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& (57) Zusammenfassung: Aufgereinigtes Polypeptid, dessen Aminosiuresequenz im wesentlichen identisch ist mit der Aminosu-

o resequenz von SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO:3, wobei das Polypeptid low density lipoproteins (I.DL) und/oder oxidiertes L.DL (ox-
LDL), insbesondere LDL-Cholesterin und/oder oxidiertes LDL-Cholesterin (oxLLDL-Cholesterin), bindet. Die Erfindung beinhaltet
die Verwendung des Polypeptides in Kombination mit iiblichen Hilfs- und/oder Trigerstoffen zur Herstellung eines Arzneimittels
mit fettsenkender Wirkung sowie von Medikamenten zur Behandlung von Nierenerkrankungen.
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Humaner monoklonaler Antikérper mit fettsenkender Wirkung

Die Erfindung betrifft ein aufgereinigtes Polypeptid (SAM-6.10) sowie
dessen Verwendung in Kombination mit tiblichen Hilfs- und/oder
Tragerstoffen zur Herstellung eines Arzneimittels mit fettsenkender
Wirkung sowie zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung

von Nierenerkrankungen.

Hintergrund der Erfindung

Bei einem an Uberangebot an Cholesterin (Hyperlipoproteindmie) im
Korper kommt es zur Verkalkung (arteriosklerotische Plaque) der
Innenschichten der GefaRe und zu einer langsam fortschreitenden
Verhartung und Verdickung der Arterienwande. Im Extremfall droht
ein Verschluss des GefaRes oder beim Aufbrechen der Plaque
Thrombusbildung. Die Arteriosklerose ist mit ihren Folgeerkrankun-
gen (koronare Herzkrankheiten, Herzinfarkt, periphere arterielle Ver-
schlusskrankheiten, Schlaganfall) noch immer die haufigste Todes-
ursache in der westlichen Welt. Weit Uiber die Halfte aller fir die me-
dizinische Betreuung zur Verfiigung stehenden fianziellen Mittel wer-
den schatzungsweise fiir die Folgen der Arteriosklerose ausgegeben.
Um die Ursachen der Arteriosklerose zu kidren, wurden verschiede-
ne Theorien entwickelt, wobei die Lipidtheorie die meistbeachtetste

ist.

Allgemein laft sich sagen: Je hoher der LDL-Cholesteringehalt bzw.
der Gehalt an oxidiertem LDL-Cholesterin im Blut, desto héher das

'Risiko, an einer Gefalverkalkung beispielsweise mit der Folge eines

Herzinfarktes zu erkranken. Ubergewicht und Hypercholesterindmie
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sind mit die wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Arte-

riosklerose.

Definitionen und Begriffe

Fette, wie z. B. Cholesterin, sind weder in Wasser noch in Blutflis-
sigkeit 16slich. Um sie trotzdem in einzelne Kérperregionen transpor-
tieren zu kénnen, werden die Fette, sobald sie sich im Blut befinden,
an bestimmte EiweilRkorper (Proteine) gebunden. Diese Verbindun-
gen aus Lipiden (Fetten) und Proteinen (Eiweilen) werden als Li-
poproteine bezeichnet.

Die ,Lipoproteine” des Plasmas sind hochmolekulare wasserlésliche
Komplexe, die aus Lipiden (Cholesterin, Triglyceride, Phospolipide)
und Apolipoproteinen bestehen. Das cholesterinhaltige Lipoprotein

LDL-Cholesterin verursacht Arteriosklerose und wird auch das "bdse"

Cholesterin genannt, wobei die oxidierte Form des LDL-Cholesterins

fur den Kérper noch gefahrlicher ist.

,Cholesterin wird im K&rper ubiquitar synthetisiert und ist ein we-
sentlicher Bestandteil von Zellmembranen und Lipoproteinen. Im
Gegensatz zu den ebenfalls endogen synthetisierten Triglyceriden
und Phospholipiden kann der Sterolring des Cholesterinmolekiils
nicht mehr abgebaut werden; Cholesterin wird in der Leber zu Gal-
lensdure umgewandelt oder unverandert tiber die Galle in den Darm
ausgeschieden.

Im Plasma liegt Cholesterin zu 25-40% als freies (unverestertes)
Cholesterin und zu 60-75% mit ungesattigten Fettsduren verestert
vor. Beide Formen zusammen werden als Gesamtcholesterin be-
zeichnet. Wegen seiner geringen Wasserloslichkeit wird Cholesterin
im Plasma als Komplex mit Apolipoproteinen transportiert. Im Blut
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werden etwa 70 Prozent des Gesamt-Cholesterins mit Hilfe von Low-
Density-Lipoproteinen (LDL) transportiert.

,Triglyceride® sind Ester von Glycerin mit drei Fettsdureresten. Ana-
log zum Cholesterin werden auch die Triglyceride im Plasma auf-
grund ihrer schweren Léslichkeit an Apolipoproteine gebunden

transportiert.

,Lipoproteine* werden in der Leber oder im Darm synthetisiert und
transportieren im Blut fettlésliche Substanzen wie das Cholesterin.

Die Einteilung der Lipoproteine erfolgt nach ihrer Dichte, man unter-

~ scheidet die funf Dichteklassen: Chylomikronen, very low density

lipoproteines (VDL), low density lipoproteines (LDL) und high density
lipoproteines (HDL). Die Chylomikronen, deren physiologische Kon-
zentration im Nuchternserum im Gegensatz zu jenen der anderen
Lipoproteine sehr gering ist, sind Transportvehikel fur exogene Gly-
ceride. Die physiologische Verteilung der anderen Lipoproteine ist
wie folgt; VLDL 10 %, LDL 70 % und HDL 20 %. VLDL sind die Vor-
laufer der LDL und Vehikel fiir den Transport von endogenen Glyce-
riden. LDL entstehen durch die Hydrolyse der VLDL. LDL und HDL
sind beides Regulatoren der zellularen Cholesterinhomd&ostase, wo-
bei HDL auRerdem die Lipolyse (Spaltung von Triglyzeriden in Glyze-
rin und die freien Fettséuren) regulieren. LDL haben einen Durch-
messer von ca. 20 nm. HDL sind die kleinsten (7-10 nm) und eiweil3-
reichsten Lipoproteinen. Neben nativem LDL (LDL) ist im Blutserum
auch oxidiertes LDL (oxLDL) nachweisbar. oxLDL interagiert mit en-
dogenen Plasmaproteinen, insbesondere Glycoproteinen, durch spe-
zifische Liganden und bildet oxLDL-Glykoprotein-Komplexe.
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~Apolipoproteine” sind ein Bestandteil der Lipoproteine und umge-
ben, zusammen mit polaren Lipiden, als eine Art &uere Schale den
aus hydrophoben Lipiden aufgebauten Lipoprotein-Kern. Mit Aus-
nahme von LDL, welches nur Apoprotein B enthélt, weisen die ein-
zelnen Lipoproteinklassen mehrere strukturell verschiedene Apoli-
poproteinklassen auf.

