(19) (19DE 698 38 298 T2 2008.05.15

Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 017 846 B1 shmtct: C12Q 1/68 (2006.01)
(21) Deutsches Aktenzeichen: 698 38 298.6 C12N 15/85(2006.01)

(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US98/11260 C12P 19/34(2006.01)

(96) Europaisches Aktenzeichen: 98 925 161.6 CO7H 21/04 (2006.01)

(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 1998/054365
(86) PCT-Anmeldetag: 29.05.1998
(87) Veroffentlichungstag

der PCT-Anmeldung: 03.12.1998
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 12.07.2000
(97) Veroffentlichungstag

der Patenterteilung beim EPA: 22.08.2007
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 15.05.2008

(30) Unionsprioritat: (84) Benannte Vertragsstaaten:
48303 P 30.05.1997 us AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, MC, NL, PT, SE
(73) Patentinhaber:
Abaron Biosciences, Inc., Del Mar, Calif., US; The (72) Erfinder:
Regents of the University of California, Oakland, MARTH, Jamey D., San Diego, CA 92122, US;
Calif., US PAULSON, James C., Del Mar, CA 92014, US
(74) Vertreter:

LEINWEBER & ZIMMERMANN, 80331 Miinchen

(54) Bezeichnung: KONTROLLE DER IMMUNANTWORTEN DURCH REGULIERUNG DER AKTIVITAT VON GLYKO-
SYLTRANSFERASEN

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 698 38 298 T2 2008.05.15

Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet des Modulierens von Immunantworten durch die Verab-
reichung eines Mittels, das die Struktur von Sialylgalactosiden beeinflusst, die auf Zellen vorhanden sind, die
in Immunantworten involviert sind.

Hintergrund

[0002] Wahrend alle eukaryotischen Zelloberflachen von Oligosacchariden bedeckt sind, zeigen Zellen von
Wirbeltieren teilweise durch die Produktion von einzigartigen asparagingebundenen Oligosaccharidstrukturen
spezifisch ein starker diversifiziertes und komplexeres Repertoire auf (Kornfeld und Kornfeld, Ann. Rev. Bio-
chem. 54, 631 (1985); Varki und Freeze, in: Subcellular Biochemistry: Membrane Biogenesis 22, 71, Maddy
und Harris (Hrsg.), Plenum Press, New York (1994)). Die Genuberfamilie der Wirbeltier-Glykosyltransferasen
steuert die Biosynthese und Diversifikation von Zelloberflachen-Oligosacchariden (Schachter, Curr. Opin.
Struct. Biol. 1 (1991); Kleene und Berger, Biochim. Biophys. Acta 1154, 283 (1993); Marth, Glycoconjugate J.
11,3 (1994)). Diese Typ-llI-Transmembran-Enzyme weisen ausgezeichnete Substratspezifitaten auf und sind
im Golgi-Apparat organisiert, um in der schrittweisen Produktion von Oligosacchariden zu wirken. Die Oligo-
saccharid-Diversifizierung in der Phylogenese, der Ontogenese, der Zellaktivierung und der Tumorgenese ist
auf organismus- und zelltypspezifische Glykosyltransferase-Genexpressionsprofile zurtickzufiihren (Varki und
J. D. Marth, in: Seminars in Developmental Biology 6, 127 (1995)).

[0003] Die interzellulare Erkennung und Adhasion ist ein komplexes Phanomen, das fir zahlreiche zellulare
Wechselwirkungen, wie z.B. Befruchtung, Zellwanderung, Organbildung und Immunabwehr, verantwortlich ist.
Die fir diese Ablaufe erforderliche hohe Selektivitat wird oftmals von Lectinen bereitgestellt, einer Klasse nicht
immunogener Proteine, die Kohlenhydrate selektiv und nicht kovalent binden. Typischerweise erkennen und
binden Lectine Kohlenhydrate, die mit Proteinen und Lipiden auf der Zelloberflache der zugehérigen Zelle as-
soziiert sind. Das CD22-Lectin ist z.B. ein Transmembranglykoprotein, das ausschlief3lich auf B-Lymphozyten
zu finden ist, und es ist bekannt, dass es eine Rolle in der immunologischen Aktivierung dieser Zellen spielt
(Campana et al., J. Immunol. 134, 1524-1530 (1985); Stamenkovic & Seed, Nature 345, 74—-77 (1990); Dorken
et al., in: Leucocyte Typing IV: White Cell Differentiation Antigens, Knapp et al. (Hrsg.), Oxford Univ. Press,
Oxford, S. 63-64 (1989)). CD22 wurde in Assoziierung mit dem Antigen-Rezeptor gefunden und ist ein Target
fur die Tyrosinkinase-Phosphorylierung auf der zytoplasmatischen Domane, die dadurch verschiedene Signal-
Ubertragungsmolekile anwirbt (Schulte et al., Science 258, 1001-1004 (1992); Leprince et al., Proc. Nat!l.
Acad. Sci. USA 90, 3236-3240 (1993)). Die extrazellulare Doméne von CD22 bindet spezifisch das
Sia6LacNAc-Trisaccharid (Powell et al., J. Biol. Chem. 268, 7019-7027 (1993); Sgroi et al., J. Biol. Chem. 268,
7011-7018 (1993); Powell & Varki, J. Biol. Chem. 269, 10628-10636 (1994)). Dieser Trisaccharid-Ligand exis-
tiert auf mehreren Lymphoidzellen. Es wurde von Lymphozyten-Wechselwirkungen berichtet, welche die
CD22-Bindung an CD45 umfassen (Stamenkovic et al., Cell 66, 1133-1144 (1991)). Da CD22 selbst
Sia6LacNAc tragt, wurde von homotypischen Bindungs-Wechselwirkungen gezeigt, dass sie auftreten und in
der Immunfunktion eine Steuerungsrolle spielen kénnen (Braesch-Anderson & Stamenkovic, J. Biol. Chem.
269, 11783-11786 (1994); Hanasaki et al., J. Biol. Chem. 270, 7533-7542 (1995)). Diese Resultate zeigen,
dass CD22 und Sia6LacNAc ein Lectin-Ligand-Paar mit dem Potential zur Steuerung von Immunzelloberfla-
chen-Wechselwirkungen sind. Es wurde jedoch aus Analysen von CD22-Null-M&usen von mehreren Labora-
torien kein relativ einfaches Modell fur die CD22-Funktion entwickelt (O'Keefe et al., Science 274, 798-801
(1996); Otipoby et al., Nature 384, 634-637 (1996); Sato et al., Immunity 5, 551-562 (1996); Nitschke et al.,
Curr. Biol. 7, 133-143 (1977)). Erhaltene Resultate haben sowohl auf positive als auch auf negative Rollen von
CD22 in der B-Lymphozyten-Immunfunktion schliel3en lassen, was zeigt, dass CD22 Schwellensignalantwor-
ten des Antigen-Rezeptor-Komplexes modulieren kann.

[0004] Hanasaki et al., J. Biol. Chem., Band 269, Nr. 14, 10637-10643 (1994), folgern, dass die Aktivierung
von Endothelzellen wahrend Entziindungs- und immunologischen Vorgangen a2,6-Sialyltransferase induzie-
ren kann, die an der Sialylierung anderer aktivierungsabhangiger Molekiile beteiligt sein kann.

[0005] Trotz Fortschritten in der Identifizierung von Lectinen und ihren Kohlenhydrat-Liganden besteht eine
Notwendigkeit fir die Entdeckung neuer Zusammensetzungen und Verfahren fiir die Steuerung zellularer
Wechselwirkungen, die mit diesen assoziiert sind. Solche Zusammensetzungen und Verfahren kénnen ver-
wendet werden, um eine Reihe an Verfahren, wie z.B. Immunreaktionen, zu modulieren. Die vorliegende Er-
findung befasst sich mit diesen und anderen Notwendigkeiten.
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ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0006] Die Erfindung stellt die Verwendung einer therapeutisch wirksamen Menge eines Mittels bereit, das ein
Inhibitor einer Sialyltransferase ist, bei der Herstellung eines Arzneimittels zur Inhibierung der ungeeigneten
Aktivierung des Immunsystems bei einer Autoimmunantwort, einer Allotransplantatabstof3ungsantwort, einer
allergischen Reaktion oder einer Nahrungsmitteliberempfindlichkeit bei einem Saugetier bereit, wobei das Mit-
tel ein Analogon eines Substrats fir die Sialyltransferase ist und Mengen an sialyliertem Oligosaccharid, das
auf Zellen in dem Saugetier vorhanden ist, reduziert und worin das sialylierte Oligosaccharid eine Formel um-
fasst, die aus der aus Siaa2-6Gal- und Siaa2,3Gal-bestehenden Gruppe ausgewahlt ist. In bevorzugten Aus-
fuhrungsformen umfasst das sialylierte Oligosaccharid Siaa2-6Gal1-4GIcNAc oder Siaa2,3GalB1-3GalNAc.
Um eine B-Lymphozyten-vermittelte Immunantwort zu inhibieren, wird ein Mittel verwendet, das die Menge an
Oligosacchariden mit Siaa2-6Gal-reduziert, und es werden T-Lymphozyten-vermittelte Immunantworten durch
die Verabreichung eines Mittels inhibiert, das die Menge an Oligosacchariden mit Siaa2,3Gal-reduziert.

[0007] Es konnen auch Verfahren zur Detektion einer Immundefizienz oder anderer Immunsystemstérungen
bei einem Saugetier verwendet werden. Diese Verfahren umfassen das Kontaktieren einer Probe des Sduge-
tiers, wobei die Proben typischerweise Lymphoidzellen enthalten, mit einem Nachweismittel, das spezifisch an
ein sialyliertes Oligosaccharid bindet. Die sialylierten Oligosaccharide von Interesse umfassen allgemein die
Formel Siaa2-6Gal- oder Siaa2,3Gal-. Ein betrachtliches Fehlen der Bindung des Nachweismittels an den
Lymphozyten deutet auf Immundefizienz hin.

[0008] Ebenso kdénnen Verfahren zur Detektion von Immundefizienz oder anderer Immunsystemerkrankun-
gen bei einem Saugetier durch das Detektieren der Gegenwart oder des Fehlens von ST6Gal- oder
ST3Gal-I-Sialyltransferaseaktivitat in einer Probe verwendet werden, die von dem Saugetier erhalten wurde.
Ein betrachtliches Fehlen von ST6Gal- oder ST3Gal-I-Sialyltransferaseaktivitat deutet auf Immundefizienz hin.

[0009] Es kdnnen Saugetierzellen verwendet werden, die ein Genom besitzen, das eine deaktivierende Mu-
tation in einem Gen aufweist, das fur eine Sialyltransferase kodiert. Die Mutation kann eine oder mehrere einer
von Deletion, einer Nichtsinnmutation, einer Insertion und einer Fehlsinnmutation umfassen. Die deaktivieren-
de Mutation kann in einer kodierenden Region oder in einer Regulationsregion eines Gens vorhanden sein,
das in einer nicht mutierten Form fiir eine Sialyltransferase kodiert.

[0010] Es werden auch chimare, nicht menschliche Saugetiere bereitgestellt, die Zellen aufweisen, in denen
die Genome eine deaktivierende Mutation in einem Gen enthalten, das fir eine Sialyltransferase kodiert. Es
sind chimére Saugetiere inkludiert, in denen weniger als alle Zellen das deaktivierte Gen besitzen, sowie trans-
gene saugetiere, in denen alle Zellen das deaktivierte Gen umfassen.

BESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0011] Fig. 1A zeigt ein schematisches Diagramm der genomischen ST6Gal-Struktur und der Konstruktion
von ST6Gal-Mutanten. Eine partielle genomische ST6Gal-Struktur (ST6Gal*') wurde kloniert und mit pflox fir
die Konstruktion eines Targeting-Vektors (fettgedruckte Linie), rekombiniert am ST6Gal-Locus-(ST6Galf*el.)
Locus im ES-Zellklon 4.8 dargestellt, verwendet. Nach der Cre-Rekombinase-Expression und der Ganciclo-
vir-Selektion wurden ES-Zellen-Subklone B3 und B9, enthaltend das ST6Gal"- bzw. das ST6Gal*-Allel, isoliert
und fiir die Erzeugung chiméarer Mause verwendet.

[0012] Fig.1B =zeigt genomische Southern-Blots der ST6Gal-Allelstruktur bei Wildtyp-(wt-)ES-Zellen,
ES-Zellklon 4.8, auf den abgezielt wird (ST6Galf"°l) 4 .8-ES-Zell-Subklon B3 (ST6Gal") und
4.8-ES-Zell-Subklons B9 (ST6Gal*) unter Verwendung von entweder einer genomischen Sonde auRerhalb des
Targeting-Vektors (links) oder einer loxP-Sonde (Mitte). Rechts ist eine genomische Southern-Blot-Analyse
von Nachkommen zu sehen, die aus Paarungen von Mausen stammt, die fiir das ST6Gal®-Allel heterozygot
sind. Genotypen umfassen die Gegenwart von Mausen, die flr die Exon-2-Deletion (ST6Gal®) homozygot sind.

[0013] Fig. 1C stellt fluoreszenzaktivierte Zellsortierungs-(FACS-)Analysen unter Verwendung von SNA- und
CD22-Ig-Lectinen bereit, was zeigt, dass CD3*- und B220*-Milzlymphozyten im Vergleich zu myeloischen
GR-1*- und erythroiden Ter-119*-Zellen spezifisch hohe Mengen an Sia6LacNAc exprimieren. Lymphozyten
aus Mausen, die fir das von B9 abstammende ST6Gal*-Allel homozygot waren, waren bezlglich Sia6LacNAc
(n = 7) defizient. a2,3-gebundene Sialinsduren wurden unter Verwendung des MAL-II-Lectins detektiert, und
es wurde herausgefunden, dass sie in geringen Mengen normal und unverandert unter Zellen von Mausen ex-
primiert wurden, die fiir das ST6Gal®-Allel homozygot waren (n = 7). M&use, die fir das von B3 abstammende
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ST6Gal -Allel homozygot waren, zeigten in diesen auf Lectin basierenden Analysen Wildtyp-Profile. Ahnliche
Resultate wurden mit mesenterialen, von Lymphknoten abstammenden Lymphozyten erhalten. Es wird die
Fluoreszenzsignalintensitat unter Verwendung eines Anti-Mensch-IgG-FITC-Konjugats gezeigt (2° und ge-
punktete Linie, links unten).

[0014] Die Fig. 2A-Fig. 2C zeigen die B-Lymphozyten-Charakterisierung und Serum-Immunglobulin-Analy-
sen. Fig. 2A (linkes Feld) zeigt eine Analyse von Knochenmark-Lymphozyten zur Zelloberflachen-Expression
von IgM, CD24 (HSA), CD43 (S7) und B220 mittels Durchflusszytometrie. Es wurden keine Abweichungen bei
ST6Gal-defizienten Mausen unter den Prozentsatzen (in Klammern dargestellt) von Pro-B-Zellen (B22"
CD43(S7)", Gate a (Hardy et al., J Exp. Med. 173, 1213-1225 (1991))), Pra-B-Zellen (B220" HSA", Gate b
(Carsetti et al., J. Exp. Med. 181, 2129-2140 (1995))), unreifen B-Zellen (B220"° IgM™, Gates b und ¢ (Carsetti
et al., s.0.)), Ubergangs-B-Zellen (B220"" IgM", Gate d (Carsetti et al., s.0.)) und reifen B-Zellen (B220" IgM™
Gate e, und B220" HSA", Gate f (Carsetti et al., s.0.)) beobachtet. Die gezeigten Prozentsatze stellen den Mit-
telwert von vier verschiedenen Analysen mit berechnetem Student-t-Test, P > 4 flr alle genotypischen Verglei-
che, dar und geben keine signifikanten Variationen an. Fig. 2A (rechtes Feld) zeigt, dass ST6Gal-defiziente
Milz-B-Zellen Reduktionen bezlglich Zelloberflachen-CD22 und -IgM zeigten, jedoch nicht beziglich HSA. Es
wurde herausgefunden, dass Reduktionen beziglich der Zelloberflachen-lgM-Mengen bei 65 + 20 % der Kon-
trollen lagen (Student-t-Test; P < 0,001) und dass die CD22-Mengen bei 38 + 9 % der Kontrollen lagen (P <
0,001), wie durch Vergleiche der Peak-Fluoreszenz bestimmt wurde (n = 8).

[0015] Fig. 2B zeigt, dass Sia6LacNAc-defiziente Milz-B-Zellen normale Mengen an Aktivierungsmarkern
(CD44, B7.2 und I-A®) und CD40 exprimierten. Gepunktete Linien stellen die Fluoreszenz von Zellen dar, die
unter Verwendung eines Isotyp-Kontroll-Antikdrpers gefarbt wurden (n = 8).

[0016] Fig. 2C stellt die Messungen an Serum-Ig-Spiegeln bei 4-6 Monate alten, nicht immunisierten Wurf-
geschwistern angegebener Genotypen dar. Die mittleren Ig-Werte werden als horizontale Linien dargestellt.
Genotypen von 4-6 Monate alten Mausen werden auf der x-Achse dargestellt. Punkte stellen Messungen von
einzelnen und verschiedenen' Tieren dar. Die Resultate zeigten eine 63-%-Reduktion (P > 0,001) bei zirkulie-
rendem IgM sowie keine statistisch signifikante Reduktion von IgA oder IgG.

[0017] Die Fig. 3A-3C zeigen, dass die B-Zellen-Aktivierungsantworten bei Mausen abgeschwacht sind, die
bezlglich der ST6Gal-Funktion defizient sind. In Fig. 3A wurden B-Lymphozyten isoliert und mittels LPS oder
durch Vernetzen von IgM oder CD40 in Abwesenheit oder Gegenwart von IL-4 stimuliert. Es wurde in allen Ex-
perimenten bei Abwesenheit von IL-4 eine verringerte Proliferation von Sia6LacNAc-defizienten B-Zellen beo-
bachtet. Die wie angegeben durchgefihrte Zugabe von IL-4 rettete die defekte Proliferationsantwort auf die
IgM- und CD40-Ligation. Die Proliferation wird als Dreifach-Messung der [*H]Thymidin-Inkorporation darge-
stellt, wobei Mittelwert und SD angezeigt werden. Die gezeigten Resultate sind fiir drei verschiedene Experi-
mente reprasentativ (P < 0,005 fur IgM-Vernetzung, P < 0,025 fir CD40-Vernetzung und P < 0,001 fir LPS-Sti-
mulierung). Fig. 3B zeigt eine Analyse der Ca*-Mobilisierung von B-Lymphozyten als Reaktion auf die
IgM-Vernetzung (Pfeil). Sia6LacNAc-defiziente B-Zellen zeigten eine Reduktion der Menge der zytosolischen
Ca*"-Immobilisierung (63 + 4 % des Kontrollwerts, P < 0,01, n = 4). Fig. 3C zeigt, dass die Phosphotyrosin-Ak-
kumulierung nach der IgM-Vernetzung bei Sia6LacNAc-defizienten B-Lymphozyten verandert wird.
Milz-B-Lymphozyten wurden isoliert und mit Anti-lgM-Antikdrper stimuliert. Zu den angegebenen Zeiten wur-
den Zellen lysiert, und Extrakte wurden anschlieRend mittels SDS/PAGE und Immunblotting mit Anti-Phospho-
tyrosin-Antikorper (n = 6) analysiert. Positionen von Proteinen, die dauerhaft veranderte Mengen von Phos-
photyrosin aufweisen, sind mit einem Sternchen dargestellt.

