsstellen, RNA-Splice-Stellen, Polyadenylierungsstellen und transkripti-
onale Terminatorsequenzen, einschlieRen. Bevorzugte Expressions-Steuersequenzen sind Promotoren, wel-
che aus endogenen Genen, Cytomegalovirus, SV40, Adenvirus, Rinder-Papillomavirus und dergleichen abge-
leitet werden; siehe Co et al., 1992, J. Immunol. 148:1149.

[0154] Alternativ dazu kénnen Antikdrper codierende Sequenzen in Transgene zur Einbringung in das Genom
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eines transgenen Tiers und zur anschlieRenden Expression in der Milch des transgenen Tiers eingebaut wer-
den (siehe z. B. U.S.-Patente Nr. 5 741 957, 5 304 489 und 5 849 992). Geeignete Transgene schliel3en co-
dierende Sequenzen fiir leichte und/oder schwere Ketten in funktionsfahiger Verkniipfung mit einem Promotor
und Enhancer aus einem Brustdriisen-spezifischen Gen, wie Casein oder Beta-Lactoglobulin, ein.

[0155] Die Vektoren, welche die DNA-Segmente von Interesse enthalten, kdnnen durch allgemein bekannte
Verfahren in die Wirtszelle transferiert werden, abhangig vom Typ des zellularen Wirts. Zum Beispiel wird Cal-
ciumchlorid-Transfektion Ublicherweise fur prokaryotische Zellen verwendet, wohingegen Calciumphos-
phat-Behandlung, Elektroporation, Lipofektion, Biolistik oder viralbasierende Transfektion fir andere zellulare
Wirte angewandt werden kann. Andere zum Transformieren von Sangerzellen verwendete Verfahren schlie-
Ren die Verwendung von Polybrene, Protoplasten-Fusion, Liposomen, Elektroporation und Mikroinjektion ein
(siehe allgemein Sambrook et al., siehe oben). Fir die Herstellung von transgenen Tieren kénnen Transgene
in befruchtete Eizellen mikroinjiziert werden, oder kdnnen in das Genom von embryonischen Stammzellen ein-
gebaut werden, und die Zellkerne derartiger Zellen kénnen in entkernte Eizellen Gberfihrt werden.

[0156] Sobald sie exprimiert wurden, kbnnen Antikérper gemal Standardvorgehensweisen des Fachgebiets
gereinigt werden, einschliel3lich HPLC-Reinigung, Saulen-Chromatographie, Gelelektrophorese und derglei-
chen (siehe allgemein Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).

Modifizierte Antikérper

[0157] Antikdérper, welche unter Befolgung der vorliegenden Erfindung erhalten werden, kénnen modifiziert
sein. Der Begriff "modifizierter Antikérper" schlie3t Antikérper, wie monoklonale Antikérper, chimare Antikérper
und humanisierte Antikérper, ein, welche z. B. durch Deletieren, Hinzufligen oder Substituieren von Bereichen
des Antikérpers modifiziert worden sind. Zum Beispiel kann ein Antikdrper modifiziert werden durch Deletieren
der konstanten Region und Ersetzen dieser mit einer konstanten Region, mit welcher beabsichtigt wird, die
Halbwertszeit, z. B. Serum-Halbwertszeit, Stabilitat oder Affinitat des Antikdrpers zu erhdhen.

[0158] Der gemal der Erfindung erhaltene Antikdrper kann konjugiert sein bzw. werden und verwendet wer-
den, um eine gegebene biologische Antwort zu modifizieren oder eine biologische Antwort zu erzeugen (z. B.
um Effektorzellen zu rekrutieren). Die Arzneimittel-Einheit soll nicht als auf klassische chemische therapeuti-
sche Mittel eingeschrankt ausgelegt werden. Zum Beispiel kann die Arzneimittel-Einheit ein Protein oder Po-
lypeptid sein, welches eine gewlinschte biologische Aktivitat besitzt. Solche Proteine kénnen zum Beispiel ein
enzymatisch aktives Toxin oder aktives Fragment davon, wie Abrin, Ricin A, Pseudomonas-Exotoxin oder
Diphtherietoxin; ein Protein wie Tumornekrosefaktor oder Interferon-Alpha; oder Modifizierer einer biologi-
schen Antwort, wie zum Beispiel Lymphokine, Interleukin-1 ("IL-1"), Interleukin-2 ("IL-2"), Interleukin-6 ("IL-6"),
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor ("GM-CSF"), Granulozyten-Koloniestimulieren-
den-Faktor ("G-CSF") oder andere Wachstumsfaktoren, einschlielen.

[0159] Techniken zum Konjugieren einer derartigen therapeutischen Einheit an Antikdrper sind allgemein be-
kannt, siehe z. B. Arnon et al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (Hrsg.), S. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hell-
strom et al., "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery (2. Auflage), Robinson et al. (Hrsg.),
S. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A
Review", in Monoclonal Antibodies '84:Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (Hrsg.), S. 475-506
(1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Can-
cer Therapy", in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (Hrsg.), S. 303-16
(Academic Press 1985), und Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Con-
jugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

Behandlungsschemen

[0160] Die Erfindung erleichtert die Bereitstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen, die einen
oder eine Kombination von monoklonalen Antikérpern (intakt oder bindende Fragmente davon) umfassen, for-
muliert gemeinsam mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager. Einige Zusammensetzungen schlieRen
eine Kombination von mehreren (z. B. zwei oder mehr) monoklonalen Antikdrpern oder antigen-bindenden Ab-
schnitten davon ein. In manchen Zusammensetzungen ist jeder der Antikorper oder antigen-bindenden Ab-
schnitte davon der Zusammensetzung ein monoklonaler Antikdrper oder ein Antikdrper mit humaner Sequenz,
welcher an ein distinktes bzw. eindeutiges, im Voraus gewahltes Epitop eines Antigens bindet.
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[0161] In prophylaktischen Anwendungen werden pharmazeutische Zusammensetzungen oder Medikamen-
te an einen Patienten, der anfallig flr eine Erkrankung oder ein Leiden ist, oder anderweitig dahingehend ge-
fahrdet ist (z. B. eine Immunkrankheit), in einer ausreichenden Menge verabreicht, um das Risiko zu eliminie-
ren oder zu vermindern, die Schwere zu verringern oder den Ausbruch der Krankheit zu verzégern, einschlief3-
lich biochemischer, histologischer und/oder verhaltensmafRiger Symptome der Krankheit, ihnrer Komplikationen
und intermediaren pathologischen Phanotypen, die sich wahrend der Entwicklung der Krankheit zeigen. In the-
rapeutischen Anwendungen werden Zusammensetzungen oder Medikamente an einen Patient, der dafir in
Verdacht steht, unter einer derartigen Krankheit zu leiden, oder bereits darunter leidet, in einer ausreichenden
Menge verabreicht, um die Symptome der Krankheit (biochemisch, histologisch und/oder verhaltensmagig) zu
heilen oder wenigstens teilweise aufzuhalten, einschlief3lich deren Komplikationen und intermediaren patholo-
gischen Phanotypen in der Entwicklung der Krankheit. Eine angemessene Menge, um eine therapeutische
oder prophylaktische Behandlung zu bewerkstelligen, wird als eine therapeutisch, oder prophylaktisch, wirksa-
me Dosis definiert. Sowohl in prophylaktischen als auch therapeutischen Behandlungsschemen werden Mittel
Ublicherweise in mehreren Dosierungen verabreicht, bis eine ausreichende Immunantwort erreicht worden ist.
Typischerweise wird diese Immunantwort iberwacht, und wiederholte Dosierungen werden gegeben, wenn die
Immunantwort abzuklingen beginnt.

Effektive Dosierungen

[0162] Wirksame Dosen der Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung fur die Behandlung von Im-
munverwandten Leiden und Krankheiten, die hierin beschrieben werden, variieren in Abhangigkeit von vielen
unterschiedlichen Faktoren, einschlief3lich den Methoden zur Verabreichung, der Zielstelle, dem physiologi-
schen Zustand des Patienten, ob der Patient ein Mensch oder ein Tier ist, anderen verabreichten Medikamen-
ten, und davon, ob die Behandlung prophylaktisch oder therapeutisch ist. Ublicherweise ist der Patient ein
Mensch, aber nicht-menschliche Saugetiere, einschliellich transgener Saugetiere, kbnnen ebenfalls behan-
delt werden. Die Behandlungs-Dosierungen mussen titriert werden, um die Sicherheit und Wirksamkeit zu op-
timieren.

[0163] Fur die Verabreichung mit einem Antikérper liegen die Dosierungen im Bereich von etwa 0,0001 bis
100 mg/kg, und noch Ublicher von 0,01 bis 5 mg/kg des Wirts-Kérpergewichts. Zum Beispiel kdnnen Dosierun-
gen 1 mg/kg Korpergewicht oder 10 mg/kg Koérpergewicht betragen oder innerhalb des Bereichs von 1-10
mg/kg liegen. Ein beispielhaftes Behandlungsschema beinhaltet eine Verabreichung einmal alle zwei Wochen
oder einmal monatlich oder einmal alle 3 bis 6 Monate. Bei manchen Verfahren werden zwei oder mehr mono-
klonale Antikérper mit unterschiedlichen Bindungsspezifitdten gleichzeitig verabreicht, wobei in diesem Fall die
Dosierung jedes verabreichten Antikdrpers innerhalb der angegebenen Bereiche liegt. Antikorper wird bli-
cherweise bei mehreren Anldssen bzw. Sitzungen verabreicht. Die Intervalle zwischen den einzelnen Dosie-
rungen kdnnen wochentlich, monatlich oder jahrlich sein. Die Intervalle kénnen auch unregelmaRig sein, wie
angezeigt durch Messen von Blutspiegeln des Antikdrpers im Patienten. In einigen Verfahren wird die Dosie-
rung angepasst, um eine Plasma-Antikérperkonzentration von 1-1000 pg/ml und bei manchen Verfahren
25-300 pg/ml zu erzielen. Alternativ dazu kann Antikoérper als eine Formulierung mit anhaltender Freisetzung
verabreicht werden, wobei in diesem Fall weniger haufige Verabreichungen erforderlich sind. Die Dosierung
und die Frequenz variieren abhangig von der Halbwertsdauer des Antikérpers im Patienten. Im Allgemeinen
zeigen humane Antikérper die langste Halbwertsdauer, gefolgt von humanisierten Antikérpern, chimaren Anti-
korpern und nicht-humanen Antikérpern. Die Dosierung und Frequenz der Verabreichung kann abhangig da-
von variieren, ob die Behandlung prophylaktisch oder therapeutisch ist. Bei prophylaktischen Anwendungen
wird eine relativ niedrige Dosierung bei relativ seltenen Intervallen tber eine lange Zeitdauer verabreicht. Eini-
ge Patienten empfangen fortgesetzt eine Behandlung fiir den Rest ihres Lebens. Bei therapeutischen Anwen-
dungen wird manchmal eine relativ hohe Dosierung bei relativ kurzen Intervallen erfordert, bis der Krankheits-
fortschritt vermindert oder beendet ist, und vorzugsweise bis der Patient eine teilweise oder vollstandige Ver-
besserung der Krankheitssymptome zeigt. Danach kann dem Patienten ein prophylaktisches Schema verab-
reicht werden.

[0164] Dosen fur Nukleinsduren, welche Immunogene codieren, liegen im Bereich von etwa 10 ng bis 1 g,
100 ng bis 100 mg, 1 yg bis 10 mg oder 30-300 pg DNA pro Patient. Dosen fir infektiése virale Vektoren va-
riieren von 10-100, oder mehr, Virionen pro Dosis.

Weg der Verabreichung

[0165] Mittel zum Induzieren einer Immunantwort kénnen durch parenterale, topische, intravendse, orale,
subkutane, intraarterielle, intrakraniale, intraperitoneale, intranasale oder intramuskulare Methoden zur pro-

35/75



DE 601 31456 T2 2008.07.10

phylaktischen und/oder therapeutischen Behandlung verabreicht werden. Der typischste Verabreichungsweg
eines immunogenen Agens ist der subkutane Weg, obwohl andere Wege gleichermalen effektiv sein kénnen.
Der nachsthaufigste Weg ist die intramuskulére Injektion. Dieser Typ von Injektion wird am typischsten in den
Arm- oder Beinmuskeln durchgeflihrt. Bei manchen Methoden werden Agentien direkt in ein jeweiliges Gewe-
be injiziert, wo sich Ablagerungen angesammelt haben, zum Beispiel intrakraniale Injektion. Eine intramusku-
lare Injektion oder intravendse Infusion werden fir die Verabreichung von Antikérper bevorzugt. In manchen
Verfahren werden jeweilige therapeutische Antikorper direkt in den Schadel injiziert. Bei manchen Verfahren
werden Antikérper als eine Zusammensetzung oder Vorrichtung mit anhaltender Freisetzung, wie eine Medi-
pad™-Vorrichtung verabreicht.

[0166] Aus der Erfindung abgeleitete Mittel kdnnen wahlweise in Kombination mit anderen Mitteln verabreicht
werden, welche wenigstens teilweise effektiv zur Behandlung verschiedener Krankheiten sind, einschlieRlich
verschiedener immun-verwandter Krankheiten. Im Fall von Alzheimer- und Down-Syndrom, bei welchen Amy-
loid-Ablagerungen im Gehirn auftreten, kdnnen Mittel der Erfindung auch in Verbindung mit anderen Mitteln
verabreicht werden, welche die Passage der Mittel der Erfindung durch die Blut-Hirn-Schranke (BBB,
Blood-Brain Barrier) erhdhen.

Formulierung

[0167] Aus der Erfindung abgeleitete Mittel kdbnnen als pharmazeutische Zusammensetzungen verabreicht
werden, welche ein aktives therapeutisches Mittel, d. h., und eine Vielzahl von anderen pharmazeutisch an-
nehmbaren Bestandteilen umfassen; Siehe Remington's Pharmaceutical Science (15. Ausgabe, Mack Publi-
shing Company, Easton, Pennsylvania, 1980). Die bevorzugte Form hangt von der beabsichtigten Verabrei-
chungsweise und therapeutischen Anwendung ab. Die Zusammensetzungen kénnen ebenfalls, abhangig von
der gewinschten Formulierung, pharmazeutisch annehmbare nicht-toxische Trager oder Verdiinnungsmittel
einschliel®en, welche als Vehikel definiert werden, die tblicherweise zum Formulieren pharmazeutischer Zu-
sammensetzungen zur Verabreichung an Tiere oder Menschen verwendet werden. Das Verdinnungsmittel
wird so gewahlt, dass es nicht die biologische Aktivitat der Kombination beeinflusst. Beispiele derartiger Ver-
dinnungsmittel sind destilliertes Wasser, physiologische Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, Ringer-L6-
sung, Dextrose-Lésung und Hank'sche Lésung. Zuséatzlich dazu kann die pharmazeutische Zusammenset-
zung oder Formulierung auch andere Trager, Hilfsstoffe oder nicht-toxische, nicht-therapeutische, nicht-immu-
nogene Stabilisatoren und dergleichen einschlief3en.

[0168] Pharmazeutische Zusammensetzungen kénnen auch grofde, langsam verstoffwechselte Makromole-
kile einschlielen, wie Proteine, Polysaccharide, wie Chitosan, Polymilchsauren, Polyglykolsduren und Copo-
lymere (wie mit Latex funktionalisierte Sepharose™, Agarose, Zellulose und dergleichen), polymere Aminos&u-
ren, Aminosaure-Copolymere und Lipidaggregate (wie Oltrépfchen oder Liposomen). Zuséatzlich dazu kénnen
diese Trager als immunstimulierende Agentien (d. h. Adjuvantien) wirken.