Lipoprotein-Transport

Cholesterin wird hauptséchlich durch die beiden Lipoproteinklassen
LDL und HDL transportiert. LDL sind vor allem zustandig fir den
Chlosterintransport zu peripheren Zellen, die spezifische Rezeptoren
fur die LDL besitzen. Die HDL ermdglichen und beschleunigen den
Abtransport von Cholesterin aus den extrahepatischen Zellen und
Gefallwanden und fuhren es der Leber zu.

Pathogenitat
Hinsichtlich der Pathogenitat bei Lipidstoffwechselstérungen 1aRt sich

'allgemein sagen, dass LDL-ChoIesterinerhdhimgen in Verbindung

mit HDL-Cholesterinverminderungen die ausgeprégteste Risikoerho-
hung fur Arteriosklerose darstellen. In der Pathogenese spielen LDL,
deren Partikel wesentlich zur Bildung atherosklerotischer Plaques
beitragen, und HDL daher eine gegensétzliche Rolle. Fiir die Beurtei-
lung des Infarktrisikos sind die Quotienten aus Gesamtcholeste-
rin/HDL-Cholesterin und insbesondere LDL-Cholesterin/HDL-
Cholesterin entscheident. (Auf die schiltzende Wirkung des HDL-
Cholesterins weisen auch epidemiologische Studien (Framingham-
Studie) hin.) Die Folgeerkrankungen der Arteriosklerose beinhalten
neben der koronaren Herzkrankheit und peripheren arteriellen
VerschluRkrankheiten insbesondere Infarkte in Herz und Gehirn
(Schlaganfall).
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Vermutlich verursacht oxLDL genauso wie LDL arteriosklerotische
Plaques, wobei fur den Koérper von oxLDL die gréRere Gefahr aus-
geht.

Aber auch bei anderen Erkrankungen scheint oxLDL eine wichtige
Rolle zu spielen. Bei Patienten mit chronischem Nierenversagen und
Diabetes ist die Konzentration an oxLDL-Glykoprotein-Komplexen

héher als bei gesunden Patienten.

LDL wird durch die Leber und durch Makrophagen aus dem Blut-
kreislauf entfernt. Makrophagen sind Zellen des Fremdkérperab-
wehrsystems, die zur Phagozytose groerer Partikel fahig sind.

Der ,Scavenger-Pathway“ ist ein bekanntes Modell zur Erklarung der
Aufnahme von Partikeln durch Zellen (Phagozytose). Die Aufnahme
fester Partikel (Gewebstriimmer, Fremdkdorper, Bakterien oder LDL-
Plaques) in das Zellinnere von Phagozyten mit nachfolgendem intra-
zelluldren Abbau erfolgt durch Phagozytose. Die zu Phagozytose
beféahigten Zellen werden auch als Fresszellen bezeichnet und be-
stehen tiberwiegend aus Gewebsmakrophagen sowie aus mobilen

Blutmonozyten.

Bei der ,,Phagozytose” kommt es nach Anlagerung der Partikel an die
Zellmembranen der Phagozyten durch Bindung an membransténdige
Fc- und Komplementrezeptoren zur Aktivierung kontraktiler Struktu-
ren innerhalb des Zytoplasmas. Durch lokale Einstilpungen der
Zellmembranen kommt es zum Einschluss der Partikel in Zytoplas-

mavakuolen.

Die sog. Abraum-(Scavenger-)Phagozyten findet man im Lymphkno-

ten in und entlang der zur Medulla (Mark) gehérenden Faserstrange.
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Wahrend der Lymphpassage vom afferenten zum efferenten Ende
des Lymphknotens werden partikulare Antigene durch die zur Pha-
gozytose befahigten Zellen entfernt.

Dariiberhinaus ist bekannt, dass die Adharenz an phagozytierende
Zellen, wie polymorphkernige Leukozyten und Makrophagen, durch
die Anhaftung von Immunoglobulinen (Ig) an die Oberfléche von Bak-
terien (und anderen Antigenen) vergréRert ist. Es wird vermutet, dass
die gesteigerte Adhéarenz durch Anlagerung des Fc-Anteils des Im-
munoglobulins an die Fc-Rezeptoren der Phagozyten bewirkt wird.
Nach dem ,Schmackhaftmachen der Antigene durch Anhaftung von
(od Bindung von) Antikérpern wird der Komplex aus Antigen und
Antikérpern von den phagozytierenden Zellen schneller aufgenom-
men und verdaut. Die Beschichtung der Antikérperoberflache mit
Immunoglobulinen wird auch als opsonin-bedingte (Fc) Adharenz
Bezeichnet und spielt eine wichtige Rolle bei der Inmunabwehr.

Die an die Oberflache von Bakterienzellen bindenden Antikérper sind
in der Lage, bestimmte Komponenten der extrazelluléren Flussigkei-
ten zu fixieren. Im Uberbegriff werden diese Komponenten als ,Kom-
plement* bezeichnet. Tierversuche zeigten, dass die Phagozytose
von mit Antikdrpern beschichteten Zellen bei jenen Tieren mit Kom-
plementmangel verzégert ist. Somit liegt nahe, dass es bei der
Opsonierung einen Synergismus zwischen Antikérpern und Kom-
plement gibt.
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Beschreibung der Erfindung

Die Wirkung der aus dem Stand der Technik bekannten Arzneimittel
zur Senkung des LDL-Cholesterins beruht auf der Hemmung des
Schl[]sselenzyms der Cholesterinsynthese (CSE). Als Cholesterin-
synthesehemmer ist beispielsweise eine unter dem Handelsnamen
Lipobay vermarktet Substanz bekannt geworden. Die Nebenwirkun-
gen der CSE-Hemmer allgemein sind erheblich und schlieRen u.a.
gastrointestinale Stérungen, Schlafstérungen, Schwindel, Sehsto-
rungen, allergische Reaktionen und Haarausfall ein. Lediglich im
Versuchsstadium, und zwar nur bei schwerer familiarer Hypercho-
lesterindmie, ist ein Ansatz der somatischen Gentherapie, der die
Ubertragung des Gens fiir den LDL-Rezeptor auf autologe Leberzel-
len zum Inhalt hat.

Ein weitgehend nebenwirkungsfreier Stoff, der als Fettsenker wirkt,
ist bislang nicht auf dem Markt. Insbesondere sind Antikérper, die
eine verstarkte intrazelluldre Akkumulation von Lipoproteinen indu-
zieren, bislang nicht bekannt. Obwohl die schadigende Rolle von Li-
poproteinen bei Nierenerkrankungen (Lipid-induzierte Schadigung
von Zellen des Glomerulus-Filtrations-Apparates der Niere) bekannt
ist, gibt es noch keinen auf Antikérper basierenden Therapie-Ansatz

von Nieren Erkrankungen, insbesondere der Glomerulonekrose.

