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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich im allgemeinen auf molekulare Immunologie und die Behand-
lung humaner Krankheiten. Insbesondere bezieht sie sich auf neue Humansequenz-Antikérper gegen huma-
nes CTLA-4 und Verfahren zur Behandlung humaner Krankheiten und Infektionen unter Verwendung dieser
Antikorper.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Das vertebrale Immunsystem braucht fir eine optimale Immunaktivierung mehrere Signale; siehe bei-
spielsweise Janeway, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 54: 1-14 (1989); Paul William E., Hrsg. Raven
Press, N. Y., Fundamental Immunology, 4. Auflage (1998), insbesondere Kapitel 12 und 13, Seiten 411 bis 478.
Interaktionen zwischen T-Lymphozyten (T-Zellen) und Antigen-prasentierenden Zellen (APC) sind fir die Im-
munantwort essentiell. Die Konzentrationen vieler kohasiver Molekdle, die auf T-Zellen und APCs zu finden
sind, steigen wahrend einer Immunantwort (Springer et al., A. Rev. Immunol. 5: 223-252 (1987); Shaw and
Shimuzu, Current Opinion in Immunology, Hrsg. Kindt and Long, 1: 92-97 (1988)); und Hemler, Inmunofogy
Today 9: 109-113 (1988)). Erhdhte Konzentrationen dieser Molekile kdnnen helfen zu erklaren, warum akti-
vierte APCs die Antigen-spezifische T-Zellproliferation effektiver stimulieren als ruhende APCs (Kaiuchi et al.,
J. Immunol. 131: 109-114 (1983); Kreiger et al., J. Immunol. 135: 2937-2945 (1985); McKenzie, J. Immunol.
141: 2907-2911 (1988); und Hawrylowicz and Unanue, J. Immunol. 141: 4083-4088 (1988)).

[0003] Die T-Zellen-Immunantwort ist ein komplexes Verfahren, das Zell-Zell-Interaktionen (Springer et al., A.
Rev. Immunol. 5: 223-252 (1987)), insbesondere zwischen T- und Nebenzellen wie APCs, und die Produktion
I6slicher Immunmediatoren (Zytokine oder Lymphokine) umfalit (Dinarello (1987) New Engl. Jour. Med 317:
940-945; Sallusto (1997) J. Exp. Med. 179: 1109-1118). Diese Antwort wird von mehreren T-Zell-Oberflachen-
rezeptoren reguliert, einschlieBlich des T-Zellrezeptorkomplexes (Weiss (1986) Ann. Rev. Immunol. 4:
593-619) und anderen ,Neben"-Oberflichenmolekilen (Allison (1994) Curr. Opin. Immunol. 6: 414-419;
Springer (1987) oben). Viele dieser Nebenmolekiile sind natiirlich vorkommende Zelloberflachendifferenzie-
rungsantigene (CD-Antigene), die durch die Reaktivitdt monoklonaler Antikérper auf der Oberflache von Zellen
definiert sind (McMichael, Hrsg., Leukocyte Typing Ill, Oxford Univ. Press, Oxford, N. Y. (1987)).

[0004] Frihere Studien suggerierten, dal3 die B-Lymphozytenaktivierung zwei Signale bendtigt (Bretscher
(1970) Science 169: 1042-1049), und nunmehr wird angenommen, da® Lymphozyten zwei Signale fiir ihre op-
timale Aktivierung benétigen, ein Antigen-spezifisches oder klonales Signal, sowie ein zweites Anti-
gen-nicht-spezifisches Signal. (Janeway, oben). Freeman (1989) J. Immunol. 143: 2714-2722) isolierte und
sequenzierte einen cDNA-Klon, der ein B-Zell-Aktivierungsantigen, das von MAb B7 erkannt wird (Freeman
(1987) J. Immunol. 138: 3260). COS-Zellen, die mit dieser cDNA transfiziert wurden, wurden sowohl von mar-
kiertem MAb B7 als auch MAb BB-1 gefarbt (Clark (1986) Human Immunol. 16: 100-113; Yokochi (1981) J.
Immunol. 128: 823; Freeman et al., (1989) oben; Freeman et al., (1987), oben). Uberdies ist die Exprimierung
dieses Antigens auf Zellen anderer Linien wie Monozyten festgestellt worden (Freeman et al., oben).

[0005] Die antigene Antwort der T-Helferzellen (Th) benétigt Signale, die von APCs bereitgestellt werden. Das
erste Signal wird durch die Interaktion des T-Zell-Rezeptor-Komplexes (Weiss, J. Clin. Invest. 86: 1015 (1990))
mit einem Antigen, prasentiert im Zusammenhang mit Haupthistokompatibilitatskomplexmolekilen (MHC-Mo-
lekulen) der Klasse II, auf der APC initiiert (Allen, Immunol. Today 8: 270 (1987)). Dieses Antigen-spezifische
Signal reicht zur Erzeugung einer vollstandigen Antwort nicht aus, und ohne ein zweites Signal kann es tat-
sachlich zu einer klonalen Inaktivierung oder Anergie kommen (Schwartz, Science 248: 1349 (1990)). Das Er-
fordernis eines zweiten ,co-stimulierenden” Signals, geliefert von dem MHC, ist in vielen experimentellen Sys-
temen demonstriert worden (Schwartz, oben; Weaver and Unanue, Immunol. Today 11: 49 (1990)). Das mole-
kulare Wesen dieses zweiten Signals ist nicht vollstdndig verstanden, obgleich in einigen Fallen klar ist, dal}
sowohl I16sliche Molekiile wie Interleukin (IL)-1 (Weaver and Unanue, oben) als auch Membranrezeptoren, die
an der interzellularen Adhasion (Springer, Nature 346: 425 (1990)) beteiligt sind, co-stimulierende Signale lie-
fern kénnen.

[0006] Das CD28-Antigen, ein homodimeres Glykoprotein der Immunoglobulin-Uberfamilie (Aruffo and Seed,
Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 8573-8577 (1987)), ist ein Nebenmolekil, das auf den meisten reifen humanen
T-Zellen zu finden ist (Damle et al., J. Immunol. 131: 2296-2300 (1983)). Der jlingste Nachweis suggeriert, dal®
dieses Molekil in einem alternativen T-Zell-Aktivierungsweg, der sich von dem durch den T-Zell-Rezep-
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tor-Komplex initiierten unterscheidet, dient (June et al., Mol. Cell. Biol. 7: 4472-4481 (1987)). Monoklonale An-
tikérper (MADbs), die mit dem CD28-Antigen reaktiv sind, kdnnen T-Zell-Antworten, initiiert durch verschiedene
polyklonale Stimuli, verstarken (zusammengefal3t von June et al., oben). Diese stimulierenden Wirkungen kon-
nen aus der MAb-induzierten Zytokinproduktion (Thompson et al., Proc. Natl. Acad. Sci 86: 1333-1337 (1989);
und Lindsten e. al., Science 244: 339-343 (1989)) in Folge einer erhdhten mRNA-Stabilisierung resultieren
(Lindsten et al. (1989), oben). Anti-CD28-mAbs kdnnen ebenso inhibierende Wirkungen haben, d. h., sie kén-
nen autologe gemischte Lymphozytenreaktionen (Damle et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 5096-6001(1981))
und die Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellklone blockieren (Lesslauer et al., Eur. J. Immunol. 16:
1289-1296 (1986)).

