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Beschreibung
GEGENSTAND DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung stellt Zusammensetzungen und Verfahren zum Verringern der IgE-Niveaus
und zum Lindern allergischer Symptome in Kaninen bereit. Die Zusammensetzungen umfassen chimare kani-
ne anti-IgE mAb's, und die Verfahren sind zum Behandeln von Allergien in Kaninen verwendbar.

HINTERGRUNDINFORMATIONEN

[0002] Es wird geschatzt, dass bis zu 30% aller Hunde an Allergien oder allergiebezogenen Hauterkrankun-
gen leiden. Es wurde insbesondere geschatzt, dass die allergische Dermatitis zwischen 3% und 15% der ge-
samten kaninen Population betrifft. Aufgrund der Verbreitung von Allergien in Hunden besteht ein Bedarf fur
das Entwickeln von Verfahren und Zusammensetzungen zur geeigneten Diagnose und Behandlung kaniner
Allergien.

[0003] Die Substanzen, die am wahrscheinlichsten eine allergische Reaktion verursachen, variieren von Art
zu Art. Ubliche kanine Allergene schlieRen Fldhe, Pollen, Schimmelpilze und Staub ein. Man glaubt, dass die
Allergie gegenuber FIohen die am weitesten verbreiteste Hundeallergie ist. Fur gewdhnlich ist der Flohspeichel
das Allergen und ein einzelner Flohbiss kann einen erheblichen Juckreiz verursachen. Eine zusatzliche Form
der Allergie in Hunden wird Atopie genannt. Die Atopie ist ein Zustand, in dem der Hund allergisch gegentiber
Inhalationssubstanzen ist, wie zum Beispiel Pollen, Schimmelpilze oder mikroskopische Milben, die im Haus-
staub zu finden sind. Derzeitige Behandlungen kaniner Allergien konzentrieren sich haufig auf die Verwendung
von Steroiden, die unerwiinschte Nebenwirkungen oder allergenvermittelte Desensibilisierung verursachen,
was eine andere Behandlung fir jeden Allergietyp erforderlich macht.

[0004] In Saugetieren werden Antikérpermolekiile nach zahlreichen Isotypen klassifiziert, die als IgA, IgD,
IgE, 19G und IgM bezeichnet werden. Antikdrpermolekile bestehen aus schweren und leichten Kettenkompo-
nenten. Die schweren Ketten der Molekiile eines bestimmten Isotyps haben extensive Bereiche mit Homologie
in der Aminosauresequenz und haben umgekehrt Bereiche mit Unterschieden zu Antikérpern, die zu anderen
Isotypen gehoren. Die miteinander geteilten Bereiche der schweren Ketten verleihen den Mitgliedern jedes Iso-
typs die allgemeinen Fahigkeiten an einen bestimmten Zelloberflichenrezeptor oder an andere Makromoleku-
le, wie zum Beispiel das Komplement, zu binden und dadurch bestimmte Immuneffektorfunktionen zu aktivie-
ren. Daher dient die Trennung von Antikérpermolekiilen in Isotypen auch dem Trennen der Antikdrper nach
verschiedenen Effektorfunktionen, die sie fir gewdhnlich aktivieren. Beim Menschen und bei Hunden ist das
Immunoglobulin E (IgE) an Allergien beteiligt und erkennt ein Antigen in der Uberempfindlichkeitsreaktion vom
Soforttyp.

[0005] Dariber hinaus ist IgE ein Antikérpertyp, der als ein wichtiger Vermittler einer allergischen Reaktion in
Sé&ugetieren, einschlieRlich der Typ | Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp, bekannt ist. IgE-Molekiile
binden an Rezeptoren auf Mediatorzellen, wie zum Beispiel Mastzellen. Diese Bindung tritt auf, wenn der
Fc-Bereich des IgE-Molekils an Fc-Rezeptoren auf der Mastzelle gebunden wird. Wenn solche zellgebunde-
nen IgE-Antikdrper dann an ein Allergen binden, vernetzt das Allergen mehrere IgE-Antikérper auf der Mast-
zellenoberflache. Diese Quervernetzung vermittelt die Typ | Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp und
verursacht die Freisetzung von Histaminen und anderen Molekdlen, die Symptome erzeugen, die mit einer Al-
lergie in Verbindung stehen.

[0006] Beim Menschen dient das Serumniveau des Gesamt-IgE's zur Diagnostik einer allergischen Erkran-
kung. Um die Mdglichkeit zu untersuchen, ob das Serumniveau an IgE ebenfalls zur Diagnostik fur Allergien in
Hunden dienen kénnte, fihrten DeBoer und Hill zusatzliche Studien durch. (Hill und DeBoer, Am. J. Vet. Res.
55(7): 944-48 (1994)). Sie verwendeten monoklonale Antikérper ("mAb") D9 in einem ELISA-Assay mit folgen-
der Konfiguration: D9 war an ein Substrat gebunden, die Antikérper wurden durch D9 gefangen und dann wur-
de D9, der einen Marker aufwies, verwendet, um die gefangenen Antikérper zu markieren.

[0007] Der Hill und DeBoer-ELISA wurde verwendet, um die Gesamtmenge an Serum-IgE von Kaninen zu
ermitteln, um kanine Allergien zu diagnostizieren. Man fand jedoch heraus, dass das Quantifizieren von IgE
zur Diagnose von Allergien in Hunden nicht geeignet war. (Siehe, z.B., Zusammenfassung und Diskussions-
abschnitte von Hill und DeBoer). Dieser Befund stand im direkten Gegensatz zur Situation in der menschlichen
Immunologie. Dieses Ergebnis weist auf die Schwierigkeiten jedes Ansatzes hin, Daten zwischen Tieren von
zwei verschiedenen Gattungen aufeinander abzustimmen.
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[0008] Diese Schwierigkeit wird weiterhin beispielhaft durch die Tatsache verdeutlicht, dass Hunde gegenu-
ber anderen Antigenen allergisch sein kénnen als Menschen. Allergien gegenuber Fléhen zum Beispiel sind
ein ernstes Problem fir Hunde jedoch nicht fir Menschen. Dariber hinaus zeigten Studien der Doktoren Esch
und Greer der Greer Laboratories (Lenior, NC) in Beispielen, in denen Hunde und Menschen anscheinend ge-
genulber den gleichen allergenen Extrakten allergisch sind, dass die spezifischen Allergene in einem Allerge-
nextrakt, die eine kanine Erkrankung erzeugen, nicht notwendigerweise die gleichen Allergene sind, die Er-
krankungen beim Menschen erzeugen. Zum Beispiel ist bekannt, dass die immunodominanten Bestandteile
von Staubmilbenextrakten bei Hunden anders sind als bei Menschen.

[0009] Zusatzlich zu den Schwierigkeiten beim Studium von allergischen Mechanismen und Reaktionen tiber
Gattungen hinaus, werden Allergien in Hunden hauptsachlich in der Haut exprimiert, wahrend Menschen all-
ergische Symptome primar im Atmungssystem zeigen. Zusatzlich steht Eosinophilia in Korrelation zu Allergien
beim Menschen, jedoch nicht bei Hunden.

[0010] Wenn an eine Verabreichung einer therapeutischen Zusammensetzung zum Behandeln eines physi-
ologischen Zustandes gedacht wird, sollte berticksichtigt werden, das, wenn rekombinante oder chimare Mo-
lekile in vivo einem Tier verabreicht werden, diese schnell aus dem Tier entfernt werden. Rekombinante
IgG-Molekiile sind verwendet worden, um die Halbwertszeit rekombinanter Molekiile zu erhéhen, wenn die Re-
kombinanten einem Tier verabreicht werden. Z.B. Capon, D., Chamow, S., et al., "Designing CD4 immunoad-
hesins", Nature 337: 525 (1989); Byrn, R., Mordenti, C., et al., "Biological Properties of a CD4 Immunoadhesi-
on", Nature 344: 667 (1990); Haak-Frendscho, M., Ridgway, J., et al., "Human IgE Receptor Alpha-Chain IgG
Chimera Blocks Passive Cutaneous Anaphylaxis Reaction in vitro", Journal of Immunology 151: 351-53
(1993); U.S. Patent Nr. 5,116,964, das am 26. Mai 1992 fiir Capon, D. J., et al., unter dem Titel "Hybrid Immu-
noglobulins” erteilt wurde.

[0011] Es wird allgemein anerkannt, dass beim Menschen IgG der Immunoglobulinisotyp mit der langsten
Halbwertszeit im Serum ist. Bei Hunden ist der Isotyp mit der Iangsten Halbwertszeit nicht bekannt. Obwohl die
Sequenzen, von denen man glaubt, dass sie einem Abschnitt auf dem Exon 1 und 3 von wenigstens zwei und
moglicherweise allen vier schweren Ketten der kaninen IgG-Immunoglobulinsequenzen entsprechen, im U.S.
Patent Nr. 5,593,861 von Maeda et al. beschrieben worden sind, ist nicht bekannt, welche der Sequenzen die-
ser schweren Ketten Teil der IgG-Struktur mit der langsten Halbwertszeit in Hunden ist. EP 0 957 111 offenbart
spezifische Bindungsproteine zum Behandeln kaniner Allergien, insbesondere offenbart es einen Mauseanti-
korper 15A.2, der kanines IgE bindet. Der chimare Antikdrper zeigt keine weiteren vorteilhaften Wirkungen.

[0012] WO 97/20859 beschreibt Verfahren und Zusammensetzungen, die Allergien bei Hunden betreffen. Es
werden monoklonale Antikérper offenbart, z.B. D9, 14K2, 1B1 oder 11B11, die fur das Binden an kanines IgE
spezifisch sind.

[0013] IgE-Niveaus sind bei menschlichen Patienten, die eine allergische Erkrankung durchlaufen, erhoht
und man glaubt, dass IgE allergische Symptome vermittelt. Obwohl die Niveaus von Serum-IgE nicht mit einer
allergischen Erkrankung in Hunden korrelieren, kann es nichtsdestotrotz wiinschenswert sein, IgE-Niveaus als
Mechanismus zum Lindern allergischer Symptome zu verringern.

[0014] Dariber hinaus gibt es einen Bedarf fur Zusammensetzungen und Verfahren zum Behandeln von ka-
ninen Allergien, die die Nachteile herkbmmlicher Zusammensetzungen und Verfahren vermeiden, und den-
noch eine wirksame Behandlung kaniner Allergien ermdglichen.

[0015] Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist das Bereitstellen der Verwendung eines Antikorpers fur die Her-
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung kaniner Allergien mit im Wesentlichen weniger Nebenwirkungen
als die, die man von Behandlungen mit Steroiden kennt.

[0016] Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist das Bereitstellen der Verwendung eines Antikdrpers
fur die Herstellung eines Arzneimittels zum Lindern von kaninen Allergiesymptomen, die unabhangig von der
Art des Allergens wirksam sind, und Zusammensetzungen und Verfahren, bei denen die Behandlung eher auf
das Vorhandensein einer allergischen Reaktion als einem spezifischen Allergen beruht.

[0017] Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist das Bereitstellen der Verwendung eines Antikdrpers

fur die Herstellung eines Arzneimittels zum Lindern kaniner Allergiesymptome durch das Beeinflussen der
IgE-Synthese.
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[0018] Diese und andere Ziele werden dem Fachmann anhand der folgenden Offenbarung und der ange-
hangten Anspriiche deutlicher gemacht.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0019] Die vorliegende Erfindung betrifft Zusammensetzungen und Verfahren zum Behandeln von Allergien
bei Hunden. Insbesondere stellt die Erfindung Verfahren und Zusammensetzungen zum Verabreichen an Hun-
de bereit, wobei die Zusammensetzungen die Immunoglobulin E Molekiile der Hunde binden, so dass das Bin-
den des freien seralen IgE's das Binden dieses IgE's an die hoch affinen IgE-Rezeptoren auf Mastzellen und
Basophilen verhindert. Die Zusammensetzungen und Verfahren, die bereitgestellt werden, kdnnen die Niveaus
an freiem seralen IgE verringern oder das IgE beseitigen. Niedrige freie serale IgE-Niveaus kénnen die Syn-
these und Expression des hoch affinen IgE-Rezeptors auf Basophilen und Mastzellen herabregulieren. Das
Ergebnis kann die Verringerung oder Eliminierung von freiem und/oder des gesamten seralen IgE's und die
Verringerung oder Eliminierung der IgE-Reaktion gegentiber dem Allergen auf Hautmastzellen sein. Mit "freiem
Serum-IgE" ist das IgE gemeint, das an den hoch affinen IgE-Rezeptor binden kann und ungebundenes IgE
im Serum ist.