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Generierung eines neuen
Stoffes bzw. einer neuen Stoffklasse zur Herstellung eines Arzneimit-
tels zur Verringerung des LDL-Cholesterins bzw. des oxLDL-
Cholesterins bei Mensch und Tier mit dem vorteilhaften Ziel der Ver-
ringerung des Infarktrisikos.
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Zur Lésung der Aufgabe wird ein Polypeptid vorgeschlagen, dessen

- dessen Aminosauresequenz im wesentlichen identisch ist mit der
Aminossuresequenz von SEQ ID NO:1 und/oder SEQ ID NO:3,
und

. das low density lipoproteins (LDL) und/oder oxidiertes LDL
(oxLDL), insbesondere LDL-Cholesterin und/oder oxidiertes LDL-
Cholesterin (oxLDL-Cholesterin), bindet.

Der Kern der Erfindung besteht in der tiberraschend gemachten Be-
obachtung, dass ein gereinigtes Polypeptid, dessen Sequenz ganz
oder teilweise der leichten (V) oder schweren Kette (V) eines hu-
manen monoklonalen Antikérpers (SAM-6.10) entspricht, die Sen-
kung des low density lipoproteins (LDL) und/oder oxLDLs bewirkt.
Die Entdeckung dieser Eigenschaft, die den Einsatz des Polypeptids
in entsprechender pharmazeutischer Formulierung als Fettsenker
nahelegt, wurde im Rahmen der biochemischen Charakterisierung
des Polypeptids gemacht. Vorteilhafterweise ist die Bindung des er-
findungsgemaRen Polypeptids oder der Fragmente des Polypeptids
an LDL und/oder oxLDL und an VLDL, den Vorlaufern der LDL, star-
ker ist als die Bindung an HDL. Aufgrund diesér Eigenschaft fuhrt
das erfindungsgemafe Polypeptid zu einem geringen Wert fur den
jeweiligen Quotienten aus LDL/HDL und/oder oxLDL/HDL und mini-
miert somit das Infarktrisiko.

Die spezifische Bindung des Polypeptides an low density lipoproteins
(LDL und/oder oxLDL), bzw. LDL-Cholesterin und/oder oxLDL-
Cholesterin wurde experimentell durch die ELISA-Methode nachge-
wiesen. Im gleichen Experiment konnte auch gezeigt werden, dass
die Bindung des erfindungsgemaRen Stoffes an high density lipopro-
teins (HDL) schwach ist.
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Der erfindungsgemaRe Antikérper umfasst die nach der géangigen
Nomenklatur zur Beschreibung von Antikérper bezeichneten Grup-
pen Vi ,Vy, Fv, Fc, Fab, Fab', F(ab'),. Die genannten Gruppen wer-
den auch als Fragmente bezeichnet. Es ist durchaus méglich, dass
ein einzelnes Fragment Ursache fiir die fettsenkende Wirkung des
erfindungsgemafen Polypeptids ist. In einer Weiterbildung des erfin-
dungsgemalen Stoffes handelt es sich um einen human monoklona-

len Antikorper.

Als ,funktionelles Fragment" im Sinne der Erfindung wird ein Poly-
peptid bezeichnet, dass zumindest eine der biologischen Aktivitaten
besitzt, die auch das gesamte Polypeptid aufweist. Bei Antikérpern
ist z. B. bekannt, dass fir die spezifische Bindung nicht alle CDR-
Regionen erforderlich sind. D.h. die spezifische Bindung des Antikor-
pers kann z. B. durch nur eine CD-Region bewerkstelligt werden,
obwohl insgesamt 3 CD-Regionen vorhanden sind. Die spezifische
Bindung des Antikérpers an ein Antigen kann z.B. zur Induktion von
Apoptose oder zur Inhibition der Zellprolieferation fithren. Die biologi-
sche Aktivitat eines funktionellen Fragmentes kann durch verschie-
dene, dem Fachmann bekannte Methoden, gemessen werden. Eine
Methode zur Messung der Interaktion zwischen Antikérpern und LDL,
insbesondere LDL-Cholesterin, ist die ELISA-Methode.

Die complementartity-determining regions (CDRs) der Polypeptidse-
quenz beinhaltet die Aminosauresequenz, die im wesentlichen iden-
tisch ist mit der Aminosédurensequenz Ser-Gly-Asp-Lys-Leu-Gly-Asp-
Lys-Tyr-Ala-Cys (CDR1), GIn-Asp-Ser-Lys-Arg-Pro-Ser (CDR2) und
GIn-Ala-TrpAsp-Ser-Ser-lle-Val-Val (CDR3) der SEQ ID NO 1 der
variablen Region der leichten Kette (V\); siehe auch Figur 2.
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Die complementarity—determining regions (CDRs) der Peptidsequenz
beinhalten Aminosauresequenzen, die im wesentlichen identisch
sind mit Ser-Tyr-Ala-Met-His (CDR1), Val-lle-Ser-Tyr-Asp-Gly-Ser-
Asn-Lys-Tyr-Tyr-Ala-Asp-Ser-Val-Lys-Gly (CDR2) und Asp-Arg-Leu-
Ala—\/aI-AIa-GIy-Lys-Thr—Phe—Asp-Tyr (CDR3) der SEQ ID NO 3 der
variablen Region leichten Kette (Vy); siehe auch Figur 4.

Als ,im wesentlichen identisch” wird ein Polypeptid oder eine Nuk-
leinsduresequenz bezeichnet, die zumindest 75 %, 80 %, 85 %, oder
90 % mit der als Referenz angegebenen Aminoséurensequenz (SEQ
ID 10: 1 und 3) oder mit der Nukleinsaurensequenz (SEQ ID NO: 2
und 4) aufweist. In einer Weiterbildung des Polypeptids bzw. der
Nukleinsaurensequenz sind mindestens 95 %, 98 %, 99 % oder 100
% ldentitat im Vergleich zu den angegebenen Referenzen nachweis-
bar. Fir Polypeptide wird die Lange des Vergleichsabschnitts im all-
gemeinen mindestens 5, 10, 15 oder wiinschenswerterweise mindes-

tens 20 oder 25 aufeinander folgende Aminosauren aufweisen.

Das erfindungsgemafe Polypeptid ist generierbar durch ein Verfah-
ren, das unter dem Namen Hypridoma-Technik (Kéhler, Millstein,
Nature, 1975, Vol. 256, 495) bekannt ist und die Isolation von
monoklonalen Antikdrpern ermdglicht. Es beruht auf der in vitro-
Gewinnung von zelluldren Hybriden die durch Zellfusion von norma-
len Lymphozyten mit unbegrenzt lebens- und teilungsfahigen Mye-
lomzellen (z.B. HAB-1) gewonnen werden. Die hierbei erzeugten Hy-
bridom-Zellen weisen Eigenschaften beider Elternzellen auf. Dem
entsprechend besitzen sie die Fahigkeit der Lymphozyten, Antikérper
zu produzieren (z.B. SAM-6.10) und die Fahigkeit der Myelomzelle
zur unbegrenzten Teilung und damit zur Produktion der Antikdrper in
grofRen Mengen. Jede aus der Fusion resultierende Hybridzelle stellt

monoklonale Antikérper her deren Spezifitdt von der urspriinglichen
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Lymphozytenzelle bestimmt wird. Die Hybridomzellen werden ver-
mehrt und dann diejenigen selektiert, welche Antikérper der ge-
winschten Spezifitat produzieren. Die Kultivierung dieser Auswahl
und deren Isolierung fiithrt zu hochspezifisch reagierenden Antikér-
pern, welche nur mit einer bestimmten antigenen Determinante rea-
gieren.