[0018] Die Fig.4A und Fig. 4B zeigen, dass die Antikdrper-Produktion nach der Immunisierung von
Sia6LacNAc-defizienten Mausen defizient ist. Fig. 4A zeigt Resultate, die erhalten wurden, als die T-unabhan-
gige Antigen-Immunisierung (10 pg DNP-Ficoll) zu angegebenen Zeiten von einer Analyse von Anti-DNP-An-
tikérper-Mengen in Sera gefolgt wurde. Fig.4B zeigt Resultate, die nach der T-abhangigen Anti-
gen-(DNP-KLH-)Immunisierung (10 pg und 100 pg) erhalten wurden. Anti-DNP-Antikérper-Mengen wurden vor
und nach einer zweiten Booster-Immunisierung gemessen (Pfeil). Mehrfache Sera-Verdinnungen wurden ge-
testet, um den linearen Antwortbereich mittels OD,,.-Messungen zu finden. Die Sera-Verdinnungsfaktoren flr
die dargestellten Resultate sind Folgende: IgM (1/200), IgG, gegen T-unabhangiges Antigen (1/200), IgG,; ge-
gen T-unabhangiges Antigen (1/800), IgG, gegen T-abhangiges Antigen (1/1.000) und IgG, gegen T-abhangi-
ges Antigen (1/200). Die Daten werten als der Mittelwert + SEM von drei Mausen der angegebenen Genotypen
dargestellt. Die Verwendung von 0,1 ug DNA-Ficoll bei Immunisierungen fiihrte zum Fehlen der Anti-DNA-An-
tikdrperproduktion, besonders bei ST6Gal-defizienten Mausen, wobei bei Wildtyp-Mausen geringe Mengen an
Anti-DNA-Antikdrpern beobachtet wurden.
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[0019] Die Fig. 5A-5C zeigen ein schematisches Diagramm der ST3Gal-I-Genstruktur und der Konstruktion
von ST3Gal-I-Mutanten. Fig. 5A zeigt die Struktur des Wildtyp-Maus-ST3Gal-I-Gens, wie es auf dem genomi-
schen Klon 129 Sv/J zu finden ist, sowie das pflox-Konstrukt, das verwendet wurde, um einen Targeting-Vektor
herzustellen, wie in Fig. 5B dargestellt. Nach der homologen Rekombination mit dem ST3Gal-I"-Locus in
Maus-ES-Zellen wurden, wie in Fig. 5B dargestellt, ES-Zellen erhalten, die fiir das ST3Gal-I-"“"**l-Konstrukt
heterozygot waren. Eine Cre-vermittelte Rekombination mit Ganciclovir-Selektion fuhrte zu zwei Typen von
Deletionen, wie in Fig. 5C dargestellt, der ST3Gal-I-Deletion, die aus einer Typ-1-Deletion resultiert, fehlt Exon
2 auf dem ST3Gal-I-Gen, und dem ST3Gal-I"-Konstrukt, das aus einer Typ-2-Deletion resultiert.

[0020] Fig. 6 zeigt die Wirkung eines Verlusts der ST3Gal-I-Aktivitat auf periphere CD8*-T-Zellen. Proben, die
aus der Milz, den Lymphknoten und dem Blut von Tieren erhalten wurden, die fur die Wildtyp-ST3Gal-I-Loci
homozygot sind (obere Reihe), sowie von Tieren, die fir eine Exon-2-Deletion im ST3Gal-I-Locus homozygot
sind, wurden auf die Gegenwart von CD4 und CD8 getestet. Wie in der Fig. dargestellt, wurden die Anzahlen
an CD8*-T-Zellen in Proben, die von Tieren mit der ST3Gal-I-Deletion erhalten wurden, dramatisch reduziert.

BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN Definitionen

[0021] Es werden hierin die folgenden Abkuirzungen verwendet:

Ara = Arabinosyl;

Fru = Fructosyl;

Fuc = Fucosyl;

Gal = Galactosyl;

GalNAc = N-Acetylgalacto;

Glc = Glucosyl,

GIcNAc = N-Acetylgluco;

Man = Mannosyl; und

NeuAc = Sialyl (N-Acetylneuraminyl).

[0022] Von Oligosacchariden wird angenommen, dass sie ein reduzierendes Ende und ein nichtreduzieren-
des Ende aufweisen, egal, ob das Saccharid am reduzierenden Ende tatsachlich ein reduzierender Zucker ist
oder nicht. In Einklang mit der anerkannten Nomenklatur werden Oligosaccharide hierin mit dem nichtreduzie-
renden Ende links und dem reduzierenden Ende rechts dargestellt.

[0023] Alle hierin beschriebenen Oligosaccharide werden mit dem Namen oder der Abkiirzung fiir das nicht-
reduzierende Saccharid beschrieben (z.B. Gal), gefolgt von der Konfiguration der Glykosidbindung (a oder B),
der Ringbindung, der Ringposition des reduzierenden Saccharids, das in die Bindung involviert ist, sowie an-
schlielfend dem Namen oder der Abklrzung des reduzierenden Saccharids (z.B. GlcNAc). Die Bindung zwi-
schen zwei Zuckern kann z.B. als 2,3, 2-3 oder (2,3) ausgedruckt werden. Jedes Saccharid ist eine Pyranose.

[0024] Vieles der Nomenklatur und der allgemeinen Laborverfahren, die in dieser Anwendung erforderlich
sind, sind in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, Band 1-3, Cold Spring Har-
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1989), zu finden. Auf das Handbuch wird hierin im Folgenden
als ,Sambrook et al." verwiesen.

[0025] Der Ausdruck ,Nucleinsdure" bezieht sich auf ein Desoxyribonucleotid- oder Ribonucleotid-Polymer,
entweder in einzel- oder in doppelstrangiger Form, und umfasst, falls nicht anders angegeben, bekannte Ana-
loga natirlicher Nucleotide, die an Nucleinsduren auf eine ahnliche Art und Weise hybridisieren wie natlrlich
auftretende Nucleotide. Falls nicht anders angegeben, umfasst eine bestimmte Nucleinsduresequenz die kom-
plementare Sequenz davon.

[0026] Eine ,inhibierende Nucleinsdure" ist eine beliebige Nucleinsdure oder modifizierte Nucleinsaure, die
zur Verwendung in der inhibierenden Nucleinsaure-Therapie verwendet oder kreiert wird. Die ,inhibierende Nu-
cleinsdure-Therapie" bezieht sich auf die Verwendung inhibierender Nucleinsduren zur Inhibierung der Genex-
pression, z.B. die Inhibierung der DNA-Transkription, die Inhibierung von RNA-Verarbeitung, -Transport oder
-Translation oder die Inhibierung der Proteinsynthese. Die inhibierende Nucleinsdure-Therapie umfasst die
Reihe von Ansatzen zur Behandlung von Krankheiten unter Verwendung von Nucleinsauren oder modifizierten
Nucleinsauren, wie hierin beschrieben. Verschiedene inhibierende Nucleinsdure-Therapien werden unten ste-
hend ausfuhrlich beschrieben.
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[0027] Der Ausdruck ,operabel gebunden" bezieht sich auf die funktionale Bindung zwischen einer Nuclein-
saure-Expressionskontrollsequenz (wie z.B. einem Promotor, einer Signalsequenz oder einer Anordnung von
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen) und einer zweiten Nucleinsauresequenz, worin die Expressionskontroll-
sequenz die Transkription und/oder die Translation der Nucleinsaure beeinflusst, die der zweiten Sequenz ent-
spricht.

[0028] Der Ausdruck ,rekombinant" gibt bei Verwendung mit Verweis auf eine Zelle an, dass die Zelle eine
heterologe Nucleinsaure repliziert oder ein Peptid oder Protein exprimiert, das von einer heterologen Nuclein-
saure kodiert wird. Rekombinante Zellen kénnen Gene enthalten, die nicht in der nativen (nicht rekombinanten)
Form der Zelle zu finden sind. Rekombinante Zellen kénnen auch Gene enthalten, die in der nativen Form der
Zelle zu finden sind, worin die Gene modifiziert und mittels kiinstlicher Mittel erneut in die Zelle eingeflihrt wer-
den. Der Ausdruck umfasst auch Zellen, die eine Nucleinsaure enthalten, die zu der Zelle, die ohne Entfernen
der Nucleinsaure aus der Zelle modifiziert wurde, endogen ist; solche Modifikationen umfassen jene, die mittels
Genersatz, ortsspezifischer Mutation und ahnlichen Verfahren erhalten wurden.

[0029] Eine ,heterologe Sequenz" oder eine ,heterologe Nucleinsaure" ist, wie hierin verwendet, eine, die ur-
springlich von einer Quelle stammt, die zu der spezifischen Wirtszelle fremd ist, oder die, falls sie von dersel-
ben Quelle stammt, ausgehend von ihrer urspriinglichen Form modifiziert ist.

[0030] Eine ,Subsequenz" bezieht sich auf eine Sequenz an Nucleinsauren oder Aminosauren, die einen Teil
einer langeren Sequenz an Nucleinsduren bzw. Aminosauren (z.B. Polypeptid) umfassen.

[0031] Eine ,rekombinante Expressionskassette" oder einfach eine ,Expressionskassette" ist ein Nucleinsau-
rekonstrukt, rekombinant oder synthetisch hergestellt, mit Nucleinsdureelementen, die in der Lage sind, die Ex-
pression eines Strukturgens in Wirten zu beeinflussen, die mit solchen Sequenzen kompatibel sind. Expressi-
onskassetten umfassen zumindest Promotoren und gegebenenfalls Transkriptionsterminationssignale. Typi-
scherweise umfasst die rekombinante Expressionskassette eine zu transkribierende Nucleinsdure (z.B. eine
Nucleinsaure, die fir ein gewiinschtes Polypeptid kodiert) und einen Promotor. Es kénnen, wie hierin beschrie-
ben, auch zuséatzliche Faktoren verwendet werden, die fir die Durchfliihrung der Expression notwendig oder
hilfreich sind. Eine Expressionskassette kann z.B. auch Nucleotidsequenzen umfassen, die fiir eine Signalse-
quenz kodieren, welche die Sekretion eines exprimierten Proteins aus der Wirtszelle steuert. Transkriptionster-
minationssignale, Enhancer und andere Nucleinsduresequenzen, welche die Genexpression beeinflussen,
kénnen auch in einer Expressionskassette inkludiert sein.

[0032] Der Ausdruck ,isoliert" soll sich auf Material beziehen, das im Wesentlichen oder in hohem Male frei
von Komponenten ist, die das Enzym normalerweise begleiten, wie es nativen Zustand zu finden ist. Daher
umfassen die Enzyme der Erfindung keine Materialien, die normalerweise mit ihrer In-situ-Entwicklung asso-
ziiert sind. Typischerweise sind isolierte Proteine der Erfindung zumindest etwa 80 % rein, normalerweise zu-
mindest etwa 90 % und vorzugsweise zumindest etwa 95 % rein, wie mittels Bandenintensitat auf einem silber
gefarbten Gel oder mittels eines anderen Verfahrens zur Bestimmung der Reinheit gemessen wird. Die Prote-
inreinheit oder -Homogenitat kann durch eine Reihe an Verfahren angegeben werden, die nach dem Stand der
Technik wohlbekannt sind, wie z.B. Polyacrylamidgelelektrophorese einer Proteinprobe, gefolgt von einer
Sichtbarmachung nach dem Farben. Fur gewisse Zwecke ist eine hohe Aufldsung notwendig, und es wird eine
HPLC oder ein ahnliches Verfahren fir die Reinigung verwendet.

[0033] Die Ausdriicke ,identisch" oder Prozent-,ldentitat” beziehen sich im Kontext von zwei oder mehr Nuc-
leinsauren oder Polypeptidsequenzen auf zwei oder mehr Sequenzen oder Subsequenzen, die dieselben sind
oder die bei Vergleich und Anordnung zur maximalen Ubereinstimmung einen spezifischen Prozentsatz an
Aminosaureresten oder Nucleotiden aufweisen, die dieselben sind, wie unter Verwendung eines der folgenden
Sequenzvergleichsalgorithmen oder mittels Sichtpriifung gemessen wird.

[0034] Der Ausdruck ,im Wesentlichen identisch" bezieht sich im Kontext von zwei Nucleinsduren oder Poly-
peptiden auf zwei oder mehr Sequenzen oder Subsequenzen, die bei Vergleich und Anordnung zur maximalen
Ubereinstimmung zumindest 70 %, vorzugsweise 80 % und insbesondere 90-95 %, Nucleotid- oder Amino-
saure-Restidentitat aufweisen, wie unter Verwendung eines der folgenden Sequenzvergleichsalgorithmen
oder mittels Sichtpriifung gemessen wird. Vorzugsweise erstreckt sich die im Wesentlichen bestehende Iden-
titat iber eine Region der Sequenzen, die zumindest etwa 50 Reste lang ist, noch bevorzugter tber eine Re-
gion mit zumindest etwa 100 Resten, und insbesondere sind die Sequenzen Uber zumindest etwa 150 Reste
im Wesentlichen identisch. In einer am meisten bevorzugten Ausflihrungsform sind die Sequenzen uber die
gesamte Lange der kodierenden Regionen im Wesentlichen identisch.
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[0035] Fur den Sequenzvergleich fungiert eine Sequenz typischerweise als eine Bezugssequenz, mit der
Testsequenzen verglichen werden. Bei der Verwendung eines Sequenzvergleichsalgorithmus werden Test-
und Bezugssequenzen in einen Computer eingelesen, es werden, falls notwendig, Subsequenzkoordinaten
bestimmt, und anschlielend werden Sequenzalgorithmus-Programmparameter bestimmt. Der Sequenzver-
gleichsalgorithmus berechnet schlielich basierend auf den bestimmten Programmparametern den Prozent-
satz der Sequenzidentitat fir die Testsequenz(en) im Vergleich zu der Bezugssequenz.

[0036] Die optimale Anordnung von Sequenzen zum Vergleich kann z.B. durch den lokalen Homologie-Algo-
rithmus von Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2, 482 (1981), durch den Homologie-Anordnungsalgorithmus
von Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 443 (1970), durch das Verfahren der Suche nach Ahnlichkeiten
von Pearson & Lipman, Proc. Nat'l, Acad. Sci. USA 85, 2444 (1988), durch computerisierte Umsetzungen die-
ser Algorithmen (GAP, BESTFIT, FASTA und TFASTA im Wisconsin-Genetics-Software-Paket, Genetics Com-
puter Group, 575 Science Dr., Madison, WI) oder durch Sichtpriifung (siehe allgemein Ausubel et al., s.0.)
durchgefiihrt werden.

[0037] Ein Beispiel eines nutzlichen Algorithmus ist PILEUP. PILEUP schafft eine mehrfache Sequenzanord-
nung aus einer Gruppe verwandter Sequenzen unter Verwendung progressiver, paarweise angeordneter An-
ordnungen, um die Beziehung und den Prozentsatz der Sequenzidentitat zu zeigen. Es zeichnet ebenfalls eine
Baumstruktur oder ein Dendogramm, die/das die zur Herstellung der Anordnung verwendeten Clusterbil-
dungs-Beziehungen zeigt. PILEUP verwendet eine Vereinfachung des Verfahrens der progressiven Anord-
nung von Feng & Doolittle, J. Mol. Evol. 35, 351-360 (1987). Das verwendete Verfahren ahnelt dem von Hig-
gins & Sharp, CABIOS 5, 151-153 (1989), beschriebenen Verfahren. Das Programm kann bis zu 300 Sequen-
zen anordnen, jede mit einer Maximalldnge von 5.000 Nucleotiden oder Aminosauren. Das multiple Anord-
nungsverfahren beginnt mit der paarweisen Anordnung der zwei Sequenzen mit der gréRten Ahnlichkeit, wo-
durch ein Cluster von zwei angeordneten Sequenzen produziert wird. Dieser Cluster wird anschlieRend an die
am nachststarksten verwandte Sequenz oder den Cluster an angeordneten Sequenzen angeordnet. Zwei
Cluster an Sequenzen werden durch eine einfache Extension der paarweisen Anordnung zwei einzelner Se-
quenzen angeordnet. Die finale Anordnung wird durch eine Reihe progressiver, paarweiser Anordnungen er-
reicht. Das Programm wird durch das Bestimmung spezifischer Sequenzen und ihrer Aminosaure- oder Nuc-
leotidkoordinaten flir Regionen des Sequenzvergleichs und durch das Bestimmung der Programmparameter
laufen gelassen. Eine Bezugssequenz kann z.B. mit anderen Testsequenzen verglichen werden, um den Pro-
zentsatz der Sequenzidentitatsbeziehung unter Verwendung der folgenden Parameter zu bestimmen: default
gap weight (3,00), default gap length weight (0,10) sowie weighted end gaps.

[0038] Ein weiteres Beispiel eines Algorithmus, der zum Bestimmen des Prozentsatzes der Sequenzidentitat
und der Sequenzahnlichkeit geeignet ist, ist der BLAST-Algorithmus, der in Altschul et al., J. Mol. Biol. 215,
403-410 (1990), beschrieben wird. Software zum Durchflihren von BLAST-Analysen ist 6ffentlich durch das
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) erhéltlich. Dieser Algorithmus
umfasst zuerst das Identifizieren von Sequenzpaaren mit hohem Score (HSPs) durch das Identifizieren kurzer
Worte (,short words") der Lange W in der Abfragesequenz, die bei Anordnung mit einem Wort derselben Lange
in einer Datenbanksequenz entweder mit manchen positiv bewerteten Schwellen-Score-T-Werten Uberein-
stimmen oder diesen gerecht werden. T wird als die Nachbar-Wort-Score-Schwelle (,neighborhood Word
score threshold") bezeichnet (Altschul et al., s.0.). Diese anfanglichen Nachbar-Wort-Hits dienen als Startpunk-
te fir beginnende Suchen, um langere HSPs, die diese enthalten, zu finden. AnschlieRend werden die
Wort-Hits in beide Richtungen entlang jeder Sequenz erstreckt, und zwar so weit, wie der kumulative Anord-
nungsscore erhdht werden kann. Kumulative Scores werden fiir Nucleotidsequenzen unter Verwendung der
Parameter M (Belohnungsscore fiir ein Paar von Ubereinstimmenden Resten; immer > 0) und N (Straf-Score
fur fehlgepaarte Reste; immer < 0) berechnet. Fir Aminosauresequenzen wird eine Scoring-Matrix verwendet,
um den kumulativen Score zu berechnen. Die Extension der Wort-Hits in jeder Richtung wird unterbrochen,
wenn: der kumulative Anordnungsscore um die Menge X von seinem erreichten Maximalwert abfallt; der ku-
mulative Score auf Null oder darunter zurtickgeht aufgrund der Akkumulierung einer oder mehrerer negativs-
corender Restanordnungen; oder das Ende beider Sequenzen erreicht ist. Die BLAST-Algorithmus-Parameter
W, T und X bestimmen die Empfindlichkeit und die Schnelligkeit der Anordnung. Das BLASTN-Programm (fir
Nucleotidsequenzen) verwendet als Standardwerte 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 Standardwerte eine Wortlange (W) von 3, eine Erwartung (E) von 10 und die
BLOSUM®62-Scoring-Matrix (siehe Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915 (1989)).