[0169] Fur die parenterale Verabreichung kénnen aus der Erfindung abgeleitete Agentien als injizierbare Do-
sierungen einer Lésung oder Suspension der Substanz in einem physiologisch annehmbaren Verdinnungs-
mittel mit einem pharmazeutischen Trager verabreicht werden, welcher eine sterile Flussigkeit sein kann, wie
Wasser, Ole, Kochsalzlésung, Glycerol oder Ethanol. Dariiber hinaus kénnen Hilfssubstanzen, wie Benet-
zungs- oder Emulgiermittel, Tenside, pH-puffernde Substanzen und dergleichen, in den Zusammensetzungen
vorhanden sein. Andere Komponenten von pharmazeutischen Zusammensetzungen sind diejenigen von Pe-
troleum, Olen von tierischem, pflanzlichem oder synthetischem Ursprung, zum Beispiel Erdnussdl, Sojaboh-
nendl und Mineralél. Im Allgemeinen sind Glykole, wie Propylenglykol oder Polyethylenglykol, bevorzugte flis-
sige Trager, insbesondere fir injizierbare Lésungen. Antikérper kénnen in der Form einer Depot-Injektion oder
Implantat-Praparation verabreicht werden, welche in einer solchen Weise formuliert werden kann, dass eine
anhaltende Freisetzung des Wirkstoffs ermoéglicht wird. Eine beispielartige Zusammensetzung umfasst mono-
klonalen Antikdrper bei 5 mg/ml, formuliert in einem aus 50 mM L-Histidin, 150 mM NaCl bestehenden wass-
rigen Puffer, der mit HCI auf pH 6,0 eingestellt ist.

[0170] Typischerweise werden die Zusammensetzungen als injizierbare Formen, entweder als flissige L6-
sungen oder Suspensionen, hergestellt; feste Formen, die zur Auflésung in oder Suspension in flissigen Ve-
hikeln vor der Injektion geeignet sind, kdnnen ebenfalls hergestellt werden. Die Praparation kann auch in Lipo-
somen oder Mikroteilchen emulgiert oder verkapselt werden, wie Polylactid, Polyglykolid oder Copolymer, fir
einen gesteigerten Adjuvans-Effekt, wie oben erortert (siehe Langer, 1990, Science 249:1527 und Hanes,
1997, Advanced Drug Delivery Reviews 28:97-119). Die aus dieser Erfindung abgeleiteten Mittel kénnen in der
Form einer Depot-Injektion oder Implantat-Praparation verabreicht werden, welche in einer solchen Weise for-
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muliert werden kann, dass eine anhaltende oder pulsartige Freigabe des Wirkstoffs gestattet wird.

[0171] Zusatzliche Formulierungen, die fir andere Verabreichungswege geeignet sind, schlielen orale, intra-
nasale und pulmonare Formulierungen, Suppositorien und transdermale Anwendungen ein.

[0172] Fur Suppositorien schlieRen Bindemittel und Trager beispielsweise Polyalkylenglykole oder Triglyceri-
de ein; solche Suppositorien kdnnen aus Mischungen gebildet werden, die den Wirkstoff in einem Bereich von
0,5% bis 10%, vorzugsweise 1%—2% enthalten. Orale Formulierungen schliefen Arzneimtteltréger ein, wie
pharmazeutische Guteklassen von Mannitol, Laktose, Starke, Magnesiumstearat, Natriumsaccharin, Cellulose
und Magnesiumcarbonat. Diese Zusammensetzungen nehmen die Form von Lésungen, Suspensionen, Tab-
letten, Pillen, Kapseln, Formulierungen mit anhaltender Freisetzung oder Pulvern ein und enthalten 10%-95%,
vorzugsweise 25%-70% Wirkstoff.

[0173] Eine topische Anwendung kann zu einer transdermalen oder intradermalen Zuftihrung fuhren. Die to-
pische Verabreichung kann erleichtert werden durch gemeinsame Verabreichung des Mittels mit Choleratoxin
oder detoxifizierten Derivaten oder Untereinheiten davon oder anderen ahnlichen bakteriellen Toxinen (Siehe
Glenn et al., 1998, Nature 391:851). Die Co-Verabreichung kann erzielt werden durch Verwenden der Kompo-
nenten als Mischung oder als verknUpfte Molekule, welche durch chemische Vernetzung oder Expression als
ein Fusionsprotein erhalten wurden.

[0174] Alternativ dazu kann eine transdermale Zufiihrung unter Verwendung eines Haut-Flickens bzw. -Pflas-
ters oder unter Verwendung von Transferosomen (Paul et al., 1995, Eur. J. Immunol. 25, 3521-24; Cevc et al.,
1998, Biochem. Biophys. Acta 1368, 201-15) erreicht werden.

[0175] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen werden im Allgemeinen als sterile [Zubereitungen], im
Wesentlichen isotonisch und in voller Ubereinstimmung mit allen "Good Manufacturing Practice(GMP)"-Regu-
lierungen der U. S. Food and Drug Administration formuliert.

Toxizitat

[0176] Vorzugsweise wird eine therapeutisch wirksame Dosis der hierin beschriebenen Proteine einen thera-
peutischen Nutzen bereitstellen, ohne eine wesentliche Toxizitat zu verursachen

[0177] Die Toxizitat der hierin beschriebenen Proteine kann durch pharmazeutische Standardverfahren in
Zellkulturen oder Versuchstieren bestimmt werden, z. B. durch Ermitteln der LD, (der Dosis, die fir 50% der
Population letal ist) oder der LD,,, (der Dosis, die fiir 100% der Population letal ist). Das Dosisverhaltnis zwi-
schen toxischem und therapeutischem Effekt ist der therapeutische Index. Die aus diesen Zellkultur-Assays
und Tierversuchen erhaltenen Daten kdnnen bei der Formulierung eines Dosierungsbereichs, der zur Verwen-
dung beim Menschen nicht toxisch ist, verwendet werden. Die Dosierung der hierin beschriebenen Proteine
liegt vorzugsweise innerhalb eines Bereichs von Kreislauf-Konzentrationen, welche die effektive Dosis mit ge-
ringer oder gar keiner Toxizitat einschlie®en. Die Dosierung kann innerhalb dieses Bereichs abhangig von der
verwendeten Dosierungsform und dem angewandten Verabreichungsweg variieren. Die exakte Formulierung,
der Verabreichungsweg und die Dosierung kénnen durch den jeweiligen Arzt im Hinblick auf den Zustand des
Patienten ausgewahlt werden (Siehe z. B. Fingl et al., 1975, In: The Pharmacological Basis of Therapeutics,
Kap. 1, S. 1).

Kits

[0178] Ebenfalls innerhalb des Umfangs der Erfindung liegen Kits, welche die Zusammensetzungen (z. B.
monoklonale Antikdrper, Antikdrper mit humaner Sequenz, humane Antikdrper, multispezifische und bispezifi-
sche Molekiile), welche von der Erfindung abgeleitet sind, und Gebrauchsanleitungen umfassen. Das Kit kann
ferner mindestens ein zusatzliches Reagenz oder einen oder mehrere zusétzliche von der Erfindung abgelei-
tete humane Antikdrper enthalten (z. B. einen humanen Antikorper, der eine komplementare bzw. erganzende
Aktivitat aufweist, welcher an ein Epitop in dem Antigen, das unterschiedlich zum ersten humanen Antikérper
ist, bindet). Kits schlieRen typischerweise ein Etikett ein, welches die beabsichtigte Verwendung des Inhalts
des Kits angibt. Der Begriff Etikett schlie3t jedwede Beschriftung oder aufgezeichnetes Material, die/das auf
oder mit dem Kit geliefert wird oder den Kit anderweitig begleitet, ein.
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BEISPIELE

BEISPIEL 1
Erzeugung von Mausen, bei denen auf Cmu angezielt wird

[0179] Konstruktion eines CMD-Targeting-Vektors. Das Plasmid pICEmu enthalt ein EcoRI/Xhol-Fragment
des murinen Ig-Schwerkette-Locus, Uberspannend das mu-Gen, welches aus einer genomischen
Balb/C-Lambdaphagen-Bibliothek (Marcu et al., 1980, Cell 22:187) erhalten wurde. Dieses genomische Frag-
ment wurde in die Xhol/EcoRI-Stellen des Plasmids pICEMI9H (Marsh et al., 1984, Gene 32:481-485) subklo-
niert. Die in pICEmu eingeschlossenen Schwerkette-Sequenzen erstrecken sich stromabwarts von der Eco-
RI-Stelle, welche direkt 3' zum intronischen mu-Enhancer liegt, bis zur Xhol-Stelle, welche ungefahr 1 kb
stromabwarts des letzten Transmembran-Exons des mu-Gens lokalisiert ist; allerdings ist ein wesentlicher Teil
der mu-Switch-Wiederholungseinheit-Region durch die Passage in E. coli deletiert worden.

[0180] Der Targeting-Vektor wurde wie folgend konstruiert (siehe Fig.1). Ein 1,3 kb groRes Hindl-
[I/Smal-Fragment wurde aus pICEmu herausgeschnitten und in Hindlll/Smal-verdauten pBluescript (Stratage-
ne, La Jolla, CA) subkloniert. Dieses plCEmu-Fragment reicht von der Hindlll-Stelle, welche ungefahr 1 kb 5'
von Cmul lokalisiert ist, bis zur Smal-Stelle, welche innerhalb Cmul lokalisiert ist. Das resultierende Plasmid
wurde mit Smal/Spel verdaut, und das ungefahr 4 kb groRe Smal/Xbal-Fragment aus pICEmu, welches von
der Smal-Stelle in Cmul 3' zur Xbal-Stelle, lokalisiert direkt stromabwarts des letzten Cmu-Exons, reicht, wurde
inseriert. Das resultierende Plasmid pTAR1 wurde an der Smal-Stelle linearisiert, und eine neo-Expressions-
kassette wurde inseriert. Diese Kassette besteht aus dem neo-Gen unter der transkriptionellen Kontrolle des
Maus-Phosphoglyceratkinase(pgk)-Promotors (Xbal/Taql-Fragment; Adra et al., 1987, Gene 60:65-74) und
enthalt die pgk-Polyadenylierungsstelle (Pvull/Hindlll-Fragment; Boer et al., 1990, Biochemical Genetics
28:299-308). Diese Kassette wurde aus dem Plasmid pKJ1 (beschrieben von Tybulewicz et al., 1991, Cell
65:1153-1163) erhalten, aus welcher die neo-Kassette als ein EcoRI/HindllI-Fragment herausgeschnitten und
in EcoRI/HindllI-verdauten pGEM-7Zf(+) subkloniert wurde, um pGEM-7 (KJ1) zu erzeugen. Die neo-Kassette
wurde aus pGEM-7 (KJ1) durch EcoRI/Sall-Verdau herausgeschnitten, glattendig gemacht und in die
Smal-Stelle des Plasmids pTAR1 subkloniert, in der entgegengesetzten Orientierung zu den genomischen
Cmu-Sequenzen. Das resultierende Plasmid wurde mit Notl linearisiert, und eine Kassette mit Thymidinkinase
(tk) von Herpes-Simplex-Virus wurde inseriert, um die Anreicherung von ES-Klonen zu gestatten, welche ho-
mologe Rekombinanten trugen, wie beschrieben von Mansour et al., 1988, Nature 336:348-352. Diese Kas-
sette besteht aus den codierenden Sequenzen des tk-Gens, eingefasst von Maus-pgk-Promotor und -Polya-
denylierungsstelle, wie es von Tybulewicz et al., 1991, Cell 65:1153-1163, beschrieben wird. Der resultierende
CMD-Targeting-Vektor enthalt insgesamt ungefahr 5,3 kb Homologie zum Schwerkette-Locus und ist entwor-
fen, um ein mutiertes mu-Gen zu erzeugen, in welches eine neo-Expressionskassette in der einmaligen
Smal-Stelle des ersten Cmu-Exons inseriert worden ist. Der Targeting-Vektor wurde mit Pvul linearisiert, wel-
ches innerhalb der Plasmidsequenzen schneidet, und zwar vor einer Elektroporation in ES-Zellen.

[0181] Erzeugung und Analyse von Targeting-behandelten bzw. angezielten ES-Zellen. "AB-1"-ES-Zellen
(McMahon, A. P., und Bradley, A., 1990, Cell 62:1073-1085) wurden auf mitotisch inaktiven SNL76/7-Zell-Fee-
der-Schichten (ebenda) im Wesentlichen wie beschrieben kultiviert (Robertson, E. J. (1987) in Teratocarcino-
mas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach (E. J. Robertson, Hrsg.) Oxford, IRL Press, S. 71-112).
Der linearisierte CMD-Targeting-Vektor wurde in AB-1 Zellen durch die Verfahren elektroporiert, welche von
Hasty et al. beschrieben wurden (Hasty, P. R., et al., 1991, Nature 350:243-246).

[0182] Durch Elektroporation behandelte Zellen wurden in 100-mm-Schalen bei einer Dichte von 1-2 x 10°
Zellen/Schale ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden G418 (200 Mikrogramm/ml an aktiver Komponente) und
FIAU (5 x 107 M) dem Medium zugesetzt, und arzneimittelresistente Klone wurden sich tiber 8-9 Tage lang
entwickeln gelassen. Die Klone wurden abgenommen, mit Trypsin behandelt, in zwei Portionen unterteilt und
weiter expandiert. Die Halfte der aus jedem Klon abgeleiteten Zellen wurde dann eingefroren, und die andere
Halfte hinsichtlich homologer Rekombination zwischen Vektor und Zielsequenzen analysiert.

[0183] Eine DNA-Analyse wurde mittels Southern-Blot-Hybridisierung durchgefiihrt. DNA wurde aus den Klo-
nen isoliert, wie beschrieben von Laird et al. (Laird, P. W., et al., 1991, Nucleic Acids Res. 19:4293). Die isolierte
genomische DNA wurde mit Spel verdaut und mit einem 915 bp grof3en Sacl-Fragment, Sonde A (Fig. 1), son-
diert, welches an eine Sequenz zwischen dem intronischen mu-Enhancer und der mu-Switch-Region hybridi-
siert. Die Sonde A detektiert ein 9,9 kb grofes Spel-Fragment aus dem Wildtyp-Locus und eine diagnostische
7,6 kb grolRe Bande aus einem mu-Locus, welcher homolog mit dem CMD-Targeting-Vektor rekombiniert hat
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(die neo-Expressionskassette enthalt eine Spel-Stelle). Von 1132 G418- und FIAU-resistenten Klonen, welche
durch Southern-Blot-Analyse gescreent wurden, zeigten drei die 7,6 kb grof3e Spel-Bande, welche auf die ho-
mologe Rekombination am mu-Locus hinweist. Diese drei Klone wurden mit Bgll, BstXI und EcoRI weiter ver-
daut, um zu bestatigen, dass der Vektor homolog in das mu-Gen integriert hatte. Wenn mit der Sonde A hyb-
ridisiert wurde, produzieren Southern-Blots von Wildtyp-DNA, welche mit Bgll, BstXI oder EcoRI verdaut wur-
de, Fragmente von 15,7, 7,3 bzw. 12,5 kb, wohingegen die Gegenwart eines angezielten bzw. targetierten
mu-Allels durch Fragmente von 7,7, 6,6 bzw. 14,3 kb angezeigt wird. Alle drei positiven Klone, die durch den
Spel-Verdau detektiert wurden, zeigten die erwarteten Bgll-, BstXI- und EcoRI-Restriktionsfragmente, die fur
die Insertion der neo-Kassette in das Cmul-Exon diagnostisch sind.

[0184] Erzeugung von Mausen, welche das mutierte mu-Gen tragen. Die drei targetierten ES-Klone, welche
als Nummer 264, 272 und 408 bezeichnet werden, wurden aufgetaut und in C57BL/6J-Blastozysten injiziert,
wie beschrieben von Bradley (Bradley, A., 1987, in Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: a Practical
Approach. (Hrsg.: E. J. Robertson) Oxford: IRL Press, S. 113-151). Injektions-behandelte Blastozysten wurden
in die Uteri von pseudoschwangeren Weibchen Uberfuhrt, um chimare Mause herzustellen, welche eine Mi-
schung von Zellen, abgeleitet aus den Eingangs-ES-Zellen und der Wirts-Blastozyste, reprasentierten. Das
Ausmal des ES-Zellen-Beitrags zur Chimare kann visuell durch das Ausmalf} der aus der ES-Zelllinie abgelei-
teten Agouti-Fellfarbung auf dem schwarzen C57BL/6J-Hintergrund abgeschatzt werden. Die Klone 272 und
408 erzeugten nur einen niedrigen Prozentsatz an Chimaren (d. h. einen niedrigen Prozentsatz an Agouti-Pig-
mentierung), aber der Klon 264 erzeugte einen hohen Prozentsatz mannlicher Chimaren. Diese Chiméaren wur-
den mit C57BL/6J-Weibchen gekreuzt, und Agouti-Nachkommen wurden erzeugt, was auf die Keimbahnwei-
tergabe des ES-Zellgenoms hinweist. Ein Screening nach dem angezielten mu-Gen wurde durch
Southern-Blot-Analyse von Bgll-verdauter DNA aus Schwanzbiopsien durchgefiihrt (wie oben fir die Analyse
von ES-Zellen-DNA beschrieben wurde). Ungefahr 50% der Agouti-Nachkommen zeigten eine hybridisierende
Bgll-Bande von 7,7 kb zusatzlich zur Wildtypbande von 15,7 kb, was eine Keimbahnweitergabe des targetier-
ten mu-Gens zeigte.