[0020] Wir haben dargestellt, dass die fortwahrende Eliminierung von detektierbarem freien und/oder dem ge-
samten Serum-IgE fur 7 Tage und einem moglicherweise kiirzeren Zeitraum zu einer negativen Feedback-
schleife fuhrt, die nachfolgend die IgE-Synthese supprimiert. Die fortwahrende Supprimierung der IgE-Synthe-
se wird zur Eliminierung einer Hautreaktion gegentber dem Allergen fihren.

[0021] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann die Spezifitdt und Struktur eines chimaren Anti-lge-Mole-
kils der vorliegenden Erfindung das direkte Ansteuern der IgE+ B-Zelle ermdglichen. Diese Bindung kann ent-
weder durch negative Stimulation der reifen B-Zelle oder durch Zerstéren der B-Zelle durch Apoptose oder
komplementvermittelte Lyse zu einer Verringerung oder Eliminierung der IgE-Synthese fiihren.

[0022] Die vorliegende Erfindung kann daher ein IgE-Rezeptormolekiil umfassen, das eine Chimare umfasst
und das kanines IgE spezifisch bindet. Das Rezeptormolekiil kann ein Antikdrpermolekiil sein, bevorzugt ein
monoklonaler Antikorper ("mAb") und das mAb sollte bevorzugt eine Affinitdt zum Exon 3 des kaninen IgE's
aufweisen. Die Chimére kann Kanines und Mause-Immunoglobulin umfassen. Die Chiméare kann weiter kanine
konstante schwere und leichte Domanen umfassen, die mit variablen Bereichen schwerer und leichter Ketten
von Mausen fusioniert sind. Rezeptoren und Antikérpermolekile der vorliegenden Erfindung kénnen auch Se-
quenzen der schweren Ketten von IgE umfassen.

[0023] Die Rezeptoren und Antikdrpermolekiile der vorliegenden Erfindung kénnen das Binden von IgE an
einen zweiten IgE-Rezeptor verhindern und der zweite IgE-Rezeptor kann auf einer oder mehreren Mastzellen
oder Basophilen angeordnet sein. Die Rezeptoren und Antikdrpermolekdle der vorliegenden Erfindung kénnen
Proteine, Peptide oder andere organische Molekile umfassen.

[0024] Die vorliegende Erfindung stellt auch die Verwendung eines Antikérpers fir die Herstellung eines Me-
dikaments zur Behandlung kaniner Allergien bereit, die das Verabreichen eines Rezeptors oder monoklonalen
Antikorpers, der eine Chimare der vorliegenden Erfindung umfasst, und spezifisch an kanines IgE bindet, um-
fassen. Die Verfahren der vorliegenden Erfindung kdnnen zu einem Verringern des seralen IgE-Niveaus in be-
handelten Kaninen flhren, oder zum Binden von IgE an B-Zellen und die nachfolgende Eliminierung einer klo-
nalen Population von B-Zellen. Die Verfahren kénnen auch zum Binden von seralen IgE im Plasma oder zu
einer Inhibierung der IgE Produktion in behandelten Kaninen fihren. Das Verringern des Serum-IgE-Niveaus
nach den vorliegenden Verfahren kann durch ein Zerstéren der Blockierung der Interaktion zwischen IgE und
Rezeptoren fiir IgE, die auf Mastzellen oder Basophilen angeordnet sein kdnnen, verursacht werden.

[0025] Die vorliegende Erfindung stellt weiter pharmazeutische Formulierungen bereit, die therapeutische
Mengen der Rezeptoren der vorliegenden Erfindung umfassen.

BESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0026] Fig. 1 beschreibt die Fahigkeit von chimaren 15A.2 die Bindung des IgE mit dem rekombinanten ka-
ninen IgE-Rezeptor zu inhibieren.

[0027] Eia. 2A-1 bis Fig. 2A-3 und Eig. 2B-1 bis Fig. 2B-2 zeigen die Daten zum zeitlichen Verlauf fur (freies
und Gesamt-IgE) im Kreislauf befindliche IgE-Niveaus in 2 Kontroll- und 3 Versuchshunden nach der Verab-
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reichung eines rekombinanten chimaren Anti-IgE mAb, der c15A.2 genannt wird. Der mAb 15A.2 und seine
Spezifitat werden in U.S. 6,734,287, die am 30. Marz 1999 angemeldet worden ist, offenbart.

[0028] Fig. 3 stellt die Daten fiir den zeitlichen Verlauf der c15A.2 Aktivitat in Hunden nach dem Verabreichen
eines chimaren Antikérpers dar.

[0029] Fig. 4 stellt die Daten zum zeitlichen Verlauf fir im Kreislauf befindliches IgE, das mit c15A.2 komple-
xiert ist, in drei Hunden nach 8 Verabreichungszyklen mit chimaren Antikdrpern dar.

[0030] Fig. 5 stellt die Daten fiir den zeitlichen Verlauf der Aktivitat des anti-chimaren 15A.2 dar, die im Serum
von Versuchhunden fir den Verabreichungszyklus der chimaren Antikérper beobachtet wurden.

[0031] Fig. 6 stellt Daten zur Durchflusszytometrie von einem Hund dar, doppelt gefarbt mit PE-markiertem
anti-Exon 4 kaninem IgG mAb 14K.2 und FITC-marktiertem anti-kaninen IgE-Rezeptor mAb 9L .4, vier Tage
nach einem ersten Behandlungszyklus, und drei Tagen nach einem zweiten Behandlungszyklus und fiunf Ta-
gen nach einem flinften Behandlungszyklus der Verabreichung mit chimarem Anti-15A.2 mAb.

[0032] Fig. 7A-Fig. 7B zeigen Daten zum zeitlichen Verlauf der Traubenkraut Hauttestreaktivitat in Hunden,
vor, und 3 Tage und 7 Tage nach acht Verabreichungszyklen mit c15A.2 mAb.

[0033] Fig. 8 stellt die Menge an ¢c15A.2 dar, die erforderlich ist, um IgE im Serum von drei Hunden, die mit
2002, 2003 und 2103 bezeichnet wurden, zu neutralisieren, wie es durch ein Serumneutralisierungsassay be-
stimmt wurde.

[0034] Fiq.9 zeigt Daten zum zeitlichen Verlauf fur im Kreislauf befindliche IgE-Niveaus in den Hunden 1001
und 1002 nach dem Verabreichen eines rekombinanten Rezeptor-lgG Antagonisten, der mit cRclg bezeichnet
wurde.

[0035] Fig. 10A-E zeigen die DNA-Sequenz (SEQ ID NO: 8) des rekombinanten IgE-Rezeptors cRclg mit der
entsprechenden Translation (SEQ ID NO: 9).

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
Definitionen:

[0036] Affinitat: eine Anziehungskraft oder Bindungsstéarke zwischen einem Liganden und seinem Rezeptor
oder zwischen zwei Bindungsresten. Die Affinitat halt das Bindungspaar im Gleichgewicht gebunden.

[0037] Aminosauren: Organische Molekdle, die eine Aminogruppe enthalten, die in linearen Arrays kombiniert
werden kénnen, um Polypeptide, Peptide oder Proteine zu bilden. Die zwanzig tiblichen Aminosauren sind Ala-
nin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein, Glutaminsaure, Glutamin, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin,
Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin. Der Fachmann wird
feststellen, dass in Ausfiihrungsformen der Erfindung mit konservativen Varianten sowohl alle Gblichen Amino-
sauren als auch solche, die nicht aufgelistet worden sind, in der vorliegenden Erfindung verwendet werden
kdnnen.

[0038] Kaniner IgE-Rezeptor: Ein hierin definierter rekombinanter oder chimarer Rezeptor, der eine Affinitat
fur kanines IgE zeigt oder auf andere Art dazu fihrt das IgE aus dem kaninen Serum in vivo oder in vitro ent-
fernt wird.

[0039] cDNA Klon: Eine Duplex-DNA-Sequenz, die eine RNA darstellt, die in einem Klonierungsvektor getra-
gen wird.

[0040] Chimares mAb: Ein Immunoglobulinmolekiil mit einer Hybridaminosauresequenz, die sich aus der
Kombination von Aminosauren aus wenigstens zwei verschiedenen kaninen Ig-Quellen ergab. Im Allgemeinen
findet man die Aminosauresequenzen normalerweise in der Natur nicht zusammen. "mRb" zeigt einen mono-
klonalen Antikdrper an.

[0041] Klonierungsvektor: Ein Plasmid, Phagen-DNA oder eine andere DNA-Sequenz, die sich in einer Wirts-
zelle replizieren kann und die exogen zugegebene DNA-Sequenz zum Zwecke der Amplifikation oder Expres-
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sion der zugegebenen DNA-Sequenz tragen kann.

[0042] Konservative Variante: Konservative Varianten von Nukleotidsequenzen schlielsen sowohl Nukleotid-
substitutionen ein, die zu keiner Veranderung der Aminosequenz flihren, als auch Nukleotidsubstitutionen, die
zu konservativen Aminosauresubstitutionen fiihren oder Aminosauresubstitutionen, die den Charakter des Po-
lypeptids, das sich aus diesen Nukleotiden ergibt, nicht wesentlich beeinflussen. Zum Beispiel wird der Poly-
peptidcharakter nicht wesentlich beeinflusst, wenn die Substitutionen nicht die spezifische Bindung des Pep-
tids an den kaninen IgE-Rezeptor oder an andere kanine IgE-Liganden ausschlief3t.

[0043] Konservative Varianten von Aminosauresequenzen schlieRen Aminosauresubstitutionen oder Deleti-
onen ein, die den Charakter des abgeanderten Polypeptids relativ zum Ausgangspeptid nicht wesentlich be-
einflussen. Zum Beispiel wird der Polypeptidcharakter nicht wesentlich beeinflusst, wenn die Substitutionen
oder Deletionen die spezifische Bindung des abgeanderten Peptids an einen spezifischen Bindungspartner
des Ausgangspeptids nicht wesentlich beeinflussen. Von dieser Definition eingeschlossen werden auch glyko-
sylierte und andere Varianten und Derivate, die dem Fachmann bekannt sind und die als in dem Schutzumfang
dieser Erfindung fallend erachtet werden. Von dieser Definition eingeschlossen werden auch Aminosaurein-
sertionen, -substitutionen, -deletionen und -abanderungen, die den Polypeptidcharakter relativ zum Ausgangs-
peptid im Wesentlichen nicht beeinflussen.

[0044] Expressionskontrollsequenz: Eine DNA-Sequenz von Nukleotiden, die die Expression von Strukturge-
nen kontrolliert und reguliert, wenn sie mit diesen Genen operativ verknupft sind.

[0045] Exon: Eine benachbarte DNA-Region, die flir einen Abschnitt eines Polypeptids kodiert. Die Bezug-
nahme auf irgendein Exon, z.B. "DNA-Sequenz des Exons 6" bezieht sich auf das ganze Exon oder irgendei-
nen Abschnitt davon.

[0046] Freies IgE oder Serum-IgE: Im Kreislauf eines Patienten befindliches IgE, das nicht mit einem nativen
oder verabreichten Rezeptor, der eine Affinitat fir IgE oder andere IgE-Molekiile aufweist, komplexiert oder ge-
bunden ist.

[0047] Genom: Die gesamte DNA einer Substanz. Es schliel3t neben anderen Dingen die Strukturgene ein,
die fir die Polypeptide der Substanz als auch den Operator, Promoter oder die ribosomalen Bindungs- und
Wechselwirkungssequenzen, wie zum Beispiel die Shine-Dalgarno-Sequenzen, kodieren.

[0048] Spezifische Bindung: Binden einer Substanz an eine andere mit gréRerer Bindungsaffinitat als die Hin-
tergrundbindung. Zwei Substanzen, die eine spezifische Bindung ausiiben, werden als spezifische Bindungs-
partner oder als ein spezifisches Bindungspaar bezeichnet. Ein Antikérper und sein Antigen sind ein Beispiel
fur ein spezifisches Bindungspaar.

[0049] Strukturgen: Eine DNA-Sequenz, die durch ihre Matrize oder messenger-RNA ("mRNA") fir eine Se-
quenz von Aminosauren kodiert, die fur ein spezifisches Polypeptid charakteristisch sind.

[0050] Therapeutische Menge: Eine "therapeutische Menge" ist die Menge eines mAb, die Serum-IgE-Ni-
veaus verringert, oder die IgE Herstellung oder Aktivitét in dem behandelten Tier supprimiert und die Wirkung
hat Symptome einer Erkrankung oder eines physiologischen Zustandes zu lindern oder ihnen vorzubeugen.