[0039] Zusatzlich zu der Berechnung des Prozentsatzes der Sequenzidentitat fihrt der BLAST-Algorithmus
auch eine statistische Analyse der Ahnlichkeit zwischen zwei Sequenzen durch (siehe z.B. Karlin & Altschul,
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Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90, 5873-5787 (1993)). Ein MaR der Ahnlichkeit, das vom BLAST-Algorithmus be-
reitgestellt wird, ist die Wahrscheinlichkeit der kleinsten Summe (P(N)), die einen Hinweis auf die Wahrschein-
lichkeit gibt, mit der eine Ubereinstimmung zwischen zwei Nucleotid- oder Aminosduresequenzen zuféllig auf-
treten wirde. Eine Nucleinsaure wird z.B. als ahnlich zu einer Bezugssequenz angesehen, wenn die Wahr-
scheinlichkeit der kleinsten Summe in einem Vergleich der Test-Nucleinsaure mit der Bezugs-Nucleinsaure ge-
ringer als etwa 0,1, noch bevorzugter weniger als etwa 0,01 und insbesondere weniger als etwa 0,001, ist.

[0040] Ein weiteres Anzeichen dafiir, dass zwei Nucleinsduresequenzen oder Polypeptide im Wesentlichen
identisch sind, ist, dass das Polypeptid, das von der ersten Nucleinsaure kodiert wird, immunologisch kreuzre-
aktiv mit dem Polypeptid ist, das von der zweiten Nucleinsaure kodiert wird, wie unten stehend beschrieben.
Daher ist ein Polypeptid typischerweise mit einem zweiten Polypeptid im Wesentlichen identisch, wenn sich
z.B. die zwei Peptide nur durch konservative Substitutionen unterscheiden. Ein anderes Anzeichen dafur, dass
zwei Nucleinsduresequenzen im Wesentlichen identisch sind, ist, dass die beiden Molekule, wie unten stehend
beschrieben, unter stringenten Bedingungen aneinander hybridisieren.

[0041] ,Bindet/binden im Wesentlichen an” bezieht sich im Kontext von Nucleinsauren auf die komplementare
Hybridisierung zwischen einer Sonden-Nucleinsaure und einer Target-Nucleinsaure und umfasst geringe Fehl-
paarungen, die durch Reduzieren der Stringenz des Hybridisierungsmediums untergebracht werden kénnen,
um die gewlinschte Detektion der Target-Polynucleotidsequenz zu erreichen.

[0042] Der Ausdruck ,hybridisiert spezifisch an" bezieht sich auf die Bindung, Duplexierung oder Hybridisie-
rung eines Molekils, und zwar nur an eine bestimmte Nucleotidsequenz unter stringenten Bedingungen, wenn
diese Sequenz in einem komplexen Gemisch von (z.B. vollstandiger zellularer) DNA oder RNA vorhanden ist.
Der Ausdruck ,stringente Bedingungen" bezieht sich auf Bedingungen, bei denen eine Sonde an ihre Tar-
get-Subsequenz hybridisiert, jedoch an keine andere Sequenzen. Stringente Bedingungen sind sequenzab-
hangig und variieren in Abhangigkeit der Umstande. Langere Sequenzen hybridisieren besonders bei hdheren
Temperaturen. Allgemein werden stringente Bedingungen so ausgewahlt, dass sie etwa 50°C niedriger sind
als der thermische Schmelzpunkt (Tm) fiir die spezifische Sequenz bei einer/einem definierten lonenstarke
und pH. Der Tm ist die Temperatur (bei definierter/m lonenstarke, pH und Nucleinsaurekonzentration), im der
50 % der Sonden, die komplementar zu der Target-Sequenz sind, bei Gleichgewicht an die Targetsequenz hy-
bridisieren (da die Target-Sequenzen beim Tm allgemein im Uberschuss vorhanden sind, sind 50 % der Son-
den bei Gleichgewicht besetzt). Typischerweise sind stringente Bedingungen jene, bei denen die Salzkonzen-
tration geringer ist als etwa 1,0 M Na-lonen, typischerweise etwa 0,01 bis 1,0 M Na-lonenkonzentration (oder
andere Salze), bei einem pH von 7,0 bis 8,3 und die Temperatur zumindest etwa 30°C bei kurzen Sonden (z.B.
10 bis 50 Nucleotiden) und zumindest etwa 60°C bei langen Sonden (z.B. mehr als 50 Nucleotide) betragt.
Stringente Bedingungen kénnen auch mit der Zugabe von destabilisierenden Mitteln, wie z.B. Formamid, er-
reicht werden.

[0043] Die Ausdriicke ,bindet spezifisch an ein Protein" oder ,spezifisch immunreaktiv mit" beziehen sich bei
Verweis auf einen Antikérper auf eine Bindungsreaktion, welche die Gegenwart des Proteins in der Gegenwart
einer heterogenen Population an Proteinen und anderen biologischen Materialien bestimmt. Daher binden die
spezifizierten Antikdrper unter den genannten Immuntestbedingungen vorzugsweise an ein bestimmtes Pro-
tein und binden nicht in signifikanter Menge an andere Proteine, die in der Probe vorhanden sind. Die spezifi-
sche Bindung an ein Protein bei solchen Bedingungen erfordert einen Antikodrper, der aufgrund seiner Spezifi-
tat fir ein bestimmtes Protein ausgewahlt wurde. Es kann eine Reihe an Immuntest-Formaten verwendet wer-
den, um Antikérper auszuwahlen, die spezifisch mit einem bestimmten Protein immunreaktiv sind. Festpha-
sen-ELISA-Immuntests werden z.B. routinemaRig verwendet, um monoklonale Antikdrper zu selektieren, die
spezifisch mit einem Protein immunreaktiv sind. Siehe Harlow und Lane, Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Publications, New York (1988), fur eine Beschreibung von Immuntest-Formaten und Be-
dingungen, die verwendet werden kdnnen, um eine spezifische Immunreaktivitat zu bestimmen.

[0044] Eine ,konservative Substitution" bezieht sich bei der Beschreibung eines Proteins auf eine Verande-
rung der Aminosaurezusammensetzung des Proteins, die die Aktivitat des Proteins im Wesentlichen nicht ver-
andert. Daher beziehen sich ,konservativ modifizierte Variationen" einer bestimmten Aminosauresequenz auf
Aminosauresubstitutionen jener Aminosauren, die fir die Proteinaktivitat oder die Substitution von Aminosau-
ren mit anderen Aminosauren mit &hnlichen Eigenschaften (z.B. sauer, basisch, positiv oder negativ geladen,
polar oder nicht polar etc.) nicht entscheidend sind, so dass die Substitutionen von sogar entscheidenden Ami-
nosauren die Aktivitat nicht wesentlich verandern. Tabellen mit konservativen Substitutionen, die funktionell
ahnliche Aminosauren bereitstellen, sind nach dem Stand der Technik wohlbekannt. Die folgenden sechs
Gruppen enthalten jeweils Aminosauren, die fiireinander konservative Substitutionen darstellen:
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1) Alanin (A), Serin (S), Threonin (T);

2) Asparaginsaure (D), Glutaminsaure (E);

3) Asparagin (N), Glutamin (Q);

4) Arginin (R), Lysin (K);

5) Isoleucin (1), Leucin (L), Methionin (M), Valin (V); und
6) Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W).

[0045] Siehe auch Creighton, Proteins, W. H. Freeman and Company (1984). Zusatzlich dazu sind auch ein-
zelne Substitutionen, Deletionen oder Additionen, die eine einzelne Aminosaure oder einen kleinen Prozent-
satz an Aminosauren in einer kodierten Sequenz verandern, hinzufligen oder deletieren, ,konservativ modifi-
zierte Variationen".

[0046] Der Ausdruck ,Sialinsaure" bezieht sich auf ein beliebiges Mitglied einer Familie von Neun-Kohlen-
stoff-carboxylierten Zuckern. Das am haufigsten vorkommende Mitglied der Familie der Sialinsaure ist N-Ace-
tylneuraminsaure (2-Keto-5-acetamindo-3,5-didesoxy-D-glycero-D-galactononulopyranos-1-onsaure) (oft als
Neu5Ac, NeuAc oder NANA abgekirzt). Ein zweites Mitglied der Familie ist N-Glykolylneuraminsaure
(Neu5Gc oder NeuGc), in der die N-Acetylgruppe von NeuAc hydroxyliert ist. Ein drittes Familienmitglied der
Sialinsaure ist 2-Keto-3-desoxynonulosonsaure (KDN) (Nadano et al., J. Biol. Chem. 261, 11550-11557
(1986); Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265, 21811-21819 (1990)). Es sind auch 9-substituierte Sialinsauren,
wie z.B. 9-O-C1-C6-Acyl-Neu5Ac wie 9-O-Lactyl-Neu5Ac oder 9-O-Acetyl-Neu5Ac, 9-Desoxy-9-fluor-Neu5Ac
und 9-Azido-9-desoxy-Neu5Ac, inkludiert. Fur einen Bericht tUber die Sialinsaure-Familie siehe z.B. Varki, Gly-
cobiology 2, 25-40 (1992); Sialic Acids: Chemistry, Metabolism and Function, R. Schauer (Hrsg.), Sprin-
ger-Verlag, New York (1992). Die Synthese und Verwendung von Sialinsaureverbindungen in einem Sialylie-
rungsverfahren wird in der am 1. Oktober 1992 veréffentlichten internationalen Anmeldung WO 92/16640 of-
fenbart.

[0047] Der Ausdruck ,transgen" bezieht sich auf eine Zelle, die eine spezifische genetische Modifikation um-
fasst, die in die Zelle oder einen Vorfahren der Zelle eingefiihrt wurde. Solche Modifikationen kénnen eine oder
mehrere Punktmutationen, Deletionen, Insertionen oder Kombinationen davon umfassen. Bei Verweis auf ein
Tier bedeutet der Ausdruck ,transgen", dass das Tier Zellen umfasst, die transgen sind, sowie Nachkommen
solcher Tiere. Ein Tier, das sowohl aus transgenen als auch aus nicht transgenen Zellen besteht, wird hierin
als ein ,chimares" Tier bezeichnet.

Ausfuhrliche Beschreibung

[0048] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung von Mitteln in der Herstellung von Arzneimitteln zur
Inhibierung von Immunantworten bereit, die teilweise durch 2,6-Sialylgalactoside und 2,3-Sialylgalactoside
vermittelt werden. Diese Sialylgalactoside sind Liganden fur Zelloberflichenmolekiile, die in die interzellulare
Adhasion und Signallbertragung involviert sind, wie z.B. CD22. Die 2,6-Sialylgalactoside sind typischerweise
in die Modulation von Immunantworten involviert, die durch B-Zellen vermittelt werden, wahrend die 2,3-Sialyl-
galactoside allgemein in T-Zellen-vermittelte Immunantworten involviert sind.

[0049] Verfahren und Zusammensetzungen zur Inhibierung von Immunantworten, die durch B-Lymphozyten
vermittelt werden, kdnnen ebenfalls verwendet werden. Solche Verfahren kénnen das Stéren der Synthese
von Siao2,6Gal-enthaltenden  Oligosacchariden  umfassen, wie z.B. Siao2,6GalB1,4GIcNAc
(,Sia6LacNAc"-Trisaccharid). Dieses Trisaccharid, das ein Gegenligand fiir CD22 und andere Molekiile ist, ist
auf asparagingebundenen Kohlenhydratgruppen von Lymphozyten-Zelloberflachenglykoproteinen, wie z.B.
IgM, CD45 und CD22, zu finden. Die Erfindung basiert zumindest teilweise auf der Entdeckung, dass durch
Inhibieren der Aktivitat einer Glykosyltransferase (z.B. einer ST6Gal-Sialyltransferase; EC 2.4.99.1 (bezlglich
der Nomenklatur von Sialyltransferasen siehe Tsuiji et al., Glycobiol. 6, v-xiv (1996))), die fur die Synthese die-
ses Liganden verantwortlich ist, B-Lymphozyten-vermittelte Immunantworten inhibiert werden kdnnen. Daher
betrifft die Erfindung z.B. blockierende Mittel, welche die Aktivitat von Glykosyltransferasen, die in die Synthese
des Sia6LacNAc-Trisaccharids involviert sind, inhibieren.

[0050] Verfahren zur Inhibierung von Immunantworten, die durch T-Lymphozyten, besonders zytolytische
CD8"-T-Lymphozyten, vermittelt werden, kénnen ebenfalls verwendet werden. Diese Verfahren umfassen ty-
pischerweise das Stoéren der Biosynthese von a2,3-Sialylgalactosiden. Es kann z.B. einem Saugetier ein Mittel
verabreicht werden, das die Biosynthese eines Siaa2,3Galf31,3GalNAc-Trisaccharids inhibiert.

[0051] Das Mittel kann die Aktivitat einer Sialyltransferase inhibieren, die in die Biosynthese des a2,3-Sialyl-
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galactosids involviert ist (z.B. ST3Gal-I-Sialyltransferase; EC 2.4.99.4).

Inhibitoren von Glykosyltransferasen

[0052] Die Verfahren umfassen das Reduzieren einer Immunantwort durch das Inhibieren der Enzymaktivitat
von Sialyltransferase-Polypeptiden, die in die Synthese der a2,6- oder a2,3-Sialylgalactoside involviert sind.
Die Biologie und Biochemie von Enzymen, die in die Biosynthese von spezifischen Glykosiden, wie z.B.
Siaa2,6-Galactosiden und Siaa2,3-Galactosiden, involviert sind, wurde ausfuhrlich untersucht. Fur eine Be-
schreibung siehe z.B. Datta und Paulson, Indian J. Biochem. Biophys. 34, 157-65 (1997); Guo et al., Appl. Bi-
ochem. Biotechnol. 68, 1-20 (1997); Tsuiji, J. Biochem. (Tokyo) 120, 1-13 (1996).

[0053] Glykosyltransferasen, die allgemeine Gruppe an Enzymen, die die Synthese dieser Gruppierungen ka-
talysieren, katalysieren den Transfer eines Monosaccharids aus einem Glykosylnucleotid, dem Donorsubstrat,
zu einem Akzeptorsubstrat. Das Akzeptorsubstrat kann ein anderer Glykosylrest, ein Polypeptid oder ein Lipid,
in Abhangigkeit von der Spezifitdt der Transferase, sein. Siehe z.B. Beyer et al., Adv. in Enzym. 52, 24 (1981).
Glykosyltransferasen werden basierend auf dem Typ des transferierten Zuckerrests in Familien eingeteilt. En-
zyme, die Sialinsaure transferieren, werden z.B. Sialyltransferasen genannt, jene, die Fucose transferieren,
werden ,Fucosyltransferasen" genannt, und jene, die Sialinsauren transferieren, werden ,Sialyltransferasen”
genannt. Sialyltransferasen sind eine Familie von Glykosyltransferaseenzymen, die wahrend der Oligosaccha-
rid-Diversifizierung Sialinsaurereste hinzufligen (fur einen Bericht siehe z.B. Harduin-Lepers et al., Glycobio-
logy 5, 741-758 (1995)). Die Sialinsaure-Addition tritt im Golgi-Apparat auf und beendet allgemein die weitere
Oligosaccharidkettenverlangerung. In jeder Familie gibt es typischerweise 10-15 verschiedene Enzyme, die
erforderlich sind, um die unterschiedlichen Kohlenhydratstrukturen darzulegen, die auf Glykoproteinen und
Glykolipiden von Tierzellen zu finden sind. Jedes Enzym stellt eine definierte Struktur her, die auf den Donor-
und Akzeptorsubstraten basiert, die sie verwenden, sowie auf der anomeren Bindung, die in der Transferreak-
tion gebildet wird.

[0054] Der Inhibitor ist vorzugsweise fir die bestimmte Glykosyltransferase von Interesse spezifisch, und die
Glykosyltransferase ist eine, die nicht fiir die Synthese anderer Oligosaccharide erforderlich ist, die nicht in eine
Immunantwort involviert sind. Die Target-Glykosyltransferase ist eine Sialyltransferase, da diese Enzyme die
Addition der terminalen Kohlenhydratgruppierung an die in Immunantworten involvierten Oligosacchariden ka-
talysieren. Man kann z.B. einen Inhibitor einer p-Galactose-a-2,6-sialyltransferase (z.B. eine ST6Gal-Sialyl-
transferase) verabreichen, um Immunantworten zu modulieren, die durch B-Lymphozyten vermittelt werden,
oder eine B-Galactose-a-2,3-sialyltransferase (z.B. eine ST3Gall), um zytotoxische T-Lymphozyten-vermittelte
Immunantworten zu modulieren.

[0055] Nach der Identifikation des zu inhibierenden Target-Enzyms (eine Sialyltransferase) kénnen viele An-
satze verwendet werden, um ihre Aktivitat zu blockieren. Beispiele von Mitteln, die in der Lage sind, die En-
zymaktivitat zu inhibieren, umfassen verschiedene Substratanaloga. Fur einen Bericht siehe Fersht, Enzyme
Structure and Mechanism, 2. Auflage (1985). Die Verfahren zur Modulierung von Immunantworten durch Inhi-
bierung der Glykosyltransferaseaktivitat kdnnen das Verabreichen einer Verbindung an ein Saugetier umfas-
sen, die ein Analogon eines Substrats fiir die Glykosyltransferase ist.

[0056] In manchen Ausflihrungsformen ist der Inhibitor ein Zuckernucleotid oder ein Analogon eines Donor-
substrats, z.B. ein Analogon von Sialinsdure oder CMP-Sialinsaure. Wie oben stehend beschrieben, sind das
Donorsubstrat von Glykosyltransferasen Zuckernucleotide, normalerweise Diphosphonucleoside. Uridindi-
phosphozucker sind z.B. Donorsubstrate fiir die Bildung von Glykosiden von Glucose, Galactose, N-Acetylglu-
cosamin, Xylose und Glucuronsaure. Guanosindiphosphozucker sind Donorsubstrate flr die Synthese von
Glykosiden von Mannose und Fucose. Die Glykoside der Sialinsduren werden durch Transfer aus Cytidinmo-
nophosphosialinsdure gebildet.