[0007] Einige Studien haben gezeigt, dafl das CD28 ein Gegenrezeptor fir das B-Zell-Aktivierungsantigen,
B7/BB-1, ist (Linsley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 5031-5035 (1990)). Das B7/BB-1-Antigen wird nach-
stehend als ,B7-Antigen" bezeichnet. Die B7-Liganden sind ebenso Mitglieder der Immunoglobulin-Uberfami-
lie, haben jedoch im Gegensatz zu CD28 zwei Ig-Domanen in ihrer extrazellularen Region, eine N-terminale
variable (V)-artige Domane, gefolgt von einer konstanten (C)-artigen Domane.

[0008] Die Abgabe eines nicht-spezifischen co-stimulierenden Signals an die T-Zelle erfordert mindestens
zwei homologe Mitglieder der B7-Familie, die auf APCs, B7-1 (auch B7, B7.1 oder CD80 genannt) und B7-2
(auch B7.2 oder CD86 genannt) zu finden sind, von denen beide co-stimulierende Signale an T-Zellen via
CD28 abgeben kénnen. Die Co-Stimulierung durch CD28 fordert die T-Zell-Aktivierung.

[0009] Unter Verwendung genetischer Fusionen der extrazellularen Teile des B7-Antigens und des CD28-Re-
zeptors und Immunoglobulin (Ig) C.gamma.1 (konstante Schwere-Kette-Region) sind Interaktionen zwischen
dem CD28- und B7-Antigen charakterisiert worden (Linsley et al., J. Exp. Med. 173: 721-730 (1991)). Ein im-
mobilisiertes B71g-Fusionsprotein sowie B7-positive CHO-Zellen co-stimulieren die T-Zellproliferation.

[0010] Die T-Zellstimulierung mit B7-positiven CHO-Zellen stimuliert spezifisch auch erhéhte Konzentrationen
von Transkripten fir IL-2. Zusatzliche Studien haben gezeigt, daf} der Anti-CD28 MAD die IL-2-Produktion, die
in bestimmten T-Zell-Leukamie-Zellinien durch zellulare Interaktionen mit einer B-Zell-Leukamielinie induziert
wird, inhibierten (Kohno et al., Zelle. Immunol. 131-1-10 (1990)).

[0011] CD28 hat eine einzelne extrazellulare variable Region (V)-artige Domane (Aruffo and Seed, oben). Ein
homologes Molekul, CTLA-4, ist durch Differential-Screening einer Maus-zytolytischen-T-Zell-cDNA-Bibliothek
identifiziert worden (Brunet (1987) Nature 328: 267-270).

[0012] Das CTLA-4 ist ein T-Zelloberflachenmolekdil, das urspringlich durch Differential-Screening einer
Maus-zytolytischen T-Zell-cDNA-Bibliothek identifiziert worden ist (Brunet et al., Nature 328: 267-270 (1987)).
Das CTLA-4 ist auch ein Mitglied der Immunoglobulin-Uberfamilie (Ig-Uberfamilie); das CTLA-4 umfalt eine
einzelne extrazellulare Ig-Doméane. CTLA-4-Transkripte sind in T-Zellpopulationen mit zytotoxischer Aktivitat
gefunden worden, was darauf schlieBen 1aRt, dal CTLA-4 an der zytolytischen Antwort beteiligt sein kénnte
(Brunet et al., oben; Brunet et al., Immunol. Rev. 103-21-36 (1988)). Forscher haben iber das Klonen und Map-
ping eines Gens flr den humanen Gegenpart von CTLA-4 (Dariavach et al., Eur. J. Immunol. 18: 1901-1905
(1988)) an dieselbe chromosomale Region (2933-34) wie CD28 berichtet (Lafage-Pochitaloff et al., Immuno-
genetics 31: 198-201 (1990)). Ein Sequenzvergleich zwischen dieser humanen CTLA-4-DNA und der, die
CD28-Proteine kodiert, deckte eine signifikante Sequenzhomologie mit dem héchsten Grad von Homologie in
den Juxtamembran- und Zytoplasmaregionen auf (Brunet et al., 1988, oben; Dariavach et al., 1988, oben).

[0013] Einige Studien lieRen darauf schlieen, dall CTLA-4 eine analoge Funktion als ein sekundarer Co-Sti-
mulator hat (Linsley et al., J. Exp. Med. 176: 1595-1604 (1992); Wu et al., J. Exp. Med. 185: 1327-1335 (1997),
Lindsley, P. et al., US-Patente Nr. 5,977,318; 5,968,510; 5,885,796 und 5,885,579). Andere haben jedoch be-
richtet, dall CTLA-4 eine gegenteilige Rolle als ein Dampfer der T-Zell-Aktivierung spielt (Krummel (1995) J.
Exp. Med. 182: 459-465); Krumme) et al., Int'l Immunol. 8: 519-523 (1996); Chambers et al., Immunity. 7:
885-895 (1997)). Es ist berichtet worden, dal Mause, denen das CTLA-4 fehlt, unter massiver Lymphoproli-
feration leiden (Chambers et al., oben). Es ist berichtet worden, dal} die CTLA-4-Blockade T-Zell-Antworten in
vitro (Walunas et al., Immunity. 1: 405-413 (1994)) und in vivo (Kearney (1995) J. Immunol. 155: 1032-1036)
verstarkt, die Antitumorimmunitat (Leach (1996) Science. 271: 1734-1736) verstarkt und eine induzierte Au-
toimmunkrankheit (Luhder (1998) J. Exp. Med. 187: 427-432) bessert. Es ist ebenso berichtet worden, dafl}
CTLA-4 einen alternativen oder weiteren Einfluy auf den Ursprungscharakter der T-Zell-immunantwort hat
(Chambers (1997) Curr. Opin. Immunol. 9: 396-404; Bluestone (1997) J. Immunol. 158: 1989-1993; Thomp-
son (1997) Immunity 7: 445-450). Dies stimmt mit der Beobachtung tberein, dalk einige Autoimmunpatienten
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Autoantikorper gegen CTLA-4 haben. Es ist moglich, daly CTLA-4 blockierende Antikérper eine pathogene
Rolle bei diesen Patienten spielen (Matsui (1999) J. Immunol. 162: 4328-4335).

[0014] In den verschiedenen oben erdrterten Studien sind nicht-humane CTLA-4-Antikérper verwendet wor-
den. W098/42752 offenbart auRerdem Maus- und humanisierte Anti-CTLA-4-Antikorper. WO95/33770 be-
schreibt monoklonale Anti-CTLA-4-Maus-Antikérper und humanisierte und chimare Formen dieser Mausanti-
korper. WO96/34096 beschreibt Antikdrper, die aus immunisierten ,Xenomausen" stammen, die zur Expressi-
on humaner variabler Antikdrperregionen erzeugt werden. CTLA-4 ist als eines von vielen potentiellen Antige-
nen, gegen die Antikdrper erzeugt werden kénnen, angegeben. WO00/37504 wurde am 26. Juni 2000 verof-
fentlicht und beansprucht das Prioritdtsdatum vom 23. Dezember 2005. Es beschreibt Anti-CTLA-4-Antikdrper,
erzeugt durch Immunisierung einer transgenen Maus, die humane AntikOrperantigene exprimiert.
WO000/32231 wurde am 8. Juni 2000 veréffentlicht und beansprucht das Prioritatsdatum vom 3. Dezember
1998. Es beschreibt Hamster- und Maus-Antikérper gegen CTLA-4 und Verfahren zur Produktion humanisier-
ter Anti-CTLA-4-Antikorper.