[0185] Analyse von transgenen Mausen hinsichtlich funktioneller Inaktivierung des mu-Gens. Um zu bestim-
men, ob die Insertion der neo-Kassette in Cmul das Ig-Schwerkette-Gen inaktiviert hat, wurde eine
Klon-264-Chimare mit einer Maus gekreuzt, welche homozygot fir die JHD-Mutation war, welche die Schwer-
kette-Expression als Ergebnis der Deletion der JH-Gensegmente inaktiviert (Chen et al., 1993, Immunol. 5:
647-656). Es wurden vier Agouti-Nachkommen erzeugt. Serum wurde aus diesen Tieren bei einem Alter von
einem Monat erhalten und mittels ELISA hinsichtlich Vorhandensein von Maus-IgM geassayt. Zwei der vier
Nachkommen fehlte IgM vollstandig (Tabelle 1). Die Genotypisierung der vier Tiere durch Southern-Blot-Ana-
lyse der DNA aus Schwanzbiopsien mittels Bgll-Verdau und Hybridisierung mit Sonde A (Eig. 1) und mittels
Stul-Verdau und Hybridisierung mit einem 475 bp groRen EcoRI/Stul-Fragment (ebenda) zeigte, dass die Tie-
re, welche darin versagten, Serum-IgM zu exprimieren, diejenigen sind, in welchen ein Allel des Schwerket-
te-Locus die JHD-Mutation und das andere Allel die Cmul-Mutation tragt. Fur die JHD-Mutation heterozygote
Mause zeigen Wildtyp-Spiegel von Serum-Ig auf. Diese Daten verdeutlichen, dass die Cmul-Mutation die Ex-
pression des mu-Gens inaktiviert.

TABELLE
Maus Serum-IgM Genotyp der Ig-H-Kette
(Mikrogramm/ml)
42 < 0,002 CMD/JHD
43 196 +/JHD
44 < 0,002 CMD/JHD
45 174 +/JHD
129 x BL6 FI 153 +/+
JHD < 0,002 JHD/JHD

[0186] Die Tabelle 1 zeigt die Spiegel an Serum-IgM, nachgewiesen durch ELISA, fur Mause, welche sowohl
die CMD- als auch die JHD-Mutation (CMD/JHD) tragen, fur Mause, welche hinsichtlich der JHD-Mutation he-
terozygot sind (+/JHD), fir Wildtyp(129Sv x C57BL/6J)F1-Mause (+/+) und fir B-Zell-defiziente Mause, die fur
die JHD-Mutation homozygot sind (JHD/JHD).
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BEISPIEL 2

Das humane Kappa-Leichtkette-Transgen KCo5

[0187] Die Erzeugung der fur humane Kappa-Leichtkette transgenischen Mauslinie KC05-9272 war bereits
beschrieben worden [als] KCo5 (Fishwild, D., et al., 1996, Nat. Biotechnol. 14, 845-851; Beispiel 38 im
U.S.-Patent Nr. 5 770 429). Diese Linie wurde durch Coinjektion eines kiinstlichen humanen Kappa-Leichtket-
te-Locus und eines YAC-Klons, der multiple humane V-Kappa-Segmente umfasste, erzeugt. Die
YAC-Klon-DNA wurde aus einem Hefestamm isoliert, der ein 450 kb groRes kiinstliches Hefechromosom
(YAC) enthielt, welches einen Bereich des humanen V-Kappa-Locus umfasste (ICRF YAC-Bibliothek-Bezeich-
nung 4 x 17E1). Eine DNA-Sequenzanalyse von aus der YAC-DNA amplifizierten V-Gensegmenten zeigte,
dass dieser Klon einen wesentlichen Abschnitt der humanen distalen V-Kappa-Region umfasste, einschlief3lich
ungefahr 32 verschiedenen V-Kappa-Segmenten. Die Analyse eines anderen Isolats dieses Klons (Bren-
sing-Kuppers, J., et al., 1997, Gene 191:173-181) bestatigte dieses Ergebnis und zeigte auch, dass dieser
Klon ein Beispiel des humanen Kappa-Locus-C-Haplotyps reprasentiert, in welchem der 5'-Bereich des dista-
len V-Clusters der homologen Region des proximalen V-Clusters ahnelt. Somit stehen die 5'-O-Famili-
en-V-Gensegmente hinsichtlich der Sequenz den homologen proximalen Op-Familien-V-Segmenten nahe.

[0188] Um gereinigte YAC-DNA zur Mikroinjektion in Embryo-Pronuklei zu erhalten, wurde gesamte genomi-
sche DNA auf Agarosegelen der GroRe nach aufgetrennt. Die Hefezellen, welche YAC 4 x 17E1 enthielten,
wurden vor der Lyse in Agarose eingebettet, und YAC-DNA wurde von chromosomaler Hefe-DNA durch Puls-
feld-Gelelektrophorese getrennt, isoliert und in Halbtags-Embryo-Pronuklei mikroinjiziert.

[0189] Eine Southern-Blot-Analyse von genomischer DNA zeigte, dass das humane VkA10-Gen (Cox, J., et
al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:827-836; Schable, K., & Zachau, H., 1993, Biol. Chem. Hoppe-Seyler
374:1001-1022) in das Genom von KC05-9272-Mausen eingebaut ist. Eine PCR-Analyse unter Verwendung
von Sonden (Brensing-Kuppers, J., et al., 1997, Gene 191:173-181), die fur die Region 5 von V-Kappa O1
(m217-1, Genbank X76071; AB129, ccaccccataaacactgattc (SEQ ID Nr. 4); AB130, ttgatgcatcctacccaggge
(SEQ ID Nr. 5)) und die intergenische Region zwischen V-Kappa L24 und L25 (m138-13, Genbank X72824;
AB127, cctgccttacagtgetgtag (SEQ ID Nr. 6); AB128, ggacagcaacaggacatggg (SEQ ID Nr. 7)) spezifisch sind,
enthillte, dass die 5- und 3'-Regionen des V-Kappa-Clusters aus dem YAC-Klon 4 x 17E1 in der
KCo05-9272-Transgen-Integration eingeschlossen sind. Mause der Linie KC05-9272 wurden dann mit hinsicht-
lich humaner Schwerkette transgenischen, hinsichtlich endogenem Immunglobulin-Locus mutierten Mausen
gekreuzt, wodurch man Mause erhalt, welche hinsichtlich Disruptionen der endogenen Schwer- und Kap-
pa-Leichtketten-Loci homozygot und hinsichtlich der humanen Schwerkette-Transgene HC2 oder HCo7
(U.S.-Patent Nr. 5 770 429) und des humanen Kappa-Leichtkette-Transgens KCo5 hemi- oder homozygot
sind. Tiere, welche hinsichtlich Disruptionen der endogenen Schwer- und Kappa-Leichtketten-Loci homozygot
und hinsichtlich humaner Schwer- und k-Leichtketten-Transgene hemi- oder homozygot sind, werden als Dop-
pel-transgene/Doppel-Deletions-Mause bezeichnet.

[0190] Die DNA-Sequenzanalyse von cDNA-Klonen, welche direkt aus den Doppeltransgenen/Doppel-Dele-
tions-Mausen KCo5 oder aus Hybridomen, die aus diesen Tieren erzeugt wurden, abgeleitet wurden, offenbar-
te die Expression der folgenden V-Kappa-Gene: L6, A27, 012, 04/014, A10, L15, L18, L19 und L24.

BEISPIEL 3
Kreuzung

[0191] Das den humanen Schwerkette-Locus enthaltende Chromosom-14-Fragment hCF(SC20) und das hu-
mane Kappa-Leichtkette-Transgen wurden durch Kreuzen in einen einzigen Stamm kombiniert. Der
hCF(SC20)-transgene Mausstamm war homozygot fir Inaktivierungsmutationen des endogenen Schwerket-
te-Locus (CM2D) und der endogenen Kappa-Leichtkette (CKD). Dieser Stamm war ebenfalls homozygot fur
die AM(low)-Mutation (Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727). Die CM2D-Muta-
tion umfasst eine Deletion eines 3,7 kb groRen BamHI-Xhol-Segments, welches einen Teil von Cmu2,
Cmu3-Cmu4 und Mmul und Mmu2 abdeckt. Die CKD-Mutation umfasst eine Deletion eines 2kb groRen Sa-
cll-Bglll-Segments, welches das Ckappa-Exon abdeckt. Uber beide Mutationen ist friiher berichtet worden (To-
mizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727). Diese Mause wurden mit Mausen ge-
kreuzt, welche homozygot fiir die KC05-9272-Human-Kappa-Transgen-Insertion waren und homozygot fir die
CMD- und JKD-Disruptionen des endogenen Schwerkette- bzw. Kappa-Kette-Locus waren. Die CMD-Mutation
ist im obenstehenden Beispiel 1 beschrieben. Die JKD-Mutation wird im U.S.-Patent Nr. 5 770 429 und in Chen
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etal., 1993, EMBO J. 12:821-830, beschrieben. Nachkommen aus diesen Kreuzungen bzw. Paarungen, wel-
che positiv fir das hCF(SC20)-Transchromosom sind (SC20/KCo5-Mause oder Kreuzungs-Mause), sind he-
mizygot fir sechs verschiedene genetische Modifikationen: SC20, KCo5, CMD, CM2D, JKD und CKD. Weil
sowohl die CMD- als auch die CM2D-Mutation des endogenen Schwerkette-Locus eine Expression des
Maus-mu-Gens verhindern, und sowohl die JKD- als auch CKD-Mutation des endogenen Kappa-Locus eine
Expression von Maus-kappa verhindern, sind diese SC20/KCo5-Mause jedoch homozygot fiir Disruptionen
von jedem dieser zwei Loci. Deshalb sind die Mause fir die Expression von Kappa-Leichtkette enthaltenden
Antikérpern von den SC20- und KCo5-Transgenen abhangig. Sie kdnnen auch Mensch/Maus-Hybridantikor-
per bilden, weil der endogene Maus-Lambda-Leichtkette-Locus funktional bleibt. Die Mause kénnen auch chi-
mare Mensch/Maus-Antikérper exprimieren, welche die humane Schwerkette-V-Region und Maus-Sequenzen
der konstanten Region vom Nicht-mu-Schwerkette-Isotyp umfassen. Diese chimaren Antikdrper kénnten durch
chromosomale Translokationen des humanen SC20-IgH-Locus in den Maus-IgH-Locus gebildet werden, wel-
che durch Klassen-Switching vermittelt werden. Das Auftreten solcher "Trans-Switching"-Ereignisse wurde fri-
her in Mausen festgestellt, welche Mini-Locus-Schwerkette-Transgene enthalten (Taylor, L., et al., 1994, Int.
Immunol. 6:579-591). Eine Kreuzung zwischen 40 mannlichen KCo5/CMD/JKD-M&ausen und 98 weiblichen
hCF(SC20)/CM2D/CKD-Mausen fiihrte zu 305 Nachkommen. Eine ELISA-Analyse (Tomizuka, K., et al., 2000,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727) von Serumproben, welche aus diesen Nachkommen hergestellt
wurden, zeigte, dass 125 von 305 (41%) Nachkommen positiv hinsichtlich der Expression von humaner
Ig-p-Kette waren. Eine weitere Analyse unter Nachweis der humanen Ig-k-Kette zeigte, dass alle hp-positiven
Individuen ebenfalls hk-positiv waren, was auf die Retention des KCo5-Transgens hinweist (siehe Beispiel 2).
Die PCR-Analyse von Schwanz-DNAs unter Verwendung der D14S1419- und D14S1420-Primerpaare (Tomi-
zuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97, 722-727) zur Detektion des hCF(SC20) zeigte, dass
alle hp-positiven Individuen das hCF(SC20) beibehielten und alle hy-negativen Individuen hinsichtlich des
hCF(SC20) negativ waren. Die Transmissions-Effizienz des hCF(SC20) aus den weiblichen
hCF(SC20)/CM2D/CKD (41%) stand in Ubereinstimmung mit den frilher berichteten Daten (Tomizuka, K., et
al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727).

BEISPIEL 4
Expression von humanem Ig in den Seren von Kreuzungsmausen

[0192] Serumproben, welche aus 6-12 Wochen alten Kreuzungsmausen hergestellt worden waren, wurden
durch ELISAs untersucht, um Konzentrationen an humanen Ig-p-, -y-, -k- und Maus-A-Ketten zu bestimmen
(Eig. 2). Verglichen mit den fir die endogene Cu-Deletion hemizygoten Mausen, welche unter ahnlichen Be-
dingungen gehalten wurden, waren die durchschnittlichen Spiegel an humanem Ig-p und Ig-y héher als der
Maus-p-Ketten-Spiegel (273 mg/l) bzw. ein Drittel des Maus-y-Ketten-Spiegels (590 mg/l). Diese Schwerket-
te-Expressionsspiegel sind ahnlich zu denjenigen von Doppel-Tc/Doppel-KO-Mausen
(hCF(SC20)/hCF(2-W23)/CM2D/CKD, Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727).
Man erwartete, dass ein Viertel der F2-Nachkommen, die durch Paarung zwischen mannlichen und weiblichen
Kreuzungsmausen erzeugt werden, homozygot fiir die mAC1(Alow)-Mutation ist, weil die erste Generation von
Kreuzungsmausen heterozygot fir diese Mutation war. Serumkonzentrationen an humanen Ig-k- und
Maus-Ig-A-Leichtketten wurden mittels ELISA in einundzwanzig F2-Kreuzungsmausen bestimmt, wie es im fru-
heren Bericht beschrieben wurde (Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727). \Von
21 untersuchten Mausen zeigten sechs Mause ein niedriges (< 0,1) Maus-AMHuman-k-Verhaltnis, welches cha-
rakteristisch fir Mause ist, die hinsichtlich der Alow-Mutation homozygot sind (Tomizuka, K., et al., 2000, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727). Somit kénnen diese sechs Kreuzungsmause homozygot fir die
A(low)-Mutation sein, was nutzlich fur die effiziente Herstellung von Hybridomen sein kann, welche Antikérper
sezernieren, die humane lg-Schwer- und k-Leichtketten umfassen.

BEISPIEL 5
Produktion von humanen monoklonalen Anti-Human-CD4-Antikérpern
[0193] Immunisierung mit Antigen. Kreuzungsmause und Doppel-Tc/KO-Mause (n = 5) wurden durch subku-
tane Injektionen mit 100 pg Idslichem humanen CD4 (sCD4) in vollstandigem Freund'schem Adjuvans (Sigma)
am Tag 0 immunisiert, worauf Immunisierungen in unvollstdndigem Freund'schem Adjuvans (Sigma) am Tag

9, 19 und 27 folgten. Eine letzte intravendse Injektion von 40 ug sCD4 in PBS wurde am Tag 37 gegeben.

[0194] Humorale Antworten in Mausen. Serum wurde an den Tagen 0, 16, 26, 34 und 40 abgesammelt. An-
tigenspezifisches humanes Ig y und Ig K wurden durch einen "Enzyme-linked Immunosorbent Assay" (ELISA)
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hinsichtlich Produktion von monoklonalen Antikérpern (MAbs) gegen sCD4 gemessen. Ein detailliertes Proto-
koll fir den ELISA wird in Beispiel 4 beschrieben.

[0195] Antigenspezifische Platten wurden mit Antigen bei 1 ug/ml in Bikarbonat-Puffer (Sigma) Giber Nacht be-
schichtet. Antigenspezifisches Igy und Igk wurden unter Verwendung von einem [der] humanen monoklonalen
IgG, spezifisch fur Antigen, als Standard quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5 und Fig. 6
gezeigt. Humane Gamma- und Kappa-Antworten wurden 34 Tage nach dem Beginn der Immunisierungen in
Kreuzungsmausen und Doppel-Tc/Doppel-KO-Mausen beobachtet.