[0057] Unter Anwendung dieses Wissens kann ein Fachmann eine Reihe von Zuckernucleotiden leicht syn-
thetisieren, die anschlieRend getestet werden kdnnen, um jene zu identifizieren, die zu einer maximalen Inhi-
bierung eines spezifischen Enzyms in der Lage sind. Der Ausdruck ,Zuckernucleotid" bezieht sich bei Verwen-
dung hierin sowohl auf oben beschriebene Zuckernucleotide als auch auf verschiedene Analoga davon, die
synthetisiert oder aus natlrlichen Quellen isoliert werden kénnten. Bei der Anzahl an Variationen auf dieser
Struktur gibt es keine Einschrankungen. Sowohl die Esterbindung zwischen dem Zucker und dem Phosphat
als auch die Anhydridbindung des Pyrophosphats sind z.B. potentielle Ziele einer enzymatischen Spaltung.
Der Ersatz der O-P- oder der C-O-Bindung mit einer stabileren C-P-Bindung ergibt Nucleotidmonophosphat-
oder -diphosphatzuckeranaloga, die gegenlber enzymatischem Abbau resistenter sind. Solche Verbindungen
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besitzen das Potential, die Glykoprotein- oder Glykolipid-Synthese selektiv zu inhibieren, indem sie als Subst-
ratanaloga einer bestimmten Glykosyltransferase wirken. Siehe z.B. Vaghefi et al., J. Med. Chem. 30,
1383-1391 (1987), sowie Vaghefi et al., J. Med. Chem. 30, 1391-1399 (1987). Glykosyltransferaseinhibitoren
werden z.B. auch in USPN 5.461.143 beschrieben.

[0058] Ein weiterer Ansatz ist das Ersetzen der Monophosphat- oder Diphosphatbriicke zwischen dem Zu-
ckerrest und der Nucleosidgruppierung. Die Diphosphatbriicke kann z.B. mit einem isosteri-
schen-OCONHSO,0-Rest ersetzt werden. Siehe Samarasa et al., J. Med. Chem. 28, 4046 (1985).

[0059] Analoga von Zuckernucleotiden, die in der Lage sind, die Glykosylierung zu inhibieren, wurden als An-
tibiotika und als antivirale Mittel verwendet. Beispiele solcher Verbindungen umfassen 2-Desoxy-D-glukose,
die entweder in UDP-2dGlc oder in GDP-2dGlc umgewandelt wird und in dieser Form die Glykosylierung von
Glykoproteinen in der viralen Hille inhibiert. DeClercq, Biochem. J. 205, 1 (1982), hierin mittels Verweis auf-
genommen. Antibiotika, wie z.B. Tunicamycin und Streptovirudin, sind ebenso wirksam aufgrund ihrer Fahig-
keit, die Glykosylierung zu inhibieren. Tunicamycin ist z.B. ein Analogon von UDP-GIcNAc, dem Donorsubstrat
fur N-Acetylglucosaminyltransferasen. Der Ersatz der Diphosphatbriicke mit einer Kohlenstoffkette ermoglicht
es Tunicamycin, die Zellmembran zu durchdringen, jedoch trotzdem die aktive Stelle des Enzyms leicht zu bin-
den. Die Struktur dieser und verwandter Verbindungen dienen einem Fachmann als Richtungsvorgabe bei der
Kreation und dem Synthetisieren von Verbindungen mit ahnlichen inhibitorischen Wirkungen, die in Einklang
mit der vorliegenden Erfindung stehen, wie sie hierin beschrieben wird. Zusatzliche Analoga von Sialinsau-
re-Zuckernucleotiden, die in den Verfahren der Erfindung von Nutzen sind, umfassen z.B. CMP-Chinaséaure
sowie Derivate davon (Schaub et al., Glycoconjugate J. 15, 345-354 (1998)).

[0060] Nucleotide sind das Nebenprodukt der Reaktion, durch die Glykosylreste auf Akzeptorsubstrate trans-
feriert werden. Es wurde herausgefunden, dass Nucleotide kompetitiv Glykosyltransferase inhibieren. Daher
besitzen verschiedene Nucleotide und ihre Analoga Potential als Inhibitoren dieser Enzyme. CDP und CMP
kdnnen z.B. verwendet werden, um die Sialyltransferaseaktivitat zu inhibieren.

[0061] Zusatzlich zu den Donorsubstratanaloga kénnen Analoga von Akzeptorsubstraten auch als Inhibitoren
verwendet werden. Wiederum ist es dem Fachmann mdglich, eine Reihe mdglicher Strukturen zu erkennen,
die verwendet werden kdnnen. Aufgrund der Akzeptorsubstrat-Spezifitdt von Sialyltransferasen kann eine spe-
zifische Inhibierung der Sialyltransferase erreicht werden, die das Lactosesubstrat erkennt. Idealerweise soll-
ten die inhibierenden Verbindungen in der Lage sein, als spezifische Akzeptorsubstrate fir ein bestimmtes En-
zym zu agieren, sogar in Gegenwart von anderen Enzymen. Zusatzlich dazu sollte die Verbindung ein wirksa-
mes Akzeptorsubstrat sein. Daher sollte der K; des Inhibitors zumindest etwa 10®° M, noch bevorzugter zumin-
dest etwa 107 M, betragen. Beispiele von Akzeptoranaloga, welche die Sialyltransferasen inhibieren, werden
im US-Patent Nr. 5.441.932 beschrieben. Andere geeignete Analoga fur die Inhibierung von Sia6Gal-Sialyl-
transferasen umfassen Derivate von LacNAc, in denen der Galactose-Rest durch 6-Desoxygalactose ersetzt
wird. Auf ahnliche Art und Weise werden Sia3Gal-I-Sialyltransferasen durch LacNAc-Derivate inhibiert, in de-
nen der Galactose-Rest durch 3-Desoxygalactose ersetzt ist. Die Desoxygalactose-enthaltenden Verbindun-
gen binden an die jeweiligen Sialyltransferasen, fungieren jedoch nicht als Akzeptor.

[0062] Naturlich vorkommende Molekiile, die inhibierende Wirkungen aufweisen, kdbnnen auch zur Verwen-
dung in der vorliegenden Erfindung isoliert werden. Die Biosynthese von Glykoproteinen oder Glykolipiden ist
ein komplexer Stoffwechselweg, der beziglich der Regulierung von vielen Faktoren abhangt. Natirlich vor-
kommende inhibierende Verbindungen kdnnen gereinigt werden und verwendet werden, um die Aktivitat weiter
zu inhibieren. Von Ammoniumchlorid und Chloroquin wurde ebenfalls berichtet, dass sie die Sialyltransferase-
aktivitat inhibieren (Thorens et al., Nature 321, 618 (1986).

[0063] Die bevorzugten Glykosyltransferaseinhibitoren der vorliegenden Erfindung besitzen die Fahigkeit, die
Zellmembran zu durchdringen und in den Golgi-Apparat eindringen. Daher sind die blockierenden Mittel vor-
zugsweise ausreichend hydrophob, um eine Diffusion durch die Membran zu ermdglichen. Allgemein haben
sie keine anderen nachteiligen Wirkungen auf den zellularen Metabolismus, so dass andere Glykosylierungs-
reaktionen weitergefihrt werden, wahrend die spezifische Reaktion inhibiert wird. Die blockierenden Mittel sind
vorzugsweise relativ kleine Molekiile, wodurch eine Immunogenitat vermieden wird und das Durchdringen der
Zellmembran ermoglicht wird. Idealerweise besitzen sie ein Molekulargewicht von zwischen etwa 100-2000
Dalton, sie kdnnen jedoch auch Molekulargewichte von bis zu 5000 oder mehr aufweisen, abhangig von der
gewunschten Anwendung. In den am meisten bevorzugten Ausfiihrungsformen weisen die Inhibitoren ein Mo-
lekulargewicht von zwischen etwa 200-600 Dalton auf.
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[0064] Die Inhibitoren der vorliegenden Erfindung besitzen vorzugsweise eine starke Affinitat fir das Tar-
get-Enzym, so dass zumindest etwa 70 % Inhibierung der Glykosyltransferaseaktivitat erreicht wird, vorzugs-
weise etwa 75 %-85 % und insbesondere 90 %-95 % oder mehr. Die Affinitat des Enzyms flr den Inhibitor ist
vorzugsweise ausreichend stark, so dass die Dissoziationskonstante, oder K;, des Enzym-Inhibitor-Komplexes
weniger als etwa 10° M betragt, typischerweise zwischen etwa 10° und 108 M.

[0065] Die Enzyminhibierung umfasst allgemein die Wechselwirkung einer Substanz mit einem Enzym, um
die Geschwindigkeit der von diesem Enzym katalysierten Reaktion zu verringern. Inhibitoren kénnen gemaf
einer Reihe an Kriterien klassifiziert werden. Sie kdnnen z.B. reversibel oder irreversibel sein. Bei einem irre-
versiblen Inhibitor kommt es sehr langsam, falls iberhaupt, zu einer Dissoziation von seinem Target-Enzym,
da er sehr eng an das Enzym gebunden wird, entweder kovalent oder nicht kovalent. Die reversible Inhibierung
umfasst im Gegensatz dazu einen Enzym-Inhibitor-Komplex, bei dem es zu einer Dissoziation kommen kann.

[0066] Inhibitoren kdnnen auch gemafl der Tatsache klassifiziert werden, ob sie kompetitive, nichtkompetitive
oder unkompetitive Inhibitoren sind. Bei der kompetitiven Inhibierung fir einfache kinetische Systeme, die ein
einfaches Substrat umfassen, kann das Enzym entweder das Substrat oder den Inhibitor binden, jedoch nicht
beides. Typischerweise ahneln kompetitive Inhibitoren dem Substrat oder dem/den Produkt(en) und binden die
aktive Stelle des Enzyms, wodurch das Substrat daran gehindert wird, die aktive Stelle zu binden. Ein kompe-
titiver Inhibitor verringert die Geschwindigkeit der Katalyse durch wirksames Reduzieren der Affinitat des Sub-
strats flir das Enzym. Typischerweise kann ein Enzym durch sein eigenes Produkt aufgrund von Gleichge-
wichts-Uberlegungen kompetitiv inhibiert werden. Da das Enzym ein Katalysator ist, ist es prinzipiell in der La-
ge, eine Reaktion in vorwartsgerichteter oder riickwartsgerichteter Richtung zu beschleunigen.

[0067] Nichtkompetitive Inhibitoren erméglichen es dem Enzym, das Substrat zur gleichen Zeit zu binden, zu
der es den Inhibitor bindet. Ein nichtkompetitiver Inhibitor fungiert durch das Verringern der Wechselzahl eines
Enzyms anstatt durch das Verringern des Anteils an freiem Enzym. Eine weitere mogliche Kategorie der Inhi-
bierung ist die gemischte oder unkompetitive Inhibierung, bei der der Inhibitor die Bindungsstelle beeintrachtigt
und ebenfalls die Wechselzahl des Enzyms verandert. Die Enzyminhibierung von kinetisch komplexen Syste-
men, die mehr als ein Substrat umfassen, wie dies bei Glykosyltransferasen der Fall ist, werden in Segel, En-
zyme Kinetics, Wiley, N. Y. (1975), beschrieben.

Screeningverfahren zur ldentifizierung von blockierenden Mitteln

[0068] Therapeutisch wirksame, blockierende Mittel kdnnen durch Screening einer Reihe von Verbindungen
und Gemischen von Verbindungen auf ihre Fahigkeit, die Glykosyltransferaseaktivitat zu inhibieren, identifiziert
werden. Die Verwendung von Screeningtests zur Entdeckung natirlich vorkommender Verbindungen mit ge-
winschten Aktivitaten ist wohlbekannt und wurde fir viele Jahre auf breiter Ebene verwendet. Es wurden z.B.
viele Verbindungen mit antibiotischer Aktivitat urspriinglich unter Verwendung dieses Ansatzes identifiziert.
Beispiele solcher Verbindungen umfassen Monolactame und Aminoglykosid-Antibiotika. Verbindungen, die
verschiedene Enzymaktivitaten inhibieren, wurden mit diesem Verfahren ebenfalls entdeckt, z.B. Mevinolin,
Lovastatin und Mevacor, bei denen es sich um Inhibitoren von Hydroxymethylglutamyl-Coenzym-A-Reductase
handelt, ein Enzym, das in die Cholesterinsynthese involviert ist. Antibiotika, die Glykosyltransferaseaktivitaten
inhibieren, wie z.B. Tunicamycin und Streptovirudin, wurden ebenfalls auf diese Art und Weise identifiziert.

[0069] Verfahren zum Screening von Proben auf die Glykosyltransferase-inhibierende Aktivitat sind daher
von Bedeutung. Eine ,Probe", wie sie hierin verwendet wird, kann ein beliebiges Gemisch an Verbindungen
sein, das zum Testen in einem Glykosyltransferasetest geeignet ist. Eine typische Probe umfasst ein Gemisch
synthetisch hergestellter Verbindungen oder alternativ dazu ein nattrlich auftretendes Gemisch, wie z.B. eine
Zellkulturndhrlésung. Geeignete Zellen umfassen beliebige geziichtete Zellen, wie z.B. Saugetier-, Insekten-,
Mikroben- oder Pflanzen-Zellen. Mikrobielle Zellkulturen bestehen aus einem beliebigen mikroskopischen Or-
ganismus, wie z.B. Bakterien, Protozoen, Hefe, Pilzen und dergleichen.

[0070] Im typischen Screeningtest wird eine Probe, wie z.B. eine Pilznahrldsung, zu einem Standard-Glyko-
syltransferasetest hinzugefiigt. Wird eine Inhibierung der Aktivitat im Vergleich zu Kontrolltests gefunden, so
wird das Gemisch normalerweise fraktioniert, um Komponenten der Probe zu identifizieren, welche die inhibie-
rende Aktivitat bereitstellen. Die Probe wird unter Verwendung von Standardverfahren, wie z.B. lonenaus-
tauschchromatographie, Affinitatschromatographie, Elektrophorese, Ultrafiltration, HPLC und dergleichen,
fraktioniert. Siehe z.B. Protein Purification, Principles and Practice, Springer-Verlag (1982). Jede isolierte Frak-
tion wird anschliefend auf die inhibierende Aktivitat getestet. Falls gewlinscht, werden die Fraktionen anschlie-
Rend weiter subfraktioniert und getestet. Dieses Subfraktionierungs- und Testverfahren kann so oft wie ge-
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wiinscht wiederholt werden.

[0071] Durch das Kombinieren verschiedener Standardreinigungsverfahren kann eine im Wesentlichen reine
Verbindung erhalten werden, die zum therapeutischen In-vivo-Testen geeignet ist. Ein im Wesentlichen reines
blockierendes Mittel ist, wie hierin definiert, eine inhibierende Verbindung, die grof3teils als eine einzelne Bande
bei Standard-Elektrophorese-Bedingungen oder grofteils als ein einzelner Peak bei Beobachtung auf einer
Chromatographie-Saule migriert. Noch spezifischer umfassen Zusammensetzungen im Wesentlichen reiner
blockierender Mittel weniger als zehn Prozent an verschiedenen Verbindungen.

[0072] Die Fucosyltransferaseaktivitat und ihre Inhibierung wird typischerweise gemafl Standardverfahren
zur Bestimmung der Enzymaktivitat getestet. Fir einen allgemeinen Bericht Uber Enzymtests siehe Rosso-
mando, Measurements of Enzyme Activity, in: Guide to Protein Purification, Band 182, Methods in Enzymology,
Deutscher (Hrsg.) (1990).

[0073] Ein Test fur die Sialyltransferaseaktivitat enthalt typischerweise eine gepufferte Lésung, die auf einen
physiologischen pH angepasst ist, eine Quelle zweiwertiger Kationen, ein Donorsubstrat (normalerweise mit
CMP-Sialinsdure markiert), ein Akzeptorsubstrat (z.B. LacNAc oder GalB1,3GalNAc), Sialyltransferase (typi-
scherweise ST6Gal oder ST3Gal) und die Probe oder Fraktion einer Probe, deren inhibierende Aktivitat getes-
tet werden soll. Nach einer vorherbestimmten Zeit bei 23°C oder 37°C wird die Reaktion angehalten, und das
sialylierte Produkt wird isoliert und gemafl Standardverfahren gemessen (z.B. in einem Szintillationszahler).
Sialyltransferasetests, die einen UV-markierten Akzeptor verwenden und zu einem UV-markierten Produkt flih-
ren, das leicht mittels Umkehrphasen-HPLC getrennt werden kann und mittels UV-Spektroskopie quantifiziert
werden kann, werden in Schaub et al., Glycoconjugate J. 15, 345-354 (1998), beschrieben.

[0074] Zusatzlich zum Testen auf eine Wirkung auf die Sialyltransferaseaktivitat zur Identifizierung geeigneter
Modulatoren von Immunantworten kann direkt auf eine Wirkung auf die Immunsystemfunktion getestet wer-
den. Geeignete Tests umfassen z.B. B-Zellen-Proliferationstests, CTL-Aktivierungstests und dergleichen.
Tests werden hierin beschrieben, sowie z.B. auch in Hennet et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 95, 4504-4509
(1998).

Therapeutische und diagnostische Verwendungen der Erfindung

[0075] Die Zusammensetzungen und Verfahren, die oben stehend erwahnt wurden, kdnnen therapeutisch
verwendet werden, um die Sialyltransferaseaktivitat, die mit einer Reihe an Immunantworten assoziiert ist, se-
lektiv zu inhibieren. In manchen Ausfihrungsformen umfassen die Immunantworten Lymphoidzellen und um-
fassen oftmals keine anderen Immunzellen als Neutrophile. Die Erfindung kann verwendet werden, um schad-
liche Immunantworten zu inhibieren, die mit Autoimmunerkrankungen, Transplantatabstof3ung und Allergien
assoziiert werden. Die ungeeignete Aktivierung des Immunsystems ist eine Komponente in einer Reihe an Im-
munpathologien, wie z.B. Autoimmunitat, Allotransplantatabstoung und allergischen Reaktionen. Beispiele
fur Autoimmunerkrankungen umfassen rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose und Myasthenia gravis. Aller-
gische Reaktionen umfassen Allergien auf verschiedene Pollenarten, Hausstaubmilben und dergleichen. Nah-
rungsmitteliberempfindlichkeiten, wie z.B. Zéliakie und die Crohn-Krankheit, sowie andere allergische Erkran-
kungen wurden mit ungeeigneten Immunantworten assoziiert oder es wurde vermutet, dass sie eine Autoim-
munkomponente aufweisen.

[0076] Verfahren zur Modulation von Immunantworten, die durch B-Lymphozyten vermittelt werden, z.B. hu-
morale Immunitat, kbnnen verwendet werden. Diese Immunantworten, bei denen Antikérper Antigene erken-
nen und eliminieren, stellen den Hauptabwehrmechanismus gegen extrazellulare Mikroben und ihre sekretier-
ten Toxine dar. B-Lymphozyten-vermittelte Immunantworten werden durch das Stéren der Biosynthese von
oder das Blockieren von a2,6-Sialylgalactosiden inhibiert.

[0077] Andere Verfahren zur Modulierung der Immunantworten, die durch T-Lymphozyten vermittelt werden,
insbesondere zytotoxische CD8*-T-Lymphozyten, werden ebenso in Betracht gezogen. Solche Immunantwor-
ten stellen eine Verteidigung gegen Infektionen durch intrazellulare Mikroben, wie z.B. Viren und manche Bak-
terien, dar, die sich in Wirtszellen vermehren und daher fur die zirkulierenden Antikdrper nicht zuganglich sind.
CTL-Antworten werden durch das Stdren der Biosynthese von oder das Blockieren von a2,3-Sialylgalactosi-
den inhibiert.