Der Nachweis der deutlichen Senkung des low density lipoprotein
(LDL)-Spiegels (bzw. des LDL-Cholesterin Spiegels) bzw. der jeweils
oxidierten Form im Blutplasma wurde im Tierexperiment bestatigt,
ohne dass sich der HDL-Spiegel im nachweisbaren Bereich senkt.
Wesentlich dabei ist, dass die Vitalfunktionen der Tiere wahrend der
Gabe des Antikdrpers nicht beeintréchtigt werden, so dass die erfin-
dungsgemafie Substanz bislang als Nebenwirkungsfrei bezeichnet
werden kann. (Die Wirkungsweise des erfindungsgemaien Antikor-
pers kénnte sich in Analogie zum Mechanismus des bekannten Sca-

venger-Pathways erklaren lassen.)

Eine weiteres Indikationsgebiet fiir den Einsatz des erfindungsgeméa-
Ren Medikamentes ist die Behandlung von Nierenerkrankungen, ins-

besondere die Glomerulonekrose (Glomerulosklerose).

Es liegt im Rahmen der Erfindung, dass das erfindungsgemafe Po-
lypeptid zur Herstellung des Arzneimittels bevorzugt in gereinigter
Form eingesetzt wird, wobei zur Reinigung séamtliche dem Fachmann
bekannten Verfahren (z.B. Affinitatschromatographie, Gelfiltration) in
Frage kommen. Als Indikation des erfindungsgemaRen Stoffes steht
des fettsenkende Wirkung im Vordergrund, wobei insbesondere die
selektive Senkung von LDL bzw. LDL-Cholesterin hervorzuheben ist.
Aufgrund der Eigenschaft LDL und/oder oxLDL starker zu binden als
HDL bewirkt das erfindungsgemafe Polypeptid einen geringen Wert
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fir den Quotienten aus LDL/HDL und/oder oxLDL/HDL und minimiert
somit das Infarktrisiko.

Die Hilfs- und Tragerstoffe zur Hérstellung eines Arzneimittels sind
dem Fachmann bekannt und kénnen nach géangiger Praxis herge-
stellt werden (siehe Remington: The Science and Practice of Phar-
macy (20" ed.), ed. A.R. Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins,
2000 and Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J.
Swarbrick and J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, New York).
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Material und Methoden

Immortalisierung von Lymphozyten und Priméartestung der Anti-
korper

Zur Immortalisierung werden die Lymphozyten mit dem Heteromye-
lom HAB-1 (Faller et al., 1990) nach Standardprotokoll fusioniert und
kultiviert. Kurz zusammengefasst, Lymphozyten werden mit HAB-1
Zellen mittels PEG verschmolzen. Die Triome werden auf vier 24-
Lochplatten ausgesat. Die durchschnittliche Wachstumsfrequenz
betragt 80-90%, 50% der wachsenden Klone sezernieren Immunglo-
buline. Die erste Austestung der sezernierten humanen monoklona-
len Antikérper erfolgt im ELISA, um den Isotyp zu ermitteln. Nachfol-
gend kdnnen die humanen monoklonalen Antikérper immunhisto-
chemisch, genetisch, biochemisch und molekularbiologisch Analy-

siert werden.

Bendtigte Medien:

e RPMI 1640 (Firma PAA) ohne Zusatze
RPMI 1640 mit HAT-Zusatz (HAT-Supplement, Firma PAA) sowie
10% FCS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin

e HAB-1 (Fusionspartner) zweimal mit RPMI ohne Zuséatze wa-
schen

e zentrifugieren 5 min bei 1500U/min

e eingefrorene Lymphozyten (aus Milz, Lymphknoten oder Blut)
auftauen und zweimal mit RPMI ohne Zusétze waschen, eben-
falls zentrifugieren

o Dbeide Pellets jeweils in 10 ml RPMI ohne Zusatz aufnehmen und
in der Neubauer-Zahlkammer zahlen

e im Verhaltnis von 1:2 — 1:3, Hab-1 zu Lymphozyten, fusionieren

e die Zellpellets nach dem zweiten Waschvorgang zusammen ge-
ben, mischen und 8 min bei 1500 U/Min zentrifugieren

o das zuvor bei 37°C aufgewarmte PEG (Polyethylene Glycol 1500,
Firma Roche) vorsichtig tropfelweise auf das Pellet unter leicht ro-
tierenden Bewegungen des 50 ml Réhrchens laufen lassen

e leicht resuspendieren und dann genau 90 sek. im Wasserbad bei
37°C rotieren lassen ,

e danach wir das PEG mit RPMI ohne Zuséatze herausrausgewa-
schen (zwei volle 10er Pipetten)
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zentrifugieren 5 min bei 1500 U/min

24 Well-Platten ausplattieren mit 1ml pro Well RPMI mit HAT-
Zusatz (HAT= Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin)

das Pellet I16sen in RPMI mit HAT-Zusatz

jeweils einen halben ml der Zellen in ein 24 Well pipettieren
Fusionsplatten in den Brutschrank stellen

wochentlich Mediumwechsel mit RPMI mit HAT-Zusatz

Reinigung des Antikérpers SAM-6.10
Reinigung von Kulturiiberstand durch Kationenaustauschchroma-
tographie Uber FPLC

Die den IgM-Antikérper SAM-6.10 produzierenden Hybridomzellen
wurden hierzu in einem speziellen serumfreien Zellkulturmedium
(AIMV-Medium, Gibco) herangezogen und der Gehalt an IgM im Kul-
turiberstand nephelometrisch bestimmt. Zur Aufreinigung wurde der
Kulturiiberstand auf einen pH-Wert von auf 5,9 eingestellt und die
Lésung filtriert. Zur Bindung wurde eine spezielle Kationen-Saule
(HiTrap™ SP FF column, 5 ml, Amersham Bioscience) verwendet.
Die Saule wurde zu Beginn der Reinigung mit filtriertem Puffer A (20
mM Phosphatpuffer, pH 5,9) aquilibriert. Anschlief’end wurde der auf
Eis gekihlte Kulturiiberstand mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die
Saule aufgetragen. Nach dem Auftrag des Uberstandes wurde die
Saule fur 20 min und einer Flussrate von 2 ml/min mit Puffer A bis zu
einer Basislinienkonstanz gewaschen um alle nicht gebundenen Pro-
teine zu entfernen. AnschlieBend wurde der an die Saule gebunde-
nen Antikérper durch Beimischung von Puffer B (20 mM Phosphat-
puffer, 1M NaCl, pH 8,0) eluiert und in Fraktionen gesammelt. Der
Gehalt an SAM-6.10 Antikérper (IgM) in den einzelnen Fraktionen
wurde im Folgenden nephelometrisch bestimmt und die Reinheit und
Intaktheit des gereinigten Antikérpers Giber SDS-PAGE und Western-
Blot Analyse Uberpruft.
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Messung von oxLDL