[0015] Eines der Haupthindernisse, vor denen die Entwicklung in vivo therapeutischer und diagnostischer An-
wendungen fir Antikérper in Menschen steht, ist jedoch die angeborene Immunogenitat nicht-humaner Immu-
noglobuline. Wenn beispielsweise immunkompetenten menschlichen Patienten therapeutische Dosen roden-
ter monoklonaler Antikérper verabreicht werden, produzieren die Patienten Antikdrper gegen die rodenten Im-
munoglobulinsequenzen; diese humanen Anti-Maus-Antikérper (HAMA) neutralisieren die therapeutischen
Antikérper und kdnnen akute Toxizitat verursachen.

[0016] Diese und andere Mangel bei den vorstehenden Antikérpern werden durch die Bereitstellung humaner
Antikoérper gegen CTLA-4 mit der vorliegenden Erfindung Gberwunden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0017] Die vorliegende Erfindung liefert einen therapeutisch wirksamen humanen Antikérper oder Anti-
gen-bindenden Teil davon, welcher an CTLA-4 auf der Oberflache humaner T-Zellen mit einer Bindungsaffinitat
von etwa 108 M-1 oder gréRRer bindet, wobei der Antikdrper umfafdt:

(a) einen variablen Schwere-Ketten-Bereich eines humanen VH 3-30.3 Gens, und

(b) einen variablen Leichte-Ketten-Bereich eines humanen VK A-27 Gens.

[0018] Andere Aspekte der Erfindung sind in den anhangenden Anspriichen dargestellt.

[0019] Der therapeutisch wirksame Humansequenz-Antikdrper bindet an CTLA-4 auf der Zelloberflache nor-
maler humaner T-Zellen. Die T-Zellsubpopulationen, markiert durch die CD-Antigene CD4, CD8, CD25 und
CD69, kénnen wahrend und nach der Verabreichung des therapeutisch wirksamen Humansequenz-Antikor-
pers stabil bleiben. Der Humansequenz-Antikérper kann von einem Patienten gut toleriert werden.

[0020] Hierin wird auch eine Zusammensetzung aus polyklonalen Antikérpern, umfassend eine Vielzahl von
Humansequenz-Antikérpern, die spezifisch an das humane CTLA-4 binden, offenbart. Die Zusammensetzung
aus polyklonalen Antikdrpern kann mindestens etwa 2, 5, 10, 50, 100, 500 oder 1000 unterschiedliche Human-
sequenz-Antikdrper, die spezifisch an das humane CTLA-4 binden, umfassen.

[0021] Hierin werden Humansequenz-Antikérper offenbart, die spezifisch an das humane CTLA-4 binden,
und die das Binden von humanem CTLA-4 an das humane B7 blockieren oder das Binden von humanem CT-
LA-4 an das humane B7 nicht blockieren.

[0022] Die Erfindung liefert Humansequenz-Antikérper, die an humanes CTLA-4 mit einer Gleichgewichtsas-
soziationskonstante (Ka) von mindestens 10® M~ binden. Ebenso werden Humansequenz-Antikérper bereit-
gestellt, die an humanes CTLA-4 mit einer Gleichgewichtsassoziationskonstante (Ka) von mindestens 10° M~
binden.

[0023] Die Erfindung liefert ebenso Humansequenz-Antikérper, die spezifisch an humanes CTLA-4 binden,
die das Binden von humanem CTLA-4 an das humane B7 zu mindestens etwa 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 99 % oder 100 % blockieren.

[0024] Die Erfindung liefert ebenso Humansequenz-Antikérper, die spezifisch an humanes CTLA-4 mit einer
Antikérperschwerkette von IgG oder IgM binden. Die IgG-Antikdrperschwerkette kann 1gG1, 1gG2, 1IgG3 oder
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IgG4 sein. Hierin werden Humansequenz-Antikérper offenbart, in denen die Antikdrperleichtkette eine kap-
pa-Leichtkette ist. Ein Humansequenz-Antikérper kann durch humane IgG-Schwerketten- und humane kap-
pa-Leichtketten-Nukleinsauren, die Nukleotidsequenzen in ihren variablen Bereichen umfassen, wie jeweils in
SEQ ID Nr.: 2 bis SEQ ID Nr.: 23 angegeben, kodiert sein.

[0025] Es wird ebenso ein Humansequenz-Antikorper offenbart, wobei der Humansequenz-Antikérper durch
humane IgG-Schwerketten- und humane kappa-Leichtketten-Nukleinsduren kodiert ist, die Nukleotidsequen-
zen in ihren variablen Bereichen umfassen, wie in SEQ ID Nr.: 16 bzw. SEQ ID Nr.: 6 angegeben.

[0026] Es wird ebenso ein Humansequenz-Antikorper offenbart, wobei der Humansequenz-Antikérper durch
humane IgG-Schwerketten- und humane kappa-Leichtketten-Nukleinsaduren kodiert ist, die Nukleotidsequen-
zen in ihren variablen Bereichen umfassen, wie in SEQ ID Nr.: 18 bzw. SEQ ID Nr.: 8 angegeben.

[0027] Es wird ebenso ein Humansequenz-Antikdrper offenbart, wobei der Humansequenz-Antikérper durch
humane IgG-Schwerketten- und humane kappa-Leichtketten-Nukleinsaduren kodiert ist, die Nukleotidsequen-
zen in ihren variablen Bereichen umfassen, wie in SEQ ID Nr.: 22 bzw. SEQ ID Nr.: 12 angegeben.

[0028] Die Erfindung liefert ebenso einen Humansequenz-Antikérper, wobei der Humansequenz-Antikérper
durch Aminosauresequenzen des variablen Schwere-Ketten- und Leichte-Ketten-Bereichs kodiert ist, wie in
SEQ ID Nr.: 17 bzw. SEQ ID Nr.: 7 angegeben.

[0029] Die Erfindung liefert ebenso einen Humansequenz-Antikérper, wobei der Humansequenz-Antikérper
durch Aminosauresequenzen des variablen Schwere-Ketten- und Leichte-Ketten-Bereichs kodiert ist, wie in
SEQ ID Nr.: 19 bzw. SEQ ID Nr.: 9 angegeben.

[0030] Es wird ebenso ein Humansequenz-Antikorper offenbart, wobei der Humansequenz-Antikérper durch
Aminosauresequenzen des variablen Schwere-Ketten- und Leichte-Ketten-Bereichs kodiert ist, wie in SEQ ID
Nr.: 23 bzw. SEQ ID Nr.: 13 angegeben.

[0031] Es wird ebenso ein Humansequenz-Antikdrper offenbart, wobei der Humansequenz-Antikérper durch
humane IgG-Schwerketten- und humane kappa-Leichtketten-Nukleinsauren kodiert ist, die variable Schwer-
ketten- und Leichtkettensequenzen aus den V-Gensegmenten VH 3-30.3 bzw. VK A-27 umfassen.

[0032] Es wird ebenso ein Humansequenz-Antikorper offenbart, wobei der Humansequenz-Antikérper durch
humane IgG-Schwerketten- und humane kappa-Leichtketten-Nukleinsauren kodiert ist, die variable Schwer-
ketten- und Leichtkettensequenzen aus den V-Gensegmenten VH 3-33 bzw. VK L-15 umfassen.

[0033] Einige Humansequenz-Antikorper der Erfindung umfassen Schwerketten-CDR1-, -CDR2- und
-CDR3-Sequenzen, SYTMH (SEQ ID Nr.: 27), FISYDGNNKYYADSVKG (SEQ ID Nr.: 32) bzw. TGWLGPFDY
(SEQ ID Nr.: 37), und Leichtketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequenzen, RASQSVGSSYLA (SEQ ID Nr.:
24), GAFSRAT (SEQ ID Nr.: 29) bzw. QQYGSSPWT (SEQ ID Nr.: 35).