[0078] In therapeutischen Anwendungen werden die Glykosyltransferaseinhibitoren der Erfindung einem In-
dividuum verabreicht, das bereits unter einer ungeeigneten oder unerwiinschten Immunantwort leidet. Zusam-
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mensetzungen, die Glykosyltransferaseinhibitoren oder Mittel enthalten, die an die a2,3- oder a2,6-Sialylga-
lactoside binden oder diese blockieren, werden einem Patienten in einer Menge verabreicht, die ausreicht, um
die unerwinschte Immunantwort zu unterdriicken und um die Symptome und/oder Komplikationen zu heilen
oder zumindest teilweise zu einem Stillstand zu bringen. Eine Menge, die ausreicht, um dies zu bewirken, wird
als ,therapeutisch wirksame Dosis" definiert. Fir diese Verwendung wirksame Mengen hangen z.B. von der
Zusammensetzung des Inhibitors, von der Art der Verabreichung, dem Stadium und dem Schweregrad der be-
handelten Krankheit, dem Gewicht und dem allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten sowie dem Ur-
teilsvermdogen des verschreibenden Arztes ab.

[0079] Therapeutisch wirksame Mengen der Glykosyltransferaseinhibitor-zusammensetzungen befinden sich
fur die anfangliche Immunisierung (d.h. zur therapeutischen oder prophylaktischen Verabreichung) allgemein
in einem Bereich von etwa 1,0 mg bis etwa 10 g Glykosyltransferaseinhibitor fir einen Patienten mit 70 kg,
normalerweise von etwa 10 mg bis etwa 5 g und vorzugsweise zwischen etwa 2 mg und etwa 1 g. Auf diese
Dosierungen kénnen wiederholte Verabreichungen tber Wochen bis Monate folgen, je nach Abhangigkeit der
Antwort und des Zustands des Patienten durch das Messen der Aktivitat des Immunsystems.

[0080] Es ist zu beachten, dass die Zusammensetzungen bei schwerwiegenden Krankheiten, d.h. lebensbe-
drohlichen oder gegebenenfalls lebensbedrohlichen Situationen, verwendet werden kénnen. In solchen Fallen
ist es hinsichtlich der Minimierung von Fremdsubstanzen und dem verhaltnismaRig nichttoxischen Wesen der
Inhibitoren méglich, betrachtliche Uberschussmengen dieser Zusammensetzungen zu verabreichen, was vom
behandelnden Arzt auch als wiinschenswert angesehen werden kann.

[0081] Zur prophylaktischen Verwendung sollte die Verabreichung an Risikogruppen erfolgen. Die therapeu-
tische Verabreichung kann beim ersten Anzeichen von Krankheit oder ihrer Entdeckung oder, im Fall einer Im-
munerkrankung, kurz nach der Diagnose beginnen. Darauf folgt oftmals eine wiederholte Verabreichung, bis
zumindest die Symptome im Wesentlichen gelindert sind, sowie fiir eine gewisse Zeitspanne danach.

[0082] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen zur therapeutischen oder prophylaktischen Behandlung
sind zur parenteralen, topischen, oralen oder lokalen Verabreichung gedacht. Typischerweise werden die phar-
mazeutischen Zusammensetzungen parenteral, z.B. intravends, subkutan, intradermal oder intramuskular,
verabreicht. Zusammensetzungen der Erfindung sind auch zur oralen Verabreichung geeignet. Daher kénnen
Zusammensetzungen zur parenteralen Verabreichung hergestellt werden, die eine Losung des Glykosyltrans-
ferase-inhibierenden Mittels umfassen, das in einem geeigneten Trager, vorzugsweise einem wassrigen Tra-
ger, aufgeldst oder suspendiert ist. Es kann eine Reihe wassriger Trager verwendet werden, z.B. Wasser, ge-
puffertes Wasser, 0,9 % Salzlésung, 0,3 % Glycin, Hyaluronsaure und dergleichen. Diese Zusammensetzun-
gen kénnen mittels herkdmmlicher, wohlbekannter Sterilisationsverfahren sterilisiert werden oder kdnnen ste-
rilfiltriert werden. Die resultierenden wassrigen Lésungen kénnen zur Verwendung so, wie sie sind, oder lyo-
philisiert verpackt werden, wobei das lyophilisierte Praparat vor der Verabreichung mit einer sterilen Lésung
kombiniert wird. Die Zusammensetzungen kénnen pharmazeutisch annehmbare Hilfssubstanzen enthalten,
wie erforderlich, um sich physiologischen Bedingungen anzunahern, wie z.B. pH-Anpassungs- und Puffer-Mit-
tel, Tonizitats-Anpassungsmittel, Benetzungsmittel und dergleichen, z.B. Natriumacetat, Natriumlactat, Natri-
umchlorid, Kaliumchlorid, Calciumchlorid, Sorbitanmonolaurat, Triethanolaminoleat etc.

[0083] Die Konzentration von Glykosyltransferase-inhibierenden Mitteln der Erfindung in den pharmazeuti-
schen Formulierungen kann grof¥flachig variieren, d.h. von weniger als etwa 0,1 %, normalerweise bei oder
zumindest etwa 2 %, bis zu einem Prozentsatz, der bei von 20 % bis zu 50 Gew.-% oder mehr liegt, und wird
hauptsachlich durch Flussigkeitsvolumina, Viskositatswerte etc. in Einklang mit der spezifischen ausgewahlten
Verabreichungsart ausgewahlt.

[0084] Die Glykosyltransferaseinhibitoren kbnnen auch Gber Liposomen verabreicht werden, die dazu dienen,
die Konjugate auf ein bestimmtes Gewebe, wie z.B. Lymphoidgewebe, zielen zu lassen, oder es kann mitihnen
selektiv auf infizierte Zellen gezielt werden, ebenso kdnnen sie die Halbwertszeit der Peptidzusammensetzung
erhdhen. Liposomen umfassen Emulsionen, Schdume, Mizellen, unlésliche Monoschichten, Flissigkristalle,
Phospholipid-Dispersionen, Lamellenschichten und dergleichen. In diesen Praparaten ist das anzuliefernde
Peptid als Teil eines Liposoms inkorporiert, alleine oder zusammen mit einem Molekiil, das z.B. an einen Re-
zeptor bindet, der unter Lymphoidzellen weit verbreitet ist, wie z.B. monoklonale Antikdrper, die an das
CD45-Antigen binden, oder mit anderen therapeutischen oder immunogenen Zusammensetzungen. Daher
koénnen Liposomen, die mit einem gewiinschten Peptid oder Konjugat der Erfindung gefillt sind, an die Stelle
von Lymphoidzellen gesteuert werden, wo die Liposomen anschlieend die ausgewahlten Glykosyltransferas-
einhibitor-Zusammensetzungen anliefern. Liposomen zur Verwendung in der Erfindung werden aus Vesi-
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kel-bildenden Standard-Lipiden gebildet, die allgemein neutrale und negativ geladene Phospholipide und ein
Sterin, wie z.B. Cholesterin, umfassen. Die Auswahl von Lipiden erfolgt allgemein unter Bertcksichtigung von
z.B. der Liposomengrolie, der Saurelabilitat und der Stabilitdt der Liposomen im Blutkreislauf. Eine Reihe an
Verfahren sind zur Herstellung von Liposomen erhaltlich, wie z.B. in Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng.
9, 467 (1980), US-Patent Nr. 4.235.871, 4.501.728 und 4.837.028 beschrieben.

[0085] Das Targeting von Liposomen unter Verwendung einer Reihe von Targeting-Mitteln ist nach dem Stand
der Technik wohlbekannt (siehe z.B. US-Patent Nr. 4.957.773 und 4.603.044). Zum Targeting an die Immun-
zellen kann ein Ligand, der in das Liposom zu inkorporieren ist, z.B. Antikérper oder Fragmente davon, die fur
Zelloberflachendeterminanten der gewtinschten Immunsystemzellen spezifisch sind, umfassen. Eine Liposo-
men-Suspension, die ein Peptid oder Konjugat enthalt, kann intravends, lokal, topisch etc. in einer Dosierung
verabreicht werden, die unter anderem je nach Verabreichungsart, dem angelieferten Konjugat und dem Sta-
dium der zu behandelnden Krankheit variiert.

[0086] Fur feste Zusammensetzungen kdnnen herkdmmliche, nichttoxische feste Trager verwendet werden,
die z.B. pharmazeutische Giiteklassen von Mannit, Lactose, Starke, Magnesiumstearat, Natriumsaccharin,
Talk, Cellulose, Glucose, Saccharose, Magnesiumcarbonat und dergleichen umfassen. Zur oralen Verabrei-
chung wird eine pharmazeutisch annehmbare, nichttoxische Zusammensetzung durch Inkorporieren eines be-
liebigen der normalerweise verwendeten Exzipienten, wie z.B. jene Trager, die zuvor aufgelistet wurden, und
im Allgemeinen 10-95 % Wirkstoff, d.h. ein oder mehrere Konjugate der Erfindung und noch bevorzugter in
einer Konzentration von 25 %-75 %, gebildet.

[0087] Zur Aerosol-Verabreichung werden die Inhibitoren vorzugsweise in einer geeigneten Form zusammen
mit einem Tensid und einem Treibmittel bereitgestellt. Typische Prozentsatze von Glykosyltransferaseinhibito-
ren sind 0,01 %—20 Gew.-%, vorzugsweise 1 %-10 %. Das Tensid muss nattirlich nichttoxisch sein und vor-
zugsweise im Treibmittel I16slich sein. Beispiele solcher Mittel sind die Ester oder Partialester von Fettsauren,
die von 6 bis 22 Kohlenstoffatome enthalten, wie z.B. n-Capronsaure, Oktansaure, Laurinsaure, Palmitinsaure,
Stearinséure, Linolsaure, Olesterinsdure und Olsaure mit einem aliphatischen mehrwertigen Alkohol oder sei-
nem zyklischen Anhydrid. Es kénnen gemischte Ester, wie z.B. gemischte oder naturliche Glyceride, verwen-
det werden. Das Tensid kann 0,1 %—20 Gew.-% der Zusammensetzung, vorzugsweise 0,25-5 %, darstellen.
Der Rest der Zusammensetzung ist normalerweise ein Treibmittel. Es kann, wie gewlinscht, auch ein Trager
inkludiert werden, wie z.B. Lecithin zur intranasalen Anlieferung.

[0088] Verfahren zur Beobachtung der Immunfunktion durch Detektieren der Mengen von a2,3-Sialylgalacto-
siden (um die CTL-Immunsystemfunktion zu beobachten) und a2,6-Sialylgalactosiden (um die humorale Im-
munsystemfunktion zu beobachten) in einer Probe eines Patienten kénnen geman Standardverfahren zur De-
tektion gewtlinschter Kohlenhydratstrukturen durchgeflihrt werden. Es kénnen z.B. spezifische Lectine oder
Antikérper, die gegen den Liganden geziichtet wurden, verwendet werden. Um z.B. Mengen von a2,6-Sialyl-
galactosiden zu detektieren, besitzt das Lectin Sambucus-nigra-Rinden-Agglutinin (SNA), das aus der Innen-
rinde (Bastgewebe) von Holunderstdmmen und -zweigen isoliert werden kann oder kommerziell erhalten wer-
den kann (Sigma Chemical Co., St. Louis MO), eine Affinitat fir NeuNAc-a2-6-Gal, NeuNAc-a2-6-GalNAc und,
in geringerem Ausmal, NeuNAc-[2-3]-Gal (Shibuya et al., J. Biol. Chem. 262, 1596 (1987)). CD22 oder eine
Gruppierung mit der Sia6LacNAc-Bindungsaktivitat von CD22 kann auch verwendet werden, um die Gegen-
wart oder das Fehlen von Sia6LacNAc zu detektieren. Immunerkrankungen, die CTLs involvieren, kénnen un-
ter Verwendung eines Mittels detektiert werden, das an a2,3-Sialylgalactoside bindet. Ein Beispiel eines geeig-
neten Bindungsmittels flr a2,3 ist das MAL-II-Lectin, das aus Maackia-amurensis-Samen isoliert werden kann.

[0089] Glykosyltransferasen selbst, besonders die akzeptorbindende Domane einer Glykosyltransferase,
sind auch als Bindungsgruppierungen in den diagnostischen Tests der Erfindung von Nutzen. Bei Fehlen einer
bestimmten Sialyltransferase tendiert z.B. die Konzentration von Akzeptorgruppierungen dazu, anzusteigen.
Als ein Beispiel fuhrt eine Defizienz von ST6Gal-Sialyltransferase zu einem dramatischen Anstieg terminaler
Galactose-Reste (d.h. Galp1,4GIcNAc-) auf B-Zellen. Daher kann die ST6Gal-Sialyltransferase als Detektions-
gruppierung verwendet werden, um zu bestimmen, ob ST6Gal in Zellen fehlt. Eine ST3Gal-Transferase kann
auf ahnliche Art und Weise als Detektionsgruppierung verwendet werden.

[0090] In typischen Ausfihrungsformen werden die Detektionsgruppierungen mit einer detektierbaren Mar-
kierung markiert. Die detektierbaren Markierungen kénnen Primarmarkierungen sein (wobei die Markierung
ein Element umfasst, das direkt detektiert wird oder das ein direkt detektierbares Element produziert) oder Se-
kundarmarkierungen (wobei die detektierte Markierung an eine Primarmarkierung bindet, wie es bei der immu-
nologischen Markierung ublich ist). Eine Einflhrung beziglich Markierungen, Markierungsverfahren und der
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Detektion von Markierungen ist in Polak und Van Noorden, Introduction to Immunocytochemistry, 2. Auflage,
Springer Verlag, NY (1997), sowie in Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals
(1996), einem kombinierten Handbuch und Katalog, veroffentlicht von Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, zu
finden. Primar- und Sekundarmarkierungen kénnen nicht detektierte Elemente sowie detektierte Elemente um-
fassen. Nitzliche Primar- und Sekundarmarkierungen in der vorliegenden Erfindung kénnen Spektralmarkie-
rungen umfassen, wie z.B. fluoreszierende Farbstoffe (z.B. Fluorescein und Derivate, wie z.B. Fluoresceiniso-
thiocyanat (FITC) und Oregon-Griin™, Rhodamin und Derivate (z.B. Texas-Rot, Tetrarhodaminisothiocynat
(TRITC) etc.), Digoxigenin, Biotin, Phycoerythrin, AMCA, CyDyes™ und dergleichen), Radiomarkierungen
(z.B. 3H, '®I, S, "“C, P, 3P etc.), Enzyme (z.B. Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase etc.), spek-
trale kolorimetrische Markierungen, wie z.B. kolloidales Gold oder gefarbte Glas- oder Plastik-Perlen (z.B. Po-
lystyrol, Polypropylen, Latex etc.). Die Markierung kann gemaR Verfahren, die nach dem Stand der Technik
wohlbekannt sind, direkt oder indirekt an eine Komponente des Detektionstests (z.B. das Detektionsreagens)
gekoppelt sein. Wie oben stehend angegeben, kann eine groRe Vielzahl an Markierungen verwendet werden,
wobei die Wahl der Markierung von der erforderlichen Empfindlichkeit, der Leichtigkeit der Konjugation mit der
Verbindung, den Stabilitatserfordernissen, den erhaltlichen Instrumenten und den Entsorgungsvorschriften ab-
hangig ist.

[0091] Bevorzugte Markierungen umfassen jene, die Folgendes verwenden: 1) Chemilumineszenz (unter
Verwendung von Meerrettich-Peroxidase oder Luciferase mit Substraten, die, wie oben stehend beschrieben,
Photonen als Abbauprodukte produzieren, wobei die Sets z.B. bei Molecular Probes, Amersham, Boehrin-
ger-Mannheim und Life Technologies/Gibco BRL erhaltlich sind); 2) Farbproduktion (unter Verwendung von so-
wohl Meerrettichperoxidase und/oder alkalischer Phosphatase mit Substraten, die ein gefarbtes Prazipitat pro-
duzieren [Sets bei Life Technologies/Gibco BRL und Boehringer-Mannheim erhaltlich]); 3) Hemifluoreszenz
unter Verwendung von z.B. alkalischer Phosphatase und dem Substrat AttoPhos [Amersham] oder anderen
Substraten, die fluoreszierende Produkte produzieren; 4) Fluoreszenz (z.B. unter Verwendung von Cy-5
[Amersham], Fluorescein und anderen fluoreszierenden Markierungen); 5) Radioaktivitat. Andere Verfahren
zur Markierung und zur Detektion sind fur den Fachmann nach dem Stand der Technik leicht ersichtlich.

[0092] Bevorzugte Enzyme, die an Detektionsreagenzien der Erfindung konjugiert werden kénnen, umfassen
z.B. Luciferase und Meerrettichperoxidase. Das chemilumineszierende Substrat fur Luciferase ist Luciferin.
Ausfuhrungsformen von alkalische-Phosphatase-Substraten umfassen p-Nitrophenylphosphat (pNPP), das
mit einem Spektrophotometer detektiert wird; 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat/Nitroblautetrazolium
(BCIP/NBT) und Echtrot/Naphthol-AS-TR-phosphat, die visuell detektiert werden; sowie 4-Methoxy-4-(3-phos-
phonophenyl)spiro[1,2-dioxetan-3,2'-adamantan], das mit einem Luminometer detektiert wird. Ausfuhrungsfor-
men von Meerrettichperoxidasesubstraten umfassen 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
(ABTS), 5-Aminosalicylsaure (5AS), o-Dianisidin und o-Phenylendiamin (OPD), die mit einem Spektrophoto-
meter detektiert werden; sowie 3,3,5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB), 3,3'-Diaminobenzidin (DAB), 3-Ami-
no-9-ethylcarbazol (AEC) und 4-Chlor-1-naphthol (4CIN), die visuell detektiert werden. Andere geeignete Sub-
strate sind dem Fachmann bekannt.

[0093] Allgemein wird ein Detektor, der eine bestimmte Markierung beobachtet, verwendet, um die Markie-
rung zu detektieren. Typische Detektoren umfassen Spektrophotometer, Photozellen und Photodioden, Mikro-
skope, Szintillationszahler, Kameras, Filme und dergleichen sowie Kombinationen davon. Beispiele geeigneter
Detektoren sind auf breiter Ebene bei einer Reihe kommerzieller Quellen erhaltlich, die dem Fachmann be-
kannt sind. Normalerweise wird ein optisches Bild eines Substrats, das gebundene Markierungsgruppierungen
umfasst, zur anschlieRenden Computeranalyse digitalisiert.

[0094] Kommerziell erhaltliche Detektionsgruppierungen, die zur Verwendung in den Verfahren der Erfindung
geeignet sind, umfassen SNA-Fluoresceinisothiocyanat-(FITC-)Lectin (FL-1301, Vector Laborstories, Burlin-
game, CA) und biotinyliertes SNA-Lectin (B-1305, Vector Laborstories) fur a2,3-Sialylgalactoside. Fir die De-
tektion von a2,6-Sialylgalactosiden sind MAL-II-FITC-Lectin und biotinyliertes MAL-II-Lectin (B-1265, Vector
Laborstories) Beispiele fur geeignete Detektionsgruppierungen.