[0051] Gesamt-IgE: Mit "Gesamt-IgE" ist das gesamte Serum-IgE gemeint, ob durch ein anderes Molekil ge-
bunden oder nicht.

[0052] Wie hierin offenbart wurde ein neuer chimarer kaniner Anti-IgE mAb erzeugt und an mit Traubenkraut
("Ragweed") sensibilisierte Hunde verabreicht. Dieses chimare Molekdl, das als c15A.2 bezeichnet wird, be-
steht aus kaninen konstanten schweren und leichten Doméanen, das mit schweren und leichten variablen Be-
reichen aus Mausen fusioniert wurde. In allen Fallen fihrte das Verabreichen zu einer fortwdhrenden Verrin-
gerung der freien IgE-Niveaus im Kreislauf unter das detektierbare Niveau. Zusatzlich wurde das Gesamt-IgE,
einschliellich dem, das mit chimaren 15A.2 komplexiert war und sich immer noch im Kreislauf befand und so-
fort nach der Verabreichung von c15A.2 detektierbar war, Uber die Zeit verringert. Nach 28 Tagen der Verab-
reichung war freies c15A.2 im Serum detektierbar, jedoch waren sowohl freies als auch das gesamte IgE aus
dem Serum nicht detektierbar. Die Verwendung eines humanisierten anti-IgE monoklonalen Antikoérpers als
therapeutisches Agens fir humane Allergien war im U.S. Patent Nr. 5,593,861 von Maeda et al. offenbart. Es
wird geglaubt, dass das Entfernen von IgE durch Verabreichen von rekombinantem Anti-IgE mAb in Hunden
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bisher nicht gezeigt worden ist. Der Fachmann wird feststellen, dass die vorliegende Erfindung und die Diskus-
sion hierin, die den mAb betreffen, gleichermalen auf Rezeptoren anwendbar ist, die Teile von Antikérpermo-
lekilen umfassen. Daher ist mit der hierin gegebenen Diskussion beabsichtigt auf Zusammensetzungen von
Rezeptoren und nicht nur auf Antikérper Bezug zu nehmen.

[0053] Die kaninen anti-lgE mAb Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kénnen rekombinante
oder chimére Strukturen von Kaninen und Mauseimmunoglobulinen sein. Die Molekile kbnnen Chimaren um-
fassen, die aus konstanten schweren und leichten Domanen des kaninen IgE's und schweren und leichten va-
riablen Bereichsdomanen von murinem Immunoglobulin, die eine Affinitat fur das Exon 3 des kaninen IgE's
aufweisen, erzeugt wurden.

[0054] Die hierin verwendeten Begriffe anti-kaniner IgE mAb, chimarer mAb, rekombinanter mAb und Rezep-
tor umfassen irgendeine und alle konservative Varianten davon und werden als im Schutzumfang der vorlie-
genden Erfindung liegend erachtet.

[0055] Es ist ein Merkmal der vorliegenden Erfindung, dass das Verabreichen des chimaren kaninen anti-IgE
mAb's oder Rezeptor's im Verfahren zum Behandeln von kaninen Allergien nutzlich ist. Es ist auch ein Merkmal
der Erfindung, dass das Verabreichen von Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung die Serum IgE
Niveaus in Kaninen verringert.

[0056] Die chimaren kaninen anti-IgE mAb's und Rezeptoren der vorliegenden Erfindung kénnen die Wech-
selwirkung zwischen IgE und seinen Rezeptoren zerstéren oder blockieren. Im Allgemeinen ist die Interferenz
zwischen IgE und seinen Rezeptoren unabhangig vom Typ des Allergens, das allergische Symptome verur-
sacht oder wahrscheinlich verursacht.

[0057] In Ausfluhrungsformen der vorliegenden Erfindung kdnnen chimare kanine anti-Igg mAb's und Rezep-
toren der vorliegenden Erfindung durch Blockieren des Bindung von IgE an seine Rezeptoren auf Mastzellen
oder Basophilen, durch Blockieren der Bindungsstelle an IgE-Molekiilen oder anderweitig durch stéren der Bin-
dung von IgE mit seinen Rezeptoren wirken. Die chiméaren kaninen anti-IgE mAb's und Rezeptoren der vorlie-
genden Erfindung kénnen auch durch das Binden I6slichen IgE's im Plasma wirken, wobei der Komplex dann
aus dem Kreislauf durch die kdrpereigenen normalen Mechanismen entfernt wird. In anderen Ausfihrungsfor-
men der vorliegenden Erfindung kdnnen die chiméaren kaninen anti-lgE mAb's oder Rezeptoren durch Binden
von IgE an B-Zellen und Eliminieren von klonalen Populationen von IgE+ B-Zellen wirken. Die chimaren kani-
nen anti-lgE mAb's oder Rezeptoren der vorliegenden Erfindung kénnen auch durch Inhibieren der IgE-Pro-
duktion wirken. Obwohl nicht gewlinscht wird durch irgendeine bestimmte Theorie gebunden zu sein, wird ge-
glaubt, dass der mAb oder der Rezeptor an B-Zellen binden kann und ein Vernetzungsereignis induzieren
kann, das die Apoptose von Zellen induzieren kann oder zu inhibitorischen Signalen fihren kann, die die
IgE-Synthese herabregulieren und eliminieren. Zusatzlich kann das Binden von IgE aus dem Serum, das freies
IgE ist, es einem anderen regulatorischen Molekiil, das normalerweise IgE aus dem Serum im Exon 3 Bereich
bindet, ermdglichen IgE auf der B-Zelle zu binden und nachfolgend durch negative Signale, die von einer sol-
chen Bindung verursacht werden oder damit in Zusammenhang stehen, die IgE-Synthese zu bewirken.

[0058] In einer anderen Ausfiuhrungsform kénnen die chimaren kaninen anti-lIgE mAb's oder Rezeptoren der
vorliegenden Erfindung mit schweren Kettensequenzen des IgG's formuliert werden oder diese umfassen, um
die Halbwertszeit der Molekdle in vivo zu erhdhen oder ihre Aktivitat zu steigern.

[0059] Das Verfahren zum Behandeln von Hunden, die unter allergischen Symptomen leiden oder das Ver-
hindern von allergischen Symptomen bei Hunden kann im Allgemeinen das Verabreichen einer therapeuti-
schen Menge eines chimaren kaninen anti-lgE mAb's oder Rezeptor's an die behandelten Tiere umfassen.
Prazise Dosierungen von chimarem kaninen anti-IgE mAb oder Rezeptor und Verabreichungsparametern wer-
den auf eine Art und Weise etabliert, die mit der Ubereinstimmt, die dem Fachmann bekannt sind. Dies kann
das Berticksichtigen eines oder mehrerer der folgenden Faktoren einschlieRen, obwohl diese Liste nur als Bei-
spiel gedacht ist und andere Parameter, die dem Fachmann bekannt sind oder diesem bekannt werden kénn-
ten, ausschlief3en sollen: Die Gegenwart oder Schwere der allergischen Symptome, die Hundeart, der Zustand
des individuellen Patienten, die Verabreichungsart, das Verfahren und die Lange der Verabreichung und an-
dere Faktoren, die dem Fachmann bekannt sind oder diesen in der Zukunft bekannt werden.

[0060] Vergleichsweise kann die Dosierung des chimaren kaninen anti-IgE mAb's oder Rezeptors, der verab-

reicht wird, von der Betrachtung der Eigenschaften der verwendeten schweren Kettenisotope des IgE und an-
derer Faktoren abhangen. Zum Beispiel kdnnen diese Betrachtungen die Bindungsaktivitat und in vivo Plas-
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mahalbwertszeit, die Konzentration des chimaren kaninen anti-lgE mAb's oder des Rezeptors in der Formulie-
rung, den Verabreichungsweg, die Art und Rate der Dosierung, und die klinische Toleranz des involvierten Pa-
tienten einschlielen. Diese Liste soll keine begrenzende Funktion haben und der Fachmann wird erkennen,
dass andere Faktoren ebenfalls zur Berlicksichtigung relevant und vorteilhaft sein kdnnen.

[0061] Die therapeutische Menge des derzeitigen chimaren kaninen anti-lgE mAb's oder Rezeptors kann in
Dosierungen und tber einen Zeitraum verabreicht werden, die zum Lindern oder Supprimieren allergischer
Symptome und/oder zum Verringern der Serum-IgE Niveaus und/oder Supprimieren der IgE Herstellung oder
Aktivitat ausreichend ist.

[0062] Im Allgemeinen kann die Formulierung der vorliegenden Erfindung andere Bestandteile in Mengen
enthalten, die nicht mit der Herstellung von stabilen und wirksamen Formen des kaninen anti-lgE mAb's oder
Rezeptors interferieren. Alle zusatzlichen Bestandteile, die mit dem chimaren kaninen anti-IgE mAb oder Re-
zeptor verabreicht werden, kdnnen in Mengen vorhanden sein, die fir die wirksame, sichere pharmazeutische
Verabreichung geeignet sind. Pharmazeutische Hilfsstoffe, die dem Fachmann bekannt sind, kdnnen einen Teil
der entsprechenden Zusammensetzungen bilden. Zum Beispiel kénnen solche Hilfsstoffe Salz und andere pa-
renterale Lésungen, Puffer und Stabilisatoren als auch eines der vielen verschiedenen geeigneten Bulkmittel,
Pufferagenzien, Antioxydantien, Verschnittmittel und andere Bestandteile, die dem Fachmann fur das mit Auf-
nehmen als vorteilhaft bekannt sind, einschlie3en. In einer bevorzugten Ausfihrungsform kann der kanine An-
ti-IgE mAb oder Rezeptor als eine Losung von Proteinen in sterilem PBS formuliert werden.

[0063] Der chimare kanine anti-IgE mAb oder Rezeptor der vorliegenden Erfindung kann auf eine Art verab-
reicht werden, die fir das Zerstéren, Blockieren oder sonstige Interferieren mit der Bindung zwischen IgE und
seinem Rezeptor oder auf eine Art, die die Bindung zwischen dem verabreichten mAb oder Rezeptor und IgE
erhdht, wirksam ist. Diese Verfahren werden fir den Fachmann offensichtlich sein. In bevorzugten Ausfih-
rungsformen kann der kanine anti-lgE mAb oder Rezeptor subkutan, intramuskular oder intravends verabreicht
werden. Alternativ dazu kann der mAb oder Rezeptor Uber Suspensionen, Tabletten, Kapseln oder Zapfchen
fur die orale, rektale oder vaginale Verabreichung formuliert werden.

[0064] Die folgenden Beispiele illustrieren weiter das Klonieren, Exprimieren und Reinigen des 15A.2 mAbs
und sind nicht zur Begrenzung gedacht.

Beispiel I: Klonieren des variablen Bereich des 15A.2 von der Maus

[0065] Der variable Bereich des 15A.2 von der Maus wurde durch RT-PCR von 15A.2 Hybridomazellen klo-
niert. Ein kommerziell erhaltliches Kit (Novagen, Madison, WI, Ig-Prime Kit), das aus einem Satz von degene-
rierten PCR-Primern fur die reverse Transkription und Amplifikation von IgVh und IgV1 mRNA's von Mausehy-
bridomazelllinien besteht, wurde als Quelle flir Primer verwendet, um die 15A.2 mRNA's, die fiir die leichten
und schweren variablen Domanen kodieren, zu klonieren. Die 5' und 3'-Primer flr die IgVh-Doméane waren
MulgVh5'-B bzw. MulgMvh3'-1. MulgVh5'-B ist eine Mischung aus zwei Primern in einem Réhrchen (bereitge-
stellt von Novagen), mit den Sequenzen

GGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT (SEQ. ID NO: 1) und
ACTAGTCGACATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT (SEQ. ID NO: 2)

MulgMvh3'-1 hat die Sequenz

CCCAAGCTTACGAGGGGGAAGACATTTGGGAA (SEQ ID NO: 3)

Die 5' und 3'-Primer der IgV1-Domane waren MulgAV15'-A bzw. MulgAV13'-1. Die mRNA, die fur die 15A.2
IgVh und IgV1 variablen Doménen kodieren, wurde revers transkribiert, amplifiziert und kloniert. Mulg(lamb-
da)V15'-A hat die Sequenz

GGGAATTCATGGCCTGGAYTYCWCTYWTMYTCT (SEQ ID NO: 4)

Mulg(lambda)V13'-1 hat die Sequenz

CCCAAGCTTAGCTCYTCWGWGGAIGGYGGRAA (SEQ ID NO: 5)

[0066] Die PCR-Reaktionen wurden wie folgt durchgefinhrt:
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Enzym: Tag-Polymerase

1) 94°C 20 Sekunden 35 Zyklen
60°C 58 Sekunden
72°C 20 Sekunden

2) 4°C Lagerung

[0067] Geeignete Klone der variablen Doméanen von 15A.2 IgVh und IgV1 wurden unter Verwendung von Re-
striktionsendonukleaseanalysen und DNA-Sequenzanalysen identifiziert. Der Vergleich dieser DNA-Sequen-
zen mit bekannten Mause IgVh- und IgV1-Genen bestatigte, dass sie flir die variablen Domanen eines mono-
klonalen Antikdrpers von der Maus kodieren.