[0034] Einige Humansequenz-Antikorper der Erfindung umfassen Schwerketten-CDR1-, -CDR2- und
-CDR3-Sequenzen, SYTMH (SEQ ID Nr.: 27), FISYDGSNKHYADSVKG (SEQ ID Nr.: 33) bzw. TGWLGPFDY
(SEQ ID Nr.: 38), und Leichtketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequenzen, RASQSVSSSFLA (SEQ ID Nr.:
25), GASSRAT (SEQ ID Nr.: 30) bzw. QQYGSSPWT (SEQ ID Nr.: 35).

[0035] Andere hierin offenbarte Humansequenz-Antikbrper umfassen Schwerketten-CDR1-, -CDR2- und
-CDR3-Sequenzen, SYGMH (SEQ ID Nr.: 28), VIWYDGSNKYYADSVKG (SEQ ID Nr.: 34) bzw. APNYIGAFDV
(SEQ ID Nr.: 39), und Leichtketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequenzen, RASQGISSWLA (SEQ ID Nr.: 26),
AASSLQS (SEQ ID Nr.: 31) bzw. QQYNSYPPT (SEQ ID Nr.: 36).

[0036] Hierin werden ebenso Humansequenz-Antikérper offenbart, die spezifisch an humanes CTLA-4 bin-
den, wobei der Humansequenz-Antikérper von einem transgenen nicht-humanen Lebewesen produziert wird.

Das transgene nicht-humane Lebewesen kann eine Maus sein.

[0037] Hierin wird ebenso ein Humansequenz-Antikérper offenbart, der spezifisch an humanes CTLA-4 bin-
det und ein Fab-Fragment ist.

[0038] Es wird ebenso ein mehrwertiger Komplex offenbart, der mindestens zwei Humansequenz-Antikérper
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umfafdt, von denen jeder spezifisch an humanes CTLA-4 bindet. Die zwei unterschiedlichen Antikdrper kdnnen
kovalent oder nicht-kovalent miteinander verkniipft werden.

[0039] Es wird ebenso eine Nukleinsaure, die eine schwere Kette eines Humansequenz-Antikérpers kodiert,
offenbart. Die Nukleinsaure kann eine Nukleotidsequenz, wie in in SEQ ID Nr.: 1 angegeben, umfassen.

[0040] Es wird ebenso ein transgenes nicht-humanes Lebewesen mit einem Genom, umfassend ein Human-
sequenz-Schwerketten-Transgen und ein Humansequenz-Leichtketten-Transgen, offenbart, wobei das Lebe-
wesen mit einem humanen CTLA-4, oder einem Fragment oder einem Analogon davon, immunisiert worden
ist, wobei das Lebewesen Humansequenz-Antikérper gegen das humane CTLA-4 exprimiert. Das transgene
nicht-humane Lebewesen kann eine transgene Maus sein. Die transgene Maus kann HCo7 oder HCo12 um-
fassen.

[0041] Es wird ebenso eine Hybridomzellinie, umfassend eine B-Zelle, die aus einem transgenen nicht-huma-
nen Lebewesen mit einem Genom, umfassend ein Humansequenz-Schwerketten-Transgen und ein Human-
sequenz-Leichtketten-Transgen, erhalten wurde, offenbart, wodurch das Hybridom einen Humansequenz-An-
tikdrper produziert, der spezifisch an humanes CTLA-4 bindet. Das Hybridom kann einen Humansequenz-An-
tikdrper, der spezifisch humanes CTLA-4 oder ein bindendes Fragment davon bindet, sekretieren, wobei der
Antikérper aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus: einem Humansequenz-Antikdrper, umfassend
Schwerketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequenzen, SYTMH (SEQ ID Nr.: 27), FISYDGNNKYYADSVKG
(SEQ ID Nr.: 32) bzw. TGWLGPFDY (SEQ ID Nr.: 37), und Leichtketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequen-
zen, RASQSVGSSYLA (SEQ ID Nr.: 24), GAFSRAT (SEQ ID Nr.: 29) bzw. QQYGSSPWT (SEQ ID Nr.: 35)
und Aminosauresequenzen des variablen Schwere-Kette- und Leichte-Kette-Bereichs, wie in SEQ ID Nr.: 17
bzw. SEQ ID Nr.: 7 angegeben; einem Humansequenz-Antikdrper, umfassend Schwerketten-CDR1-, -CDR2-
und -CDR3-Sequenzen, SYTMH (SEQ ID Nr.: 27), FISYDGSNKHYADSVKG (SEQ ID Nr.: 33) bzw. TGWLG-
PFDY (SEQ ID Nr.: 38) und Leichtketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequenzen, RASQSVSSSFLA (SEQ ID
Nr.: 25), GASSRAT (SEQ ID Nr.: 30) bzw. QQYGSSPWT (SEQ ID Nr.: 35) und Aminosauresequenzen des va-
riablen Schwere-Kette- und Leichte-Kette-Bereichs, wie in SEQ ID Nr.: 19 bzw. SEQ ID Nr.: 9 angegeben; oder
einem Humansequenz-Antikdrper nach Anspruch 1, umfassend Schwerketten-CDR1-, -CDR2- und
-CDR3-Sequenzen, SYGMH (SEQ ID Nr.: 28), VIWYDGSNKYYADSVKG (SEQ ID Nr.: 34) bzw. APNYIGAFDV
(SEQID Nr.: 39), und Leichtketten-CDR1-, -CDR2- und -CDR3-Sequenzen, RASQGISSWLA (SEQ ID Nr.: 26),
AASSLQS (SEQ ID Nr.: 31) bzw. QQYNSYPPT (SEQ IDNO: 36) und Aminosauresequenzen des variablen
Schwere-Kette- und Leichte-Kette-Bereichs, wie in SEQ ID Nr.: 23 bzw. SEQ ID Nr.: 13 angegeben.

[0042] Die Erfindung liefert ebenso eine pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend einen Antikérper
der Erfindung und einen pharmazeutisch vertraglichen Trager. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann
ferner ein Mittel, das wirksam eine Immunantwort gegen ein Targetantigen induziert, umfassen. Zudem werden
chemotherapeutische Mittel bereitgestellt. Uberdies werden Antikdrper gegen immunosuppressive Molekiile
offenbart.

[0043] Die Erfindung liefert die Verwendung eines Antikdrpers der Erfindung zur Herstellung eines Medika-
ments zum Induzieren, Steigern oder Verlangern einer Immunantwort auf ein Antigen in einem Patienten. Das
Medikament kann eine wirksame Dosis eines Humansequenz-Antikdrpers, der spezifisch an humanes CTLA-4
bindet, umfassen, wobei der Antikdrper das Binden von humanem CTLA-4 an humanes B7 blockiert. Das An-
tigen kann ein Tumor-Antigen sein, oder das Antigen kann aus einem Krankheitserreger stammen. Das Tu-
mor-Antigen kann ebenso eine Telomerase sein. Der Krankheitserreger kann ein Virus, ein Bakterium, ein Pilz
oder ein Parasit sein. Der Krankheitserreger kann ebenso HIV sein. Das Medikament kann ferner das Antigen
oder ein Fragment oder ein Analogon davon umfassen, wobei das Antigen in Kombination mit dem Humanse-
quenz-Antikdrper die Immunantwort induziert, steigert oder verlangert. Das Antigen kann ein Tumor-Antigen
oder eine Komponente der Amyloidbildung in dem Patienten, wie einem Patienten, der an der Alzhei-
mer-Krankheit leidet, sein, und das Antigen ist ein AB-Peptid. Das Medikament kann ferner ein Zytokin umfas-
sen.