[0196] Erzeugung von Hybridomen. Splenozyten aus immunisierten Mausen wurden mit Sp2/0-Ag14-Zellen
am Tag 40 fusioniert. Die Zellsuspension wurde in 384-Vertiefungsplatten bei zwanzigtausend Splenozyten pro
Vertiefung inokuliert. Die resultierenden Hybridome wurden hinsichtlich Produktion von monoklonalen Antikor-
pern (MAbs) gegen sCD4 gescreent. Die Ergebnisse sind nachstehend in der Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1

Produktion von monoklonalen CD4-Antikorpern

Kreuzung Doppel-Tc/KO
Anzahl von Vertiefungen mit Kolo- | 1265 720
nien
Anzahl von antigenspezifischen 18 4
hy/hk-positiven Vertiefungen
Anzahl von antigen-spezifischen | 0 0
hy/mApositiven Vertiefungen
Anzahl von subklonierten paren- 14 1
talen Vertiefungen
Effizienz der Subklonierung (%) 88 21

[0197] Die parentalen Hybridome aus der Kreuzungsmaus wurden durch zwei Runden limitierende Verdun-
nung mit hoher Effizienz subkloniert. Alle Hybridome aus Kreuzungsmaus sezernierten Human y/Human k-An-
ti-CD4-MAbs, und keines der Hybridome sezernierte Human y/-Maus A-Anti-CD4-MAbs. Diese Daten zeigten,
dass Kreuzungsmaus dem Doppel-TC/KO-Stamm hinsichtlich der Erzeugung von antigenspezifischen huma-
nen monoklonalen Antikdrpern Uberlegen ist. Der Isotyp der von diesen subklonierten Hybridomen sezernier-
ten MAbs wurde durch eine Anzahl von ELISAS weiter untersucht. Sieben Vertiefungen waren hy1* und 7 Ver-
tiefungen waren hy4".

[0198] Wachstumskurve und Sekretionsspiegel fiir einen monoklonalen Anti-CD4-Human-IgG,-Antikdrper in
Kulturen von kleinem MaRstab. Einer der Hybridomklone, welcher Anti-CD4-Human-IgG,k produzierte,
(KM2-3), wurde fir die Bestimmung der Wachstumskurve und der Sekretionsspiegel fir den humanen mono-
klonalen Antikérper in Kulturen von kleinem Mafstab verwendet. KM2-3-Hybridomzellen wurden in einer 4 Li-
ter groRen Spinnerflasche (Bellco) bei 1 x 10° Zellen/ml am Tag 0 angesetzt. Ein Liter ERDF-Medium, das mit
ITS-X (Gibco BRL) und 1% Niedrig-lgG-Serum (Hyclone) versehen war, wurde fiir die Kultur verwendet. Ein
ml Medium wurde jeden Tag abgesammelt, und die Zellzahl und die IgG,k-Konzentration wurde durch ELISA
gemessen, wie in dem friiheren Bericht (Tomizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727)
beschrieben. Die Ergebnisse wurden in Fig. 7 wiedergegeben. Die geschatzte Produktionsrate belief sich auf
24,6 pg/Zelle/Tag, was innerhalb eines Bereichs liegt, ahnlich zu demjenigen, welcher fiir hervorragende
Maus-Hybridome unter diesen Bedingungen erwartet wird.

BEISPIEL 6
Erzeugung von monoklonalen humanen Anti-Human-G-CSF-Antikorpern
[0199] Immunisierung mit Antigen. Kreuzungsmause und Doppel-Tc/KO-Mause (n = 5) wurden durch subku-
tane Injektionen mit 100 ug I6slichem humanen G-CSF in TiterMaxGold-Adjuvans (CytRx) am Tag 0, 9, 19, 27

immunisiert. Eine letzte intravendse Injektion von 20 ug G-CSF in PBS wurde an Kreuzungsmaus und Dop-
pel-Tc/KO-Maus am Tag 37 gegeben.
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[0200] Humorale Antworten in jedem Mausestamm. Serum wurde an den Tagen 0, 16, 26, 34 und 40 abge-
nommen. Konzentrationen von antigenspezifischen humanen Igs wurden mittels ELISA quantifiziert. Antigen-
spezifische Platten wurden mit Antigen bei 1 ug/ml in Bikarbonat-Puffer (Sigma) Gber Nacht beschichtet. Anti-
genspezifisches Igy und Igk wurden unter Verwendung eines humanen monoklonalen 1gG, das spezifisch fur
G-CSF war, als Standard quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10 und Fig. 11 gezeigt. Die
Konzentration an antigenspezifischem hy und hkim Serum von Kreuzungsmausen war etwa 10-fach hoher als
diejenige von Doppel-Pc/KO-Mausen.

[0201] Herstellungen von Hybridomen. Splenozyten aus immunisierten Mausen wurden mit Sp2/0-Ag14-Zel-
len am Tag 40 fusioniert, und die resultierenden Hybridome wurden mittels ELISA hinsichtlich Produktion von
monoklonalen Antikérpern (MAbs) gegen G-CSF gescreent.

[0202] Die Ergebnisse werden nachstehend in der Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2

Produktion von monoklonalen G-CSF-Antikorpern

Kreuzung Doppel-Tc/KO
Anzahl von Vertiefungen mit Kolo- | 3880 1580
nien
Anzahl von antigenspezifischen 13 3
hy/hk-positiven Vertiefungen
Anzahl von antigenspezifischen 13 0
hy/mApositiven Vertiefungen
Anzahl von subklonierten paren- 1" 2
talen Vertiefungen
Effizienz der Subklonierung (%) 83 64

[0203] Die Halfte der Anti-G-CSF-IgG herstellenden Hybridome sezernierte Humany/Humank-An-
ti-G-CSF-MAbs, und die restlichen Hybridome sezernierten Humany/MurinA-Anti-G-CSF-MAbs. Hybridome,
welche hy/hk-Antikérper produzierten, wurden durch zwei Runden limitierendes Verdiinnen subkloniert. Wei-
tere ELISA-Experimente zeigten, dass 5, 3 bzw. 3 Vertiefungen hy1*, hy2* bzw. hy4* waren.

BEISPIEL 7
Erzeugung von monoklonalen humanen Anti-Humanserumalbumin-Antikdrpern

[0204] Kreuzungsmause wurden durch intraperitoneale Injektionen mit 50 yg Humanserumalbumin in voll-
stéandigem Freund'schen Adjuvans (Sigma) am Tag O immunisiert, gefolgt von Immunisierung in unvollstandi-
gem Freund'schen Adjuvans (Sigma) am Tag 7, 14 und 21.

[0205] Erzeugung von Hybridomen. Splenozyten aus immunisierten Mausen wurden mit Sp2/0-Ag14-Zellen
am Tag 24 fusioniert, und resultierende Hybridome wurden mittels ELISA hinsichtlich der Herstellung von mo-
noklonalen Antikdrpern (MAbs) gegen Antigen gescreent. Zehn Vertiefungen von Hybridomen wurden statis-
tisch aus Anti-Albumin-hy produzierenden Hybridomen gewahlt und subkloniert. Alle Hybridome sezernierten
Humany/Humank-Anti-Albumin.

[0206] Diese Daten weisen darauf hin, dass Kreuzungsmause den Doppel-Tc/Doppel-KO-Mausen hinsicht-
lich der Produktion von antigenspezifischen vollstandig humanen monoklonalen Antikdrpern Uberlegen sind,
da zwei Drittel der aus Doppel-Tc(Doppel-KO-Mausen erhaltenen Anti-Albumin-IgG-Hybridome mA* waren (To-
mizuka, K., et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:722-727).
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BEISPIEL 8

Erzeugung von monoklonalen Anti-Human-CTLA-4-Antikdrpern

[0207] Antigen. Ein DNA-Segment, das ein Fusionsprotein, umfassend Sequenzen aus den humanen CT-
LA-4- und den murinen CD3-Genen, codiert, wurde durch PCR-Amplifikation von cDNA-Klonen zusammen
mit verbriickenden synthetischen Oligonukleotiden konstruiert. Das codierte Fusionsprotein enthalt die folgen-
den Sequenzen: i.) humanes CTLA-4 codierende Aminosauren 1-190 (enthaltend das Signalpeptid, die extra-
zellulare Domane von humanem CTLA-4 und die Gesamtheit der vermutlichen Transmembransequenz von
humanem CTLA-4), und ii.) murines CD3¢ von Aminosaure 52 bis zum Carboxyterminus. Das amplifizierte
PCR-Produkt wurde in einem Plasmidvektor kloniert, und die DNA-Sequenz wurde ermittelt. Das klonierte In-
sert wurde dann in den Vektor pBABE subkloniert (welcher ein Gen enthalt, das flir Puromycin-Resistenz co-
diert (Morganstern, JP, und Land, H., 1990, Nucl. Acids Res. 18:3587-96)), um pBABE-huCTLA-4/CD3( zu er-
zeugen. pBABE-huCTLA-4/CD3¢ wurde in die retrovirale Verpackungslinie -2 transfiziert, und ein Pool von
Puromycin-resistenten Zellen wurde selektiert. Diese Zellen wurden mit dem murinen T-Zell-Hybridom
BW5147 (ATCC #TIB-47) cokultiviert. Nach 2 Tagen Co-Kultur wurden die nicht-adharenten BW5147-Zellen
entfernt und hinsichtlich Resistenz gegen Puromycin selektiert. Der Puromycin-resistente Zellpool wurde durch
limitierende Verdinnung subkloniert und hinsichtlich Oberflachenexpression von humanem CTLA-4 mittels
FACS getestet. Ein Klon, welcher hohe Spiegel an humanem CTLA-4 an der Zelloberflache exprimierte, wurde
selektiert (BW-huCTLA-4CD3C-3#12). Ldsliches rekombinantes Antigen, das die extrazellulare Domane von
humanem CTLA-4 umfasst, wurde von R&D Systems (Kat.-Nr. 325-CT-200) erworben.

[0208] Immunisierung. Drei SC20/KCo5-Kreuzungsmause (ID#'s 22227, 22230 und 22231) wurden jeweils
durch intraperitoneale (i. p.) Injektion von 107" bzw. 10e7 gewaschenen vollstandigen BWhuCT-
LA-4CD3¢-3#12-Zellen, welche die extrazellulare Domane von humanem CTLA-4 exprimieren, immunisiert.
Dieses Immunisierungsvorgehen wurde zwei weitere Male mit Intervallen von ungefahr einem Monat fir die
Mause #22227 und 22230 wiederholt. Beim Monat 3 wurde der Maus #22231 eine dritte i. p. Injektion von ge-
waschenen Gesamt-Zellen gegeben, wahrend den Mausen #22227 und 22230 jeweils i. p. und subkutan (s.
c.) 20 Mikrogramm lI6sliches rekombinantes Antigen in MPL+TDM-Adjuvans (Sigma Cat. # M6536) injiziert
wurde. Die Mause wurden dann 10 Tage lang ruhen gelassen, und danach, zwei Tage vor dem Ernten der Milz-
zellen fur die Hybridomfusion, erhielten die Mause #22227 und 22230 jeweils (i. v.) Schwanzvenen-Injektionen
von 20 Mikrogramm |6slichem rekombinanten Antigen zusammen miti. p.-Injektionen von 20 Mikrogramm 16s-
lichem rekombinanten Antigen in MPL+TDM-Adjuvans. Einen Tag vor dem Ernten von Splenozyten gab man
diesen Mausen eine zusatzliche i. v.-Injektion von 20 Mikrogramm |6slichem rekombinanten Antigen. Der Maus
#22231 wurden 10e7 gewaschene BW-huCTLA-4CD3C-3#12-Zellen in MPL+TDM-Adjuvans i. p. drei Tage vor
dem Ernten der Milzzellen verabreicht, gefolgt von 10" gewaschenen BW-huCTLA-4CD3-3#12-Zellen ohne
Adjuvans i. p. zwei Tage vor der Fusion.

[0209] Fusion. Milzzellen aus den Mausen #22227, 22230 und 22231 wurden, in drei separaten Experimen-
ten, mit Maus-Myelomzellen (Linie P3 X63 Ag8.6.53, ATCC CRL 1580, oder SP2/0-Ag14, ATCC CRL 1581)
durch Standardverfahren fusioniert (Harlow und Lane, 1988, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor New York; Kennet et al., 1980, Monoclonal Antibodies, Hybrido-
mas: A New Dimension in Biological Analysis, Plenum New York; Oi und Herzenberg, 1980, Immunoglobulin
Producing Hybrid Cell Lines, in SELECTED METHODS IN CELLULAR IMMUNOLOGY, Hrsg.: Mishell und
Shiigi, S. 357-372. Freeman, San Francisco; Halk, 1984, Methods in Enzymology: Plant Molecular Biology,
Hrsg.: Weissbach und Weissbach, S. 766-780, Academic Press, Orlando, FL.) Die Zellen wurden in DMEM,
10% FBS, OPI (Sigma 0-5003), BME (Gibco 21985-023) und 3% Origen "Hybridoma Cloning Factor" (Igen
1G50-0615) kultiviert. HAT- oder HT-Erganzung wurde dem Medium wahrend dem anfanglichen Wachstum
und der Selektion zugegeben.

[0210] Hybridom-Screening. Um Hybridome zu identifizieren, welche mit Antigen reagierende humane
IgG-Antikorper sezernieren, wurden ELISA-Platten (Nunc MaxiSorp) Uber Nacht bei 4°C mit 100 pl/Vertiefung
humaner CD152 Mu-lg-Fusion (Ancel #501-820) bei 0,2 ug/ml in PBS beschichtet. Die Platten wurden gewa-
schen und mit 100 pl/Vertiefung PBS-Tween blockiert, welches 1% BSA enthielt. Fiinfzig ul Zellkultur-Uber-
stand wurden zugesetzt, woran sich eine Inkubation wahrend 1-2 Stunden anschloss. Die Platten wurden ge-
waschen und dann eine Stunde lang mit 100 pl/Vertiefung Ziege-Anti-Mensch-Gamma-Schwerkette, welches
an alkalische Phosphatase konjugiert war, (Anti-Human-Gamma(fc)-AP, Jackson #109-056-098), inkubiert. Die
Platten wurden dreimal in PBS-Tween zwischen jedem Schritt gewaschen. Sechsundsiebzig Hybridome wur-
den identifiziert, welche gamma-positiven, antigenreaktiven Antikdrper sezernierten. Diese Klone wurden dann
weiter analysiert, um den Gamma-Schwerkette- oder Leichtkette-Isotyp zu bestimmen, sowie die Gegenwart
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Tabelle 3

Analyse von Schwerkette-Isotypen aus 1°-Hybridom-Vertiefungen, welche antigenreaktive humane IgG-Anti-
kérper umfassen.

Maus-ID | IgM 19G, I9G, l9G, I9G, Igk IgA Alle IgG
#

22227 0 4 1 0 7 0 8
22230 9 25 8 5 48 6 45
22231 1 11 2 3 23 1 23
insge- 10 40 11 8 17 75 7 76
samt

Hybridom-Uberstéande wurden zuerst hinsichtlich des Vorhandenseins von antigenreaktivem humanen IgG ge-
testet. Sechsundsiebzig positive Uberstande wurden dann hinsichtlich antigenreaktiven humanen IgM, 1gG,,
19G,, 19G;, 1gG,, Igk und Maus-Igh getestet. Einfangreagenz: humane CD152-mu-Ig-Fusion (Ancel #501-820).
Nachweisreagenzien: Anti-Human-Gamma(fc)-HRP (Jackson # 109-036-098); Anti-Human-Kappa-HRP
(Bethyl # A80-115P); Anti-Human-Gamma 1-HRP (Southern Biotech #9050-05); Anti-Human-Gamma 2-HRP
(Southern Biotech #9070-05); Anti-Human-Gamma 3-HRP (Southern Biotech #9210-05); Anti-Human-Gamma
4-HRP (Southern Biotech #9200-05); Anti-Humanmu-HRP (Southern Biotech #1060-05).