Beispiel II: Klonieren von konstanten Bereich des kaninen IgG

[0068] Die leichten und schweren konstanten Bereiche von kaninen Immunoglobulinen wurden durch
RT-PCR aus Hundelymphozytenzellen kloniert. PCR-Primer, die auf der Sequenz der konstanten Doméane von
kaninem IgG aufbauten, wurden flr die reverse Transkription und PCR-Amplifikation von mRNA, die fir die
konstanten Domanen von Immunoglobulinen (offenbart im U.S. Patent Nr. 5,593,861 von Maeda et al.) kodie-
ren, verwendet. Die PCR-Reaktion war die gleiche wie weiter oben aufgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden klo-
niert und einer DNA-Sequenzanalyse unterzogen. Geeignete Klone der konstanten Domanen von Immunoglo-
bulinen wurden unter Verwendung von Restriktionsendonukleaseanalysen und DNA-Sequenzanalysen identi-
fiziert. Der Vergleich dieser DNA-Sequenzen mit bekannten Immunoglobulingenen bestatigte, dass sie fir die
konstanten Domanen eines kaninen Immunoglobulins kodieren.

Beispiel lll; Klonieren von Volllangen Maus/Kanin chimare 15A.2

[0069] Das herkémmliche Verfahren zum Herstellen von chimaren monoklonalen Antikérpern wurde verwen-
det, um Volllangen Maus/Kanin chimare 15A.2 monoklonale Antikérpergene herzustellen. Die Sequenz, die fur
den variablen Bereich des 15A.2 der Maus kodiert, und die kanine Sequenz, die fiir den konstanten Bereich
kodiert, wurden mittels PCR miteinander verknipft und kloniert. Nach dem Verifizieren der chimaren Gene
durch DNA-Sequenzanalysen wurde ein geeignetes Gen einer leichten Kette vom chimaren Maus/Kanin 15A.2
und ein Gen einer schweren Kette vom chimaren Maus/Kanin 15A.2 fiir die Expression und Proteinproduktion
des chimaren Proteins ausgewahilt.

Identifikation funktionaler Klone

[0070] Funktionale Klone der schweren und leichten Kette von chimarem 15A.2 wurden unter Verwendung
eines COS- zelltransienten Expressionssystems identifiziert. Die Volllange der schweren Kette und die Volllan-
ge der leichten Kette wurden stromabwarts in korrekter Orientierung des CMV-Promotors auf den pcDNA3.1
Vektor (Invitrogen, Carlsbad, CA) kloniert. Die Immunoglobulinfihrungssignale auf den Proteinen wirden bei
den Proteinen dazu fihren, dass diese aus den Zellen in den Kulturliberstand sekretiert werden. Die Kotrans-
fektion beider DNA's in COS-Zellen ermdglicht die transiente Genexpression, Proteinproduktion und Zusam-
mensetzung funktionaler chimarer Antikérper in der Zelle. IgE bindendes ELISA und ein anti-kanines IgG ELI-
SA wurden verwendet, um die funktionale Antikdrperaktivitat in Zellkulturiiberstanden zu detektieren. Die Klo-
ne, die die beste Bindungsaktivitat ergaben, wurden verwendet, um Vektoren fiir die chimare monoklonale An-
tikdrperproduktion in einem Bakulovirus-Expressionssystem zu konstruieren. Die Sequenzen sowohl fir die
schwere Kette als auch fir die leichte Kette werden wie folgt dargestellt:
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Chimare DNA-Sequenz der schweren Kette von 15A.2 (SEQ ID NO: 6)

ATGAAATGGA GCTGGGTTTT TCICTTICTC CTGTCAGTAA
CTGCGGGTGT GTTCTCTGAG GTTCAGCTGC AGCAGTCTGG
ACCTGAGCTQA GTGAAGCCTG GGGCTTCAGT GAAGATATCC
TGCAAGGCTT CTGAGTTACTC ATITACTGAC TACTTTATGA. -
ACTGGGTGAT GCAGAGCCAT GGAAAGAGCC TTGAGTIGGAT

TGGTCGTATT AATCCTTTCA ATGGTGATCC TTICTACAAC
CAGAAGTTCA AGGGCAAGGC CACATTGACT G’I‘AGACAAAT
CCTCTAGCAC AGCCCACATG GAGLCTCCGGA GCCTGGCATC
TGAGGACTCT GCAGTCTATT ATIGTGCAAG ATTCTACTAC
GGACGTTACT ATGCTATGGA CTACTGGGGT CAAGGAACCT
CAGTCACCGT CTCCTCAGCC TCCACCACGG CCCCCTCGGT
TTTCCCACTG GACCCCAGCT GCGGGTCCAC TICCGGCTCS

ACGGTGGCCC TGGCCTGCCT GATGTCAGHC TACTTCCCCG
AGCCTGTAAC TGTGTCCTAG AATTCCGGCT CCTTGACCAG
CGGTATGCAC ACCTTCCCGT CCGACCTGCA GTCCTCAGGG
CTCTACTCCC TCAGCAGCAT GGTGACAGTG CCCTCCAGCA -
GGTGGTCCAG CGAGACCTTC ACCTGCAACG TGGCCCACCC
GGCCAGCAAA ACTAAAGTAG ACAAGCCAGT GCCCAAAACA
GAAAATGGAA GAGTTCCTCG CCCACCTGAT TGTCCCAAAT |
GCCCAGCCCC TGAAATGCTG GGAGGGCCTT CQGTCTTCAT
CTTTCCCCCG AAACCCAAGG ACACCCTCTT GATTGCCCOA
ACACCTGAGG TCACATGIGT GATGGTGGAT CTGGGACCAG
AAGACCCTGA GGTGCAGATC AGCTGGTTCG TGGACGGTAA.
GCAGATGCAA ACAGCCAAGA CTCAGCCTCG TGAGGAGCAG
TTCAATGGCA CCTACCAGTGT GGTCAGTGTC CTCCCCATTG
GGCACCAGGA CTGGCTCAAG GGGAAGCAGT TCACGTGCAA.
AGTCAACAAC AAAGCCCTCC CATCCCCGAT CGAGAGGACC
ATCTCCAAGQA CCAGAGGGCA GGCCCATCAG CCCAGTGTGT. |
ATGTCCTGCC GCCATCCCGG GAGGAGTTGA GCAAGAACAC
AGTCAGCTTG ACATGCCTGA TCAAAGACTT CTICCCACCT -
GACATTGATG TGGAGTGGCA GAGCAATGGA CAGCAGGAGC
CTGAGAGCAA GTACCGCACG ACCCCGCCCC AGCTGGACGA
GGACGGGTCC. TACTTCCTGT ACAGCAAGCT CTCTGTGGAC
AAGAGCCGCT GGCAGCGOAA AGACACCTTC ATATGTGCGE
TGATGCATGA AGCTCTACAC CACAGAAATC CCTCTCCCAT
TCTCCGGGTA AATGA :
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Chimare DNA-Sequenz der leichten Kette von 15A.2 (SEQ ID NO: 7)

ATGGCCTGGA TTTCACTCTT ATICTCTCTC CTGGCTCTCA
GCTCAGGGGC CATTTCCCAG GCTGTTGTGA CTCAGGAATC
TGCACTCACC ACATCACCTG GTGAAACAGT CACACTCACT
TGTCGCTCAA GTACTGGOGC TATTACAACT AGTAACTATG
CCAACTGGGT CCAAGAAAAA CCAGATCATT TATICACTGG
TCTAATAGGT GATCCCAACA ACCGAGCTCC AGGTGTICOT

GCCAGATTCT CAGGCTCCCT GATIGGAGAC AAGGCTGCCC
TCACCATCAC AGGQGGCACAG ACTGAGQRATG AGGCAATATA
TTTCTGTGCT CTATGGTACA GCAACCATTG GGTGTICGGT
GGAGGAACCA AACTGACTGT CCTAGGCCAG CCCAAGGCCT
CCCCCTCGGT CACACTCTTC CCGCCCTCCT CTGAGGAGCT
CGGCGCCAAC AAGGCCACCC TGATGTGCCT CATCAGCGAC -
TTCTACCCCA GCGGCGTGAC GGTGGCCTGG AAGGCAAGCG -
GCAGCCCCGT CACCCAGGGC GTGAAGACCA CCAAGCCCTC
CAAGCAGAGC AACAACAAGT ACGCGGCCAG CAGCTACCTG
AGCCTGACGC CTGACAAGTG GAAATCTCAC AGCAGCTTCA
GCTGCCTGGT CACGCACGAG GGOAGCACCG TGGAGAAGAA
GGTGGCCCCC GCAGAGTGCT CITAG S

Beispiel IV: Expression von chimarem 15A.2 in Insektenzellen

[0071] Ein Bakulovirusexpressionssystem wurde fiir die Produktion des chimaren Maus/Kanin 15A.2 monok-
lonalen Antikorpers im grofteren Malstab verwendet. Die Bakulovirusexpression ist eine ibliche Technik und
die Verfahren sind dem Fachmann gut bekannt. Die DNA der schweren Kette von 15A.2 wurde in den Phar-
Mingen's (San Diego, CA) pAc LIC Bakulovirusiibertragungsvektor fiir die Rekombination in Bakuloviren klo-
niert. Die DNA der leichten Kette des chimaren 15A.2 wurde in den PharMingen's pAcHis NT-A™ Bakulovirus-
Ubertragungsvektor fiir die Rekombination in Bakuloviren kloniert. Rekombination und Amplifikation beider Vi-
ruskonstrukte wurde in Insekten sf-9-Zellen amplifiziert. Das chimare 15A.2 wurde unter Verwendung von In-
sekten High Five-Zellen exprimiert. Die Infektionsbedingungen waren die folgenden:

Hi Five-Zellendichte fir die Infektion: 1,5 x 10%/ml
MOI fir die Virusinfektion mit der schweren Kette: 10

MOI fur die Virusinfektion mit der leichten Kette: 3

Zeit flr die Proteinexpression: 72 Stunden

15A.2 wurde exprimiert und in das Zellkulturmedium sekretiert.
Reinigung des chimaren 15A.2 Proteins
[0072] Das allgemeine Reinigungsschema war das Folgende:
1. Zellklarung:
[0073] Der Zellkulturiiberstand, der das 15A.2 Protein enthielt, wurde 72 Stunden nach der Infektion gewon-

nen. Der Uberstand wurde durch Millipore's (Bedford, MA) MILLIGUARD™ — Kassettenfiltrationssystem fiir die
Zellklarung gefiltert. Andere Filtrationssysteme, die eine Porengrofie von 0,2 um aufweisen, die hoch kapazi-
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tive Filter mit niedriger Proteinbindung sind und in der Lage sind hohen Driicken zu widerstehen, sind ebenfalls
geeignet. Der geklarte Uberstand wurde dann fiir die Saulenchromatographie auf konzentriert.

2. Protein A Saulenchromatographie:

[0074] Die konzentrierte Probe wurde auf eine Protein A Saule geladen und mit PBS-Puffer aquilibriert. Das
15A.2 Protein wurde mittels eines pH-Gradienten eluiert, der durch Mischen von 4% Glycerol, PBS, pH 7,2 und
4% Glycerol, 25 mM Natriumcitratpuffer, pH 2,5 erzeugt wurde. Das Protein wurde bei etwa pH 4 eluiert.

3. lonenaustausch Saulenchromatographie:

[0075] Das Protein A gereinigte 15A.2 wurde auf die Q Sepharose™ (Pharmacia, Uppsala, Schweden) Saule
geladen, und mit 4% Glycerol, PBS, pH 7,2 aquilibriert, um kontaminierte Proteine, DNA, RNA, Viren etc. zu
entfernen. ein vergleichbares lonenaustauschharz zum Entfernen von DNA, RNA, Endotoxinen und anderen
negativ geladenen Materialien von gereinigten Proteinen wurden ebenfalls verwendet. Der Durchfluss wurde
gesammelt.