Die Messung erfolgt mit Hilfe des Test-Kits Oxidised LDL ELISA von
der Firma Mercodia, Uppsala, Schweden. Test-Prinzip: Der ELISA
fur oxidiertes LDL ist ein enzymatischer, zweiseitiger Immunoassay
mit einer Festphase. Er basiert auf der direkten Sandwich-Technik,
bei der zwei monoklonale Antikérper gegen ein bestimmtes Antigen
éuf oxidiertem ApolipoproteinB ausgerichtet werden. Wahrend der
Inkubation reagiert oxidiertes LDL in der Probe mit anti-oxidiertem
LDL-Antikérpern, die an die Vertiefungen in der Mikrotiterplatte ge-
bunden sind. Nach dem Waschen, wobei die nicht-reaktiven Be-
standteile der Probe entfernt werden, erkennt ein peroxidase-
konjugierter anti-human Apolipoprotein B Antikérper das an der fes-
ten Phase gebundene oxidierte LDL. Nach einer zweiten Inkubation
und einem Waschvorgang, der die mit dem ungebundenen Enzym
markierten Antikdrper entfernt, wird das Konjugat durch Reaktion mit
3, 37, 5, 6'-Tetramethylbenzidin (TMB) nachgewiesen. Die Reaktion
wird durch Zugabe von Saure gestoppt, um einen kolorimetrischen
Endpunkt zu definieren der bei 450 nm spektrophotometrisch abge-
lesen wird.

Messung der Bindung von SAM-6 an oxLLDL

Eine ELISA-Platte (Becton Dickinson Labware Europ, Frankreich)
wurde mit den unterschiedlich stark oxidierten LDL Fraktionen Giber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden
mit RPMI-1640 Medium welches mit 10% FCS versetzt wurde fur 1h
geblockt. Anschlieend wurde die Platte mit 60ug/ml SAM-6 Antikor-
per fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS wurde die ELISA-Piatte fir 1 h mit HRP-gekoppeltem Zwei-
tantikérper (rabbit anti human IgM, Dako, Hamburg, Deutschland,
1:1000 in PBS) inkubiert. Danach wurde die Platte nochmals mit PBS
und Citratpuffer gewaschen, mit OPD (DakoCytomation, Glostrup,
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Daéanemark) versetzt und der Farbumschlag bei 490 nm mit einem
ELISA-reader gemessen.

Durchflusszytometrie (FACS Analyse)

Die verwendeten adharenten Zellen wurden durch Behandlung mit
Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturflaschen abgeldst. Die Reaktion
wurde mit 10 ml RPMI-1640 Medium (+ Supplemente) abgestoppt
und die Zellen mit 1000 x g fur 5 min pelletiert. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen, in FACS-Puffer (PBS, 0,01% Na-Azid)
aufgenommen und zur Rekonstitution der Zellmembranen fiir 30 min
auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Zellen auf eine Dichte von
1 x 10° Zellen/ml eingestellt und je 200 pl der Zellsuspensionen in
FACS-Reaktionsgefdlle Uberfiihrt, sodass pro Réhrchen eine Zell-
zahl von 2 x 10° Zellen vorlag. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 4°C
und 1400 rpm pelletiert, die Pellets resuspendiert und mit den Pri-
maéar-Antikérpern fir 15 min auf Eis inkubiert. Als Primar-Antikorper
wurden 100 pg/ml SAM-6 Antikérper in FACS-Puffer (Gesamtvolu-
men 200 pl) bzw. 100mg/ml LDL verwendet. Als Isotyp-Kontrolle fun-
gierten 100 pg/ml Chrompure human IgM. Alternativ wurden die Zel-
len mit LDL far 30 min vorinkubiert und anschliefend fur 15 min
100pg/ml SAM-6 Antikdrper zugesetzt.

Nach der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Pellets mit 500 ul kaltem FACS-Puffer gewaschen.
Danach erfolgte eine 15minitige lichtgeschitzte Inkubation mit dem
FITC-gekoppelten Sekundar-Antikérper (Rabbit anti human IgM,
FITC-gekoppelt, 1:50 in FACS-Puffer fur SAM-6 bzw. Chrompure
human IgM). Nach einem erneuten Waschgang wurden die Zellen in
200 pl kaltem FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Messung licht-
geschitzt auf Eis aufbewahrt. Die Messung erfolgte mittels eines
DurchfluBzytometers (FACScan; Becton Dickinson, USA).
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Tierexperimente zum Nachweis der in-vivo Wirkung des Anti-
kérpers SAM-6.10

Experiment 1: 500ug gereinigter SAM-6.10 Antikdrper wurden intra
peritoneal injiziert. Die LDL Konzentration im Blutserum wurde nach

2 Tagen gemessen (Methode siehe unten).
Experiment 2: wie oben

Experiment 3: 1mg gereinigter SAM-6.10 Antikérper wurden intrape-
reitoneal injiziert. Die LDL Konzentration im Blutserum wurde nach
14 Tagen gemessen.

Kontrolle A: Normalwerte Kontrollmaus

Kontrolle B: Normalwerte Kontrollmaus

Die Serumkonzentration von LDL ist bei den mit SAM-6.10 behandel-
ten Mausen deutlich reduziert (siehe Figur 10 und 11).

Toxizitat
500ug bzw. 1mg gereinigter SAM-6.10 Antikérper wurde Mausen
intraperitoneal injiziert.

e keine akute Toxizitat

o keine latente Toxizitat (Zeitraum 3 Monate).

Die Organe der gettteten Mause aus Experiment 1, 2 und 3 (siehe

oben) wurden entnommen und untersucht: Leber, Lunge, Herz, Milz,
Duinndarm, Dickdarm, Nieren, Magen und Gehirn wiesen keine mor-
phologischen Veréanderungen auf. Dartiber hinaus wurden die Orga-

ne immunhistochemisch auf eventuelle Lipideinlagerungen unter-
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sucht. Die Farbung mit Sudan Il zeigte in keinem Organ eine Einla-
gerung von Lipiden.

Die Organe der getdteten Mause wurden in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. Die Farbung erfolgte mit dem Farbstoff Sudan llI
nach folgendem Protokoll:

Sudan llI-Farbung auf Parafffinschnitten/ auf Makrophagen

Entparaffinierung:

e Xylol1 5 min
Xylol 2 5 min
100% Ethanol 1 5 min
100% Ethanol 2 5 min
Methanol 70ml
+ HpO, 500l 5 min
90% Ethanol 1 3 min
90% Ethanol 2 3 min
80% Ethanol 1 3 min
80% Ethanol 2 3min
70% Ethanol 1 3 min
70% Ethanol 2 3 min

Schnitte in PBS stellen

Schnitte 15 min mit Sudan Il inkubieren

waschen mit Aqua dest.