[0211] Funfundsiebzig der 76 IgG-antigen-positiven Vertiefungen waren auch positiv fur antigenreaktiven hu-
manen Kappa-Leichtkette-Antikdrper, wahrend 7 der Vertiefungen positiv fir Maus-Lambda enthaltenden Hy-
bridantikérper waren. Allerdings enthielten 6 der 7 lambda-positiven Vertiefungen auch Kappa-Leichtkette, und
3 von diesen drei Vertiefungen waren positiv fur kontaminierenden antigen-reaktiven IgM-Antikérper. Weil die-
se kontaminierenden IgM-Antikorper, [welche] beigetragen haben kénnen, die Lambda-Leichtkette einschlie-
Ren, gibt es zwischen 3 und 7 IgGA-Klone aus der Gesamtheit von 76 IgG-Klonen. Somit scheint das endogene
Maus-Lambda nur zu 4 bis 9% der antigenreaktiven, IgG-positiven Hybridome beizutragen. Zellen aus 22 der
76 positiven Hybridomvertiefungen wurden dann erneut bei limitierender Verdiinnung plattiert, um einzelne Hy-
bridome, welche monoklonalen Antikérper sezernieren, zu subklonieren. Stabile antigenreaktive humane
IgG-Subklone wurden von 19 aus 22 der 1°-Hybridome erhalten (siehe nachstehende Tabelle 4).
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Tabelle 4

Subklonierung von Anti-CTLA-4-Hybridomen

Klon oD Anz. getestete Klo- | Anz. %
ne Positiv Positiv

4C1 0,44 24 5 21%
2E4 1,48 24 9 38%
1H5 1,39 24 14 58%
9C4 1,30 24 5 21%
6D11 3,24 16 10 63%
10H3 1,59 16 2 13%
8H4 3,14 16 7 44%
8G5 1,38 8 3 38%
4A9 1,35 24 20 83%
10E1 1,17 24 3 13%
9F6 1,08 24 0 0%
6B9 1,16 16 5 31%
9B10 2,70 32 9 28%
10D1 0,90 48 6 13%
1B6 1,34 24 9 38%
4C7 1,34 8 2 25%
1D11 0,97 8 0 0%
1B5 2,75 8 3 38%
4E9 1,36 24 1 4%
11H7 0,40 16 0 0%
2D8 1,31 24 10 42%
8F2 1,28 16 5 31%

[0212] Somit wurde eine 86%-ige Suklonierungseffizienz erhalten. Beim Subklonieren wurde es festgestellt,
dass eines der 1°-Hybridome 2 getrennte Klone umfasste, welche unterschiedliche 1gG-Isotypen aufwiesen
(sehe nachstehende Tabelle 5).
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Tabelle 5

Isotyp-Analyse von humanen IgGk-Anti-CTLA-4-Subklonen

Maus Klon Eltern-Ver- 1gG,k 1gG,k 1gG,k IgG,k
tiefungl
22227 8G5 19G,k + -
22227 6B9 19G,k + -
22230 1B5 1gG;k + -
22230 2D8 IgG,k + -
22230 6D 11 I9G,k +
22230 8H4 I9G,k +
22230 9C4 IgG,k + -
22230 10H3 I9G;k + -
22231 1B6 19G,k + -
22231 1H5 1gG,k + -
22231 2E4 19G,k + -
22231 4A9 19G,k + -
22231 4C 11 IgG,k +
22231 9B10 19G,k + -
22231 4C7 IgG;k + -
22231 10D1.1 IgG,k, IgG Kk | + -
22231 10D1.4 I9G,k, 1gG,K +
22231 10E1 19G,k +
22231 8F2 IgG,k + -
22231 4E9 19G,k +

[0213] Somit wurden 20 unterschiedliche Subklone erhalten. Alle 20 Klone verwenden die humane k-Leicht-
kette und sind vollstdndig menschlich.

[0214] Monoklonale Antikérper wurden aus funf der subklonierten Hybridome (1H5, 4A9, 4C1, 8H4 und 10E1)
isoliert und hinsichtlich ihrer Fahigkeit getestet, CTLA-4-Bindung an B7.2 zu blockieren (Eig. 12 und Fig. 13).

[0215] Kurz gefasst, wurde eine ELISA-Platte mit einem B7.2-1g-Fusionsprotein bei 0,7 pg/ml (100 pl/\Vertie-
fung) beschichtet (sieche WO 01/14424, welche hierin in ihrer Gesamtheit fir alle Zwecke durch den Bezug dar-
auf einbezogen wird). Die Platte wurde gewaschen und in PBS-T + 1% BSA wahrend 30 Minuten blockiert.
Antikdrper wurde mit einem gleichen Volumen an Biotinmarkiertem CTLA-4-lg (Ancell #501-030) bei 0,2 pg/mi
gemischt und eine Stunde lang bei Raumtemperatur vorinkubiert, dann auf die B7.2-beschichtete ELISA-Platte
Uberfuhrt und eine Stunde lang inkubiert. Die Platten wurden gewaschen und 100 pl/Vertiefung Streptavidin-Al-
kalische-Phosphatase (Kirkegaard and Perry Labs 15-30-0) wurde zugesetzt und eine Stunde lang inkubiert.
Die Platten wurden mit pnpp-Substrat entwickelt. Die Inhibition der Bindung von Biotinmarkiertem CTLA-4 an
B7.2 ist als Antikdrperkonzentration gegen die Extinktion bzw. Absorption bei 405 nm aufgetragen. Der Anti-
kérper 10D1 ist ein CTLA-4-spezifisches humanes 1gG, (sieche WO 01/14424). Die Antikdrperisotypen sind
1H5.1 (v,), 4A9.1 (v,), 4C1.1 (vy,), 8H4.4 (y4), 10E1.1(y4) und 10D1 (y,).

[0216] Von zwei der Antikdrper (1H5 und 4A9) wurde festgestellt, blockierende Antikérper zu sein, und von
dreien (4C1, 8H4 und 10E1) wurde gefunden, nicht-blockierende Antikdrper zu sein (Fig. 12 und Fig. 13).

[0217] Die Verabreichung von Anti-CTLA-4 kann die T-Zell-vermittelten Immunantworten erhéhen (Krummel,
1995, J. Exp. Med. 182:459-465; Krummel et al., 1996, Int'l Immunol. 8:519-523). Daher kénnen CTLA-4-An-
tikdrper als Adjuvans verwendet werden, um die Immunogenitat eines anderen Agens zu erhdhen. Wenn An-
tikérper gegen CTLA-4 zusammen mit einem anderen Agens verabreicht werden, kdnnen die zwei in jeder Rei-
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henfolge oder gleichzeitig verabreicht werden. Die Verfahren konnen fir eine Vielzahl von Impfstoffen und Be-
handlungen angewandt werden, fir welche erhéhte Immunantworten vorteilhaft sind; zum Beispiel infektidse
Krankheiten und Krebsarten, einschlieRlich Melanom, Dickdarmkrebs, Prostatakrebs und Nierenkrebs.

[0218] CTLA-4-Antikdrper kénnen auch verwendet werden, um eine T-Zell-vermittelte Immunantwort herunter
zu modulieren. Diese Aktivitat kann mit mehrwertigen Praparationen von Anti-CTLA-4-Antikérper erhalten wer-
den. Zum Beispiel kdnnen Latex-Mikrokugeln, beschichtet mit Anti-CTLA-4 (zur Erhéhung der Wertigkeit des
Antikorpers), T-Zell-Proliferation und -Aktivierung inhibieren. Mittel, welche dieselbe Antikérper-Kombinie-
rungsstelle aufweisen, kdnnen als ein CTLA-4-Antagonist wirken, wenn sie als ein Fab oder ein |6sliches IgG
prasentiert werden, und als ein CTLA-4-Agonist wirken, wenn sie in hohem Male vernetzt sind. Somit kdnnen
mehrwertige Formen von Anti-CTLA-4-Antikdrpern nitzliche therapeutische Mittel zur Immunsuppression
sein.

[0219] Zusatzlich zur Verknlpfung an Latex-Mikrokugeln oder andere unlésliche Teilchen konnen die Antikor-
per miteinander vernetzt oder gentechnisch manipuliert werden, um Multimere zu bilden. Die Vernetzung kann
durch direkte chemische Verknupfung oder durch indirekte Verknipfung, wie einen Antikrper-Biotin-Avi-
din-Komplex, erfolgen. Die Vernetzung kann kovalent sein, wobei chemische Verknlipfungsgruppen verwendet
werden, oder nicht-kovalent, wobei Protein-Protein- oder sonstige Protein-Ligand-Wechselwirkungen verwen-
det werden. Gentechnische Vorgehensweisen zur Verknupfung schlieRen z. B. die Re-Expression der variab-
len Regionen von Ho chaffinitats-IgG-Antikdrpern in IgM-Expressionsvektoren oder eine beliebige Proteinein-
heit (z. B. Polylysin und dergleichen) ein. Das Umwandeln eines Hochaffinitats-IgG-Antikorpers in einen
IgM-Antikorper kann einen zehnwertigen Komplex mit sehr hoher Bindungsfreudigkeit erzeugen. IgA -Expres-
sionsvektoren kénnen ebenfalls verwendet werden, um mehrwertige Antikdrperkomplexe herzustellen. IgA,
kann Polymere gemeinsam mit J-Kette und sekretorischer Komponente bilden. IgA, kann den zuséatzlichen
Vorteil aufweisen, dass es ferner durch den IgA-Rezeptor CD89 vernetzt werden kann, welcher auf Neutrophi-
len, Makrophagen und Monozyten exprimiert wird. Weil ungeféahr 2% der Hybridome, die aus den
C20/KCo5-Kreuzungsmausen erzeugt werden, IgA sind, kdnnen diese Tiere alternativ dazu verwendet wer-
den, um einen humanen IgA-Isotyp-Anti-CTLA-4-Antikodrper direkt zu erzeugen.

[0220] Ein Agonismus kann auch unter Anwendung einiger Praparationen von polyklonalen Antikérpern ge-
gen CTLA-4 umfassende Antikérper gegen mindestens zwei nicht-tiberlappende Epitope auf CTLA-4 erhalten
werden. Ein Antikorper in einer solchen Praparation, enthaltend zwei Bindungsstellen, kann an zwei Molekdle
CTLA-4 binden, um einen kleinen Cluster zu bilden. Ein zweiter Antikdrper, der unterschiedliche Bindungsstel-
len besitzt, kann dann diese kleinen Cluster verknipfen (aggregieren), um grof3e Cluster zu bilden, wodurch
ein Komplex von CTLA-4 (auf der Zelloberflache) gebildet wird, der ein Signal zu der T-Zelle transduzieren
kann, um Aktivierung der T-Zelle, welche CTLA-4 tragt (exprimiert), zu inhibieren, zu verringern oder zu ver-
hindern. Somit zeigen manche Praparationen von polyklonalen Antikdrpern einen ahnlichen Agonismus zu den
oben beschriebenen mehrwertigen Praparationen.

[0221] Deshalb sind mehrwertige oder polyklonale Praparationen von Anti-CTLA-4-Antikdrpern nutzlich zum
Agonisieren des CTLA-4-Rezeptors, wodurch die Immunantworten unterdrickt werden, die ansonsten durch
T-Zellen, welche den CTLA-4-Rezeptor tragen, vermittelt werden. Einige Beispiele von Krankheiten, welche
unter Verwendung derartiger mehrwertiger oder polyklonaler Praparationen von Antikérpern behandelt werden
kdnnen, schlieBen Autoimmunkrankheit, Transplantat-AbstoRung und Entziindung ein.

BEISPIEL 9
Erzeugung von Anti-Human-EGFR-Antikdrpern

[0222] Antigen. Gereinigter I8slicher Epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) aus humanen Karzi-
nom-A431-Zellen wurde von Sigma Chemical Co. (E3641) erhalten. Die humane Karzinom-A431-Zelllinie wur-
de von der American Type Culture Collection (ATCC CRL-1555) erhalten. Ribi-MPL+TDM-Adjuvans wurde von
Sigma Chemical Co. (M-6536) erhalten.

[0223] Immunisierung. Zwei SC20/KCo5-Kreuzungsmause (ID#'s 22232 und 22239) wurden jeweils durch in-
traperitoneale (i. p.) Injektion von 107 gewaschenen ganzen humanen Karzinom-A431-Zellen immunisiert. Die-
ses Immunisierungsvorgehen wurde einen Monat spater in beiden Mausen wiederholt. Bei Monat 4 wurde die
Maus 22239 mit 25 pg l6slichem EGFR in MPL+TDM-Adjuvans i. p. immunisiert; elf Tage ruhen gelassen, und
erhielt dann eine Injektion mit 10 yg EGFR in PBS i. v. plus 10 yg EGFR i. p. in MPL+TDM-Adjuvans. Zwei
Tage spater erhielt die Maus 22239 weitere 10 yg EGFR in PBS i. v., und am folgenden Tag wurden Spleno-
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zyten aus der Maus 22239 fir die Fusion abgeerntet. Im Anschluss an die ersten zwei Injektionen mit
A431-Zellen wurde die Maus 22232 drei Monate lang ruhen gelassen, und erhielt dann eine i. p.-Injektion mit
107 A431-Zellen, welche mit MPL+TDM-Adjuvans vermischt waren. Vier Tage spater wurden Milzzellen aus
der Maus 22232 fiur die Fusion abgeerntet.

[0224] Fusion. Milzzellen aus der Maus #22232 und 22239 wurden, in zwei separaten Experimenten, mit ent-
weder der Myelom-Zelllinie P3 X63 Ag8.6.53 (ATCC CRL 1580; Maus #22239) oder SP2/0-Ag14 (ATCC CRL
1581; Maus #22232) fusioniert. Die Fusionen wurden durch im Beispiel 8 dargestellte Standardvorgehenswei-
sen durchgefuhrt.

[0225] Hybridom-Screening. Die Screening-Vorgehensweisen fir EGFR-Hybridome waren ahnlich zu denje-
nigen, welche fur das CTLA-4 im Beispiel 8 verwendet wurden. ELISA-Platten (Nunc MaxiSorp) wurden tber
Nacht mit 100 pl pro Vertiefung l6slichem EGFR-Antigen bei 1 ug/ml in PBS beschichtet. Die Platten wurden
gewaschen und mit 100 pl/Vertiefung PBS-Tween, welches 1% BSA enthielt, blockiert. Fiinfzig pl Zellkultur-
Uberstand wurden zugegeben, woran sich eine Inkubation wahrend 1-2 Stunden anschloss. Die Platten wur-
den gewaschen und dann eine Stunde lang mit 100 pl/Vertiefung an Ziege-Anti-Human-Gamma-Schwerkette,
konjugiert an alkalische Phosphatase (Anti-human gamma (fc) AP; Jackson # 109-056-098), inkubiert. Die
Platten wurden dreimal in PBS-Tween zwischen jedem Schritt gewaschen. Finf und zwei Hybridome, welche
Human-lgGk-Anti-EGFR-spezifische Antikdrper sezernierten, wurden aus den Maus 22232- bzw. Maus
22239-Fusionen subkloniert. Die Isotypanalyse der schweren und leichten Ketten der EGFR-spezifischen An-
tikdrper schloss vier IgG,k-, einen IgG,k- und einen 1gG k-Antikdrper ein.

BEISPIEL 10
Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten fiir gereinigte monoklonale humane IgGk-Antikérper

[0226] Die Hybridome wurden in eRDF kultiviert, welches 1% fétales Rinderserum (IgG-arm) enthielt. Huma-
ne MAbs wurden unter Verwendung einer Protein-G-Saule gereinigt. Die Geschwindigkeits-Gleichge-
wichts-Assoziationskonstanten der gereinigten MAbs fir G-CSF und I6sliches CD4 wurden unter Verwendung
eines BlIAcore2000-Instruments bestimmt. Humaner G-CSF (120 RU) oder CD4:Fc (1600 RU) wurde durch ko-
valente Kopplung tber Amingruppen an die Oberflache des Sensorchips eines BIAcore2000 (BlAcore) gemaf
den Anweisungen des Herstellers immobilisiert. Der monoklonale Antikérper wurde Uiber die Antigene stromen
gelassen. Der Chip wurde mit Glycin-HCI-Puffer (pH 1,5) oder 4 M MgCl, regeneriert, um jedweden restlichen
Anti-Human-G-CSF-MAb bzw. Anti-CD4-MAb zu entfernen. Dieser Zyklus wurde wiederholt, wobei (eine) un-
terschiedliche Konzentration(en) an MAb verwendet wurde(n). Die Bindung an und die Dissoziation von dem
Antigen wurden unter Einsatz der Software BlAevaluation 3.0 ermittelt. Der Ka wurde durch Dividieren der k.
durch die kg, berechnet. Wie in der nachstehenden Tabelle 6 gezeigt wird, sind diese Werte mit denjenigen
vergleichbar, welche fir den murinen Anti-Human-G-CSF-MAb, Klon 3316.111 (R&D), oder den murinen An-
ti-CD4-MADb, Leu3a (Pharmingen), erhalten wurden.