4. Sterilisierung:

[0076] Das Q Durchfluss 15A.2 wurde auf konzentriert und durch Filtern durch eine 0,2 um Filtereinheit ste-
rilisiert. Die letztendliche Pufferzusammensetzung ist die folgende:

0,7 x PBS

6,5 mM Natriumcitrat

4% Glycerol

pH: ~7,0

[0077] Das Protein hat mindestens eine Reinheit von 95%, die durch SDS-PAGE Proteingel angegeben wur-
de, und wurde bei -80°C fir die weitere Verwendung gelagert.

Beispiel V: Rekombinanter kaniner Anti-IgE mAb (c15A.2): Wirkungen auf die IgE Aktivitat in vitro und in vivo

[0078] Das gemal Beispiel V erhaltene gereinigte c15A.2 wurde auf seine Fahigkeit getestet, die Bindung
des kaninen IgE an den kaninen IgE Rezeptor in vitro (Eig. 1) zu verhindern. Die zum Neutralisieren von IgE
im Serum von drei Hunden, die mit 2002, 2003 und 2103 bezeichnet wurden, erforderliche Menge von c15A.2
wurde durch das Serumneutralisierungsassay bestimmt und wird in Fig. 8 dargestellt. Der zeitliche Verlauf und
die Ereignisse des 40-tatigen experimentellen Zeitraums werden in den Fig. 2a und 2b zusammengefasst. Die
Hunde wurden bei der Geburt am Lovelace Respiratory Research Institute (Albuquerque, MNM) gegenliber
Traubenkraut sensibilisiert und in Studien zum Testen der Wirksamkeit, die durch die Fahigkeit eines Hundes
eine subkutane Hautreaktion nach der Verabreichung eines Allergens zu entwickeln, abgeschatzt wird, ver-
wendet.

[0079] Das c15A.2 wurde den Hunden 2002, 2003 und 2103 alle fiinf Tage flir acht aufeinander folgende Be-
handlungen verabreicht. Die Menge des verabreichten c15A.2 in der ersten Behandlung entsprach 10-fachen
Konzentration der messbaren Konzentration an freiem Serum-IgE drei Tagen vor dem Beginn der Verabrei-
chung. Die Dosen 1 und 2 erhielten die 10-fache freie Serum-IgE Konzentration. Alle nachfolgenden Dosierun-
gen wurden auf 5-fache freie Serum IgE-Konzentration eingestellt. Der Testgegenstand wurde in sterilem PBS
bei der Konzentration, die fur das Zufuhren des 10-fachen oder 5-fachen der Serum IgE-Konzentration durch
intravendse Infusion Uber eine 30-minutige Periode erforderlich ist, verdinnt.

[0080] Fig. 2A-1 bis Fig. 2A-3 folgt dem Niveau des freien und gesamten Serum-IgE's in jedem Hund gegen
die Zeit, basierend auf der Dosierung des verabreichten c15A.2 mAb. Zusatzlich wurde c15A.2 dann alle flinf
Tage flur insgesamt 40 aufeinander folgende Tage verabreicht. Serum-IgE-Niveaus werden durch Standard
ELISA-Techniken untersucht, die dem Fachmann gut bekannt sind. IgE-Niveaus werden in der ELISA-Technik
bei etwa unter 1 ng/ml im Allgemeinen als undetektierbar erachtet.

[0081] Fig. 2A-1 bis Fig. 2A-3 zeigen auch, dass freies IgE in den Versuchshunden innerhalb von 60 Minuten
auf undetektierbare Niveaus abfiel und sich wahrend der gesamten 40-tagigen Behandlungsperiode nicht wie-
der erholte. Die Niveaus an freiem Serum-IgE in den Versuchshunden 1101 und 1102, die nur Salzl6sung er-
hielten, veranderten sich nicht signifikant wahrend dieses Zeitraums (Fig. 2B-1 bis Fig. 2B-2). Das in diesem
Experiment verwendete Assay stammt aus einem ELISA Festphaseneinfangreatkion mit einem 15A.2 Antikor-
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per von der Maus und Detektion mit einem anderen HRPO-konjugierten mAb, 14K.2, der das Exon 4 des ka-
ninen IgE erkennt. Das Assay detektiert das gesamte Serum IgE, das nicht an ¢15A.2 gebunden ist.

[0082] Das durch c15A.2 gebundene Gesamt-IgE fiel in den Versuchshunden langsamer ab als das freie IgE,
wahrscheinlich weil es wieder in den Kreislauf gelangte und letztendlich aus dem Kreislauf entfernt wurde. Das
hier verwendete Assay bestand aus einer ELISA-Einfangreaktion mit dem mAb 14K.2 und der Detektion mit
einem anderen anti-kaninen IgE mAb, der durch c15A.2 nicht an der Bindung gehindert wird. In den Hunden
2003 und 2103 blieb das freie und das gesamte Serum-IgE in Assays fiir mehr als 60 Tage nach der letzten
Verabreichungsdosis von rekombinantem Antikérper undetektierbar. Im Hund 2002 war 30 Tage nach Beendi-
gung der Verabreichung des chimaren Antikdrpers freies Serum-IgE mit etwa 20 ng/ml detektierbar und ver-
blieb auf diesem Niveau fur die restlichen 30 Tage der Beobachtung.

[0083] Diese Daten zeigen die Wirkungen eines rekombinanten Antikérpers auf die vorliegende Erfindung: (1)
Entfernen von im Kreislauf befindlichem IgE au dem Serum; (2) Bereitstellen eines Verfahrens zum Beeinflus-
sen des Prozesses durch das IgE wieder aufgefiillt wird. Diese Ergebnisse sind tberraschend, wenn man be-
denkt, dass bei Serum-IgE bekannt ist, dass es eine kurze Halbwertszeit hat, vermutlich in einer Gréf3enord-
nung von etwa 2 Tagen, und dass rekombinante oder chimare Molekule ebenfalls relativ kurze Halbwertszeiten
in vivo zeigen. Bei unbehandelten Tieren nimmt man an, dass sich im Kreislauf befindliches Serum IgE alle 4
bis 5 Tage erneuert, wohingegen nach der Verabreichung eines kaninen anti-lgE mAb's 15A.2 der vorliegen-
den Erfindung 18 Tage nach der Verabreichung des chimaren Antikdrpers die Serum-IgE Niveaus unterhalb
der detektierbaren Mengen supprimiert blieben.

Beispiel VI: Entfernen des c15A.2

[0084] Die Anwesenheit von freiem chimaren 15A.2 im Serum der Hunde 2002, 2003 und 2103 wurde mittels
eines ELISA unter Verwendung einer rekombinanten kaninen IgE Festphase und der Detektion mit einem po-
lyklonalen anti-kaninen IgE Konjugat von der Ziege bestimmt. Fig. 3 zeigt, dass die Niveaus von c15A.2 im
Serum mit dem Beginn und dem Ende jedes 5-tdgigen Verabreichungszeitraums fortwahrend ansteigen und
fallen. Freies c15A.2 ist im Serum von Versuchsunden 24 Tage nach der Infusion immer noch detektierbar (X

pg/ml).

[0085] Die Immunkomplexe von c15A.2 und kaninem IgE wurden durch einen ELISA auf einer 14K.2 Fest-
phase gemessen und durch ein polyklonales anti-Hunde IgGfc-Konjugat detektiert. Diese in Fig. 4 zusammen-
gefassten Daten zeigen, dass komplexiertes IgE in hoher Konzentration zu einem friihen Zeitpunkt im Behand-
lungszyklus detektiert wurde, dass jedoch das Niveau der Komplexe fortwahrend abfallt. Am 28 Tag wurden in
den Hunden, die c15A.2 erhielten, keine Immunkomplexe gemessen. Dieses Ergebnis legt nahe, dass die
Komplexe aus dem Pool des Kreislaufsystems flir Serumimmunoglobulin entfernt wurden, und dass die Syn-
these von neuen IgE in diesem Zeitrahmen verringert oder eliminiert wurde. Es wurden keine Veranderungen
bei den Versuchshunden beobachtet. Es wurde keine Immunantwort auf den chimaren monoklonalen Antikor-
per c15A.2 in den Hunden 2003 und 2103 beobachtet. Nach 28 Tagen der primaren Infusion wurde eine Im-
munantwort auf den Testgegenstand im Hund 2002 beobachtet. Die Daten in Fig. 5 zeigen, dass diese Reak-
tion zunimmt, wenn mehr chimares 15A.2 verabreicht wird und kann eine Rolle bei der kiirzeren Serumhalb-
wertszeit des ¢15A.2 im Hund 2002 (Eig. 3) spielen.

Beispiel VII: Wirkung auf das Expressionsniveau des hoch affinen IgE-Rezeptors auf Basophile nach der Ver-
abreichung von kaninem Anti-IgE mAb 15A.2 (c15A.2)

[0086] Am flinften Tag, 14. Tag und 29. Tag nach dem Beginn der c15A.2 Verabreichung wurden 10 ml Ge-
samtblut entnommen. Halb gereinigte Populationen peripherer Blutleukozyten wurden durch Dichtegradien-
tenzentrifugation hergestellt und mit Reagenzien fir die zweidimensionale Durchflusszytometrie-analyse an-
gefarbt. Die in diesen Experimenten verwendeten Reagenzien waren der FITC-konjugierte, anti-kanine, hoch
affine IgE-Rezeptor mAb 9L.4 und PE-konjugierter 14K.2. Die Zellendoppelfarbung fur diese Antikdrper und
die Residenten im Quadranten vier (oberer rechter Quadrant) des Dotblot-Diagramms in Eig. 6 sind Basophile.

[0087] Die Daten in Fig. 6 sind fuir den Hund 2002 und sind reprasentativ. Die Anzahl von doppelgefarbten
Zellen im Quadranten verringert sich Uber den Zeitraum der Verabreichung von c15A.2. Die Daten legen nahe,
dass das Expressionsniveau der hoch affinen IgE-Rezeptoren in Basophilen nach 29 Tagen der Verabreichung
von c15A.2 beim Versuchshund 2002 um tUber 90% verringert wird. Das Eliminieren von Serum-IgE Uber die
Zeit fuhrt zu einer Verringerung der Expression der Rezeptoren fur IgE auf Basophilen und kénnte eine ver-
gleichbare Reaktion in Hautmastzellen widerspiegeln. Eine verringerte Mastzellenexpression fir hoch affine
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IgE-Rezeptoren wird zu einer Verringerung oder Eliminierung der Hauttestreaktivitat gegentber Allergen fiih-
ren.

Beispiel VIII: Wirkung der Traubenkraut Hauttestreaktivitat bei Verabreichung von kaninem Anti-IggE mAb 15A.2

[0088] Mit Traubenkraut sensibilisierten Hunden wurde eine 0,5% L&sung von Evans Blue Dye in PBS bei 0,2
ml/kg infusiert und dann 10 Minuten spater mit dem Allergen konfrontiert. Finf und 10-fache Verdiinnungsrei-
hen des Traubenkraut Allergens in PBS, das bei 1000 PMU/mI beginnt, wurden hergestellt und 100 pl davon
subkutan in den rasierten Abschnitt des Torsos injiziert. Die Salzl6sung (PBS) diente als Negativkontrolle und
Histamin (100 pl einer 0,275 pg/ml Verdiinnung von Histamin in PBS) diente als Positivkontrolle. Die Reaktivitat
wurde 10 Minuten spater im Vergleich zur Histaminkontrolle als Anschwellen und blaue Farbstoffdiffusion in
der Haut gemessen. Eine Bewertung von Zwei wurde fir eine Allergenverdiinnung vergeben, bei der die Re-
aktion in Gré3e und Farbe zur Histaminreaktion aquivalent war. Eine Bewertung von Eins wurde vergeben fur
eine Reaktion, die der Halfte der Reaktion bei der Histaminkontrolle entsprach und eine Bewertung von Null
wurde vergeben, wenn die Reaktion aquivalent zur Negativkontrolle mit der Salzlésung war. Es wurde die Haut
von drei Versuchs-, 2002, 2003 und 2103 und zwei Kontroll-, 1101 und 1102, Hunden getestet, wie weiter oben
beschrieben, eine Woche vor der Verabreichung von c15A.2 und dann 3 Tage und 7 Tage nach der letzten Ver-
abreichung. Fig. 7A-B zeigen, dass in den Kontrollhunden die Hautreaktion gegeniiber dem Traubenkrautall-
ergen Uber den Verlauf der gesamten Studie vergleichbar war. Beim Kontrollhund 1102 verstarkte sich die
Traubenkraut Hautreaktion im Verlaufe der Zeit. Bei den Versuchshunden 2003 und 2103 war die Traubenkraut
Sensibilisierung nach der Verabreichung von c15A.2 tber 40 Tage fur wenigstens 7 Tage vollstandig ver-
schwunden. Nur der Hund 2002 zeigte irgendeine Traubenkraut Sensibilisierung bei der héchsten Trauben-
kraut Konzentration am dritten Tag nach der Infusion und fir diese Reaktion wurde aufgrund der Verteilung des
Farbstoffs eine Bewertung von 1 vergeben. Es hatte nicht die charakteristische Schwellung, die bei einer Eins-
wertung fiir die Kontrollhunde beobachtet und aufgenommen wurde. Am 7 Tag nach der Infusion wurde fir den
Hund 2002 eine Reaktionswertung von 1 fiir die Spots mit 1000 PMU/mI, 100 PMU/ml und 10 PMU/ml verge-
ben. Es gab wiederum nur eine Farbverteilung und keine Schwellung. Aufgrund der Tatsache, dass der Hund
2002 kein detektierbares, freies oder Gesamt-IgE wahrend dieser Hauttestperiode aufwies, scheint es wahr-
scheinlich, dass die Hautreaktionen, die beobachtet wurden, nicht die Folge der Querverknupfung von IgE auf
den Mastzellen hoch affiner IgE-Rezeptoren war. Sie kdnnen das Ergebnis einer anderen Hautreaktion gewe-
sen sein, die mit dem Testverfahren in Zusammenhang steht.