1 x in 60% Isopropanol eintauchen

waschen mit Aqua dest.

Gegenfarbung mit Hamalaun fiir 6 min

Schnitte 10 min wéassern, waschen mit Aqua dest und mit Glyce-
ringelatine eindeckeln

Fir die Sudan Il Farbung von Makrophagen werden die adherenten
Makrophagen auf Objektragern angeziichtet und dann mit den ent-
sprechenden Agenzien behandelt. Die Farbung wird wie folgt durch-
gefthrt;

e Fixierung der Zellen in 60% Isopropanol (6 min)
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e 20 min mit Sudan Il inkubieren

e waschen mit Aqua dest.

o  Gegenfarbung mit Hamalaun fiir 6 min

e Schnitte 10 min wéassern, waschen mit Aqua dest und mit Glyce-

ringelatine eindeckeln

Bestimmung von Lipiden in Blutproben

Die Messung der verschiedenen Lipide im Blutserum wurde automa-
tisch mit dem MODULAR D P800 Gerat (Roche) vorgenommen.

Die Bestimmung des LDL-Cholesterinwertes erfolgte durch eine en-
zymatische, kolorimetrische Methode (CHOD/PAP) ohne Probenvor-
behandlung.

Testprinzip zur Bestimmung der Lipidkonzentration im Serum:
HDL, VLDL und Chylomikronen werden von einem Detergenz 1 spe-
zifisch hydrolysiert. Das in diesen Lipoproteinen freigesetzte Choles-
terin reagiert sofort durch die enzymatische Wirkung der Cholesteri-
nesterase (CE) und Cholesterinoxidase (CHOD) und es entsteht
Wasserstoffperoxid. Dies bildet mit 4-Aminoantipyridin in Anwesen-
heit einer Peroxidase (POD) ein farbloses Produkt. Wahrend dieses
Schrittes bleiben die LDL-Partikel intakt. Die Reaktion von LDL-
Cholesterin wird durch Zugabe von Detergenz 2 und der Kupplungs-
substanz N,N-bis(4-Sulfobutyl)-m-toluidin (DSBmT) ausgeldst. Das
zweite etergenz setzt Cholesterin in den LDL-Partikeln frei. In der
enzymatischen Reaktion wird in Anwesenheit der Kupplungssub-
stanz ein Farbstoff gebildet. Die Intensitat des gebildeten roten Chi-
noniminfarbstoffs ist direkt proportional zur LDL-Cholesterin-
Konzentration. Sie wird durch Messung der Extinktionszunahme bei
552 nm bestimmt.
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ELISA (LDL/HDL)

ELISA-Platte vorbeschichten mit LDL (Lipoprotein Low Densi
tyfrom Human Plasma, Firma Sigma, 10ug/mi in PBS) oder HDL
(Human HDL, Firma Chemicon ,10ug/ml in PBS) — 50 pl pro well
Platte abdecken und tber Nacht bei 4°C lagern

am néachsten Tag Platte 2 x mit PBS waschen

100 pl RPMI in jedes well pipettieren. und fiir 1h bei RT inkubie-
ren

danach 2 x mit PBS waschen

50 ul der jeweiligen Positivkontrollen in je 2 wells pipettieren
(Doppelbestimmung)

Positivkontrolle: Mab to human LDL Mouse IgG2a 1:1000 in PBS
daneben 50 pl RPMI als Negativkontrolle (Doppelbestimmung)
50 pl der Proben (Uberstand SAM6.10) (Doppelbestimmung) ne-
beneinander pipettieren

1h im Brutschrank inkubieren

2 x mit PBS waschen

2 x mit PBS/0,05% Tween waschen

2 x mit PBS waschen

50 ul der jeweiligen 2. AK (Peroxidase konjugiert.) pipettieren:
rabbit anti human IgM 1:1000 in PBS/0,05%Tween (fir SAM-
6.10)

rabbit anti Mouse IgGs 1:1000 mit PBS Tween (flur Positivkon-
trolle LDL)

1h im Brutschrank inkubieren

2 x mit PBS waschen

1 x mit PBS/0,05% Tween waschen

2 x mit PBS waschen

2 x mit Citratpuffer waschen

zum Auswerten: OPD Tablette (Dako, Hamburg) in Citratpuffer
I6sen + HxO; (3 ml Citratpuffer + eine Tabl. + 5 pl H20y)

50 pl Farbstoff in jedes Well pipettieren

bei positiver Reaktion (gelbe Farbung) mit 10 pl 3 M H,SO4 stop-
pen
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Erlduterung der Figuren

Sequence listing
Figur 1 zeigt die Aminosauresequenzen (SEQ ID NO 1) der variablen
Region der leichten Kette (V).

Figur 2 zeigt die Nucleotidsauresequenz (SEQ ID NO 2) der variab-
len Region der leichten Kette (V,). Die complementarity-determining
regions (CDR) sind durch Querstriche gekennzeichnet und im we-
sentlichen identisch mit den Nucleotiden 67-99 (CDR1), 145-165
(CDR2) und 262-288 (CDR3) von SEQ ID NO 2.

Figur 3 zeigt die Aminosauresequenzen (SEQ ID NO 3) der variablen
Region der schweren Kette (Vy).

Figur 4 zeigt die Nucleotidsauresequenz (SEQ ID NO 4) der variab-
len Region der schweren Kette (V). Die complementarity-
determining regions (CDR) sind durch Querstriche gekennzeichnet
und im wesentlichen identisch mit den Nucleotiden 91-105 (CDR1),
148-198 (CDR2) und 295-330 (CDR3) von SEQ ID NO 4.

Zellbiologische Experimente

Die nachfolgende erklarten Figuren sollen die Erfindung nicht ein-
schrénken, sondern nur erldutern und deren Ausfiihrbarkeit beispiel-
haft belegen.

Figur 5 zeigt die Messung von oxLDL in Abhangigkeit von der Inku-
bationdauer mit einer Kupfersulfatlésung. Im Versuch wurde LDL

(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) wurde fur 3 bzw. 15h mittels In-
kubation mit 20uM CuSOQ, oxidiert. Mit dem Mercodia Oxidised LDL
ELISA wurde, der Gebrauchsanweisung folgend, die Menge an oxi-
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diertem LDL bestimmt. Deutlich zu erkennen ist, dass die Menge an
oxidiertem LDL mit steigender Inkubationsdauer zunimmt, wobei
auch jene LDL Fraktion, welche nicht mit Kupferionen behandelt
wurde, zum Teil schon in oxidierter Form vorliegt. Nach 15 stiindiger
Inkubation ist der Anteil an oxidiertem LDL etwa verdoppelt.

Figur 6 zeigt den Nachweis der Bindung von SAM-6 an oxLDL.