Tabelle 6

Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten fur gereinigte humane IgGk- MAbs

MADb Subklasse Maus Antigen KassocdM'8™) | Kiisoo(8™) K,(M™)

#4 1g9G, Dop- G-CSF 4,1 x10° 3,1x10* 1,3 x 10°
pel-Tc/KO

#5 19G, Dop- G-CSF 5,9 x 10° 5,8 x10™* 1,0 x 10
pel-Tc/KO

#11 IgG, Kreuzung G-CSF 4,0 x 10° 1,5%x 107 2,8 x 10°

#21 I9G, Kreuzung G-CSF 1,1 x 108 2,0x10° 5,4 x 108

#27 19G, Kreuzung G-CSF 1,3 x 10° 1,9 %1073 6,5 x 108

#23 19G, Kreuzung CD4 7,6 x 10° 5,7 x 10 1,3 x 10"

3316.111 Maus Wildtyp G-CSF 1,5 x 108 2,3x10* 6,3 x 10°

Leu3a Maus Wildtyp CD4 2,2 x 10° 7,1 %108 3,1 x 10"
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BEISPIEL 11

Erzeugung von Kreuzungs(Fc)-Mausen

[0227] Es ist allgemein bekannt, dass die immunologische Toleranz eine Reaktivitdt gegen Selbst-Antigene
vermeidet, wobei Ublicherweise die Produktion von monoklonalen Maus-Antikérpern gegen Fremdantigene
verhindert wird, deren Aminosauresequenzen ahnlich oder identisch zu denjenigen von murinen Gegensti-
cken sind. Monoklonale Maus-Antikérper, welche an gemeinsame Epitope zwischen humanen Antigenen und
ihren murinen Gegenstlicken binden, kdnnen nutzlich sein, weil die Aminosduresequenzen in der aktiven Stel-
le von Proteinantigenen dazu neigen, gut konserviert zu sein. Im Allgemeinen kann jedweder Effekt, der durch
die In-vivo-Verabreichung dieser Antikdrper herbeigefuhrt wird, in Maus-Modellen leicht untersucht werden. Es
ist jedoch auch schwierig gewesen, monoklonale Maus-Antikérper gegen solche gemeinsamen Epitope zu er-
halten. Wie oben beschrieben, kénnen die Kreuzungsmause der vorliegenden Erfindung zum Erhalten mono-
klonaler humaner Antikdrper gegen verschiedene humane Antigene verwendet werden. Unter gewissen Um-
standen kann es jedoch schwierig sein, humane monoklonale Antikérper zu erhalten, welche die Fahigkeit auf-
weisen, an gut konservierte humane Antigene zu binden, oder welche eine Kreuzreaktion mit murinen Gegen-
stiicken aufweisen. Daher werden, in einem anderen Aspekt der Erfindung, zusatzliche Kreuzungsmause der
Erfindung bereitgestellt, in welchen ein Fcy-Rezeptor-11B inaktiviert worden ist. Diese Mause, welche hierin als
Kreuzungs(Fc)-Mause bezeichnet werden, gestatten die Erzeugung von monoklonalen Antikérpern, welche an
gutkonservierte Antigene binden oder welche mit ihren murinen Gegenstlicken kreuzreagieren. Biochemische
und genetische Untersuchungen zeigen, dass der TyplIB-Niederaffinitats-Rezeptor fir Immunglobulin(lg)G
(FcyRIIB) die zellulare Aktivierung inhibiert, welche durch Antikrper oder Immunkomplexe ausgeldst wird, und
eine wichtige Komponente bei der Verhinderung des Auftretens von Autoimmunitat sein kann (Takai, T., et al.,
1996, Nature 379:346-349). Hinsichtlich des FcyRIIB, dem inhibitorischen Fc-Rezeptor, defiziente Tiere wei-
sen generalisierte gesteigerte Antikrper-Antworten und eine erhéhte Entzindung in allen Antikdrper-vermit-
telten Klassen von Hypersensitivitatsreaktionen auf (Takai, T., et al., 1996, Nature 379:346-349). Zum Beispiel
zeigten die mutanten Mause, welche mit Rinder-Kollagen-Typ IV (C-IV) immunisiert wurden, aber nicht Wild-
typ-Mause, erhéhte Autoantikdrper-Antworten gegen C-1V aus der Maus (Nakamura, A., et al.,, 2000, J. Exp.
Med. 191: 899-905). Es gab jedoch keinen Bericht, welcher untersuchte, ob FcyRIIB-Mutanten-Mause fur eine
effiziente Produktion von autoreaktiven monoklonalen Antikdrpern verwendet werden kdnnten. Darlber hinaus
gab es keinen Bericht, welcher eine effiziente Produktion von humanen monoklonalen Antikérpern, die sowohl
an humane Antigene als auch murine Gegenstlicke binden, in Mausen zeigt.

[0228] Wie nachstehend beschrieben, wurde die FcyRIIB-Mutation in Kreuzungsmause der Erfindung einge-
kreuzt. Die Immunisierung der resultierenden Kreuzungs(Fc)-Mause mit Rinder-C-1V rief Human-Antikor-
per-Antworten sowohl gegen bovines als auch murines C-IV hervor. Hybridome, welche humane monoklonale
Antikoérper sezernieren, die sowohl an bovines als auch murines C-IV binden, kénnen ebenfalls erzeugt wer-
den. Deshalb gestatten die Kreuzungs(Fc)-Mause die Produktion von humanen monoklonalen Antikérpern,
welche sowohl die eingeimpften Fremdantigene als auch ihre murinen Gegenstlicke binden kdnnen. Die Kreu-
zungs(Fc)-Mause kdnnen auch nitzlich zum Erhalten von humanen monoklonalen Antikérpern gegen gut-kon-
servierte Antigene sein. Mause, welche fir den FcyRIIB-Knockout homozygot sind (Fc(—/-)) (Takai, T., et al.,
1996, Nature 379:346-349) wurden von Dr. Toshifumi Takai (Tohoku University, JAPAN) bereitgestellt. Die
mannlichen Fc(—/-)-Mause wurden mit weiblichen Kreuzungsmausen (wie beschrieben im Beispiel 3) gepaart.
Die Beibehaltung des KCo5-Transgens und von hCF(SC20) in jedem F1-Individuum wurde durch ELISAs und
PCRs, wie beschrieben in Beispiel 3, untersucht. Genotypen des FcyRIIB-Knockout wurden mittels PCR-Ana-
lyse unter Verwendung der drei Primer, wie folgend, bestimmt:

neo, 5°-CTCGTGCTTTACGGTATCGCC (SEQ ID Nr. :8);
5’ECl, 5’~AAACTCGACCCCCCGTGGATC (SEQ ID 'Nr. :9); und
3’EC1, 5’-TTGACTGTGGCCTTAAACGTGTAG (SEQ ID Nr.:10).

[0229] Genomische DNA-Proben, die man aus einer Schwanzbiopsie herstellte, wurden einer PCR unter Ver-
wendung von AmpliTag-DNA-Polymerase (Perkin Elmer) unterzogen. In der Standard-Reaktionsmischung,
welche die oben genannten drei Primer (jeweils 0,5 pM) enthielt, wurden die Proben wahrend 35 Zyklen amp-
lifiziert: 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 62°C, 30 sec bei 72°C (Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer). Die
Bandengrolie, welche von dem Wildtyp-Allel bzw. dem homozygoten Allel erhalten wird, belauft sich auf 161
bp bzw. 232 bp. Das F1-Mannchen, dessen Gentyp KCo5/CMD oder CM2D(-/+)/CKD oder JKD (—/+)/Fc (-/+)
ist, und das Weibchen, dessen Genotyp hCF(SC20)/KC05/CMD oder CM2D(—/+)/CKD oder JKD (-/+)/Fc (-/+)
ist, wurden ausgewahlt und fiir die weitere Ziichtung verwendet. SchlieRlich wurden Mause (Kreuzungs(Fc))
erhalten, deren Genotyp hCF(SC20)/KCo05/CMD oder CM2D(—/-)/CKD oder JKD(-/-)/Fc(-/-) ist. Es wurde be-
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statigt, dass die Serum-Expressionsspiegel von humanem Ig-y und -k in den Kreuzungs(Fc)-Mausen ver-
gleichbar zu denjenigen in Kreuzungsmausen (siehe Beispiel 4) waren.

BEISPIEL 12
Erzeugung von humanen monoklonalen Anti-Maus-Typ I1V-Kollagen-Antikdrpern

[0230] Immunisierung von Antigen. Rinder-C-IV (Cellmatrix IV) wurde von Nitta Gellatin, Inc. erhalten. Die
C-IV-Lésung (3,0 mg/mlin 1 mM HCI, pH 3,0) wurde durch Zugeben von 1 mM NaOH (Endkonzentration) neu-
tralisiert, vor dem Emulgieren mit Freund'schem Adjuvans. Kreuzungsmause und Kreuzungs(FC)-Mause wur-
den an der Schwanzwurzel mit 150 yg C-IV immunisiert, das in CFA mit Mycobacterium tuberculosis-Stamm
H,,Rv (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) emulgiert war. Die M&use wurden an der gleichen Stelle mit 150
Mg C-IV plus IFA (Wako Pure Chemical industries, Ltd.) 26 und 48 Tage spater geboostert (Nakamura, A., et
al., 2000, J. Exp. Med. 191:899-905).

[0231] Humorale Antworten in Mausen. Serum wurde am Tag 58 abgenommen. Antigen-reaktives humanes
Igy im Serum wurde gemessen durch ELISAs, wie beschrieben, mit Modifikation (Nakamura, A., et al., 2000,
J. Exp. Med. 191:899-905). Antikdrper gegen Rinder-C-1V wurden in einem 96-Vertiefungs-Mikroplatten-Assay
(Nunc, MaxiSorp), bei welchem die Vertiefungen mit 50 pl/Vertiefung einer 20-ug/ml-Lésung von Rinder-C-1V
in PBS beschichtet waren, bei 4 Grad Uber Nacht nachgewiesen. Antikérper gegen C-1V aus der Maus wurden
durch die Verwendung des BIOCOAT-"Cellware"-Maus-C-1V-96-Vertiefungs-Platten-Assays (Becton Dickinson
Labware) nachgewiesen. Das verdiinnte Serum (1:20-1280) wurde bei 50 pl/Vertiefung zugesetzt und bei 4
Grad Uber Nacht reagieren gelassen. Die Vertiefungen wurden gewaschen, und an Meerrettichperoxidase ge-
koppeltes Ziege-Anti-Mensch-IgG(Fc), (Sigma, A0170), wurde bei 4 Grad wahrend 2 Stunden [inkubiert], ge-
waschen und bei Raumtemperatur 30 Minuten lang mit 50 pl TMB-Substrat (Sumitomo Bakelite, ML-1120T)
entwickelt. Die OD bei 450 nm wurde unter Verwendung eines Mikroplatten-Lesegerats (Arvo, Wallac Berthold
Japan) abgelesen. Die spezifische Human-y-Autoantikdrper-Antwort gegen Maus-C-IV wurde im Serum von
Kreuzungs(Fc)- aber nicht Kreuzungs-Mausen beobachtet. Gesteigerte Antworten gegen bovines C-IV wurden
im Serum von Kreuzungs(Fc)-Mausen beobachtet (Fig. 14).

[0232] Fusion und Hybridom-Screening. Die Mause erhielten zusatzliche intraperitoneale (KM#1: Kreuzung,
FC#1: Kreuzung(Fc)) oder intravendse (KM#2: Kreuzung, FC#2: Kreuzung(Fc)) Injektionen von 150 ug Anti-
gen 66 Tage spater, und Milzzellen wurden 69 Tage spater abgeerntet. Die Milzzellen aus den Mausen wurden
mit Maus-Myelomzellen (Sp2/0-Ag14) durch Standard-Vorgehensweisen fusioniert. Die Zellsuspensionen wur-
den in 96-Vertiefungs-Platten bei 200000 Splenozyten pro Vertiefung inokuliert. Die Zellen wurden in DMEM,
10% FBS, Insulin, IL-6 kultiviert. HAT- oder HT-Erganzung wurde dem Medium wahrend des anfanglichen
Wachstums und der Selektion zugegeben. Die Hybridome wurden mittels ELISA gescreent. Um Hybridome zu
identifizieren, welche Maus-C-IV sezernieren, wurden ELISA-Platten (Nunc MaxiSorp) tiber Nacht bei 4 Grad
mit 50 pl/Vertiefung Maus-C-IV (Sigma, C0534) bei 40 ug/ml in PBS beschichtet.

[0233] Funfzig pl Zellkulturiberstand wurden zugegeben. Zwei Hybridome, welche hy-positiven, mit
Maus-C-IV reaktiven Antikdrper sezernierten, wurden aus einer Kreuzungs(Fc)-Maus erhalten und wurden er-
folgreich durch limitierende Verdiinnung subkloniert (siehe nachstehende Tabelle 7).

Tabelle 7

Produktion von monoklonalen Anti-Kollagen-Typ IV-Antikdrpern

Maus ID# Positive Vertiefungen

Anti-Rinder-hy Anti-Maus-hy
KM#1 8 0 ip
KM#1 52 0 iv
FC#1 16 0 ip
FC#2 85 2 iv

[0234] Diese Daten zeigen, dass die Kreuzungs(Fc)-Mause nitzlich fur die Herstellung von humanen mono-
klonalen Antikérpern gegen gut-konservierte Antigene oder Epitope sind.
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[0235] Die vorliegende Erfindung soll hinsichtlich des Umfangs nicht durch die beispielartig aufgefuhrten Aus-
fuhrungsformen eingeschrankt werden, welche als Veranschaulichungen einzelner Aspekte der Erfindung be-

absichtigt sind.