Beispiel IX: Chimarer kaniner anti-IgE mADb, der fir eine langanhaltende Stabilitat im Serum entworfen wurde,
Verlust der Immunogenitat und der IgE+ B-Zellen Ansteuerungsfahigkeit

[0089] Der Fachmann wird erkennen, dass man den kaninen anti-IgE mAb der vorliegenden Erfindung auch
in einer Form bereitstellen kann, die einen gréReren Abschnitt des Molekils aufweist als das Ig, das von der
Hundesequenz stammt, und daher eine gréRere Serumstabilitdt aufweisen, an Immunogenitat verlieren und
wirksamer Ziel-IgE+ B-Zellen ansteuern sollte.

[0090] Daher wurde in einem anderen Beispiel ein chimarer kaniner anti-IgE mAb, der flr eine langanhalten-
dere Stabilitat im Serum und mit einem Unvermdgen zur Induktion einer Immunreaktion entworfen wurde, ei-
nem Hund verabreicht. Dieser mAb bindet IgE im Serum und an IgE auf der Oberflache von IgE-erzeugenden
B-Zellen, jedoch nicht an IgE auf Mastzellen von Basophilen. Die IgE-Synthese wird konsequenterweise ver-
ringert oder eliminiert. Die sich daraus ergebenden verringerten IgE-Niveaus verursachen eine Verringerung
bei der Mastzellen-IgE-Rezeptor-Expression und eine Verringerung in der damit in Verbindung stehenden all-
ergischen Reaktivitat.

Beispiel X: Rekombinanter kaniner IgE-Rezeptor, der mit cRclg bezeichnet wurde — Klonierung und Expression
in Insektenzellen

[0091] Die Sequenz, von der man ausgeht, dass sie zumindest einen Teil der a-Untereinheit des kaninen
IgE-Rezeptors entspricht, wird in der GENBANK-Datenbank unter der Zugangsnr. D16413 gefuhrt.

[0092] Der cRclg-Rezeptor besteht aus der alpha-Domane des Rezeptors, die IgE bindet, das mit den Exons
2 und 3 des kaninen IgE's verbunden ist. Die schweren Kettenabschnitte des IgE vom Rezeptor sind die glei-
chen wie die Exons 2 und 3 des c15A.2.

[0093] DNA, die fir den chimaren IgE-Rezeptor cRclg (SEQ ID NO: 8) kodiert, wurde unter Verwendung von
Standardverfahren in einem Baculovirusgenom eingebracht. High Five-Insektenzellkulturen wurde mit Baculo-
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virus-erzeugendem cRclg infiziert. Das cRclg-Protein wurde aus dem Zellkulturmedium durch Chromatogra-
phie auf Protein A gereinigt, anschlieRend wurden die kontaminierenden Proteine durch lonenaustauschchro-
matographie entfernt. Die DNA-Sequenz des rekombinanten IgE-Rezeptors cRclg mit der entsprechenden
Translation wird in Fig. 10 (SEQ ID NO: 8 und 9) dargestellt.

[0094] Der in dieser Studie verwendete IgE-Rezeptor war ein rekombinanter chimarer Rezeptorkdrper, ge-
nannt cRclg, der aus der I6slichen hoch affinen IgE-Rezeptor alpha-Untereinheit bestand, die mit der kaninen
IgG CH2- und CH3-Domane fusioniert war. Die I6sliche alpha-Untereinheit, der die Transmembrandoméane
fehlt, wurde unter Verwendung der Information, die in GeneBank erhaltlich ist, durch PCR kloniert. Die 1gG
CH2- und CH3-Domane waren Teil der Sequenz von DE94, der durch das Chemo-Sero Patent beansprucht
wird. Der I8sliche Rezeptor von DE94 CH2/CH3 wurden durch PCR miteinander verbunden, um das Volllangen
cRclg zu bilden.

[0095] Das Volllangen cRclg wurde in den PharMingen Baculovirus pAcHisTNA-Vektor kloniert. Der Virus
wurde mittels sf-9-Zellen amplifiziert. Das cRclg-Protein wurde in einer Sekretionsform erzeugt und wurde in
High Five-Zellen fiir 48 Stunden mit einer MOI (Vielzahl der Infektion) von 5 exprimiert. Das Protein wurde auf-
bauend auf der Bindung der CH2/CH3-Doméane an Protein A auf der Saule gereinigt. Das detaillierte Reini-
gungsschema ist das gleiche wie das fiir 15A.2, wie es im Beispiel IV dargestellt wird.

[0096] Das gereinigte cRclg wurde auf 2,9 mg/ml auf konzentriert und durch Filtern durch eine 0,2 ym Filter-
einheit sterilisiert. Die letztendliche Pufferzusammensetzung ist die folgende:

0,7 x PBS

6,5 mM Natriumcitrat

15% Glycerol

pH: etwa 7,0

[0097] Das Protein weist eine Reinheit von wenigstens 95% auf, wie es durch das SDS-PAGE Proteingel an-
gezeigt wurde und wird bei —-80°C fur die weitere Verwendung gelagert.

Beispiel XI: Wirkung des rekombinanten kaninen IgE-Rezeptors auf die IgE-Aktivitat in vitro und in vivo

[0098] Die Serum-IgE-Niveaus wurden wie zuvor bereits beschrieben durch einen ELISA bestimmt. Das ge-
reinigte cRclg, wie nach Beispiel X erhalten, wurde auf seine Fahigkeit getestet die Bindung von kaninem IgE
an den kaninen IgE-Rezeptor in vitro zu verhindern. Die Menge an erforderlichem cRclg zum Neutralisieren
des Serum-IgE's wurde durch Titration von gereinigtem cRclg gegen das Hundeserum in vitro gemessen. Das
gereinigte cRclg wurde dann durch L.V. Injektion als Bolus verabreicht.

[0099] Der rekombinante kanine IgE-Rezeptor cRclg wurde demnach intravends als Bolus den Hunden 1001
und 1002 verabreicht. Diese Menge an cRclg war zum 10-fachen (141 mg, 7, 08 ml mit 2 mg/ml bei Hund 2001)
oder 20-fachen (220 mg; 11,04 ml mit 2 mg/ml bei Hund 1001) der Menge, die fir die 50% Neutralisation der
rekombinanten Rezeptorbindung in vitro erforderlich ist, aquivalent. Zusatzliches cRclg wurde dann bei einer
Dosis von 5 ml mit 2 mg/ml als Bolus jedem Hund fir finf aufeinander folgende Tage, an den Tagen 13-17,
verabreicht. Fig. 9 folgt dem Niveau des freien Serum-IgE's in jedem Hund gegen die Zeit. In beiden Hunden
kehrte IgE nach der anfanglichen Dosis von cRclg am Tag 0 schnell in das Kreislaufsystem zurlick. Die Se-
rum-lgE-Niveaus werden im Allgemeinen durch Standard-ELISA-Techniken, die dem Fachmann gut bekannt
sind, untersucht. Man geht allgemein davon aus, dass IgE-Niveaus bei der unten beschriebenen ELISR-Tech-
nik bei weniger als etwa 1 ng/ml undetektierbar sind.

[0100] Beim Hund 1001 war das Serum-IgE durch das Assay flir mehr als zwei Monate nach der letzten Dosis
des rekombinanten IgE-Rezeptors undetektierbar. Beim Hund 1002 kehrten die Serum-IgE-Niveaus Uber ei-
nen Zeitraum von Tagen nach der letzten Verabreichung des rekombinanten Rezeptors auf detektierbare Ni-
veaus zuriick. Es sollte jedoch festgestellt werden, dass, obwohl die Serum-IgE-Niveaus sich im Hund 1002
erhdhten, sie jedoch nicht auf die erhéhten Niveaus zuriickkehrten, die vor der Verabreichung des rekombi-
nanten Rezeptors am Tag 0 vorhanden waren. Fig. 9 zeigt die Gesamt- und freien Serum IgE-Niveaus in jedem
der Hunde wahrend des Verabreichungszeitraums. Diese Daten zeigen, dass im Kreislauf befindliches IgE
nicht sofort aus dem Serum entfernt wurde. Freies Serum IgE ist nicht zuganglich, jedoch befand sich das ge-
samt-IgE, vermutlich das mit cRclg komplexierte, immer noch im Kreislaufsystem.

[0101] Diese Daten dokumentieren die Wirkungen eines rekombinanten Rezeptors der vorliegenden Erfin-
dung bei: (1) Entfernen des im Kreislauf befindlichen IgE's aus dem Serum; (2) Bereitstellen eines Verfahrens
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zum Beeinflussen des Prozesses durch den IgE wieder aufgefiillt wird.

Beispiel XlI: Peptide, die an kanines IgE binden und das Binden an den IgE-Rezeptor verhindern und/oder an
IgE auf B-Zellen binden und die Synthese von IgE beeinflussen

[0102] Der Fachmann wird erkennen, dass Peptide aus kombinatorischen Peptidbibliotheken erhalten wer-
den kénnen und Sequenzen von Aminosauren umfassen, die, wenn sie mit IgE kombiniert werden, die Bindung
des IgE-Rezeptors verhindern. Sie sind dann Peptide von irgendeiner Sequenz von Aminoséauren, die an IgE
binden, bevorzugt Exon 3 von IgE, und die Bindung an den IgE-Rezeptor verhindern kénnen. Sie kénnen auch
an IgE auf B-Zellen binden.

[0103] Daher werden in einem anderen Beispiel Peptide, die kanines IgE binden, einem Hund verabreicht.
Die Peptide binden IgE im Serum und IgE auf der Oberflache der IgE-erzeugenden B-Zellen, jedoch nicht IgE
auf Mastzellen oder Basophilen. Die IgE-Synthese wird verringert oder eliminiert. Die sich daraus ergebenden
verringerten IgE-Niveaus verursachen eine Verringerung in der Mastzellen IgE-Rezeptorexpression und eine
Verringerung der damit in Verbindung stehenden allergischen Reaktivitat.

Beispiel XIV: Kleine Molekule, die kanines IgE binden, und die Bindung an den IgE-Rezeptor verhindern,
und/oder an IgE auf B-Zellen binden und die Synthese von IgE beeinflussen

[0104] Der Fachmann wird erkennen, dass kleine organische Molekile aus kombinatorischen Bibliotheken
ableitbar sind und mit Assays untersuchbar sind, wobei die kleinen organischen Molekule aufgrund ihrer Fa-
higkeit, das IgE vor der Bindung an den IgE-Rezeptor zu hindern, isoliert werden. Sie kdnnen daher an IgE
binden, bevorzugt an einen Bereich innerhalb des Exons 3, und Bindung an den IgE-Rezeptor inhibieren.