[0044] Hierin wird ebenso ein Verfahren zur Unterdriickung einer Immunantwort in einem Patienten offenbart,
umfassend die Verabreichung einer wirksamen Dosis eines mehrwertigen Praparats, umfassend mindestens
zwei Humansequenz-Antikérper gegen humanes CTLA-4, die miteinander verknUpft sind, an einen Patienten.
Hierin wird ebenso ein Verfahren zur Unterdriickung einer Immunantwort in einem Patienten offenbart, umfas-
send die Verabreichung einer wirksamen Dosis eines polyklonalen Praparats, umfassend mindestens zwei Hu-
mansequenz-Antikdrper gegen humanes CTLA-4, an einen Patienten.
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[0045] Hierin werden ebenso isolierte oder rekombinante Humansequenz-Antikérper und humane monoklo-
nale Antikorper, die spezifisch an humanes CTLA-4 binden, sowie Zusammensetzungen, die einen oder eine
Kombination aus solchen Antikdrpern enthalten, offenbart. Die Humansequenz-Antikdrper der Erfindung sind
durch das Binden an humanes CTLA-4 mit hoher Affinitdt und in einigen Ausflihrungsformen durch das Blo-
ckieren der Interaktion von humanem CTLA-4 mit seinem Liganden, den humanen B7-1- und B7-2-Molekiilen,
charakterisiert. Demgemaf kénnen der Humansequenz-Antikdrper und die humanen monoklonalen Antikor-
per der Erfindung als diagnostische oder therapeutische Mittel in vivo und in vitro verwendet werden.

[0046] Die Humansequenz-Antikdrper der Erfindung kénnen verschiedene Antikdrperisotypen oder Gemi-
sche davon umfassen, wie IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD und IgE. Typischerweise um-
fassen sie IgG1- (z. B. IgG1k) und IgM-Isotypen. Die Humansequenz-Antikdrper kdnnen von voller Lange sein
(z. B. ein IgG1- oder IgG4-Antikdrper) oder kdnnen nur einen Antigen-bindenden Teil (z. B. ein Fab-, F(ab')2-,
Fv- oder ein Einzelketten-Fv-Fragment) umfassen. Einige Humansequenz-Antikdrper sind rekombinante Hu-
mansequenz-Antikdrper. Einige Humansequenz-Antikdrper werden von einem Hybridom, das eine B-Zelle, er-
halten aus einem transgenen nicht-humanen Lebewesen, z. B. einer transgenen Maus, mit einem Genom, das
ein humanes Schwerkettentransgen und ein humanes Leichtkettentransgen umfafit, erzeugt werden. Das Hy-
bridom kann beispielsweise durch die Fusion der B-Zelle an eine sich unbegrenzt vermehrende Zelle erzeugt
werden. Einige der hierin offenbarten Humansequenz-Antikérper werden von Hybridomen erzeugt, die als
4C8, 4E10, 4E10.5, 5A8, 5C4, 5C4.1.3, 5D7, 5D7.1, 5E10, 5E10.12, 5G1, 5G1.4, 6A10, 6C9, 6C9.6, 6D9,
6D9.7, 6G4, TE4, 7TE4.4, TE8, 7H8, 8ES8, 8E8.4, 8F8, 8F8.19, 8H1, 9810, 9A10.1, 9B9, 9C1, 9G5, 105B,
10B5.8, 10B9, 10B9.2, 10D1, 10D1.3, 10E11, 10E4, 10E4.5, 11B4, 11D10, 11E4, 11E4.1, 11ES8, 11F10, 11F 11,
11F9, 11G1, 11G1.5, 1C7, 1H8.8, 2A7, 2A7.6, 2E2, 2E2.7, 2E7, 2E7.2, 2G1, 2G1.2, 3C12, 3E10, 3E10.5, 3ES,
3E6.0, 3F10, 4A1, 4B6 und 4B6.12. Anhange nach dem Dezimalpunkt zeigen unterschiedliche klonale Isolate
derselben Hybridomzellinie an.

[0047] Einige der hierin offenbarten Humansequenz-Anti-CTLA-4-Antikérper kdnnen durch eine oder mehre-
re der folgenden Eigenschaften gekennzeichnet sein: a) Spezifitat flir humanes CTLA-4 (spezifisches Binden
an humanes CTLA-4); b) eine Bindungsaffinitdt zu humanem CTLA-4 mit einer Gleichgewichtsassoziations-
konstante (Ka) von mindestens etwa 10’ M~' oder etwa 10° M~ oder etwa 10" M~" bis 10" M~ oder héher; c)
eine kinetische Assoziationskonstante (ka) von mindestens etwa 10°, etwa 10* oder etwa 10° m~'s™ und/oder

d) eine kinetische Disassoziationskonstante (kd) von mindestens etwa 10°, etwa 10* oder etwa 10° m™'s™.

[0048] In einem anderen Aspekt liefert die Erfindung Nukleinsduremolekiile, die die Humansequenz-Antikor-
per, oder Antigen-bindende Teile, der Erfindung kodieren. DemgemaR werden rekombinante Expressionsvek-
toren, die die Antikdrper-kodierenden Nukleinsauren der Erfindung und Wirts-T-Zellen, die mit solchen Vekto-
ren transfiziert sind, ebenfalls von der Erfindung erfal3t wie Verfahren zur Erzeugung der Antikérper der Erfin-
dung durch das Kultivieren dieser Wirts-T-Zellen.

[0049] Hierin werden ebenso isolierte B-Zellen aus einem transgenen nicht-humanen Lebewesen, z. B. einer
transgenen Maus, offenbart, die verschiedene Isotypen (z. B. 19G, IgA und/oder IgM) humaner monoklonaler
Antikorper, die spezifisch an humanes CTLA-4 binden, exprimieren kdnnen. Die isolierten B-Zellen kdnnen aus
einem transgenen nicht-humanen Lebewesen, z. B. einer transgenen Maus, die mit einem gereinigten oder
angereicherten Praparat aus humanem CTLA-4-Antigen (oder Antigenfragment davon) und/oder Zellen, die
humanes CTLA-4 exprimieren, immunisiert wurde, erhalten werden. Das transgene nicht-humane Lebewesen,
z. B. eine transgene Maus, kann ein Genom, umfassend ein humanes Schwerkettentransgen und ein humanes
Leichtkettentransgen, aufweisen. Die isolierten B-Zellen kdnnen sich unbegrenzt vermehrende sein, um so
eine Quelle (z. B. ein Hybridom) fir humane monoklonale Antikérper gegen humanes CTLA-4 bereitzustellen.

[0050] Demgemaf wird hierin ein Hybridom offenbart, das humane monoklonale Antikdrper, die spezifisch an
humanes CTLA-4 binden, erzeugen kann. Das Hybridom kann eine B-Zelle, erhalten aus einem transgenen
nicht-humanen Lebewesen, z. B. einer transgenen Maus, mit einem Genom, umfassend ein humanes Schwer-
kettentransgen und ein humanes Leichtkettentransgen, fusioniert an eine sich unbegrenzt vermehrende Zelle,
umfassen. Das transgene nicht-humane Lebewesen kann mit einem gereinigten oder angereicherten Praparat
aus humanem CTLA-4-Antigen und/oder Zellen, die humanes CTLA-4 exprimieren, immunisiert werden, um
so Antikérperproduzierende Hybridome zu erzeugen.