<110> Tomizuka, Kazuma
Ishida, Isao
Lonberg, Nils
Halk, Ed

<120> Transchromosomale Transgen-Nagetiere zur Herstellung von humanen Antikdrpern

<130> 014643-012110US

<140> wird noch zugewiesen
<141> wird noch zugewiesen

<150> US 60/250 340
<151>2000-11-30

<160> 10

<170> Patentinhaberin Ver. 2.1

<210> 1
<211> 3881

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

SEQUENZAUFLISTUNG

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Kappa-Leicht-Ketten-Plasmid

<220>

<223> pCK7-96

<400> 1
tcttccgett
tcagctceact
aacatgtgag
tttttecata
tggcgaaace
cgctctectg
agcgtggege
tecaagctgg
aactatcgte
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgaterttet
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggecaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcategtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctce
accaagtcat

cctegctcac
Caaaggeggt
caaaaggecca
ggctecgece
cgacaggact
ttcegacect
tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggte
tatcaaaaag
aaagtatata
tetecagegat
ctacgatacg
getcaccgge
gtggtcetge
taagtagtte
tgtecacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata

tgactecgetg
aatacggtta
gcaaaaggcec
ccctgacgag
ataaagatac
geegettace
ctcacgcetgt
cgaaccceec
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcace
tgagtaaact
ctgtcetattt
ggagggcetta
teccagattta
aactttatee
gccagttaat
gtegtteggt
ceceatgttg
gttggecegca
gccatecgta
gtgtatgcgg

cgeteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegkette
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcccy
cacgacttat
ggcgatgceta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatcecttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggec
tcagcaataa
gectecatee
agtttgegea
atggcttcecat
tgcasaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgacegagtt

tteggetgeg
caggggataa
aaaaggccge
atcgacgcete
cecctggaag

‘eegectttct

gttcggtgta
accgetgege
cgccactgge
cagagtectt
gegcetetget
aaaccaccge
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgccty
ccagtgetge
accagccagq
agtctattaa
acgttgttge
tcagetcegy
cggttagcte
tcatggttat
ctgtgactgg
getcttgecee
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gcgageggta
cgcaggaaay
gttgetggey
aagtcagagy
ctecctegty
ceetteggga
ggtcgttege
cttatecggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaageccagtt
tggtageggt
agaagatcet
agggatttty
atgaagtttt
cttaatcagt
actccecegte
aatgataccg
cggaagggece
ttgttgcegyg
cattgctaca
ttceeaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
909
960
1020
1080
1140
2200
1260
1320
1380
1440
1500
156¢



cgggataata
tcggggcegaa
cgtgcaccca
acaggaagqgc
atactcttec
tacatatttg
aaagtgccac
cgtatcacga
atgcagctcce
cgtcagggacg
gagcagattg
agaaaatacc
tcggatgcggg
ttaagttggg
aagctagegyg
ccagcacagt
cagcegetge
gacgtggecea
gcectcagaa
ggggaagcta
ctataattat
tccgcaaaca
tttcctecagg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag
gtteccagect
ccctattgeg
ttatgctaat
tctttectea
gggactaaat
tattttaccce
tcacagtccee
gatcataget
ccggaagcat
cgttgcgete
tcggccaacg

<210>2
<211> 4723
<212> DNA

ecgcgecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
c¢tgacgtcta
ggcecctttcg
cggagacggt
cgtcagcggy
tactgagagt
gcatcaggcyg
cctetteget
taacgccagyg
cecgeggteca
cctggaagag
ctggtcttct
ttcttegect
tggctgcaaa
ggaagaaact
ctgggataag
acacacccaa
aactgtggect
aactgccetcet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagyg
gaccecectee
gtcctccage
gttggaggag
atttaataat
atgtagtcat
tatcatccte
ctgggcceaty
gtttcctgtyg
aaagtgtaaa
actgeeccget
cgeggggaga

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
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tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa
agaaaccatt
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggeyggy
gcaccatatg
cecattcgceca
attacgceag
gtttteccag
accaccaatc
gcacagggga
tcagacctgt
aaagcattga
gagctccaac
caaaacatca
catgetgttt
gggcagaact
gcaccatcetyg
gttgtgtgcce
aacgcectcee
acctacagce
tacgectgeyg
ggagagtgtt
catecctttgy
tcatctttca
aatgaataaa
tattatctgt
cctaaggcege
tgcaagacag
gatcctcaca
tgaaattgtt
gectggggey
ttecagtcgg
ggcggtttge

ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
attatcatga
ttcggtgatg
ctgtaagecgg
tgtegggget
cggtgtgaaa
ttcaggcetge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
tcaaagcettig
aataaaagcg
tctgaattet
gtttactgca
aaaacaattt
agattttaaa
tctgtetgte
ttgttactta
teticatcett
tgetgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcacccea
agagggagaa
cctetgacee
cctecaceccc
taaagtgaat
tgtttaccaa
ataaccattt
tccteecteca
teccaatecyg
atcecgetcecac
cctaatgagt
gaaacctgte
gtattgggeg

tcatcattag
ccagttcecgat
gegtttetgg
cacggaaatqg
gttattgtct
ttecgegceac
cattaaccta
acggtgaaaa
atgcegggag
ggcttaacta
taccgcacag
gacaactgttg
ggggatgtgce
gtaaaacgac
gtacccggga
gacggagget
aaactctgag
aggtcagaaa
agaactttat
tacgcttcte
cctaacatge
aacaccatcc
ceegecatcet
cttctatece
cteeceagygag
cctgacgetyg
tcagggcctg
gtgcecceac
ttttteccaca
cteetceetee
ctttgecacct
ctactcaatt
ataaaaatca
aacccacaag
cggecgcaat
aattccacac
gagctaacte
gtgeccagcetg
c

aaaacgttcet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagcgga
atttecccega
taaaaatagg
cctectgacac
cagacaagcc
tgecggceatca
atgcgtaagg
ggaagggega
tgcaaggcga
ggccagtgce
gectgttate
ttcctrtgact
ggggtcggat
agcatgcaaa
taaggaatag
ggtctcoettg
cctgtgatta
tgtttgctte
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaageag
agctegccceyg
ctgctectca
ggggacctac
ttggctttaa
gtggtttcee
tctetrataa
tecctteatte
cettetgtee
tecgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
388l

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Gammal-Schwer-Ketten-Plasmid

<220>

<223> pCG7-

<400> 2
gaactcgagce
gagggggcta
agacactgga
ccagetetgt
cccateggte
gggetgeckg
cctgaccagc

96

agctgaagcet
aggtgaggca
cgctgaacct
cecacacege
tteccectgy
gtcaaggact
ggcgtgcaca

ttctggggca
ggtggegeca
cgeggacagt
ggtcacatgg
cacectecte
acttcceecga
ccttecegge

ggccaggccet
gccaggtgea
taagaaccca
caccacetct
caagageace
accggtgacyg
tgtcctacag

gaccttgget
cacccaatge
ggggcctetg
cttgcagcet
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
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ttggggcagg
ccatgagece
cgccetgygge
ccaccaaggyg
cagcggeccet
actcaggcgc
tctactcecect

60

120
180
240
300
360
420



cagcagcgtyg
gaatcacaag
agggagggtyg
cagceccagt
ccgeceecact
acaggctagg
ctgccaagag
actcteccact
ttectctetge
agccageececa
tccagggaca
gaactcctgg
atcteccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatyg
gagaaaacca
aggccggetce
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagage
cgacggctec
gaacgtcttc
ccteoctceetg
tecgeggtege
atggaaataa
cgggtcagge
cccacactag
ggetgeeate
ctgggetagg
tgtaggagac
gggcatgect
atatcagatc
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaaggq
tgagcaaaag
cataggctcec
aacccgacag
cctgttecga
gegetttete
ctgggetgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatcteag
ataactacga
ccacgetcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctettactyg
tcattctgag
aataccgcege

gtgacegtge
cccagcaaca
tctgctggaa
ccagggeagce
catgctcagg
tgccectaac
ccatatcegg
ceceteagete
agagcccaaa
ggcctegece
ggeccccagece
ggggaccgtc
cccetgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
ggcccaccct
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectcet
tcatgetcecyg
tctecgggta
acgaggatge
agcacccage
cgagtctgag
cccaggctgt
ggcagggtgy
ccacgggaad
tgtcctgtte
gcaggtcgac
tgecggtctce
gaatcggcca
ccactgacte
cggtaatacyg
gccagcaaaa
gccceectga
gactataaag
ccetgeeoget
aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacecggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacgce
aaaggatctt
tatatgagta
cgatcetgtet
tacgggagag
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgecagt
gctegregtt
gatceccccat
gtaagttgge
tecatgccatce
aatagtgtat
cacatagcag
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cctecageag
ccaaggtgga
gceaggcetea
aaggcaggcc
gagagggtct
ccaggecctg
gaggacccetg
ggacacctte
tcttgtgaca
tcecagetcaa
gggtgetgac
agtcttcecte
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgty
caagtgcaag
caaaggtggg
ctgcecctgag
aggtgtacac
gectggtceaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatgagtgcg
ttggcacgta
gctgcecctgg
gcetgagtgg
gcaggtgtge
gggatttgec
ccctaggagce
tgtgagegece
tctagaggat
cctatagtga
acgcgeggag
getgcecgeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccecgtteag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatctttggt
ttgatccgge
tacgegcaga
tcagtggaac
cacctagatce
aacttggtct
atttegttca
cttaccatct
tttatcagea
atcegectee
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgeagtgtta
¢gtaagatge
gcggcgaccyg
aactttaaaa

cttgggcace
caagaaagtt
gegeteetge
cegtetgeet
tctggetttt
cacacaaagg
cccetgacet
tctecteeea
aaactcacacg
ggcgggacag
acgtcecacet
ttccececcaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagecgtce
gtctccaaca
acecgtygyg
agtgaccget
cectgececea
aggcttctat
ctacaagacce
caccgtggac
ggctctgcac
acggcecggcea
ccecectgtac
gceectgega
catgagggag
ctgggeccec
agegtggcecce
coetggyggac
cctgtceetee
ceccgggtac
gtegtattaa
agaggcggtt
gtcegttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttecceccty
ctgtccgect
ctecagttegg
cccgaccget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgegctce
aaacaaacea
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
teccatagttg
ggceccecagtg
ataaaccage
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagect
aaagcggttca
tcactcatgg
ttttetgtga
agttgcteet
gtgctcatca

cagacctaca
ggtgagagge
ctggacgcat
c¢ttcaccegg
teeccaggcet
ggcaggtget
aagcecccacee
gattccagta
atgcccacceg
gtgeccctaga
cgatctette
aacccaagga
tgagcecacga
atgccaagac
tcacegtecet
aagecetceee
tgegagggec
gtaccaacct
tceecgggatg
ceccagcgaca
acgectceceeyg
aagagcaggt
aaccactaca
ageceeccgeot
atacttcceg
gactgtagatg
gcagageggg
tagggtyggagg
tcectccage
agacacacag
cgacctccat
cgagcicgaa
tttcgataay
tgcgtartgg
tgcggcgagce
ataacgcagg
ccgcgttget
gctcaagtca
gaagctcect
ttetecactte
tgtaggtcgt
gegeecttiatce
tggcagcagce
tecttgaagty
tgetgaagee
ccgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactcece

_ctgcaatgat

cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattge
ccggticecca
gctccetiegg
ttatggecage
ctggtgagta
gceegaegte
ttggaaaacyg
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tctgeaacgt
cagcacaggyg
cccggctatg
aggectetge
ctgagceagge
gggctcagac
caaaggccaa
acteccaate
tgcccaggta
gtagcctgca
ctcagcacct
cacccetcatg
agaccctgag
aaagcegegd
gcaccaggac
agcccccate
acatggacag
ctgtcectac
agctgaccaa
tecgeegtgga
tgctggacte
ggcagceaggyg
cgcagaagag
cecegggete
ggcgcccage
gttcttteca
tccecactgte
ctcagecagy
agcacctgcec
ccecetgecete
gcccactcgg
ttcategatg
ccaggttaac
gecgetcttce
ggtatcagcet
aasgaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgcgetct
gggaagcgtg
tcgctccaayg
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacctte
cggtggtttt
tcectttgatce
ttcggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtgtag
accgegagac
ggcecgagege
ccgggaaget
tacaggcatc
acgatcaagyg
tcetecgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttctteggagg

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
23100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
258¢
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3960
3960
4020
4080



cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttccttttte
tttgaatgta
ccaccetgacg
acgaggcect

ctceceggaga

ggegegteag
attgtactga
ataaccttat

<210>3
<211> 4694
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

caaggatcte
cttcagecate
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa
tctaagaaac
ttogtetege
cggtcacagc
cgggtgttgg
gagtgcacceca
gtatcataca
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accgetgttg
ttttacttte
gaggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
cattattatce
gegttteggt
ttgtctgtaa
cgggtgtegg
tatggacata
catacgattt

agatccagtt
accagegttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttccge
atgacattaa
gatgacggtg
gcggatgceceg
ggetggetta
ttgtcgttag
aggtgacact

cgatgtaacc

ptgggtgagc

aatgttgaat
gtctcatgag
gcacatttece
¢cctataaaaa
aaaacctectg
ggagcagaca
actatgcggce
aacgcggcta
ata

cactcgtgea
aaaaacagga
acccatactc
cggatacata
ccgaaaagtg
taggegtatc
acacatgcag
agcccgtcag
atcagagcag
caattaatac

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4723

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Gamma4-Schwer-Ketten-Plasmid

<220>

<223> pG4HE

<400> 3

gaactcgage agctgaaget

agggggctaa
gacactggac
gggcecagcet
agggeccatc
ccetgggety
gcgcccetgac

ceccteageag

acgtagatca
agggagggag
tgtgcagacce
ctgaccacce
cagccacagg
cagacctgcec
gccaaactet
caatcttetc
aacccaggcce
gggacaggcce
tcetggygggg
ccecggacece
agttcaactyg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatcte
cagcteggeco
cagcceccgayg
caggtecagec
gagagcaatg
ggctccttct
gtcttetcat
tecectgtete
ggtcgegaega
aaataaagca
tcaggccgag
cactggceeea

ggtgacgcag
cctgcatgga
ctgtcccaca
cgetcttecee
cetggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacce
caagcccagce
ggtgtetget
cageecaggyg
cactcatget
ctggatgcee
aagagccata
ccactcecte
tctgcagagt
tcgceeteca
ccagecggge
accatcagte
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
cacccetcetge
agccacaggt
tgacctgccet
ggcagecgga
tcctctacag
gcetecegtgat
tgggtaaatg
ggatgcttgg
cecaccactg
tctgaggcect
ggctgtygcag

ttctggggea
gtggcgcecag
ccatcgegga
cegcggtceac
ctggecgecct
gactacttcc
cacaccttee
gtgceccteca
aacaccaagg
ggaagccagg
cagcaaggca
cagggagagg
ctaccccagyg
tcegggagga
agctcagaca
ccaaatatgg
gctcaaggcg
gctgacgeat
ttcetgttee
tgegtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtcea
tgcaaggtet
ggtgggacce
cctgggagtg
gtacacccetg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caggctaacc
gcatgagget
agtgccaggg
cacgtacccee
ccetgyggecece
gagtgacatg

ggeegggeet
ccaggtgcac
tagacaagaa
atggcaccac
gcteccaggag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagettggg
tggacaagag
ctcagccetce
tgceeccatcet
gtcttetgga
ccectgegeat
ecetgecect
cctéctetee
tcccecatge
ggacaggtgc
ccacctecat
ccccaaaace
tggacgtgayg
tgcataatgce
gegtcceteac
ccaacaaagyg
acggggtgceg
accgctgtgce
cceccatece
ttctacccea
aagaccacge
gtggacaaga
ctgcacaace
cecggcaagcee
gtctacatac
ctgtgagact
agggaggcayg

gacktttggct
acccaatgcec
¢cgaggggcec
ctectcttgea
caceteccgag
gacggtgtcg
acagtcectca
cacgaagacce
agttggtgag
ctgectggac
gtetecteac
tetttecace
acaggggcag
gacctaagcc
tceccagatet
ccatcatgcc
cctagagtag
ctettectea
Caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtecetgeac
ccteccgkce
agggccacat
caacctctgt
aggaggagat
gcgacatecge
cteecgtget
gcaggtggcea
actacacaca
eccgetecee
ttcccaggea
gtgatggttc
agcgggtecc

gtgtgcetgg gecacctagg gtggggetea
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99gggcaggg
catgagccca

tctgegeect
gcttccacca
agcacagcecg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aggccagcecac
gcacceccgge
ccggaggcect
aggctccggy
gtgctgcget
caccccaaag
gagtaactcc
caggtaagcc
cctgecatceea
gcacctgagt
ctcatgatct
ccegaggtee
ccgcgggagg
caggactggce
tceatcgaga
ggacagaggt
cecctacaggg
gaccaagaac
cgtggagtag
ggactccgac
ggaggggaat
gaagagcctce
gggctctegy
cccagcatgg
tttccacggg
actgtcccca
gccaggggact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



gccetecggcea
getgggcececac
ggagactgte
tcecegggta
agtcgtatta
gagaggcggt
ggatcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttececct
cctgtecgee
taetcagtteg
gacecgaccegce
cttatcgeca
tgctacagag
tatctgcget
caaacaaace
aaaaaaaggda
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtet
gcgeaacgtt
ttcattcadgc
aaaagcggtt
atcacteatyg
cttttetgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagegtt
ggcgacacdg
tcagggttat
aggggttccg
catgacatta
tgatgacggt
agcggatgce
dggetggcett
attgtegtta
taggtgacac

<210>4
<211>21
<212> DNA

gggtggggda
gggaagccct
ctgtcetgtg
ccgagctcga
atttcgataa
ttgcgeattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gecegegetge
cgctcaagte
ggaagcteccee
tttetecctt
gtgtaggteg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttecttgaagt
ctgctgaagc
accgetggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactoc
gectgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
teeggttcee
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgececeggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttce
acctataaaa
gaaaacctet
gggagcagac
aactatgcgg
gaacgeggcet
tata
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tttgeccagey
aggagccect
agegecectgt
attcatcgat
gccaggttaa
ggegetette
cggtatcagc
gaaagaacat
tggegtttee
agaggtggcg
tegtgecgete
cgggaagcegt
ttcgctceaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgagge
ccgtegtgta
taccgecgaga
gggccegageyg
gccgggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtecteegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactcgtyge
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
ccecgaaaagt
ataggcgtat
gacacatgea
aageccgtea
catcagagca
acaattaata