[0095] Immundefizienz wird durch eine wesentliche Reduktion von a2,3- oder 02,6-Sialylgalactosiden in einer
Probe, z.B. Lymphozyten, die von einem Patient erhalten wurden, angezeigt. Alternativ dazu kdnnen Verfahren
zur Detektion von Mengen spezifischer Glykosyltransferaseaktivitaten verwendet werden. Standardtests zur
Detektion von Glykosyltransferasen, wie z.B. ST6Gal und ST3Gal-I, werden hierin beschrieben. Wieder wird
eine Immundefizienz durch eine wesentliche Reduktion der Aktivitat der bestimmten Glykosyltransferase an-
gezeigt. Wie hierin verwendet, bezieht sich eine ,wesentliche Reduktion" in den geeigneten Sialylgalactosid-
mengen oder der Glykosyltransferaseaktivitat auf eine Reduktion von zumindest etwa 30 % in der Testprobe
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im Vergleich zu einer nicht immundefizienten Kontrolle. Vorzugsweise betragt die Reduktion zumindest etwa
50 %, noch bevorzugter zumindest etwa 75 %, und insbesondere werden Sialylgalactosid- oder Glykosyltrans-
ferasemengen um zumindest etwa 90 % in einer Probe eines immundefizienten Saugetiers im Vergleich zu ei-
ner nicht immundefizienten Kontrolle reduziert.

Transgene Tiere, denen ST6Gal-Sialyltransferase oder ST3Gal-Sialyltransferase fehlt

[0096] Chimare und transgene, nichtmenschliche Tiere, die Zellen enthalten, denen zumindest ein Sialyltran-
ferasegen fehlt, das in Wildtyp-Zellen des Tiers zu finden ist, sowie Verfahren zur Produktion solcher Tiere kén-
nen verwendet werden. Von besonderem Interesse sind chimare und transgene Tiere, denen entweder ein
ST6Gal-Sialyltransferase-Gen oder ein ST3Gall-Sialyltransferase-Gen fehlt. Diese Tiere sind fiir mehrere
Zwecke von Nutzen, unter anderem fiir die Untersuchung der Mechanismen, mit denen sialylierte Oligosac-
charide Immunantworten und andere Wirkungen beeinflussen. Diese ,Knockout"-Tiere kénnen auch fir die
Produktion von Glykoproteinen und Glykolipiden verwendet werden, die bei Produktion in einem Wildtyp-Tier
einen Sialinsaurerest in sich tragen wiirden, der fiir eine gewisse Anwendung nicht erwiinscht ist.

[0097] Ein ,chiméares Tier" umfasst manche Zellen, denen das funktionale Sialyltransferasegen von Interesse
fehlt, sowie andere Zellen, die das deaktivierte Gen nicht aufweisen. Ein ,transgenes Tier" besteht im Gegen-
satz dazu aus Zellen, die alle die spezifische Modifikation inkorporiert haben, die das Sialyltransferasegen
deaktiviert. Wahrend ein transgenes Tier in der Lage ist, das deaktivierte Sialyltransferasegen an seine Nach-
kommen weiterzugeben, hangt die Fahigkeit eines chimaren Tieres, die Mutation weiterzugeben, davon ab, ob
das deaktivierte Gen in den Keimzellen des Tieres vorhanden ist. Die Modifikationen, die das Sialyltransfera-
segen deaktivieren, kdnnen z.B. Insertionen, Deletionen oder Substitutionen von einem oder mehreren Nucle-
otiden umfassen. Die Modifikationen kénnen die Transkription des Gens selbst, die Translation und/oder die
Stabilitat der resultierenden mRNA stdren, oder sie kdnnen dazu fihren, dass das Gen fir ein inaktives Sialyl-
transferase-Polypeptid kodiert.

[0098] Die Verfahren sind fur die Produktion transgener und chimarer Tiere der meisten Wirbeltier-Spezies
von Nutzen. Solche Spezies umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, nicht menschliche Saugetiere, un-
ter anderem Nagetiere, wie z.B. Mause und Ratten, Kaninchen, schafartige Tiere, wie z.B. Schafe und Ziegen,
schweinartige Tiere, wie z.B. Schweine, sowie Rinder, wie z.B. Rindvieh und Biffel. Verfahren zum Erhalt
transgener Tiere werden z.B. in Genetic Engineering of Animals, A. Puhler (Hrsg.), VCH Publ. (1993); Trans-
genesis Techniques: Principles and Protocols (Methods in Molecular Biology, Band 18), Murphy und Carter
(Hrsg.) (1993); sowie Transgenic Animal Technology: A Laborstory Handbook, CA Pinkert (Hrsg.), Academic
Press (1994), beschrieben.

[0099] Ein Verfahren zum Erhalt eines transgenen oder chimaren Tieres mit einem deaktivierten Sialyltrans-
ferasegen in seinem Genom ist das Kontaktieren befruchteter Oozyten mit einem Vektor, der ein fur eine Sia-
lyltransferase kodierendes Polynucleotid umfasst, das modifiziert ist, um eine deaktivierende Modifikation zu
enthalten. Bei manchen Tieren, wie z.B. Mausen, wird die Befruchtung in vivo durchgefihrt, und befruchtete
Eizellen werden durch einen Eingriff entfernt. Bei anderen Tieren, besonders bei Rindern, wird es bevorzugt,
Eizellen aus lebenden oder Schlachthaustieren zu entfernen und die Eizellen in vitro zu befruchten. Siehe De-
Boer et al., WO 91/08216. Die In-vitro-Befruchtung ermdglicht die Einfihrung von Modifikationen in im Wesent-
lichen synchrone Zellen. Befruchtete Eizellen werden anschliefend in vitro geziichtet, bis ein Praimplantati-
onsembryo erhalten wird, der etwa 16-150 Zellen enthalt. Das 16-32-Zellstadium eines Embryos wird als eine
Morula bezeichnet. Praimplantationsembryos, die mehr als 32 Zellen enthalten, werden Blastozysten genannt.
Diese Embryos zeigen die Entwicklung einer Blastozdlhdhle typischerweise im Stadium der 64 Zellen. Falls
gewinscht kann die Gegenwart eines gewlinschten deaktivierten Sialyltransferase-Gens in den Embryozellen
mittels Verfahren detektiert werden, die dem Fachmann bekannt sind. Verfahren zum Zichten befruchteter Oo-
zyten bis zum Praimplantationsstadium werden von Gordon et al., Methods Enzymol. 101, 414 (1984); Hogan
et al., Manipulation of the Mouse Embryo: A Laborstory Manual, C. S. H. L. N. Y. (1986) (Maus-Embryo); Ham-
mer et al., Nature 315, 680 (1985) (Kaninchen- und Schweine-Embryos); Gandolfi et al., J. Reprod. Fert. 81,
23-28 (1987); Rexroad et al., J. Anim. Sci. 66, 947-953 (1988) (Schaf-Embryos), und Eyestone et al., J. Re-
prod. Fert. 85, 715720 (1989); Camous et al., J. Reprod. Fert. 72, 779-785 (1984); sowie Heyman et al., The-
riogenology 27, 5986 (1987) (Rinder-Embryos), beschrieben. Manchmal werden Praimplantationsembryos bei
bevorstehender Implantation fiir eine gewisse Zeitspanne gefroren gelagert. Praimplantationsembryos werden
in ein geeignetes Weibchen transferiert, was zu der Geburt eines transgenen oder chiméaren Tieres fuhrt, je
nach Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium, in dem das Transgen integriert wird. Chimare S&ugetiere kon-
nen so gezichtet werden, dass sie tatsachliche Keimbahn-transgene Tiere bilden.
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[0100] Alternativ dazu kann das modifizierte Sialyltransferase-Gen in embryonale Stammzellen (ES) einge-
fihrt werden. Diese Zellen werden aus Praimplantationsembryos erhalten, die in vitro geziichtet werden. Siehe
z.B. ML Hooper, Embryonal Stem Cells: Introducing Planned Changes into the Animal Germline, Modern Ge-
netics, Band 1, Int'l. Pub. Distrib. Inc. (1993); Bradley et al., Nature 309, 255-258 (1984). Transformiertre
ES-Zellen werden mit Blastozysten aus einem nichtmenschlichen Tier kombiniert. Die ES-Zellen siedeln sich
in dem Embryo an und bilden in manchen Embryos die Keimbahn des resultierenden chiméaren Tieres. Siehe
Jaenisch, Science 240, 1468-1474 (1988). Alternativ dazu kénnen ES-Zellen oder somatische Zellen, die ei-
nen Organismus neu bilden kénnen (,somatische Wiederbesiedelungszellen"), als eine Quelle von Nuclei zur
Transplantation in eine entkernte, befruchtete Oozyte verwendet werden, wodurch ein transgenes Tier ent-
steht. Siehe z.B. Wilmut et al., Nature 385, 810-813 (1997).

[0101] Die EinfiUhrung des modifizierten Sialyltransferasegens in Rezipientenzellen kann mittels Verfahren er-
reicht werden, die dem Fachmann bekannt sind. Mit dem modifizierten Gen kann z.B. mittels homologer Re-
kombination auf den Wildtyp-Sialyltransferase-Locus abgezielt werden. Alternativ dazu kann ein Rekombina-
sesystem verwendet werden, um den ganzen oder einen Teil eines Locus von Interesse zu deletieren. Beispie-
le von Rekombinasesystemen umfassen das cre/lox-System von Bakteriophage P1 (siehe z.B. Gu et al., Sci-
ence 265, 103-106 (1994); Terry et al., Transgenic Res. 6, 349-356 (1997)) und das FLP/FRT-ortsspezifische
Integrationssystem (siehe z.B. Dymecki, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 93, 6191-6196 (1996)). In diesen Syste-
men werden Stellen, die von der spezifischen Rekombinase erkannt werden, typischerweise an einer Position
in das Genom eingefiihrt, welche den Abschnitt des Gens flankiert, der zu deletieren ist. Die Einfuhrung der
Rekombinase in die Zellen katalysiert anschlie3end die Rekombination, die aus dem Genom die Polynucleo-
tidsequenz deletiert, die von den Rekombinationsstellen flankiert wird. Falls gewlinscht, kann man Tiere erhal-
ten, bei denen nur gewissen Zelltypen das Sialyltransferasegen von Interesse fehlt. Siehe z.B. Tsien et al., Cell
87, 1317-26 (1996); Brocard et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 93, 10887-10890 (1996); Wang et al., Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA 93, 3932-6 (1996); Meyers et al., Nat. Genet. 18, 13641 (1998).

[0102] Die folgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung und nicht der Einschrankung der vorliegenden
Erfindung.

Beispiel 1
Konstruktion und Analyse transgener Mause, die bezliglich ST6Gal-Sialyltransferase defizient sind

[0103] Das folgende Beispiel zeigt, dass die Inhibierung der Sialyltransferaseaktivitat, die mit der Synthese
von Sia6bLacNAc assoziiert ist, zu einer Unterdriickung des Immunsystems bei Mausen fiihrt. Mause, die be-
zuglich Sia6LacNAc defizient waren, wurden durch Deletion des Sialyltransferasegens, das fir seine Synthese
verantwortlich ist, ST6Gal-|, kreiert. Mause, die bezlglich ST6Gal-1 defizient waren, schienen gréRtenteils nor-
mal, zeigten jedoch Merkmale einer tiefgehenden Immunsuppression. Beachtenswert war, dass Serumspiegel
von IgM signifikant reduziert waren, und die Mause waren beziglich der Produktion von Antikérpern als Ant-
wort auf eine Immunisierung mit T-unabhangigen und T-abhangigen Antigenen deutlich defizient. Als bioche-
mische Korrelate dieses Phanotyps reagierten B-Lymphozyten hinsichtlich einer IgM- und CD40-Vernetzung
in Uberdurchschnittlichem Ausmall. Diese Studien zeigen, dass die ST6Gal-I-Sialyltransferase und die ent-
sprechende Produktion des Sia6LacNAc-Trisaccharidliganden von CD22 fir die normale B-Zellen-Aktivierung
essentiell ist.

Materialien und Verfahren
ST6Gal-Gen-Targeting

[0104] Mause, die in sich ein mutiertes ST6Gal-I-Gen trugen, wurden nach einer gezielten Deletion des
ST6Gal-I-Exon 2, enthaltend die N-terminalen 200 Aminosauren der kodierten Sialyltransferase, aus embryo-
nalen Stammzellen erzeugt. Der ST6Gal-I-Targeting-Vektor wurde aus einem genomischen 129/Sv-Klon durch
Insertieren des 1,9-kb-Acc-lI-Bam-HI-Fragments, enthaltend Exon 2 von ST6Gal-|, kodierend fur die ersten 200
Aminosauren, in die Bam-HI-Stelle des pflox-Vektors assembliert. Daneben liegende genomische
129/Sv-ST6Gal-I-Sequenzen wurden durch Subklonieren des 1,8-kb-Nhe-I-Acc-I-Fragments in die Sal-I-Stelle
bzw. des Bam-HI-Bam-HI-12-kb-Fragments in die Hind-IlI-Stelle von pflox hinzugefiigt. Zehn pg Not-I-lineari-
sierter Targeting-Vektor wurden in ES-Zellen elektroporiert, und G418-resistente Transfektanten (120 pg/ml),
zur homologen Rekombination nach PCR positiv, alle drei loxP-Stellen beibehaltend, wurden mit Cre-Expres-
sionsvektor transfiziert. Nach vier Tagen Gancyclovir-Selektion (2 pM) wurden Subklone isoliert, und jene, die
entweder das ST6Gal -Allel (B3) oder das ST6Gal-I1*-Allel (B9) in sich trugen, wurden mittels Southern-Blotting
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mit genomischen loxP- und Hind-lllI-Hind-IlI-Sonden bestatigt. B3- und B9-ES-Zellen wurden verwendet, um
chimare Mause in C57BL/6-Wirtsembryos zu erzeugen. Die Nachkommen wurden mittels Southern-Blotting
mit Bgl-ll-verdauter Tail-DNA, an die genomische Hind-IlI-Hind-II-500-bp-Sonde hybridisiert, einer Genotypi-
sierung unterzogen. Heterozygote Nachkommen wurden mit C57BL/6-Paarungspartnern gepaart, und die Mu-
tationen wurden vor Kreuzungen in diesem Stamm fur zumindest zwei Generationen vermehrt, um Homozy-
goten fur Experimente zu produzieren. Die ST6Gal-I-Mutation wurde in der C57BL/6-Inzuchtlinie vor Analysen
3-5 Generationen lang beibehalten (siehe Fig. 1A). Die beschriebenen Phanotypen wurden in darauf folgen-
den Studien, die mehr als vier Generationen umfassten, an Mause gebunden vorgefunden, die den homozy-
goten ST6Gal®-Mutantenphénotyp in sich trugen. Mause, die fiir den ST6Gal ™-Genotyp homozygot waren,
zeigten keine phanotypischen Konsequenzen und enthielten, wie erwartet, normale Mengen an Sia6LacNAc.

[0105] Die Deletion von ST6Gal-I-Exon 2 flhrt zu einem Verlust von zytoplasmatischen, Transmembran- und
betrachtlichen katalytischen Domanen-Sequenzen, so dass jedes translatierte, trunkierte Enzym ebenfalls
nicht in der Lage ware, in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums und in Golgi einzutreten. Mause, die
fur die ST6Gal-1*-Deletion homozygot waren, wurden mit Mendelscher Haufigkeit geboren und schienen wah-
rend der postnatalen Entwicklung im Grof3en und Ganzen normal zu sein.

Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierer-Analyse

[0106] Die ST6Gal-I-Funktion wurde in Tests unter Verwendung von SNA- und CD22-Ig-Lectinen getestet, die
das Siaa2-6GalB1-4GIcNAc-(Sia6LacNAc-)Trisaccharid spezifisch binden, das auf verschiedenen Aspara-
gin-(N-)gebundenen Oligosacchariden zu finden ist. Einzelzellsuspensionen aus der Milz, der Thymusdruse,
den Lymphknoten und dem Knochenmark wurden einer Ammoniumchlorid-Lyse roter Blutkdrperchen unterzo-
gen. Die Zellen wurden mit einem Hamozytometer gezahlt, und 500.000 Zellen wurden in einer Endvolumen-
einheit von 100 pl mit entweder SNA-FITC (5 pg/ml; Vector Laborstories) oder MAL-II-FITC (5 pg/ml; Vector
Laborstories) und/oder 1 pl monoklonalem Antikérper oder CD22-1g-Chiméare 10 Minuten lang markiert. Alle
Inkubationen und Waschvorgange wurden auf Eis in FACS-Puffer durchgefiihrt (2 % FCS in PBS). Die Zellen
wurden unter Verwendung eines ,FACScan"-Durchflusszytometers und Cellquest-Software (Becton Dickin-
son) analysiert. Serum-Isotyp-spezifische Antikorpertiter wurden mittels ELISA unter Verwendung von Platten
bestimmt, die mit Anti-Maus-Isotyp-spezifischen Antikérpern liberzogen waren. Es wurde eine Standardkurve
unter Verwendung von gereinigtem Maus-IgM, -IgA (Sigma) und -IgG, (PharMingen) erzeugt, um OD-Werte in
pg/ml umzuwandeln. Antikorper und Lectine, die im Verlauf dieser und anderer Studien hierin verwendet wur-
den, umfassten (alle von PharMingen, falls nicht anders angegeben): Anti-CD3 (2C11), Anti-CD4 (RM4-5), An-
ti-CD8 (563-6.7), Anti-CD11b-FITC oder -PE (Mac-1, M1/70), Anti-CD21.35 (7G6), Anti-CD22-PE (Cy34.1), An-
ti-CD23 (B3B4), Anti-CD43 (S7), Anti-CD44 (IM7), Anti-B7.2 (Gl.1), Anti-B220-PE (RA3-6B2), An-
ti-Maus-IgM-Biotin (11/41), Anti-Maus-IgD-FITC (11-26c.2a), Anti-CD24-(HSA)-FITC (M1/69), Anti-CD40-FITC
(HM40-3), Anti-CD19-FITC (1D3), Anti-Maus-I-A°>-FITC (AF6-120.1), Anti-Erythroid (Ter-119); Anti-Klas-
se-I-MHC (KH95), Anti-Ly-6G-(Gr-1-)PE (RB6-8C5) (Pharmingen), SNA-FITC, ECA-FITC und PNA-FITC
(Vector Laborstories). In FACS-Analysen wurden biotinylierte Antikérper unter Verwendung von Streptavi-
din-Tri-Color detektiert (CalTag, South San Francisco, CA). Die CD22-hlg-Fusionschimare war wie in Stamen-
kovic et al., Cell 66, 1133 (1991), beschrieben.