[0051] Hierin wird ebenso ein transgenes nicht-humanes Lebewesen, wie eine transgene Maus, offenbart, die
humane monoklonale Antikorper (hierin auch als eine ,HuMAb-Maus™" bezeichnet), die spezifisch an huma-
nes CTLA-4 binden, exprimiert. Das transgene nicht-humane Lebewesen kann eine transgene Maus mit einem
Genom, das ein humanes Schwerkettentransgen und ein humanes Leichtkettentransgen umfafit, sein. Das
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transgene nicht-humane Lebewesen kann mit einem gereinigten oder angereicherten Praparat aus CT-
LA-4-Antigen (oder einem Antigenfragment davon) und/oder Zellen, die das humane CTLA-4 exprimieren, im-
munisiert werden. Das transgene nicht-humane Lebewesen, z. B. die transgene Maus, kann mehrere Isotypen
humaner monoklonaler Antikdrper gegen humanes CTLA-4 (z. B. IgG, IgA und/oder IgM) produzieren, indem
es einer V-D-J-Rekombination und einem Isotypwechsel unterzogen wird. Der Isotypwechsel kann beispiels-
weise durch klassischen oder nicht-klassischen Isotypwechsel stattfinden.

[0052] Hierin werden ebenso Verfahren zur Produktion von Humansequenz-Antikdrpern und monoklonalen
Humansequenz-Antikoérpern, die spezifisch mit humanem CTLA-4 reagieren, offenbart. Einige Verfahren um-
fassen die Immunisierung eines transgenen nicht-humanen Lebewesens, z. B. einer transgenen Maus, mit ei-
nem Genom, das ein humanes Schwerkettentransgen und ein humanes Leichtkettentransgen umfal3t, mit ei-
nem gereinigten oder angereicherten Praparat aus humanem CTLA-4-Antigen und/oder Zellen, die humanes
CTLA-4 exprimieren. B-Zellen (z. B. Milz-B-Zellen) des Lebewesens konnen dann erhalten und mit Myelom-
zellen fusioniert werden, um unsterbliche Hybridomzellen zu bilden, die humane monoklonale Antikérper ge-
gen humanes CTLA-4 sekretieren.

[0053] Die Anti-humanes-CTLA-4-humanen monoklonalen Antikérper der Erfindung oder Antigen-bindende
Teile davon (z. B. Fab) kénnen derivatisiert oder an ein anderes funktionales Molekiil, z. B. ein anderes Peptid
oder Protein (z. B. ein Fab'-Fragment), geknipft werden. Beispielsweise kann ein AntikGrper oder ein Anti-
gen-bindender Teil der Erfindung funktional (z. B. durch chemische Kopplung, genetische Fusion, nicht-kova-
lente Assoziation oder anderweitig) an eines oder mehrere andere molekulare Gebilde geknlipft werden. Zum
Beispiel kann der Humansequenz-Anti-CTLA-4-Antikorper oder ein Antigen-bindendes Fragment davon an
eine therapeutische Einheit, z. B. ein zytotoxisches Arzneimittel, ein enzymatisch aktives Toxin oder ein Frag-
ment davon, ein Radioisotop oder ein niedermolekulares Antikrebsarzneimittel, konjugiert werden. Die Antikdr-
per der Erfindung kénnen auch an zytotoxische Pharmazeutika, z. B., radioaktiv markiert mit einem zytotoxi-
schen Mittel wie beispielsweise "'l (z. B. Shen (1997) Cancer 80 (12 Suppl): 2553-2557), Kupfer-67 (z. B.
Deshpande (1988) J. Nucl. Med. 29: 217-225) konjugiert werden, oder z. B. Konjugation an das Ribosom-in-
aktivierende Protein Gelonin (z. B. Boyle (1996) J. of Immunol. 18: 221-230).

[0054] In einem anderen Aspekt liefert die vorliegende Erfindung Zusammensetzungen, z. B. pharmazeuti-
sche und diagnostische Zusammensetzungen, umfassend einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und
mindestens einen humanen monoklonalen Antikdrper der Erfindung oder einen Antigen-bindenden Teil davon,
der spezifisch an humanes CTLA-4 bindet. Die Zusammensetzungen kénnen eine Kombination aus dem Hu-
mansequenz-Antikdrper oder Antigen-bindenden Teilen davon, von denen bevorzugt jeder an ein anderes Epi-
top bindet, umfassen. Zusammensetzungen, z. B. pharmazeutische Zusammensetzungen, die eine Kombina-
tion aus mindestens einem Humansequenz-Antikdrper oder mindestens einem humanen monoklonalen Anti-
korper der Erfindung oder Antigen-bindende Teile davon, und mindestens ein bispezifisches oder multispezifi-
sches Molekil der Erfindung umfassen, werden hierin ebenso offenbart.

[0055] Fur In-vivo-Verfahren kann der Antikdrper oder ein Antigen-bindender Teil davon (oder ein bispezifi-
sches oder multispezifisches Molekdl) einem humanen Individuum, das an einer T-Zell-bezogenen Krankheit
oder einer Krankheit, die durch die Steigerung oder Unterdriickung oder Verlangerung einer Immunantwort ge-
lindert oder verhindert werden kann, verabreicht werden.

[0056] Die Zusammensetzungen aus monoklonalem Humansequenz-Antikdrper und Humansequenz-Anti-
korper kdnnen auch in Kombination mit anderen Therapien, z. B. einer Antikrebstherapie, verabreicht werden.
Demgemal wird ebenso ein Verfahren zur Behandlung von Krebs bei einem Individuum offenbart, umfassend
die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge einer pharmazeutischen Zusammensetzung aus ei-
nem Humansequenz-Antikdrper zusammen mit einem pharmazeutischen Trager an das Individuum. Einige
dieser Verfahren umfassen einen Impfstoff. Einige dieser Impfstoffe umfassen einen Tumorzellimpfstoff, einen
GM-CSF-modifizierten Tumorzellimpfstoff oder einen Antigen-beladenen dendritischen Zellimpfstoff. In eini-
gen dieser Verfahren ist der Krebs Prostatakrebs, ein Melanom oder Epithelkarzinom.

[0057] Humansequenz-Antikdrper gegen humanes CTLA-4 kénnen in Behandlungsverfahren, die entweder
die Stimulierung von Immunantworten oder deren Unterdriickung erfordern, verwendet werden. Die erste Indi-
kation wird unter Verwendung von Antikérpern, die das Binden von humanem CTLA-4 an humanes B7 blockie-
ren, behandelt. Krankheiten, die durch die Stimulierung, Steigerung oder Verlangerung von Immunantworten
behandelt werden kénnen, umfassen Krebs, einschlieRlich Prostata-, Nieren- oder Darm-Krebsarten, pathoge-
ne Infektionen, Krankheiten, die mit Autoantigenen assoziiert sind, z. B. Amyloidosen, einschlieRlich der Alz-
heimer-Krankheit, und Krankheiten mit entziindlichen und allergischen Komponenten. Immunosuppression
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wird unter Verwendung mehrwertiger Praparate, umfassend mindestens zwei unterschiedliche Antikdrper ge-
gen humanes CTLA-4, die miteinander verknlpft sind, erreicht. Krankheiten, die behandelt werden kénnen,
umfassen die Graft-versus-host-Krankheit, die Host-versus-graft-Krankheit, Autoimmunkrankheiten und Ent-
zundungen.