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sonde fiir die Region 5” von V-Kappa-01

<400> 4

ccaccccata aacactgatt ¢

<210> 5
<211> 21

tggeccetcec
ggggacagac
cetecgacee
gatatcagat
cctgcattaa
cgcttccteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggetc
aaacccgaca
tectgttccg
ggcgetttcet
getgggctgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggcectac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgceteca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtyggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctecttact
gtcattetga
taaktaccgeg
gcgaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
ctteettttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggecc
getececggag
gggegcgtea
gattgtactg
cataacctta

tccagcagca
acacagccee
¢ccatgeccea
ctgecggtet
tgaatcggce
ctcactgact
geggtaatac
ggccagcaaa
cgceceectg
ggactataaa
acectgcege
caatgctcac
gtgcacgaac
tccaacccgyg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagy
ccggctccag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctegtegt
tgatecccca
agtaagttgg
gtcatgcecat
gaatagtgta
ccacatagea
tcaaggatct
tcttcageat
gceogcaaaaa
caatatctatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttcgtcteg
acggtcacag
gcgggtgttg
agagtgcacc
tgtatcatac
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gectgecctgg
tgecctetgta
ctcgggggga
ccctatagtyg
aacgcgeggg
cgctgcgete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaccggata
gctgtaggta
ccececegttca
taagacacga
atgtaggegy
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgeag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtce
tatttegtte
gcttaccatce
atttatcage
tatcecgecte
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
Ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgeggegacc
gaactttaaa
tacegetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgegtttcegg
cttgtetgta
gcgggtgtcyg
atatggacat
acatacgatt

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2820
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000

3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4694

21
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<212>DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sonde fiir die Region 5" von V-Kappa-01
<400> 5

ttgatgcatc ctacccaggg ¢ 21

<210> 6
<211>20

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sonde fiir die intergene V-Kappa-L24-
und -L25-Region
<400> 6
cctgecttac agtgetgtag 20

<210>7
<211>20

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sonde fiir die intergene V-Kappa-L.24-
und —-L25-Region

<400> 7

ggacagcaac aggacatggg 20

<210> 8
<211>21

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer neo

<400> 8
ctcgtgettt acggtatcge ¢ 21

<210>9
<211>21

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 5'EC1

<400> 9
aaactcgacc ccccgtggat ¢ 21

57/75
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<210> 10
<211>24

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 3’'EC1

<400> 10
ttgactgtgg ccttaaacgt gtag 24

Patentanspriiche

1. Transgene Maus, umfassend zwei humane Immunglobulin-Loci, wobei ein humaner Immunglobulin-Lo-
cus ein auf einem Transchromosom angeordneter humaner Schwere-Kette-Locus ist und der andere humane
Immunglobulin-Locus ein Teil eines humanen Leichte-Kette-Locus-Transgens ist, der stabil in das Mausgenom
integriert ist und eine humane leichte Kette codiert.

2. Transgene Maus nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das humane Leichte-Kette-Lo-
cus-Transgen einen humanen Leichte-Kette-Kappa-Locus umfasst.

3. Transgene Maus nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das humane Leichte-Kette-Lo-
cus-Transgen nicht rearrangierte Sequenzen des natirlichen humanen Kappa-Leichte-Kette-Locus umfasst.

4. Transgene Maus nach Anspruch 1, wobei wenigstens ein Teil des humanen Leichte-Kette-Locus-Trans-
gens auf einem YAC-Vektor angeordnet ist.

5. Transgene Maus nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei das Transchromosom das
SC20-Transchromosom ist.

6. Transgene Maus nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Transgen das KCo5-Transgen
ist.

7. Transgene Maus nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Transchromosom das Trans-
chromosom SC20 ist und das Transgen das Transgen KCo5 ist.

8. Transgene Maus nach einem der vorhergehenden Anspriche, ferner umfassend eine Mutation eines
Gens, welche die Immunantwort gegen ein Autoantigen erhoéht.

9. Transgene Maus nach Anspruch 8, wobei die Mutation das Fc-y RIIB-Gen inaktiviert.

10. Transgene Maus nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der endogene Saugetier-Schwere-Ket-
te-Locus und wenigstens ein endogener Saugetier-Leichte-Kette-Locus inaktiviert sind.

11. Transgene Maus nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der endogene Saugetier-Schwere-Ket-
te-Locus und der endogene Saugetier-Kappa-Leichte-Kette-Locus inaktiviert sind.

12. Verfahren zur Erzeugung einer Vielzahl von B-Zellen, die humane Antikbrpersequenzen exprimieren,
wobei das Verfahren das Immunisieren der transgenen Maus nach einem der Anspriche 1 bis 11 umfasst, um
eine Vielzahl von B-Zellen zu erzeugen, die Antikérper mit humaner Sequenz exprimieren.

13. Verfahren nach Anspruch 12, ferner umfassend das Isolieren der Vielzahl von B-Zellen, die Antikdrper
mit humaner Sequenz exprimieren, aus der transgenen Maus.

14. Verfahren zur Erzeugung von antigenspezifischen Hybridomen, die einen Antikérper mit humaner Se-
quenz sekretieren, wobei das Verfahren umfasst:
Immunisieren einer transgenen Maus nach einem der Anspriiche 1 bis 11 mit einem bestimmten Antigen und
Fusionieren von Lymphozyten aus der transgenen Maus mit unsterblichen Zellen unter Bildung von Hybridom-
zellen; oder
Fusionieren von B-Zellen, die gemafl Anspruch 12 erzeugt wurden, mit unsterblichen Zellen unter Bildung von
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Hybridomen; und
Identifizieren von Hybridomen, die einen Antikdrper mit humaner Sequenz sekretieren, der spezifisch an das
bestimmte Antigen bindet.

15. Verfahren nach Anspruch 14, ferner umfassend das Isolieren der Antikérper mit humaner Sequenz aus
den Hybridomzellen.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Antikdrper mit humaner Sequenz gereinigt werden.

17. Verfahren nach Anspruch 12, ferner umfassend das Isolieren von Polynukleotiden, die humane Anti-
kérper codieren.

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Polynukleotide, welche die humanen Antikérper codieren, Voll-
langen-Polynukleotide sind.

19. Verfahren nach Anspruch 18, ferner umfassend das Exprimieren der Polynukleotide in einer transfizier-
ten Zelle.

20. Verfahren nach einem der Anspriche 12 bis 16, wobei die Vielzahl von B-Zellen wenigstens eine erste
B-Zelle umfasst, die einen Antikdrper mit einem ersten aus IgA, IgD, IgE, 1gG oder IgM ausgewahlten Isotyp
exprimiert.

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Vielzahl von B-Zellen ferner wenigstens eine zweite B-Zelle
umfasst, die einen Antikdrper mit einem zweiten Isotyp exprimiert, der von dem ersten aus IgA, IgD, IgE, 19G
und IgM ausgewahlten Isotyp verschieden ist.

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 16, wobei die Vielzahl von B-Zellen wenigstens funf B-Zel-
len umfasst, die jeweils einen Antikérper mit einem unterschiedlichen Isotyp exprimieren, wobei die Isotypen
der Antikorper IgA, IgD, IgE, IgG bzw. IgM sind.

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 22, wobei der IgA-Isotyp IgA, oder IgA, ist.
24. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 22, wobei der IgG-Isotyp 1gG,, 19G,, IgG; oder IgG, ist.

25. Verfahren nach Anspruch 14, wobei mehr als 50% der antigenspezifischen Hybridomklone einen Anti-
korper mit einer humanen schweren Kette und einer humanen leichten Kette sekretieren.

26. Verfahren zur Erzeugung eines Antikorpers mit humaner Sequenz, der an ein bestimmtes Antigen bin-
det, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Immunisieren einer transgenen Maus nach einem der Anspriiche 1 bis 11 mit einem bestimmten Antigen;
und
Isolieren des Antikdrpers mit humaner Sequenz aus der immunisierten transgenen Maus; oder
(b) Fusionieren von Lymphozyten aus der transgenen Maus nach einem der Anspriche 1 bis 11 mit unsterbli-
chen Zellen unter Bildung von Hybridomzellen; und
(c) Screenen der gebildeten Hybridomzellen auf das Vorhandensein von antigenreaktiven Antikérpern.

27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei der Antikdrper mit humaner Sequenz mit einer Gleichgewichtsas-
soziationskonstante (K,) von wenigstens 108 M-, wenigstens 10° M~ oder wenigstens 10" M~ an ein bestimm-
tes Antigen bindet.

28. Verfahren nach Anspruch 25, 26 oder 27, wobei die Antikdrper mit humaner Sequenz ein IgA-Isotyp
oder ein IgG-Isotyp sind.

29. Verfahren nach Anspruch 25, 26 oder 27, ferner umfassend das Isolieren und Modifizieren des Antikor-
pers mit humaner Sequenz, so dass nur ein Antigenbindungsbereich, beispielsweise ein F(ab'),-, Fab-, F - oder
F-Fragment, enthalten ist.

30. Verfahren nach Anspruch 26(b), wobei die antigenreaktiven Antikdrper von den Hybridomzellen in Kul-
tur sekretiert werden.
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31. Verfahren nach Anspruch 26(b) oder 30, wobei die antigenreaktiven Antikbrper wesentlich gereinigt
werden.

32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei die wesentlich gereinigten Antikorper flr die therapeutische Ver-
wendung formuliert werden.

33. Verfahren zur Herstellung von rearrangierten humanen Immunglobulin-Polynukleotiden, umfassend
das Erhalten von rearrangierten humanen Immunglobulin-Polynukleotiden aus einer transgenen Maus nach
einem der Anspriiche 1 bis 11.

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei der Schritt des Erhaltens das Sammeln von B-Zell-Lymphozyten,
welche die rearrangierten humanen Immunglobulin-Polynukleotide enthalten, aus der transgenen Maus um-
fasst.

35. Verfahren nach Anspruch 33, wobei der Schritt des Erhaltens das Isolieren und Amplifizieren von
mRNA aus B-Zell-Lymphozyten unter Erzeugung einer cDNA umfasst.

36. Verfahren nach Anspruch 35, ferner umfassend das Isolieren und Amplifizieren von Polynukleotiden
der variablen Region der schweren und leichten Kette aus der cDNA.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 36, ferner umfassend:
Kultivieren einer Wirtszelle, die ein Polynukleotid umfasst, das eine rearrangierte humane Immunglobulinse-
quenz aus einer transgenen Maus nach einem der Anspriiche 1 bis 11 codiert, unter solchen Bedingungen,
dass das Polynukleotid repliziert wird; und
Gewinnen des Polynukleotids aus der kultivierten Wirtszelle oder dessen Kulturmedium.

38. Verfahren zur Erzeugung einer humanen Antikdrper-Display-Bibliothek, wobei das Verfahren umfasst:
Einfihren eines Immunogens in die transgene Maus nach einem der Anspriiche 1 bis 11;
Isolieren einer Population von Polynukleotiden, die humane Antikdrperketten codieren, aus lymphatischen Zel-
len der transgenen Maus; und
Bilden einer Bibliothek von Display-Einheiten, welche die Antikdrperketten prasentieren, wobei ein Bibliotheks-
mitglied ein Polynukleotid umfasst, das eine Antikdrperkette codiert und die Antikérperkette von der Einheit
prasentiert wird.

39. Verfahren nach Anspruch 38, wobei das Immunogen ein Nukleinsduremolekdll ist.

40. Verfahren nach Anspruch 38, wobei das Nukleinsauremolekil einen membrangebundenen Rezeptor
codiert.

41. Verfahren nach einem der Anspruche 38 bis 40, wobei die transgene Maus keinen nachweisbaren Titer
gegen das Immunogen aufweist, wenn der Isolationsschritt durchgefiihrt wird.

42. Verfahren zur Erzeugung eines Antikdrpers mit humaner Sequenz oder eines Fragments davon, der
bzw. das an ein bestimmtes Antigen bindet, wobei das Verfahren umfasst:
(a) Isolieren von Sequenzen einer Antikdrper-V-Region aus einer transgenen Maus nach einem der Anspriiche
1 bis 11, die mit einem bestimmten Antigen immunisiert wurde;
Klonieren der isolierten V-Regionen in einen Vektor, um eine Expressionsbibliothek zu erzeugen; und
Exprimieren der Bibliothek, um V-Region-Sequenzen zu identifizieren, die einen Antikérper oder ein Fragment
davon codieren, der bzw. das an das bestimmte Antigen bindet; oder
(b) Klonieren eines isolierten Polynukleotids, das wenigstens eine humane Antikdrper-V-Region codiert, in ei-
nen Expressionsvektor, wobei das isolierte Polynukleotid aus einer B-Zelle der transgenen Maus nach einem
der Anspriche 1 bis 11, die mit einem bestimmten Antigen immunisiert wurde, oder aus Hybridomen, die durch
Fusion der B-Zelle und einer unsterblichen Zelle erzeugt wurden, stammt;
Einfihren des rekombinanten Vektors in eine Wirtszelle;
Kultivieren der Wirtszelle, um den Antikérper mit humaner Sequenz oder eines Fragments davon aus der
Wirtszelle oder dem Kulturmedium davon zu sammein.

43. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die klonalen Zelllinien von wenigstens 50% der identifizierten Hy-
bridomzellen erhalten werden.
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44. Verfahren nach Anspruch 42 oder Anspruch 43, wobei das Polynukleotid humane Volllangen-Antikor-
persequenzen codiert.

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 bis 44, wobei das Polynukleotid eine cDNA ist.

46. Verfahren nach einem der Anspriche 42 bis 45, wobei das isolierte Polynukleotid mittels PCR isoliert
wird.

47. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 bis 45, wobei das isolierte Polynukleotid mittels Screenen ei-
ner cDNA-Bibliothek unter Verwendung wenigstens einer Nukleinsduremolekilsonde isoliert wird.

48. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 bis 45, wobei das isolierte Polynukleotid mittels Screenen ei-
ner Phagen-Display-Bibliothek isoliert wird.

49. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 bis 45, wobei der gesammelte Antikorper-Isotyp mit humaner
Sequenz verschieden von dem Isotyp der Antikérper produzierenden Zellen der immunisierten transgenen
Maus ist.

50. Verfahren zur Verbesserung der Stabilitat einer transchromosomalen Maus-Hybridomzelle, die einen
mit einem bestimmten Antigen reaktiven humanen Antikorper exprimiert, wobei das Verfahren umfasst:
Kreuzen einer ersten Maus, wobei die erste Maus einen ersten humanen Immunglobulin-Locus umfasst, der
ein auf einem Transchromosom angeordneter humaner Schwere-Kette-Locus ist, mit einer zweiten Maus, wo-
bei die zweite Maus einen zweiten human Immunglobulin-Locus umfasst, der ein Teil eines humanen Leich-
te-Kette-Locus-Transgens ist, der stabil in das Mausgenom integriert ist und eine humane leichte Kette codiert,
Erhalten einer dritten Maus aus der Kreuzung, wobei die dritte Maus sowohl den ersten als auch den zweiten
humanen Immunglobulin-Locus umfasst;

Immunisieren der dritten Maus oder deren Nachkommen, die sowohl den ersten als auch den zweiten huma-
nen Immunglobulin-Locus beibehalten, mit einem bestimmten Antigen;

Sammeln von B-Zellen aus der immunisierten Maus; und

Fusionieren der B-Zellen mit unsterblichen Zellen, um Hybridomzellen zu erhalten, die den mit dem bestimm-
ten Antigen reaktiven humanen Antikdrper exprimieren.

51. Verfahren nach Anspruch 50, ferner umfassend:
Kultivieren der Hybridomzellen;
Testen von Hybridomzellkulturmedien, um Hybridomzellen zu identifizieren, die mit dem bestimmten Antigen
reaktive humane AntikOrper exprimieren;
Verdiinnen der Hybridomzellen; und
Kultivieren der verdiinnten Hybridomzellen, um klonale Zelllinien zu erhalten, die einen mit dem bestimmten
Antigen reaktiven humanen monoklonalen Antikérper exprimieren.

52. Verfahren nach Anspruch 50 oder 51, wobei die erste Maus und die zweite Maus eine Mutation eines
Gens umfasst, welche die Immunantwort gegentiber einem Autoantigen erhoht.

53. Verfahren nach Anspruch 52, wobei die Mutation das Fc-y RIIB-Gen inaktiviert.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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