ST6Gal-Sialyltransferaseaktivitdtsmessungen

[0107] Es wurden Gewebeproben in 3 ml 500 mM Saccharose, 1 mM MgCl,, 1 % Dextran und 5 mM 2-Mer-
captoethanol homogenisiert. Nach der Entfernung von Zelltrimmern bei 10.000 x g wurden Membranen mittels
Zentrifugierung bei 40.000 U/min in einem Beckman-SW50.1-Rotor fiir die Dauer von einer Zeitspanne von 1
h isoliert. Membranen wurden in 25 mM Kakodylatpuffer (pH 6,8)/2 % Triton X-100 fiir eine Zeitspanne von 15
min auf Eis solubilisiert. Die Membran- und zytosolischen Fraktionen (12,5 ul) wurden in 25-pl-Tests mit 25 mM
Kakodylat (pH 6,8), 0,4 mM CMP-Sialinsaure (Sigma), 10° com CMP-["*C-]Sialinsaure (170 pmol) (Amersham)
und 1 mM LacNAc-Octyl auf Sialyltransferaseaktivitat analysiert. Die Reaktionen wurden bei 37°C 1 h lang in-
kubiert. Produkte wurden von nicht inkorporierter Sialinsdure mittels Chromatographie auf Sep-Pak-C,,-Kartu-
schen (Waters) getrennt, mittels zentrifugaler Evaporation getrocknet, erneut in 50 pl 50-mM-Natriumcitratpuf-
fer (pH 6,0) aufgeldst und nach der Hinzufligung von zwei Einheiten Salmonella-typhimurium-LT2-Sialidase
(New England Biolabs) 1 h lang bei 37°C inkubiert. Die Verdauprodukte wurden auf Sep-Pak-C,,-Kartuschen
aufgebracht, mit 15 ml H,O gewaschen und mit 5 ml Methanol eluiert. Die Menge an [*C-]Sialinsdure in den
Methanol-Eluaten wurde in einem Flissigkeitsszintillationszahler (RackBeta, Pharmacia) gemessen. Es wurde
getrennt eine rekombinante, I6sliche Form des menschlichen ST6Gal-Enzyms, das in Pichia pastoris produ-
ziert wurde, im Sialinsauretransfer zum LacNAc-Octyl-Akzeptor verwendet, gefolgt von der oben beschriebe-
nen Sialidasebehandlung. Es wurde keine signifikante Spaltung durch den Verlust der Radiomarkierung beo-
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bachtet, wodurch die Spezifitat der LT2-Sialidase fir die a2,3-Bindung bei Verwendung unter den oben ge-
nannten Bedingungen bestatigt wurde. ST6Gal-Aktivitatsmessungen, die mit zytosolischen Fraktionen durch-
geflhrt wurden, zeigten weder bei Wildtyp-(wt-) noch bei Mutanten-Extrakten eine signifikante Aktivitat.

B-Zellen-Proliferationstests

[0108] Die B-Lymphozyten-Isolation wurde durch das Unterziehen von Splenozyten oder Lymphknotenzel-
len-Suspensionen einer Komplement-vermittelten Lyse mit Anti-Thy1.2 (Becton Dickinson), Anti-Ly-6G (GR-1)
und Kaninchenkomplement (Accurate Chemicals), gefolgt von einer Polster-Zentrifugierung auf NycoPrep (Life
Technologies, Gaithersburg, MD), um Trimmer und tote Zellen zu entfernen, erreicht. Lebensfahige Zellen
wurden unter Verwendung von Anti-B220 mittels FACS als > 90 % B-Lymphozyten identifiziert. Aquivalente An-
zahlen an B-Zellen eines jeden Genotyps (1 x 10°) wurden in vollstandigem RPMI-1640-Medium, enthaltend
2-Mercaptoethanol (0,1 mM), 10 % FCS und L-Glutamin, mit den angegebenen Konzentrationen von Zie-
gen-F(ab'),-Anti-Maus-IgM-Antiserum (Jackson, West Grove, PA), Anti-CD40 mit oder ohne IL-4 (Genzyme)
oder Lipopolysaccharid (LPS)(Sigma) geziichtet. Die Proliferation wurde mittels [*H]-Thymidin-Inkorporierung
(2,5 uCi pro Well) wahrend der letzten 16 h einer 64-h-Testperiode gemessen.

Calcium-Messungen

[0109] Es wurden Einzelzellsuspensionen von Splenozyten isoliert und einer Ammoniumchlorid-Erythrozy-
ten-Lyse unterzogen. AnschlieRend wurden die Zellen unter Verwendung eines Hdmozytometers gezahlt, und
107 Zellen wurden mit 10 uM Indo-1-AM-Ester (Molecular Probes) bei 37°C 30 Minuten lang in 1 ml vollstandi-
gem RPMI-1640-Medium inkubiert. Die Zellen wurden in FACS-Puffer gewaschen und mit FITC-konjugiertem
Anti-B220 (PharMingen) 10 Minuten lang bei Raumtemperatur gefarbt, erneut gewaschen und in 1 ml vollstan-
digem RPMI-1640-Medium, enthaltend 10 mM Hepes (pH 7,4), resuspendiert. Zweihundert Mikroliter dieser
Suspension wurden zu 750 yl RPMI-Hepes-Medium hinzugefligt, und B220*-Zellen wurden mittels FACS unter
Verwendung einer Coulter-Elite (Coulter) mit MULTITIME ™-Software (Phoenix Flow Systems, San Diego) ana-
lysiert. Grundlinien-Fluoreszenzverhaltniswerte (525/405 nm) wurden vor der Hinzufligung der Antikdrper eine
Minute lang gesammelt. Die Endkonzentrationen von verwendetem Ziegen-F(ab'),-Anti-Maus-IgM lagen bei 10
pg/ml und 30 pg/ml.

Protein-Phosphotyrosin-Analysen

[0110] Milz-B-Zellen wurden mittels Komplement-vermittelter Lyse (siehe oben) isoliert, und es wurden 5 x
10° isolierte B-Zellen in 50 yl RPMI-1640-Medium mit 0,5 % FCS resuspendiert. Die Zellen wurden vor der Sti-
mulierung mit 10 pl Ziegen-F(ab'),-Anti-Maus-IgM (120 pg/ml) auf 37°C erwarmt. Zu den angegebenen Zeiten
wurden 15 pl Lyse-Puffer hinzugefiigt, um eine Endkonzentration von 1 % Triton X-100, 50 mM Tris-HCI (pH
8,0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM NaF, 1 mM Na,vVO,, 1 mM Na,MoQ,, 2 pg/ml Leupeptin, 2 pg/ml Pep-
statin, 2 pg/ml Aprotinin, 5 pyg/ml Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor und 40 pg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid zu er-
geben. Extrakte ganzer Zellen, die 1 x 10° Milz-B-Zellen darstellten, wurden auf einem SDS/10-%-PAGE-Gel
laufen gelassen und auf Nitrozellulose transferiert. Proteine, die am Tyrosin phosphoryliert waren, wurden mit
monoklonalem Anti-Phosphotyrosin-Antikorper 4G10 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) durch Immun-
blotting detektiert.

Immunisierungen und Serum-Antikdrper-Tests

[0111] Mausen wurde im Vorhinein Blut abgenommen, um Praimmun-Sera zu erhalten, anschlieRend wurden
sie mit einer i.p-Injektion mit entweder 10 pug oder 100 ug Dinitrophenyl-(DNP-)Keyhole-Limpet-Hamocya-
nin-(KLH)(Calbiochem) in vollstandigem Freund-Adjuvans oder mit 0,1 ug oder 10 pg dNP-Ficoll (Biosearch)
in PBS immunisiert. Serum wurde zu den angegebenen Zeiten abgenommen, und die Anti-DNP-Titer wurden
mittels ELISA unter Verwendung von Platten bestimmt, die mit 20 ug DNP-BSA lberzogen und mit 10 % FCS
in PBS blockiert wurden. Mause, die das DNP-KLH-Antigen erhielten, bekamen zu den angegebenen Zeiten
eine Boosterdosis mit derselben Menge des Antigens in vollstandigem Freund-Adjuvans. Sera wurden auf ver-
schiedene Konzentrationen verdinnt und unter Verwendung Anti-Maus-Isotyp-spezifischer Antikérper, die an
alkalische Phosphatase konjugiert waren (fur IgM, Sigma; fur I9G,, Caltag; fur IgG,, Southern Biotechnology
Associates), analysiert. Die OD,,.-Werte wurden unter Verwendung eines Mikroplatten-Lesegerats (Molecular
Devices) erhalten. Resultate, die in Fig. 4 gezeigt werden, umfassen die angegebene Sera-Verdiinnung im li-
nearen Bereich fir die erhaltenen OD,.-Werte.
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Resultate

[0112] ST6Gal-Allele wurden in embryonalen Stammzellen mittels homologer Rekombination und Cre-Re-
kombinase-Wirkung mutagenisiert (Fig. 1A und Fig. 1B). Um eine systematische Mutation zu erreichen, wurde
Exon 2 zur Deletion ausgewahlt. Dieses Exon enthélt die N-terminalen 200 Aminosauren und uber 50 % der
fur ST6Gal kodierenden Sequenz. Die Deletion von Exon 2 fiihrt zu einem Verlust von zytoplasmatischen,
Transmembran- und betrachtlichen katalytischen Domanensequenzen, so dass jedes resultierende, stabil
translatierte, trunkierte und aktive Enzym nicht in der Lage ware, in das Lumen des endoplasmatischen Reti-
kulums und den Golgi-Apparat einzudringen. Mause, die fiir das deletierte ST6Gal*-Allel homozygot waren,
wurden mit normaler Haufigkeit geboren, waren fruchtbar und zeigten beziglich Gewicht und zur Schau ge-
stelltem Verhalten keine Anomalien (Fig. 1B und Daten nun dargestellt). Histologische Studien verschiedener
Gewebe, unter anderem der Leber, des Gehirns, der Nieren, der Milz und der Thymusdrise, waren unauffallig.
Zusatzlich dazu wurde ein normales hamatologisches Profil, das Leukozyten, Erythrozyten und Blutplattchen
umfasst, bei peripheren Blutproben beobachtet. Enzymatische Studien von Leber- und Splenozyten-Extrakten
unter Verwendung des GalB1-4GIcNAc-Octyl-Akzeptors (siehe Materialien und Verfahren) zeigten, dass Mau-
se, die fiir das ST6Gal”-Allel homozygot waren, beziiglich der ST6Gal-Aktivitat defizient waren (Tabelle 1), was
darauf hindeutet, dass die Exon-2-Deletion zu einer Nullmutation flhrte.

[0113] Tabelle 1: ST6Gal-Aktivitdtsmengen in Membranen, die von Wildtyp-(wt/wt-) und homozygoten Mutan-
ten-(A/A-)ST6Gal-Genotypen abstammen.

ST6Gal-Aktivitat, pmol/min pro mg Protein

Genotyp Leber Splenozyten
wt/wt 134+1,0 33,1+£9,5
JAV/AN 0,3+0,1 0,3+0,2

[0114] Die Expression des ST6Gal-Produkts wurde unter Verwendung des von Sambucus nigra abstammen-
den Lectins SNA und einer rekombinanten I6slichen CD11-Ig-Lectin-Chimare untersucht, die beide das
Sia6LacNAc-Trisaccharid mit hoher Spezifitat binden (Powell et al., J. Biol. Chem. 268, 7019-7027 (1993); Sg-
roi etal., J. Biol. Chem. 268, 7011-7018 (1993); Powell & Varki et al., J. Biol. Chem. 269, 10628-10636 (1994)).
Im Gegensatz zu den analysierten erythroiden und myeloischen Zellen wurde von Lymphozyten herausgefun-
den, dass sie Zelloberflachen-Sia6LacNAc in hohem AusmalR exprimierten (Fig. 1C). Lymphozyten von Mau-
sen, die fir die ST6Gal*-Mutation homozygot waren, waren bezlglich der Bindung an SNA und CD22-lg defi-
zient, wohingegen Mause, die fir das loxP-flankierte ST6Gal"-Allel homozygot waren, normale Mengen an
Sia6LacNAc auf ihren Zelloberflachen exprimierten (Fig. 1C und Daten nicht dargestellt). Mengen von
a2-3-gebundenen Sialinsauren wurden unter Verwendung des von Maackia amurensis abstammenden Lec-
tins MAL-II sichtbar gemacht. Es wurden dadurch keine signifikanten Veranderungen beziglich der Mangen
an a2-3-gebundener Sialinsadure unter Lymphoidzellen beobachtet, die aus Mausen isoliert wurden, die fir das
ST6Ga"-Allel homozygot waren (Fig. 1C). Reste der SNA- oder CD22-Ig-Bindung oder eine SNA- oder
CD22-1g-Bindung in geringem Ausmal kann die Gegenwart von Siaa2-6GalNAc auf O-Glycanen widerspie-
geln (Hanasaki et al., J. Biol. Chem. 270, 7533-7542 (1995)), obwohl es auch im Bereich des Mdglichen bleibt,
dass zusatzliche Enzyme existieren, die geringe Mengen an Sia6LacNAc produzieren. Trotzdem fihrt die im
ST6Gal-Locus erzeugte Deletion zu einem Verlust an ST6Gal-Aktivitat und einer Defizienz beziiglich der
SiabLacNAc-Produktion auf der Zelloberflache, was im Einklang mit der beschriebenen biochemischen Rolle
von ST6Gal und seiner Deaktivierung bei Mausen steht, die fir das ST6GalA-Allel homozygot sind.

[0115] Sia6LacNAc-defiziente Mause enthielten normale Anzahlen von myeloischen Gr-1'-, erythroiden
Ter-119*-, lymphoiden B220*-B-Zellen und lymphoiden (CD3*-, CD4"-, CD8"-) T-Zellen in der Thymusdrise,
der Milz, den Lymphknoten und dem Knochenmark. Die B-Lymphozytenentwicklung im Knochenmark von
ST6Gal-defizienten Mausen blieb unverandert. Der Prozentsatz von Pro-B-Zellen im ST6Gal-defizienten Kno-
chenmark (B220"° CD43*, Hardy et al., J. Exp. Med. 173, 1213-1225 (1991)) war normal (Fig. 2A, Gate a). Wei-
ters wurde die Haufigkeit unreifer B-Zellen (B220"° Ig-M™, Carsetti et al., J. Exp. Med. 181, 2129-2140 (1995))
durch die ST6Gal-Deaktivierung nicht beeintrachtigt (Fig. 2A, Gates b und c). Auf ahnliche Art und Weise wur-
den keine statistisch signifikanten Veranderungen im UbermalR reifer B-Zellen im Mark (B220" IgM™ und B220"
HSAP, Verweis: Carsetti et al., s.0.; Fig. 2A, Gates e und f) oder in der zuvor definierten B-Zellen-Ubergangs-
population, die einer Reifung und einer negativen Selektion unterzogen wurde (B220°" IgM", Carsetti et al.,
s.0.; Fig. 2A, Gate d), gefunden.

[0116] Obwonhl das B-Lymphozyten-UbermaR und deren Entwicklung bei SiaoLacNAc-defizienten Mausen

21/31



DE 698 38 298 T2 2008.05.15

unverandert schien, zeigten ihre B-Zellen stets Reduktionen bei Zelloberflachen-IgM und -CD22. Obwohl die
HSA-Mengen nicht beeintrachtigt wurden, fuhrte die ST6Gal-Defizient zu Peak-IgM-Mengen, die bei 65 % der
Kontrollen lagen, und zu CD22-Mengen, die bei 38 % der Normalwerte lagen (Fig. 2A, rechts). Es gab jedoch
keine Beweise fir eine B-Lymphozyten-Aktivierung in Analysen der Zelloberflachenaktivierungsmarker CD44,
67.2 und der Haupt-Histokompatibilitadtskomplex-Klasse Il (I-A°) (Fig. 2B). Zusatzlich dazu blieb die CD40-Ex-
pression mit ST6Gal-Defizienz unverandert (Fig. 2B). Zusatzliche Analysen von Milz-B-Zellen von
SiabLacNAc-defizienten Mausen zeigten eine normale Expression von Zelloberflachen-CD19, -CD21, -CD23
und -CD45RA" (B220) (Daten nicht dargestellt).

[0117] Reduktionen, die bei Zelloberflachen-IgM und -CD22 beobachtet wurden, flihrten zu Analysen von Se-
rum-lg-Spiegeln, um anfangs die B-Zellen-Funktion bei nicht immunisierten Mausen zu untersuchen.
Sia6LacNAc-defiziente Mause zeigten signifikante Rickgange der IgM-Mengen auf einen Mittelwert von 37 %
des Normalwerts, wahrend statistisch unveranderte Mengen von IgA und IgG beobachtet wurden (Fig. 2C).
Obwohl die Sia6LacNAc-Defizienz die Lymphozytenentwicklung oder deren Transport nicht verhindert, kdnn-
ten dysfunktionale B-Lymphozyten in Mausen zu finden sein, die fiir das ST6Gal*-Allel homozygot sind.

[0118] Die B-Lymphozyten-Immunaktivierung erfolgt durch erhéhte Tyrosin-Phosphorylierung und Ca?-Mo-
bilisierung, die zu Genaktivierung und -proliferation fihren, die fur eine wirksame humorale Immunitat notwen-
dig sind (Campbell & Sefton, EMBO J. 9, 2125-21312 (1990); Gold et al., Nature 345, 810-813 (1990); Plieman
et al., Immunol. Today 15, 393-399 (1994); Cooke et al., J. Exp. Med. 179, 425438 (1994)). B-Lymphozyten
aus Kontroll- und ST6Gal-defizienten Mausen wurden aus der Milz oder den Lymphknoten isoliert und mittels
Vernetzung von Zelloberflachen-IgM, -CD40 oder der Zugabe von LPS aktiviert. Es wurde herausgefunden,
dass die Proliferation von ST6Gal-defizienten B-Lymphozyten als Antwort auf diese Stimuli signifikant reduziert
war (Fig. 3A). Interessanterweise wurde eine normale Reaktionsfahigkeit beobachtet, als Interleukin-4 (IL-4)
wahrend der Stimulierung in verschiedenen und suboptimalen Konzentrationen stimulatorischer Anti-IgM- oder
Anti-CD40-Antikérper vorhanden war. IL-4 fordert den Ig-Klassenwechsel von IgM zu IgG und IgE (WE Paul,
Blood 77, 1859-1870 (1991); Coffman et al., Adv. Immunol. 54, 229-270 (1993)) und kann mit einer subopti-
malen Antigen-Rezeptor-Aktivierung, wahrscheinlich durch Co-Aktivierung von ,stromab" befindlichen, zytoso-
lischen und nuklearen Signallbertragungsvorkommnissen, eine Synergie eingehen. Resultate, die mit IL-4 er-
halten wurden, zeigen die innere Fahigkeit von ST6Gal-defizienten B-Lymphozyten, unter manchen Bedingun-
gen normal zu antworten; die Aktivierung von N-Lymphozyten durch den Antigen-Rezeptor-Komplex und nach
der CD40-Ligation wird jedoch nachteilig beeinflusst.