[0058] Die Antikérper der Erfindung kénnen zur In-vitro- oder In-vivo-Detektion eines humanen CTLA-4-Anti-
gens in einer Probe, z. B. zur Diagnose einer humanen CTLA-4-bezogenen Krankheit, verwendet werden. In
einigen Verfahren wird dies durch das Kontaktieren einer zu testenden Probe zusammen mit einer Kontrollpro-
be mit einem Humansequenz-Antikérper oder einem humanen monoklonalen Antikérper der Erfindung oder
einem Antigen-bindenden Teil davon (oder einem bispezifischen oder multispezifischen Molekul) unter Bedin-
gungen, die die Bildung eines Komplexes zwischen dem Antikérper und humanem CTLA-4 erméglichen, er-
reicht. Die Komplexbildung wird dann (z. B. unter Verwendung eines ELISA) in beiden Proben detektiert, und
ein statistisch signifikanter Unterschied bei der Bildung von Komplexen zwischen den Proben ist kennzeich-
nend fir die Gegenwart eines humanen CTLA-4-Antigens in der Testprobe.

[0059] Ein weiteres Verstéandnis des Wesens und der Vorteile der vorliegenden Erfindung kann anhand der
verbleibenden Teile der Beschreibung, der Figuren und der Anspriiche erlangt werden.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0060] Die Figuren, die sich nicht speziell auf die beanspruchte Erfindung beziehen, sind nur zur Veranschau-
lichung enthalten.

[0061] Fia.1 zeigt eine schematische Darstellung, die die angestrebte Insertion einer Neokassette in die
Smal-Stelle des p1-Exons veranschaulicht. Fig. 1A) Schematische Darstellung der genomischen Struktur des
p-Lokus. Die ausgefiillten Kastchen stellen die p-Exons dar; Fig. 1B) Schematische Darstellung des CmD-Tar-
getingvektors. Die gepunkteten Linien kennzeichnen die genomischen py-Sequenzen, die in dem Konstrukt ent-
halten sind. Plasmidsequenzen sind nicht gezeigt; Fig. 1C) Schematische Darstellung des angestrebten p-Lo-
kus, in den die Neokassette in p1 insertiert worden ist. Der Kasten an der unteren rechten Seite zeigt die
RFLP-Diagnose der homologen Rekombination zwischen dem Targetingkonstrukt und dem p-Lokus. Die
RFLPs wurden durch Southern-Blot-Hybridisierung unter Verwendung von Sonde A detektiert, das 915 bp Sa-
cl-Fragment ist in Eig. 1C gezeigt.

[0062] Fig. 2 zeigt die Ergebnisse aus Experimenten, die demonstrieren, daf} Idsliche Humansequenz-Anti-
korper gegen humanes CTLA-4 das Binden von rekombinantem I8slichem humanem CTLA-4 an Zellen, die
Maus-B7.1 exprimieren, hemmen, wie nachstehend ausfihrlich beschrieben.

[0063] Fig. 3 zeigt die Ergebnisse eines konkurrierenden Bindungsassays zur ldentifizierung von Humanse-
quenz-Antikoérpern, die nicht-lUberlappende Epitope auf humanem CTLA-4 erkennen, wie nachstehend aus-
fuhrlich beschrieben.

[0064] Fig. 4 zeigt vorlaufige Nukleotidsequenzdaten fiir das Schwerketten- und Leichtkettenfragment des
Anti-CTLA-4-Antikérpers 10D1.3.

[0065] Fig. 5 zeigt die Nukleotidsequenzen der variabeln Leichte-Ketten-Bereiche (V) der Anti-humanes-CT-
LA-4-Antikorper. Die Anti-CTLA-4-Antikérper 10D1 (SEQ ID Nr.: 6) und 4B6 (SEQ ID Nr.: 8) aus der V,
A-27-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 4) werden oben in der Figur dargestellt. Der Anti-CTLA-4-Antikérper 1E2
(SEQ ID Nr.: 12) aus der V, L-15-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 10) wird unten in der Figur gezeigt. Die
V,-Sequenzen der drei Anti-CTLA-4-Antikorper sind nach ihren Keimbahn-kodierten V. -Gensequenzen aus-
gerichtet. Die komplementaritatsbestimmenden Reste (CDR) sind markiert. Striche kennzeichnen Sequenzi-
dentitat.

[0066] Fig. 6 zeigt die Nukleotidsequenzen der variabeln Schwere-Kette-Bereiche (V,;) der Anti-humanes CT-
LA-4-Antikorper. Die Anti-CTLA-4-Antikérper 10D1 (SEQ ID Nr.: 16) und 4B6 (SEQ ID Nr.: 18) aus der V,
3-30.3-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 14) werden oben in der Figur dargestellt. Der Anti-CTLA-4-Antikérper
1E2 (SEQ ID Nr.: 22) aus der V, 3-33-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 20) wird unten in der Figur gezeigt. Die
V,-Sequenzen der drei Anti-CTLA-4-Antikdrper sind nach ihren Keimbahn-kodierten Sequenzen ausgerichtet.
Die komplementaritatsbestimmenden Reste (CDR) sind markiert. Striche kennzeichnen Sequenzidentitat.

[0067] Fig. 7 zeigt vorhergesagte Aminosauresequenzen der variablen Leichte-Kette-Bereiche von Anti-hu-
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manes-CTLA-4-Antikérpern. Die vorhergesagten Aminosaure-V, -Sequenzen der Anti-CTLA-4-Antikorper, be-
schrieben in Fig. 5, werden gezeigt. Die Anti-CTLA-4-Antikérper 10D1 (SEQ ID Nr.: 7) und 4B6 (SEQ ID Nr.:
9) aus der V, A-27-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 5) werden oben in der Figur gezeigt. Der Anti-CTLA-4-An-
tikorper 1E2 (SEQ ID Nr.: 13) aus der V, L-15-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 11) wird unten in der Figur ge-
zeigt.

[0068] Fig. 8 zeigt vorhergesagte Aminosauresequenzen der variablen Schwere-Kette-Bereiche Anti-huma-
nes-CTLA-4-Antikérper. Die vorhergesagten Aminosdure-V, -Sequenzen der Anti-CTLA-4-Antikorper, be-
schrieben in Fig. 6, werden gezeigt. Die Anti-CTLA-4-Antikdrper 10D1 (SEQ ID Nr.: 17) und 4B6 (SEQ ID Nr.:
19) aus der V,, 3-30.3-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 15) werden oben in der Figur gezeigt. Der Anti-CT-
LA-4-Antikérper 1E2 (SEQ ID Nr.: 21) aus der V,, 3-33-Keimbahnsequenz (SEQ ID Nr.: 21) wird unten in der
Figur gezeigt.

[0069] Fig. 9 zeigt die Ergebnisse aus Bindungsexperimenten von MAb 10D1 an rekombinantes humanes
CTLA-4 durch ELISA. MAb 10D1 bindet an gereinigtes rekombinantes CTLA-4 mit dosisabhangigen und séat-
tigenden Kinetiken.

[0070] Fig. 10 zeigt das Binden von 10D1 an eine CTLA-4-exprimierende T-Zellinie. Diese Daten zeigen, daf}
MAb 10D1 mit dosisabhangigen und sattigenden Kinetiken an Zellen, die CTLA-4 exprimieren, bindet.

[0071] Fig. 11 zeigt das Hemmen der Bindung von humanem B7.2 Ig an CTLA4-exprimierende T-Zellen. Die-
se Daten zeigen, dals MAb 10D1 die B7.2-Bindung an CTLA-4 im Vergleich zu einem humanen Kontroll-MAb
effektiv blockiert.

[0072] Fig. 12 zeigt die Ergebnisse fir die Blockierung der CTLA4-FITC-Bindung an murine B7.1-exprimie-
rende Zellen. Diese Daten zeigen, dal MAb 10D1 die CTLA-4-Bindung an B7.1 im Vergleich zu einem huma-
nen Kontroll-MADb effektiv blockieren kann.