[0105] In einem anderen Beispiel wird einem Hund ein kleines Molekdl verabreicht. Das kleine Molekdl bindet
IgE im Serum und das IgE auf der Oberflache der IgE-erzeugenden B-Zellen, jedoch nicht das IgE auf Mast-
zellen oder Basophilen. Die IgE-Synthese wird konsequenterweise verringert oder eliminiert. Die sich daraus
ergebenden verringerten IgE-Niveaus verursachen eine Verringerung in der Mastzellen-IgE-Rezeptor-Expres-
sion und eine Verringerung in der damit in Verbindung stehenden allergischen Reaktivitat.
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SEQUENZPRQTOKOLL

IDEXX LABORATORIES, INC.

KANINE ALLERGIE, THERAPEUTISCHER REKOMBININANTER

CHIMARER ANTI-IgE MONOKLONALER ANTIKORPER

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<1l60>
<170>
<210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

036040036PC0O1

2U VERGEBEN
2001-01-30

09/592,998
2000-06-12

10

FastSEQ fiir Windows Version 3.0

1

34
DNA
Maus

1

gggaattcat graattgsac tgggtywtyc tett

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

2

39
DNA
Maus

2

actagtcgac atggactcca ggctcaattt agttttcect

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

3
32
DNA

Maus

3

cccaagctta cgagggggaa gacatttggg aa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4

33
DNA
Maus

4

gggaattcat ggectggayt ycwctywtmy tct

<210>
<211l>
<212>

S
3s
DNA
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atg
gtg
cct
act
gag
cag
aca
tat
tge
cce
acyg
act
ccg
aca
gcc
gaa
cct
aag
gtg
gac
tte
gac
cte
cat
aag
gac
aag
ctg
acc
cag

<213> Murin

<400> 5
cc:aagctta gctcytcwgw ggatggyggy ggraa

<210> 6
<21l>
<212>
<213>

<400>

aaa
tte
g9g
gac
tgg
aag
gce
tat
ggt
teg
gtg
gtg
tce
gtg
cac
aat
gaa
gac
gat
ggt
aat
tgg
cca
cag
aac
att
tac
tac
tte
aaa

tag
tct
get
tac
attc
tte
cac
tgt
caa
att
agcec
tecc
gac
cce
ccg
gga
atg
acce
ctg
aag
gge
cte
tce
ccce
aca
gat
cge
agce
ata
tee

<210>
<211>
<212>
<213>

1425

DNA

Maus

6

agc
gag
tca
ttt
ggt
aag
atg
gca
gga
tte
ctg
tgg
ctg
tce
gce
aga
ctg
cte
gga
cag
ace
aag
ccg
agt
gtc
gtg
acg
aag
tgt
ctc

7
705
DNA

tag
att
gtg
atg
cgt
ggc
gag
aga
acc
cca
gce
aat
cag
agce
age
gtt
gga
ttg
cca
atg
tac
agg
ate
gtg
agce
gag
acc
cte
gcg
tece

Maus

<400> 7
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gtt
cag
aag
aac
att
aag
cte
tte
tca
ctg
tgc
tce
tcec
agg
aaa
cct
ggg
att
gaa
caa
cgt
aag
gag
tat
ttyg
tgg
ceg
tct
gtg
cat

ttt
ctg
ata
tgg
aat
gcce
cgg
tac
gte
gac
ctg
ggc
teca
tgg
act
cge
cct
gecce
gac
aca
gtg
cag
agg
gte
aca
cag
cce
gtg
atg
tect

ctce
cag
tcc
gtg
cct
aca
age
tac
ace
cce
gtg
tce
gg9g9
tce
aaa
cea
teg
cga
cet
gecc
gtec
tte
acc
ctyg
tgce
agc
cag
gac
cat
ccg

tte
cag
tge
atg
ttc
ttg
ctg
gga
gtc
agc
tca
ttg
cte
agce
gta
cct
gtc
aca
gag
aag
agt
acg
atc
cecg
ctyg
aat
ctg
aag
gaa
ggt

cte
tct
aag
cag
aat
act
geca
cgt
tece
tgc
ggc
ace
tac
gag
gac
gat
tte
cect
gtg
act
gtc
tgc
tce
cca
ate
gga
gac
agc
gct
aaa

ctg
gga
gct
agce
ggt
gta
tet
tac
tca
g99g
tac
agce
tce
acce
aag
tgt
atc
gag
cag
cag
ctc
aaa
aag
tece
aaa
cag
gag
cta
tga
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teca
cct
tct
cat
gat
gac
gag
tat
gce
tece
tte
ggt
cte
ttc
cea
cecce
ttt
gtc
atce
cet
cce
gte
gcce
cgg
gac
cag
gac
tgg
cac

gta
gag
gagt
gga
cct
aaa
gac
gct
tcc
act
cce
gty
age
acc
gtg
aaa
cece
aca
age
cgt
ate
aac
aga
gag
ttc
gag
g9g
cag
aac

act
ctg
tac
aag
tte
tce
tct
atg
acc
tce
gag
ca¢
agc
tge
cee
tgc
ccg
tgt
tgg
gag
ggg
aac
g99
gag

ttcr

cct
tece

cgg
cac

gcg
gtg
tca
agce
tac
tct
gca
gac
acg
ggc
cct
ace
atg
aac
aaa
ceca
aaa
gtg
tte
gag
cac
aaa
cag
ttg
cca
gag
tac
gga
tac

ggt
aag
ttt
ctt
aac
agc
gte
tac
gcc
tcc
gta
ttc
gtg
gtg
aga
gee
cce
gtg
gtg
cag
cag
gcc
gce
agc
cct
agc
ttc
gac
aca

atggcectgga
gctgttgtga
tgtcgctcaa
ccagatcatt
gccagattcet
actgaggatg
ggaggaacca
ccgcecteet
ttctacccea

tttcactctt
ctcaggaatc
gtactggggce
tattcactgg
caggctcceet
aggcaatata
aactgactgt
ctgaggagct
gcggegtgac

attctetcectce
tgcactcacce
tgttacaact
tctaataggt
gattggagac
tetectgtget
cctaggceag
cggcgceceaac
ggtggectgg

ctggctctea
acatcacctg
agtaactatg
ggtcccaaca
aaggctgeec
ctatggtaca
cccaaggect
aaggccaccce

aaggcaagcyg
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gctcagggge
gtgaaacagt
ccaactgggt
acecgagetec
tcaccatcac
gcaaccattg
cceeccteggt
tggtgtgecet
gcagceeegt

catttccecag
cacactcact
ccaagaaaaa
aggtgttect
aggggcacag
ggtgtteggt
cacactctte
catcagegac
cacccagggc

35

48
96
144
192
240
288
3i3s
384
432
480
528
576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056
1104
1182
1200
1248
1296
1344
1392
1425

60
120
180
240
300
360
420
480
540



gtggagacca ccaageeete
agcctgacge ctgacaagtg
gggagcaceg tggagaagaa

cecgegag atg

. ctg
Leu
15

aca

. Tkr

gtg
val

gtg
val

gac
Asp

gaa
Glu
es5

gtg
vVal

tte
Phe

<21¢>
<211>
<212>
«213>

<220>
<221>
<222>
<222>

<400>

ctg
Leu

gtg
Val

act
Thr

tgg
Trp

ttc

r Phe

acce
Thr

aac
Asn

Met
1

ctce
Leu

tce
Ser

ctt
Leu

cte
Leu
€5

aat
Asn

aga
Arg

ctg
Len

cte
Leu

tac

Tyr
145

atc
Ile

]

1300

DNA
Baculovirus
CDS
{8}...{1300)

Kanines IgE

8
ect
Pro

tce

Ser

4

atg
Met

aca
Thr
50

cac

Hig

aaa
Lys

tce
Ser

ate
1le

get
Ala

tct
Ser

aac
Asn
35

tgt
Cys

aac
Asn

gce
Ala

atc
Ile

ctt
Leu
115

agg
Arg

aag
Lys

¢ att

Ile

DE 601 27 237 T2 2007.12.20

tee
Ser

cca
Pro
20

ccg
Pro

act
Thr

aac
Asn

caa
Gln

ctg
Leu
100

caa
Gln

tgc
Cys

gat
Asp

agce
Ser

atg:

Met

ggt
Gly

cca
Pro

cgg

act
Thr

‘ate

Ile

B5
agt
Ser

gece
Ala

cat
His

ggc
cly

aac
Asn

gga
Gly

gte
Val

tgg

aac
Asn

act
Thr
70

cag
Gln

gat
Asp

agt
Ser

ate
Ile
150

gte
val

ggc
Gly

atg
Mat

aat
Asn

aac
Asn
55

tag
Trp

gac

cct

Pr

gce

r Ala

tgg
135
cee

Pro

aca
Thr

caagcagage aacaacaagt
gaaatctcac agcagcttca
ggtggeceec gcagagLget

cct gece
Pro Ala

tca tca
Ser Ser
25

aca ata
Thr Ile
40

tece ¢ttt

Ser Leu

caa gag
Gln Glu

agt ggg
Ser Gly

gtg tac
Val Tyr

aac gtg
Asn Val
120

aag aat
Lys Asn

atc agg
Ile Arg

acc aaa
Thr Lys
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acgeggecag
gectgeetggt
cttag

ctg
Leu
10

gat
Asp

tg
Leu

gaa
Glu

ace
Thr

gag
Glu
90

cta
Lau

gtg
val

ttg
Leu

tac

aac
Asn

ctg
Leu

acce
Thr

aag
Lys

gte
val

act
Thr
75

tac
Tyr

aca
Thr

atg
Met

age
Ser

tgg
Trp
155

agc
Ser

tgg

Trp I

ttg
Leu

gat
Asp
gac

€0
tca

Ser

agg
AXg

ctc
Leu
140

tac

Tyr

ggac
Gly

.
ag
c

aaa
Lys

gac
ASp
45

tct
Ser

cgt
Arg

tgt
Cys

tre
Phe

ggt
Gly
125

aca

Thr

gag
Glu

aac
Asn

cagetacetyg
cacgcacgag

gcg
Bla

cct
Pro
30

agt
Ser

gct
Ala

ttg
Leu

tgg
Arg

aca
Thr
110

gag
Glu

aag
Lys

aac
Asn

tat
Tyr

600
660
708

49

97

145

193

241

289

337

385

481



tce
Ser
175

aac
Asn

cta
Leu

gga
Gly

ttg
Leu

cca
Pro
255

atg
Met

tac

999
Gly

atc
Ile

tat

Tyr
335

ttg

Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

160

tgc
Cys

att
Ile

cac
His

g99
Gly

att
Ile
240

gaa
Glu

caa
Gln

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu
320

gte
Val

aca
Thr

cag
Gln

cece
Pro

tca
Ser

att
Ile

cge
Arg

gge
Gly

gtg
Val

cca
Pro

. 210

cect
Pro
225

gce
Ala

gac
Asp

aca
Thr

gtg
Val

cag
Gln
305

agg
Arg

ctyg
Leu

tgc
Cys

age
Ser

cag
Gln
385

teg
Ser

cga

cect
Pro

gce
Ala

gtc
val
280

tte
Phe

acc
Thr

ccg
Pro

ctg
Leu

aat
Asn
370

ctg
Leu

cag
Gln

aaa
Lys
185

cct
Pro

gtc
Val

aca
Thr

gag
Glu

aag
Lys
275

agt
Ser

ace
Thy

atc
Ile

cca
Pro

atc
Ile
355

gga
Gly

gac
Asp

ate
Ile
180

aaa
Lys

gat
Asp

tte
Phe

cct
Pro

gtg
Val
260

act
Thr

gac
Asp

tgc
Cys

tce
Ser

tee
Ser
340

aaa

Lys

cag
Gln

gag
Glu
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165

cag
Gln

gag
Glu

tgt
Cys

ate
Ile

gag
Glu
245

cag
Gln

cag
Gln

ctc
Leu

aaa
Lys

aag
Lys
325

€gg

gac
Asp

-

cag
Gln

gac
Asp

cag
Gln

cce
Pro

cee
Pro

cee
Phe
230

gte
val

ate
Ile

cct
Pro

cece
Pro

gte
Val
310

gee
Ala

gag
Glu

tte
Phe

gag
Glu

999
Gly
380

aaa
Lys

acc
Thr

aaa
Lys
215

ccce
Pro

aca
Thr

age
Ser

cgt
Arg

att
Ile
295

4ac
Asn

aga
Arg

gag
Glu

tte
Phe

cct
Pro
375

tcc
Ser

gge
Gly

aag
Lys
200

tgc
Cys

ccyg
Pro

tgt
Cys

tgg

gag
Glu
280

999
Gly

aac
Asn

gg9g9
Gly

ttg
Leu

cce
Pro
360

gag
Glu

tac

Tyr

tac
185
caa

Gln

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
val

tte
Phe
265

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

ctg
Leu

age
Ser
a4s

cct
Pro

agt
Ser

tte
Phe
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170

acc
Thr

aac
Asn

gce
Ala

cee
Pro

gtg
val
250

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala

gcce
Ala
330

aag

Lys

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

tct
Ser

aag
Lys

cct
Pro

aag
Lys
235

gtg
val

gac

ttc
Phe

gac
Asp

cte
Leu
315

ata
Ile

aac
Asn

att
Ile

tac

Tyr

tac

Tyr
395

aaa
Lys

tac
Tyr

gaa
Glu
220

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly

aat
Asn

tgg
Trp
300

cca
Pro

gcc
Ala

aca
Thr

gat
Asp

cgce
Arg
380

age
ser

gtc
val

tee
Ser
205

atg
Met

ace
Thr

ctg
Leu

aag
Lys

ggce
Gly
285

ctc
Leu

tce
Ser

agt
Ser

gte
val

gtg
val
365

acg
Thr

aag
Lys

ctc
Leu
190

999
Gly

ctg
Leu

aag
Lys

ccg
Pro

gtg
val

agce
Serx
350

gag
Glu

acc
Thr

cte
Leu

577

625

673

721

769

817

865

913

961

1005

1057

1105

1153

1201



tct
Ser

gtg
val
415

cat
His

Asn
Arg
Leu

Lau

Axrg
Pro
225
Ala
Asp

Tar

Val

gtg

gat

aag agc cgc tgg
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Val asp Lys Ser Arg Trp