[0119] Die Wirksamkeit friiher Signallibertragungsvorkommnisse wurde durch das Messen der Ca?*-Mobili-
sierung und der Phosphotyrosin-Akkumulierung direkt nach der Anti-IgM-Stimulierung untersucht. Die zytoso-
lische Mobilisierung von Ca?* aus intrazellularen Kompartimenten tritt schnell nach der IgM-Vernetzung durch
Hydrolyse von Inositol-Phospholipiden auf (Plieman et al., s.0., Cooke et al., s.0.). B-Lymphozyten aus
St6Gal-Null-Nausen konnten Ca?* nicht so wirksam wie Kontrolltiere mit einer Verringerung von sowohl der Ge-
schwindigkeit der Ca?-Mobilisierung als auch der Menge von mobilisiertem Ca? mobilisieren (Fig. 3B).
ST6Gal-defiziente B-Lymphozyten wurden als Nachstes auf ihre Fahigkeit analysiert, Phosphotyrosin auf zel-
lularen Proteinen als Antwort auf die Anti-IgM-Stimulierung zu akkumulieren. CD22 befindet sich unter jenen
Proteinen, die am Tyrosin nach der B-Zellen-Antigen-Rezeptor-Aktivierung phosphoryliert wurden, und von
dieser Phosphorylierung wird berichtet, dass sie durch SH2-Bindungswechselwirkungen die SHP-Tyro-
sin-Phosphatase und andere Effektormolekule an den Antigen-Rezeptor-Komplex zieht (Campbell & Klinman,
Eur. J. Biochem. 25, 1573-1579 (1995); Law et al., J. Exp. Med. 183, 547-560 (1960)). Die Phosphotyrosin-Ak-
kumulierung auf CD22 wurde nach der Anti-IgM-Stimulierung auf ST6Gal-defizienten B-Zellen beobachtet (re-
duzierte Mengen an Zelloberflachen-CD22 (Fig. 2) erfordern jedoch zusatzliche quantitative Studien bezlglich
der CD22-Lokalisierung und des relativen Phosphorylierungspotentials). Trotzdem wurde unter den gesamten
zellularen Proteinen, die nach der Anti-lgM-Stimulierung analysiert wurden, eine Reduktion der Phosphotyro-
sin-Akkumulierung auf einem Protein festgestellt, das bei etwa 42 kDa migierte, und zwar mit verschiedenen
Veranderungen auf Proteinen mit etwa 37 kDa (Fig. 3C).

[0120] Auf die potentielle physiologische Bedeutung dieser Veranderungen wurde durch die Analyse der Fa-
higkeit von ST6Gal-defizienten Mausen eingegangen, eine Immunantwort auf T-unabhangige und T-abhangi-
ge Antigene zu produzieren, wie durch die Antikérperproduktion beurteilt. Kontroll- und ST6Gal-defiziente
Mause wurden entweder mit DNP-Ficoll (T-unabhangiges Antigen) oder mit DNP, an (KLH) konjugiert (T-ab-
hangiges Antigen), immunisiert. Anti-DNP-Antikorpertiter wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Im-
munisierung gemessen. Mause, die bezlglich Sia6LacNAc defizient waren, konnten nach der Immunisierung
mit dem T-unabhangigen Antigen DNP-Ficoll durchwegs keine hohen Titer von Anti-DNP-Antikdrper erzeugen
(Eig. 4A). Kontrollmause produzierten hohe Anti-DNP-IgM-Titer innerhalb von 7-10 Tagen nach der Immuni-
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sierung, wohingegen Mause, denen ein funktionales ST6Gal-Allel fehlte, beziglich Anti-DNP-IgM- und
-lgG,-Antikorper defizient waren, und eine reduzierte Antwort war klar ersichtlich, die Anti-DNP-IgG,-Antikor-
per-Produktion involvierte. Als Antwort auf die Immunisierung mit dem T-abhangigen Antigen DNP-KLH waren
ST6Gal-defiziente Mause erneut stark in ihrer Fahigkeit eingeschrankt, einen Anti-DNP-IgM-Antikérper zu pro-
duzieren (Fig. 4B). Nach einer zweiten ,Booster"-Immunisierung mit DNP-KLH ergaben Sia6LacNAc-defizien-
te B-Zellen immer noch reduzierte Anti-DNP-IgGi-Antikérper-Mengen und erzeugten keine signifikanten An-
ti-DNP-1gG,-Antikorper. Aus diesen Studien geht klar und deutlich hervor, dass Mause, die bezlglich des
Sia6LacNAc-Trisaccharids defizient sind, in ihrer Fahigkeit gehindert werden, Immunantworten zu erzeugen.

Diskussion

[0121] Die Effektorrolle der ST6Gal-Sialyltransferase in der B-Lymphozyten-Aktivierung offenbart ein zusatz-
liches Ausmal} biologischer Kontrolle, die auf der Immunzellenoberflache durch Oligosaccharidvariation statt-
findet. Die Produktion des Sia6LacNAc-Trisaccharids scheint fir die B-Lymphozytenentwicklung nicht erforder-
lich zu sein, ist jedoch fur wirksame Immunantworten notwendig. Obwohl B-Zellen von ST6Gal-defizienten
Mausen eine signifikante Reduktion der CD22-Zellenoberflachenmengen aufweisen, ist es jedoch unwahr-
scheinlich, dass dies die Ursache der beobachteten Immundefizienzen ist, da eine reduzierte CD22-Expressi-
on bei Mausen, die ein heterozygotes CD22-Null-Allel in sich trugen, die B-Zellen-Immunfunktion nicht beein-
trachtigte (O'Keefe et al., Science 274, 798-801 (1996); Otipoby et al., Nature 384, 634-637 (1996); Sato et
al., Immunity 5, 551-562 (1996); Nitschke et al., Curr. Biol. 7, 133-143 (1997)). Weiters weisen ST6Gal-defizi-
ente Mause ganz im Gegensatz zu jener, von der bei CD22-defizienten Mausen berichtet wird, eine schwer-
wiegende und weit verbreitete Immundefizienz auf. Die Resultate der Erfinder zeigen, dass die Funktion von
ST6Gal bestimmte und einzigartige Aktivitdten bezlglich der Regulation der Immun-Reaktionsfahigkeit um-
fasst, die sich gegebenenfalls nur teilweise mit der Funktion von CD22 Uberlappen.

[0122] Die B-Zellen-Aktivierung und die Annahme eines anergischen Zustands reduziert die Zelloberfla-
chen-lgM-Mengen, und von der Aktivierung wird ebenfalls berichtet, dass sie CD22 hinunterreguliert (Pezzutto
etal., J. Immunol. 140, 1791-1795 (1988); Dorken et al., J. Immunol. 136, 4470-4479 (1988)). Sia6LacNAc-de-
fiziente B-Zellen zeigen Merkmale, die eine vorangegangene abnorme Antigen-Rezeptor-Signalibertragung
widerspiegeln kénnen, die zu einem anergischen Phanotyp flhrt. Reduzierte IgM-Mengen auf ST6Gal-defizi-
enten B-Lymphozyten dhneln dem anergischen Phanotyp, der sich nach der naiven B-Zellen-Stimulierung
durch endogene Antigen-Produktion entwickelt (Goodnow, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 93, 2264-2271 (1996)).
Trotzdem zeigen Sia6LacNAc-defiziente B-Zellen keinen aktivierten Phanotyp. Eine Hypothese lGber die még-
liche normale Funktionsweise von Sia6LacNAc in reifen B-Lymphozyten erfordert Wissen bezlglich der
Sia6LacNAc-Expression.

[0123] Eine Untergruppe von sekretierten oder Zelloberflachen-Lymphoid-Glykoproteinen tragt den
Sia6LacNAc-Liganden von CD22 in sich. Manche dieser wurden identifiziert und umfassen IgM, CD45 und
CD22 selbst (Stamenkovic et al., Cell 66, 1133-1144 (1991); Braesch-Anderson & Stamenkovic, J. Biol. Chem.
269, 11783-11786 (1994); Hanasaki et al., J. Biol. Chem. 270, 7533-7542 (1995); Hickman et al., J. Biol.
Chem. 247, 2156-2163 (1972); Sato et al., Biochemistry 32, 12694-12704 (1993)). Obwohl von einer selekti-
ven, hochgradig affinen Bindung von CD22 an I3sliches IgM berichtet wurde (Hanasaki et al., s.0.), ist den Be-
richten zufolge die Stéchiometrie der Zelloberflachen-CD22-IgM-Wechselwirkung sowohl vor als auch nach
der B-Zellen-Stimulierung gering (Leprince et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90, 3236-3240 (1993); Hanasaki
et al., J. Biol. Chem. 270, 7543-7550 (1995); Peaker et al., Eur. J. Biochem. 23, 1358-1363 (1993)). Da die in
der letzten Experimentart verwendeten Bedingungen die Lectinbindung dissoziieren kdnnen, kdnnen homoty-
pische und heterotypische Zellwechselwirkungen, die Antigen-Rezeptoren von B- und T-Lymphozyten invol-
vieren, normalerweise bei CD22-CD22- oder CD22-CD45-Sia6LacNAc-abhangiger Bindung auftreten. Inner-
halb von B-Zellen kann der Verlust von Sia6LacNAc auf IgM und CD22 dadurch zu einer abnormen Anti-
gen-Rezeptor-Komplex-Anordnung auf der Zelloberflache fiihren. Vielleicht spielt Sia6LacNAc eine Rolle in
der strukturellen Stabilisierung eines oder mehrerer B-Lymphozyten-Membranmolekiile, die an der Anti-
gen-Rezeptor-Signalibertragung beteiligt sind. Die beobachteten Reduktionen der Serum-IgM- und Zellober-
flachen-CD22-Spiegel kénnten eine destabilisierende Wirkung einer Sia6LacNAc-Defizienz, unter anderem
eine erhdhte Clearance von Serum-Glykoproteinen, widerspiegeln.

[0124] Eine veranderte Protein-Phosphotyrosin-Akkumulierung nach der ST6Gal-defizienten B-Zellen-Akti-
vierung impliziert dennoch eine Dysfunktion von Signallibertragungsvorkommnissen, die vom B-Zellen-Anti-
gen-Rezeptor-Komplex ausgeht. Die Identifikation veranderter Phosphoproteine wirde weiters die Mechanis-
men definieren, mit denen ST6Gal in der B-Zellen-Aktivierung wirkt. Solche Unsicherheiten sind haufig und
existieren momentan hinsichtlich des Mechanismus der CD22-Funktion (Cyster und Goodnow, Immunity 6,
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509-517 (1977)). Es ist wichtig, zu verstehen, wie Molekiile, die bezliglich der Signaltbertragung kollaborie-
ren, in der Lage sind, sich mit dem B-Zellen-Antigen-Rezeptor-Komplex in einem normalen Membranumfeld
ohne kovalente Bindungswechselwirkungen zu assoziieren.

[0125] Die Position von Oligosacchariden, wie z.B. Sia6LacNAc, auf der extrazellularen Seite der Plasma-
membran zeigt, dass sich solche Molekiile dahingehend entwickelt haben, dass sie in Zell-Zell- und Rezep-
tor-Untereinheits-Wechselwirkungen wirken (J. D. Marth, Glycoconjugate J. 11, 3-8 (1994); Varki & Marth, Se-
min. Dev. Biol. 6, 127-138 (1995)). Zusatzlich dazu wurde herausgefunden, dass die Funktionen von Glyko-
syltransferasen und Glykosidasen in manchen Fallen auf eine bestimmte Zelllinie fokussiert waren (Chui et al.,
Cell 90, 157-167 (1997)). In diesen Untersuchungen haben die Erfinder die bevorzugte Akkumulierung von
Sia6LacNAc auf Lymphoidzellen-Oberflachen unter hAmatopoetischen Zelltypen beobachtet. Weiters haben
die Erfinder eine scheinbar zelltypspezifische Rolle von ST6Gal und Sia6LacNAc bei der Regulierung der
B-Lymphozyten-Immunfunktion beobachtet. Bis jetzt wurden keine Beweise fiur eine T-Zellen-Dysfunktion un-
ter Verwendung von In-vitro-Anti-CD3-Aktivierungsverfahren gefunden. Weitere Forschungen beziiglich des
Verstehens der B-Lymphoid-Rolle von Sia6LacNAc sollten den Grund flr die schwerwiegendere und weit ver-
breitete Immundefizienz beleuchten, die bei Sia6LacNAc-defizienten Mausen im Vergleich zu Studien mit
CD22-Null-Mausen beobachtet wurde. Es ist moglich, dass die Gegenwart von CD22 bei Fehlen seines Ligan-
den durch ungeeignete Lokalisierung und Sequestrierung intrazellularer Signalmolekiile besonders schadlich
fur die B-Lymphozytenfunktion sein kann. Alternativ dazu gibt es eine Redundanz der CD22-Funktion, die
durch andere, bis jetzt nicht identifizierte Sia6LacNAc-bindende Lectine vermittelt wird, die auf der B-Lympho-
zyten-Zelloberflache agieren und die auch wichtige Rollen in der Lymphozyten-Adhasion und der intrazellula-
ren Signallibertragung spielen. Diese letztere Hypothese spiegelt das biologische Paradigma wider, das als
Beispiel des Sialyl-Lewis-X-Oligosaccharids und der E-, L- und P-Selectine in der Entziindungsantwort darge-
stellt wird, die eine Leukoyzten-Intravasation umfasst (Butcher und Picker, Science 272, 60 (1996); Maly et al.,
Cell 86, 643 (1996); Frenette et al., Cell 84, 573-574 (1996)). Wahrend diese Mdglichkeiten getestet werden
koénnen, bietet der immundefiziente Phanotyp von Mausen, denen Sia6LacNAc fehlt, eine rationale Erklarung
zur Verwendung einer Sia6LacNAc-abhangigen Signalibertragung in der B-Zellen-Aktivierung und der
Sia6LacNAc-Expression zur Steuerung der Immun-Dysfunktion.

Beispiel 2
Konstruktion und Analyse transgener Mause, die bezliglich der Sialyltransferase ST3Gal defizient sind

[0126] Die Produktion ST3Gal-I-defizienter Mause wurde auf ahnliche Art und Weise erreicht wie die Produk-
tion einer ST6Gal-Defizienz bei Mausen, wie sie in Beispiel 1 beschrieben wurde. Der wesentliche Unterschied
war die Positionierung der Mutation (d.h. der ST3Gal-I-Locus und nicht der ST6Gal-Locus). Die Mutation des
ST3Gal-I-Allels umfasste die Deletion eines Exons, das fur die ST3Gal-I-Enzymproduktion essentiell ist (siehe
Fig. 5). Wahrend eine beliebige Art der Insertionsmutagenese auch dasselbe Endresultat ergeben wiirde (d.h.
ST3Gal-I-Defizienz), entschieden sich die Erfinder dafir, das Gen mittels Cre-Rekombination mit einer Deleti-
on von Exon 2 zu mutieren. Eine Positionierung von loxP-Stellen in einem genomischen Kontext und um Exon
2 herum wird in Fig. 5A dargestellt. In Fig. 5B wird das modifizierte ST3Gal-I-Allel bei seinem Auftreten in em-
bryonalen Stammzellen nach der homologen Rekombination dargestellt. AnschlieBend (Fig. 5C) stellte die
Cre-Rekombination von ES-Zellen, die fiir das F*"°Allel heterozygot sind, gefolgt von einer Ganciclovir-Se-
lektion, die Typ-1- und Typ-2-Deletionen bereit. ES-Zellen, die die Typ-1-Deletion in sich tragen, wurden ver-
wendet, um Mause zu produzieren, denen die ST3Gal-I-Funktion fehlt.

[0127] Mause, denen ein Wildtyp-ST3Gal-I-Allel fehlte, entwickelten sich normal und schienen in einer patho-
genfreien Umgebung im GroRen und Ganzen unverandert zu sein. Als ein Resultat der ST3Gal-I-Defizient hat-
ten diese Mause jedoch den GroRteil ihrer reifen CD8*-T-Zellen verloren. Diese T-Zellen waren in peripherem
Blut defizient, und sie waren auch in sekundaren Lymphoidorganen stark reduziert (siehe Fig. 6). Die verblei-
benden CD8"-T-Zellen schienen nicht lebensfahig zu sein, da sie bei der Isolation hochgradig apoptotisch wa-
ren. Es gab nur einen sehr geringen Rickgang der CD4*-Helfer-T-Zelllinie. Diese Resultate zeigen, dass die
Defizienz von ST3Gal-I die Haufigkeit und Funktion zytotoxischer T-Zellen dramatisch verringert. Daher wirde
eine Inhibierung des ST3Gal-I eine ahnliche Wirkung auf CTL-Immunantworten haben.

[0128] Die oben genannten Beispiele dienen der Veranschaulichung der Erfindung, jedoch nicht der Ein-
schrankung ihres Umfangs. Andere Varianten der Erfindung sind fiir den Fachmann leicht ersichtlich.
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Patentanspriiche

1. Verwendung einer therapeutisch wirksamen Menge eines Inhibitors von Sialyltransferase zur Herstel-
lung eines Arzneimittels zur Hemmung von ungeeigneter Aktivierung des Immunsystems bei einer Autoimmu-
nantwort, einer Allotransplantatabstoungsantwort, einer allergischen Reaktion oder einer Nahrungsmitteli-
berempfindlichkeit, worin der Inhibitor ein Analogon eines Substrats fiir die Sialyltransferase ist, worin der In-
hibitor die Mengen von sialyliertem Oligosaccharid reduziert, das auf Lymphoidzellen im Saugetier gegenwar-
tig ist, und worin das sialylierte Oligosaccharid eine Formel umfasst, die aus der Gruppe bestehend aus
Siaa2,6Gal- und Siaa2,3Gal- ausgewahlt ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin das sialylierte Oligosaccharid eine Formel umfasst, die aus der
Gruppe bestehend aus Siaa2,6Gal1,4GIcNAc und Siaa2,3GalB1,3GalNAc ausgewahlt ist.

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin der Sialyltransferaseinhibitor ein Analogon eines Donorsubstrats
ist.

4. Verwendung nach Anspruch 3, worin das Analogon eines Donorsubstrats ein Zuckernucleotid oder Ana-
logon davon ist.

5. Verwendung nach Anspruch 1, worin das Zuckernucleotid ein Analogon von CMP-Sialinsaure ist.

6. Verwendung nach Anspruch 3, worin das Analogon des Donorsubstrats ein Nucleotid oder Nucleotida-
nalogon ist.

7. Verwendung nach Anspruch 3, worin das Analogon des Donorsubstrats ein Analogon von Sialinsaure
ist.

8. Verwendung nach Anspruch 1, worin der Sialyltransferaseinhibitor ein Analogon eines Akzeptorsubst-
rats ist.

9. Verwendung nach Anspruch 8, worin das Analogon eines Akzeptorsubstrats ein Analogon von LacNAc
ist, in welchem der Galactoserest durch 6-Desoxygalactose oder 3-Desoxygalactose ersetzt ist.

10. Verwendung nach Anspruch 1, worin das Saugetier ein Mensch ist.

11. Verwendung nach Anspruch 1, worin die ungeeignete Aktivierung des Immunsystems eine B-Lympho-
zyten-vermittelte Immunantwort ist und das sialylierte Oligosaccharid eine Formel Siaa2,6Gal-umfasst.

12. Verwendung nach Anspruch 1, worin die ungeeignete Aktivierung des Immunsystems eine T-Lympho-
zyten-vermittelte Immunantwort ist und das sialylierte Oligosaccharid eine Formel Siaa2,3Gal-umfasst.

13. Verwendung nach Anspruch 12, worin die T-Lymphoyzten CD8*-T-Lymphozyten sind.

14. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Sialyltransferase aus der Gruppe bestehend aus einer
ST6Gal-Sialyltransferase und eine ST3Gal-I-Sialyltransferase ausgewahlt ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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