Fur den Nachweis der Bindung von SAM-6 an oxLDL mittels ELISA
Bindungsassay wurden die ELISA Platte mit unterschiedlich stark
oxidierten LDL Fraktionen vorbeschichtet, bevor der Erstantikdrper
SAM-6 und der zu Detektionszwecken erforderliche Zweitantikdrper
anti-human IgM hinzugegeben wurde. Das Ergebnis zeigt, dass je
mehr LDL in seiner oxidierten Form vorliegt, desto starker bindet der
erfindungsgemafe Antikérper SAM-6.

Figur 7 zeigt das Ergebnis einer FACS Analyse. Bei den dafiir ver-
wendeten Zellen handelt es sich um Zellen der Maus-Makrophagen
Zellinie P388D1(IL-1) (DSMZ Accession No. ACC 288). Figur 7A
zeigt die Bindung von LDL an Macrophagen. Figur 7B belegt, dass
auch der humane monoklonale Antikérper SAM-6 an Macrophagen
bindet. Mit dem Nachweis der Bindung eines Kontroll IgM an Mac-
rophagen in Figur 7C wird gezeigt, dass die Macrophagen p-
Rezeptoren besitzen. Mit der Rechtsverschiebung des Signals in Fi-
gur 7D wird gezeigt, dass eine gleichzeitige Inkubation von LDL und
SAM-6 eine vermehrte Bindung von SAM-6 an die Zellen bewirkt.

Die Figuren 8 und 9 zeigt das Ergebnis der Sudan Il Farbung fir die
Zellen der Maus-Makrophagen Zellinie P388D1(IL-1) verwendet wur-
den.
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In Figur 8 sind Zellen gezeigt, die flir 48h entweder mit SAM-6 oder
einem IgM Kontrollantikérper inkubiert und anschlieRend einer Sudan
[Il Farbung unterzogen wurden. Die mit dem Antikérper SAM-6 inku-
bierten Zellen zeigen aufgrund der Rotfarbung eine deutliche Einla-
gerung von Neutralfetten. Die mit dem Kontroll-Antikérper inkubierten
Zellen zeigen dagegen keine Veréanderungen.

Far die in Figur 9 zeigten Farbungen wurden die Makrophagen fiir
24h sowohl mit als auch ohne Zusatz von FCS kultiviert. Danach
wurde fir weitere 24h entweder nur LDL oder nur SAM-6 bezie-
hungsweise LDL und SAM-6 gemeinsam zugesetzt. AnschlieRend
wurde eine Sudan Il Farbung durchgefiihrt. Die linke Bildspalte mit
den Figuren 9A, 9C und 9E zeigen Zellen, die ohne den Zusatz von
FCS kultiviert wurden. Die rechte Bildspalte mit den Figuren 9B, 9D
und 9F zeigen Zellen, die mit Zusatz von FCS kultiviert wurden.

Die Figuren 9A und 9B belegen, dass sowohl Makrophagen, die oh-
ne FCS kultiviert wurden, als auch Macrophagen, die in Anwe-
sentheit von FCS gewachsen sind, eine basale Einlagerung von
Neutralfetten zeigen. Die Figur 9C belegt, dass bei Zugabe von
SAM-6 zu Makrophagen, die ohne FCS kultiviert wurden, keine Fett-
Einlagerung nachweisbar ist. Dagegen wird, wie in Figur 9D gezeigt,
eine verstérkte Lipid-Akkumulation bei Makrophagen beobachtet, die
mit FCS kultiviert wurden und denen anschliessend SAM-6 zugesetzt
wurde. Die Figuren 9E und 9F zeigen, das bei einer Co-Inkubation
von SAM-6 und LDL die intrazellulare Lipid-Akkumulation sowohl bei
Makrophagen, die mit FCS kultiviert wurden als auch bei denen die

ohne Zusatz von FCS gewachsen sind, deutlich zu nimmt.

Figur 10 zeigt den Einfluss des Antikérpers SAM-6 auf LDL Werte in
vivo. Im Versuch wurde den Mausen 1mg gereinigter SAM-6 Antikér-
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per bzw. im Kontrollexperiement 1mg human Chrompure IgM (Isotyp-
Kontrolle) i.p. injiziert. Die LDL Konzentration im Blut wurde nach 24
und 48h gemessen. Dabei kann nach 24 und 48h Stunden bei SAM-
6 behandelten Mausen eine deutliche Reduktion von Serum LDL
beobachtet werden.

Die Messung von LDL im Blutserum wurde automatisch mit dem
MODULAR D P800 Gerat (Roche) vorgenommen, wobei sich die
aufgetragenen Werte als Ergebnis des Diagnostik Kits ,LDL-
Cholesterol Direct* (Firma Roche Diagnostiks) ergeben.

Figur 11 weist ebenfalls die in vivo Wirkung von SAM-6.10 nach, wo-
bei zur Errechnung der Werte eine indirekte Methode nach der Frie-
dewald-Formel angewandt wurde. Dabei errechnet sich die Menge
an LDL aus der Differenz von Gesamtcholesterin, HDL und Triglyce-
riden. GemaR dieser Art der Versuchsauswertung wére die Redukti-
on der Konzentration von LDL im Serum nach SAM-6.10 Behandlung
noch starker.. Diese indirekte Mefmethode muss jedoch im Ver-
gleich zu der in Figur 10 angewandten Methode als ungenauer an-

gesehen werden.
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Patentanspriiche

. Gereinigtes Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, dass

- die Aminosauresequenz des Polypeptids im wesentlichen i-
dentisch ist mit der Aminoséuresequenz von SEQ ID NO:1
und/oder SEQ ID NO:3, und

- das Polypeptid low density lipoproteins (LDL) und/oder oxi-
diertes LDL (oxLDL), insbesondere LDL-Cholesterin und/oder
oxidiertes LDL-Cholesterin (oxLDL-Cholesterin), bindet.

2. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Bindung des Polypeptides oder der Fragmen-
te des Polypeptids an low density lipoproteins (LDL) und very low
density lipoproteins (VLDL), bzw. die jeweils oxidierte Form
(oxLDL und (oxVLDL), starker ist als die Bindung an high density
lipoproteins (HDL).

. Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch

gekennzeichnet, dass das Polypeptid oder Fragmente des Poly-
peptids und die im menschlichen und tierischen Kérper vorkom-
menden low density lipoproteins (LDL) und/oder oxidierten low
density lipoproteins (oxLDL) komplementére Carbohydrat-
Strukturen aufweisen.

. Gereinigtes Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspri-

che, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein Antikor-

per oder ein funktionelles Fragment davon ist.
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Gereinigtes Polypeptid nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein funktio-
nelles Fragment einer der nachfolgend genannten Gruppen von
VL, Vu, Fy, Fe, Fab, Fab’, und F(ab’), ist.

Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Aminosauresequenz der variablen Region der
leichten Kette (V) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID NO 1
und/oder die Aminosauresequenz der variablen Region der
schweren Kette (Vy) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID

NO 3.

Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Nucleinsauresequenz der variablen Region
der leichten Kette (V1) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID
NO 2 und/oder die Nucleinséduresequenz der variablen Region
der schweren Kette (Vy) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID
NO 4.

Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die genannten Fragmente ein Fragment der Ami-
nosauresequenz der SEQ ID NO 1 oder der SEQ ID NO 3 bein-
halten.
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9. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die genannten Fragmente ein Sequenzfragment
enthalten, das im wesentlichen identisch ist mit der Aminoséaure-
sequenz von SEQ ID NO 1 oder SEQ ID NO 3.

10. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Polypeptid im wesentlichen identisch ist mit

der Aminosauresequenz von SEQ ID NO 1.

11. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Polypeptid im wesentlichen identisch ist mit

der Aminosauresequenz von SEQ ID NO 3.

12. Gereinigtes Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 und 3, da-
durch gekennzeichnet, dass das Polypeptid Nucleinsdurese-
quenzen beinhaltet, die im wesentlichen identisch sind mit den
Nucleotiden 67-99 (CDR1), 145-165 (CDR2) und 262-288
(CDR3) of SEQ ID NO 2.

13.Gereinigtes Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 und 3, da-
durch gekennzeichnet, dass das Polypeptid Nucleinsaurese-
quenzen beinhaltet, die im wesentlichen identisch sind mit den
Nucleotiden 91-105 (CDR1), 148-198 (CDR2) and 295-330
(CDR3) of SEQ ID NO 4.



WO 2005/049635 PCT/DE2004/002503

10

15

20

25

30

28

14. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID
NO:1 beinhaltet.

15. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID
NO:3 beinhaltet.

16. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID -
NO:1 und/oder SEQ ID NO:3 beinhaltet.

17.Complementarity-determining regions (CDR) oder funktionelle
Fragmente davon, welche die Aminoséuresequenzen Ser-Gly-
Asp-Lys-Leu-Gly-Asp-Lys-Tyr-Ala-Cys (CDR1) oder GIn-Asp-Ser-
Lys-Arg-Pro-Ser (CDR2) oder GIn-Ala-Trp-Asp-Ser-Ser-lle-Val-
Val (CDR3) of SEQ ID NO: 1 und/oder Ser-Tyr-Ala-Met-His
(CDR1) oder Val-lle-Ser-Tyr-Asp-Gly-Ser-Asn-Lys-Tyr-Tyr-Ala-
Asp-Ser-Val-Lys-Gly (CDR2) oder Asp-Arg-Leu-Ala-Val-Ala-Gly-
Lys-Thr-Phe-Asp-Tyr (CDR3) SEQ ID NO: 3 umfassen.

18. Gereinigtes Polypeptid nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid nach dem in

Anspruch 19 beanspruchten Verfahren generierbar ist.

19.Verfahren zur Generierung eine Antikdrpers nach der Hybridom-
technik, dadurch gekennzeichnet, dass die Hybridom-Zellen
durch Fusion der Heteromyelom-Zellen HAB-1 sowie deren Sub-
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klone mit B-Lymphozyten gewonnen werden, welche aus huma-

nen Milzen, Lymphknoten oder Blut enthommen sind.

20. Gereinigtes Polypeptid nach einem der Anspriiche 1, 17 und 19,
dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein monokionaler
Antikérper ist.

21.Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 20, dadurch gekenn-
_zeichnet, dass das Polypeptid ein humaner monoklonaler Anti-

korper ist.

22.Verwendung eines Polypeptids nach einem der vorhergehenden
Anspriiche in Kombination mit tiblichen Hilfs- und/oder Trager-
stoffen zur Herstellung eines Arzneimittels mit fettsenkender Wir-
kung.

23.Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspriiche 1 bis 22
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Senkung von low density
lipoproteins (LDL) und/oder oxidiertem LDL (oxLDL) im Blut.

24.Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspriiche 1 bis 22
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Senkung von LDL-
Cholesterin und/oder oxidiertern LDL-Cholesterin (oxLDL-

Cholesterin).
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25.Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspriiche 1 bis 22
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Nierener-

krankungen.

26.Verwendung des Polypeptids nach Anspriiche 25 zur Herstellung

eines Arzneimittels zur Behandlung der Glomerulonekrose.
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Sequence listing

<110> Vollmers, Philip
<120> Human monoclonal antibody

<150>DE-10 353 175.0
<151>2003-11-14

<160> 4

<210>1

<211>96
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Amino acid sequence of the variable region of the light chain (V1,) of antibody SAM-6

<400> 1

Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 i5

Gln Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys
20 25 30

Tyr Ala Cys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu
' 35 40 45

Val TIle Tyr Gln Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg
50 55 60

Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75

Gly Thr Gln Ala Met Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp
80 85 90

Asp Ser Ser Ile Val Val
95

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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<210>2

<211> 288

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220> ,
<223> Nucleotide sequence of the variable region of the light chain (V1) of antibody SAM-6

<400>2

tce tat gtg ctg act cag cca ccc tca gtg tcc gtg tec cca gga 45
Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

CDR1

cag aca gcc agc atc acc tge tct gga gat aaa ttg ggg gat aaa 90
Gln Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys
20 25 30

tat gct tgc tgg tat cag cag aag cca ggc cag tce cct gtg ctg 135
Tyr Ala Cys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu
35 40 45

CDR2

gtc atc tat caa gat agc aag cgg ccc tca ggg atc cct gag cga 180
Val Ile Tyr Gln Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg
50 55 60

ttc tct gge tce aac tet ggg aac aca gecc act ctg acc atc agce 225
Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Sexr
65 70 75

ggg acc cag gct atg gat gag gct gac tat tac tgt cag gcg tgg 270
Gly Thr Gln Ala Met Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp
80 85 90

CDR3

gac agc agc att gtg gta 288
Asp Ser Ser Ile Val Val
95

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2005/049635 PCT/DE2004/002503
3/4

<210>3

<211>110
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Amino acid sequence of the variable region of the heavy chain (Vy) of antibody SAM-6

<400> 3

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

Ser Tyr Ala Met His Trp Val Arg Glu Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Glu Trp Val Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 85 90

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Leu Ala Val Ala Gly
95 100 105

Lys Thr Phe Asp Tyr
110

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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<210> 4

<211>330

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Nucleotide sequence of the variable region of the heavy chain (Vy) of antibody SAM-6

<400> 4

cag gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc gtg gtc cag cct ggg 45
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

agg tcc ctg aga ctc tece tgt geca gec tct gga ttc acc tte agt 90
Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

CDR1

agc tat gct atg cac tgg gtc cgc cag gct cca gge aag ggg ctg 135
Ser Tyr Ala Met His Trp Val Arg Glu Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

CDR2

gag tgg gtg gca gtt ata tca tat gat gga agc aat aaa tac tac 180
Glu Trp Val Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr
50 55 60

gca gac tcc gtg aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc 225
Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75

aag aac acg ctg tat ctg caa atg aac agc ctg aga gct gag gac 270
Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 85 90

CDR3

acg gct gtg tat tac tgt gcg aga, gat cgg tta gca gtg gct ggt 315
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Leu Ala Val Ala Gly
95 100 105

aaa act ttt gac tac
Lys Thr Phe Asp Tyr
110

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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