400

atg cat

Met

His

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro
Ser
Met
Thr
50

His
Lys

Ser

Ile

Pro
210
Ser
Arg

ro

Ala

Val

Ala
Ser
Asn
35

Cys
Asn
Ala
Ile
Leau
1158
Arg
Lys
Ile
Gln
Lys
195
Pro
Val
Thr
Glu
Lys

275
Ser

405

gaa gct cta cac
Glu Ala Leun His

1s
431
ERT

Kanines IgE

9
Ser

Pro
20

Pro
Thr
Asn
Gln
Leu

100
Gln

Cys
Asp
Ser
Ile
180
Lys
Asp
Phe
Pro
Val
260

Thr

Asp

Met
5
Gly
Pro
Arg
Thr
Ile
g5
Ser
Ala
His
Gly
Asn
1€5
Glon

Glu

Glu
245
Gln

Gln

420

Gly
Val
Trp
Asn
Thr

70
Gln

Ile
150
Val

Gln

Pro

Pro

Gly
Met
Asn

Asn
55

Trp
Asp
Pro
Ala

Trp

125
Pro
Thr
Lys
Thr

Lys
215

e Pro

Thr

cag c¢gg gga

Gln

Asn

Glin
Ser
Val
Asn
120
Lys
Ile
Thr
Gly

Lys

Glu
280
Gly

Arg

cac
His

Ala
Ser
25

Ile
Len
Glu
Gly
105
val
Asn
Arg
Lys
Tyr
185

Gln

Pro

Val

Phe
265
Glu

Gly

tac

Tyr

Leu
10

Asp
Leu
Glu
Thr
Glu
80

Leu
val
Leu
Tyr
Asn
170
Thr
Asn

Rla

val
250
Yal
Gln

Gin

gac
Asp

aca
Thr
425

Thr
Met

Ser

| e

M tn ?
(DR

73]
R

Ser
Lys

Pro

ace tte ata
Thr Phe Ile

410

cag aaa tcc
Gln Lys Ser

Trp
Leu
Asp
Asp
60

Ser
Arg
Val
Glu
Leu
140
Tyr
Gly
Lys
Tyr
Glu
220
2Asp

2sp

Gly

e Asn
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Leu Ala

Lys Pro
30
Asp Ser

Ser Rla
Arg Leu
Cys Arg

Phe Thr
110

Gly Glu

125

Thr Lys

Glu Asn

Asn Tyr

Val Leu
190

Ser Gly

205

Met Leu

Thr Leu
Leu Asp

Lys Gln
270

Gly Thr

285

Leu Lys

tgt
Cys

cte
Leu

Glu
95
Glu

Leu
Pro

255
Met

Tyx
Gly

gcg
Ala

tece
Sar
430

Thr

Ile
80
Asn

Trp
Phe
Thr

Asn
160

Cys

Ile

Gly
Ile
240
Glu
Gln
Arg

Lys

1245

1287

1300



Ser
Gln
385
Asp

His

Met
Leu
Ser
Leu
Leu
65

Asn
Arg
Leu
Leu
145
Ile
Ser
Ile
Arg
Pro
225

Ala

Asp

290
Phe

Thr
Pro
Leu
Asn
370
Leu
Lys

Glu

Thr
Ile
Pro
Ile
3is%
Gly
Asp

Ser

Ala

<210>
<211>
<212>

<213>

" <4005

Pro
Ser
Met
Thr
50

Eis
Lys
Ser

Ile

Ile
130

Ala
Ser
Asn
35

Cys
Asn
Ala
Ile
Leu
115
Arg
Lys
Ilie
Glin
Lys
195
Pro
val
Thr

Glu

Cys
Ser
Ser
340
Lys
Gln
Glu
Arg

Leu
420

10
431
PRT

Lys
Lys
325
Arg

Asp

Asp

Trp
405
His

Maus

10
Ser

Pro
20

Pro
Thr
Asn
Gln
Leu
100
Gln
Cys
Asp

Ser

Ile
1890

Met
5
Gly

Pro

Arg

Glu
245
Gln
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val
310
Ala
Glu
Phe
Glu
Gly
390
Gln

Asn

Gly
val
Trp
Asn
Thr
70

Gln
Asyp
Ser
Serxr
Ile
1590
val
Gln
Pro
Pro
Phe
230

Val

Ile

295

Asn Asn Lys

Axg
Glu
Pne
Pro
378
ser
Arg

His

Gly
Met

Asn

55
Trp

Pro

Ala

Trp
135
Pro
Thx
Lys
Thr
Lys
215
Pro

Thr

Ser

Ala

Leu
315

Gly Leu Ala Ile

Leu
bro

360
Glu

Gly

Tyxr

Pro
Ser
Thr
40

Ser
Gln

Ser

Val

Pro
Cys

Trp

Ser
3458
Pro
Ser
Phe
Asp

Thr
425

Ala
Ser
25

Ile
Leu
Glu
Gly
105
val
Asn
Arg
Lys
Tyr
185
Gln
Pro
Lys
Val

Phe

330
Lys

Asp
Lys
Leu
Thr

410

Gln

Leu
10

Asp
Leu

Glu

Glu
90
Leu

val

Tyr
Asn
170
Thr
Asn
Ala
Pro
val

250
val

Asgn
Ile
Tyr
™YY
395
Phe

Lys

Leu
Thr
Lys
val

Thr
75

Tyr
Thr

Met

Ser

Trp
155
Ser
Ser
Lys
Pro
Lys
235
val

Asp

300
Pro

Bla
Thr
Asp
Arg
380
Ser

Ile

Ser

Trp
Leu
Asp
Asp
60

Ser
Arg
Val
Glu
Leu
140
Gly

Lys

Glu
220
Asp
Asp

Gly
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Ser
Ser
val
val
365
Thr

Lys

Leu

Leu
Lys
Asp
45

Ser
Arg
Cys
Phe
Gly
125
Thr
Glu
Asn
val
Ser
205
Met
Thr

Leu

Lys

Pro
Val
Ser
350
Glu
Thr
Leu
Ala

Ser
430

Ala
Pro
30

Ser
Ala
Leu
Arg
Thr
110
Glu
Lys
Asn
Tyxr
Leu
190
Gly
Leu
Leu

Asp

Gln

Ile

Tyr
338
Leu

Trp
Leu
Ser
Val

415
His

Leu
15

Thr
val
val
Asp
Glu
95

Glu
Sexr
val
Phe
Ser
175
Asn
Leu
Gly
Leu
Pro

255
Met

Glu
320
val
Thr
Gln
Pro
val

400
Met

Leu
Val

Thr

Ile
80
Asn

Trp
Phe
Thr

Asn
160

Cys
Ile
His
Gly
Ile
240
Glu

Gln



DE 601 27 237 T2 2007.12.20

260 265 270
Thr Ala Lys Thr Gln Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Gly Thr Tyr Arg
275 280 285
Val Val Ser Asp Leu Pro Ile Gly His Gln Asp Trp Leu Lys Gly Lys
280 295 300
Gln Phe Thr Cys Lys Val Asn Asn Lys Ala Leu Pro Ser Pro Ile Glu
305 310 315 320
Arg Thr Ile Ser Lys Ala Arg Gly Leu Ala Ile Ala Ser Val Tyr Val
325 330 335
Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Leu Ser Lys Asn Thr Val Ser Leu Thr
340 345 350
Cys Leu Ile Lys Asp Phe Phe Pro Pro Asp Ile Asp Val Glu Trp Gln
355 360 365
Ser Asn Gly Gln Gln Glu Pro Glu Ser Lys Tyr Arg Thr Thr Leu Pro
370 375 . 380
Gln Leu Asp Glu Asp Gly Ser Tyr Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Ser Val
385 390 395 400
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Arg Gly Asp Thr Phe Ile Cys Ala Val Met
405 410 415
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser His
420 425 430

Patentanspriiche

1. Ein monoklonaler chimarer Maus/Kanine Antikorper, der spezifisch an kanines IgE bindet, der durch die
DNA-Sequenz fur die schwere Kette mit der SEQ ID NO: 6 und der DNA-Sequenz fiir die leichte Kette mit der

SEQ ID NO: 7 kodiert wird.

2. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 1 fiir die Herstellung eines Medikamentes zur Behand-
lung von Kaninen Allergien.

3. Die Verwendung nach Anspruch 2, wobei das Medikament eine Verringerung der Serum-IgE-Niveaus
im behandelten Kaninen verursacht.

4. Die Verwendung nach Anspruch 3, wobei das Erniedrigen der Serum-IgE-Niveaus durch Zerstoéren oder
Blockieren von Wechselwirkungen zwischen IgE und den Rezeptoren von IgE verursacht wird.

5. Die Verwendung nach Anspruch 4, wobei die Rezeptoren von IgE auf Mastzellen oder Basophilen an-
geordnet sind.

6. Die Verwendung nach Anspruch 2, wobei das Medikament das Binden von IgE an B-Zellen und die
nachfolgende Eliminierung von klonalen Populationen von B-Zellen verursacht.

7. Die Verwendung nach Anspruch 2, wobei das Medikament das Binden von IgE im Plasma verursacht.

8. Die Verwendung nach Anspruch 2, wobei das Medikament eine Inhibierung der IgE-Herstellung im Ka-
ninen verursacht.

9. Eine pharmazeutische Formulierung, die eine therapeutisch wirksame Menge eines Antikdrpers, wie in
Anspruch 1 definiert, umfasst.

10. Die pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 9, die weiter einen oder mehrere Komponenten um-
fasst, die aus der Gruppe ausgewahlt werden, die besteht aus: Salzlésung oder anderen parenteralen Lésun-
gen, Pufferagenzien, Stabilisierungsmitteln, Bulkagenzien, Antioxidantien und Verschnittmittel.

11. Die pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 9 oder 10 in einer Form, die fiir die Verabreichung
durch eines oder mehrere der folgenden Verfahren geeignet ist: intravendse Verabreichung, subkutane Verab-

reichung und intramuskulare Verabreichung.

12. Der Antikdrper nach Anspruch 1, wobei der Antikorper freies kanines IgE und IgE, das an eine B-Zelle
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gebunden ist, bindet.

13. Die pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 9, wobei der Antikérper freies kanines IgE und IgE,
das an eine B-Zelle gebunden ist, bindet.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Neutralisierung von 0,1 ug/ml rigE durch chiméres 15A2
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Chimérer 15A2 Antikérper behandelter Hund 2002
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FIG. 24-3
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HUNDE BLUT GESAMTES
D GEWICHT voL. IENIVEAU  FReleSIge 10X c15A2
@) (mi) (ug/mi) (mg) (mg)
2002  9,300g 558 mi 1.61 0.898mg 8.98mg
2003 12,200g 732ml 9.71 7.11mg 71.1mg
2103 8,000g 480mi 8.14 3.91mg 39.1mg
GESAMT 119.18mg
“*HUNDEBLUTVOLUMEN: 6% DES KORPERGEWICHTES

FIG. 8
Niveau an freiem IgE in cRclg — behandelten Hunden
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