[0073] Fig. 13 zeigt konkurrierende ELISAs von humanen Anti-CTLA-4-MAbs, die die Epitopgruppen-Klassi-
fizierung demonstrieren.

[0074] FEiq. 14 zeigt die CTLA-4-Expression an PHA-stimulierten T-Zellen. Aktivierte, nicht aber ruhende
T-Zellen, exprimieren geringe, aber detektierbare Konzentrationen von CTLA-4 auf der Zelloberflache.

[0075] Eiq. 15 zeigt Ergebnisse von MAb 10D1 bei der Komplement-abhangigen Lyse aktivierter T-Zellen. Es
wird keine Lyse PHA-aktivierter T-Zellen beobachtet.

[0076] Eiq. 16 zeigt die Ergebnisse von MAb 10D1 bei der Antikdrper-abhéangigen Lyse aktivierter T-Zellen.
Bei 10D1- und mononuklearen Zellen ist keine Lyse PHA-aktivierter T-Zellen zu beobachteten.

[0077] Eig. 17 zeigt Anti-10D1 IgM- und IgG-Antworten in Cynomolgus-Affen, denen 10D1-Antikorper injiziert
wurden. Es ist keine Antikérperantwort auf 10D1 zu beobachten.

Ausfuhrliche Beschreibung

[0078] Die vorliegende Erfindung liefert neue Antikdrper-basierende Therapien, die zur Behandlung und Dia-
gnose von Krankheiten verwendet werden kénnen, die durch die Expression, insbesondere Uberexpression
oder Aktivierung, insbesondere Uberaktivierung, humaner CTLA-4- und/oder verwandter Molekiile gekenn-
zeichnet sind. Die hierin offenbarten Therapien setzen Humansequenz-Antikérper, monoklonale Humanse-
quenz-Antikérper oder Antigen-bindende Teile davon, die an ein Epitop auf humanem CTLA-4 binden, ein. Die-
se Humansequenz-anti-CTLA-4-Antikdrper kénnen als funktionale Antagonisten (z. B. Hemmung der Fahigkeit
von CTLA-4, Liganden zu binden oder die Zelle zu aktiveren, z. B. durch die Hemmung seiner Fahigkeit, ein
Signal an die Zelle zu Ubertragen) oder Agonisten (z. B. zur Stimulierung der Wirkung von Liganden) agieren.

[0079] Die hierin offenbarten Humansequenz-Antikérper kdnnen in einem nicht-humanen transgenen Lebe-
wesen, z. B. einer transgenen Maus, produziert werden, die mehrere Isotypen von humanen (z. B. monoklo-
nalen oder polyklonalen) Antikdrpern gegen humanes CTLA-4 (z. B. I1gG, IgA und/oder IgE) durch Unterzie-
hung einer V-D-J-Rekombination und eines Isotypwechsels produzieren kénnen.

[0080] Demgemafl werden hierin Antikdrper und Antikdrperfragmente und pharmazeutische Zusammenset-
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zungen davon sowie nicht-humane transgene Lebewesen und B-Zellen und Hybridome zur Erzeugung solcher
monoklonaler Antikdrper offenbart. Verfahren zur Verwendung der Antikorper der Erfindung zur Detektion einer
Zelle, die humanes CTLA-4 oder einen ahnlichen kreuzreaktiven Wachstumsfaktorrezeptor exprimiert, oder
zur Hemmung des Wachstums, der Differenzierung und/oder Motilitat einer Zelle, die humanes CTLA-4 expri-
miert, entweder in vitro oder in vivo, werden ebenso offenbart.

[0081] Wenn nicht anders angegeben, werden die Ausdriicke ,Patient" oder ,Individuum" wechselseitig ver-
wendet und beziehen sich auf Sduger wie menschliche Patienten und nicht-humane Primaten, sowie Ver-
suchstiere, wie Kaninchen, Ratten und Mause, und andere Lebewesen.

[0082] Der Ausdruck ,Behandlung" umfallt die Verabreichung der hierin offenbarten Verbindungen oder Mittel
zur Verhinderung oder Verzdgerung des Ausbruches der Symptome, Komplikationen oder biochemischen An-
zeichen einer Krankheit, Abschwachen der Symptome oder Aufhalten oder Hemmen der Weiterentwicklung
der Krankheit, des Zustandes oder der Stérung (z. B. Autoimmunkrankheit). Eine Behandlung kann prophylak-
tisch (zur Verhinderung oder Verzégerung des Ausbruches der Krankheit, oder zur Verhinderung einer Mani-
festierung klinischer oder subklinischer Symptome davon) oder die therapeutische Unterdriickung oder Ab-
schwéachung von Symptomen nach der Manifestierung der Krankheit sein.

[0083] Im allgemeinen bezieht sich der Ausdruck ,gut vertragen" auf das Fehlen nachteiliger Veranderungen
des Gesundheitszustandes, die als Resultat der Behandlung auftreten und Behandlungsentscheidungen be-
eintrachtigen kénnen.

[0084] Der Ausdruck ,Lymphozyt", wie hierin verwendet, hat die in der Technik Ubliche Bedeutung und bezieht
sich auf die mononuklearen, nicht-phagozytischen Leukozyten, die im Blut, der Lymphe und in Lymphoidge-
weben zu finden sind, d. h. B- und T-Lymphozyten.

[0085] Der Ausdruck ,Subpopulationen von T-Lymphozyten" oder ,T-Zellen-Teilmenge(n)" bezieht sich auf
T-Lymphozyten oder T-Zellen, die durch die Expression spezieller Zelloberflachenmarker gekennzeichnet sind
(siehe Barclay, A. N. et al., (Hrsg.), 1997, The Leukocyte Antigen Facts Book, 2. Auflage, Academic Press, Lon-
don, United Kingdom). Der Ausdruck ,stabil" in bezug auf T-Zellen bezieht sich auf die Tatsache, dal sich das
Vorkommen oder der prozentuale Anteil einer T-Zellen-Teilmenge im Verlauf oder wahrend der Dauer der Ver-
abreichung eines Mittels nicht &ndert.

[0086] Die Ausdriicke ,zytotoxisches T-Lymphozyt-assoziiertes Antigen-4", ,CTLA-4", ,CTLA4", ,CTLA-4-An-
tigen" und ,CD152" (siehe beispielsweise Murata (1999) Am. J. Pathol. 155: 453-460) werden wechselseitig
verwendet und umfassen Varianten, Isoformen, Spezieshomologa von humanem CTLA-4 und Analoga mit
mindestens einem gemeinsamen Epitop mit CTLA-4 (siehe beispielsweise Balzano (1992) Int. J. Cancer Sup-
pl. 7: 28-32).

[0087] Die komplette cDNA-Sequenz von humanem CTLA-4 hat die Genbank-Hinterlegungsnummer
L15006. Der Bereich der Aminosauren 1-37 ist das Leader-Peptid; 38-161 ist die extrazellulare V-ahnliche Do-
mane; 162-187 ist die Transmembrandomane, und 188-223 ist die Zytoplasmadomane. Varianten der Nukle-
otidsequenz sind berichtet worden, einschlief3lich einer G-zu-A-Transition an Position 49, einer C-zu-T-Transi-
tion an Position 272 und einer A-zu-G-Transition an Position 439. Die komplette DNA-Sequenz von Maus-CT-
LA-4 hat die EMBL-Hinterlegungsnummer X05719 (Brunet et al., (1987) Nature 328: 267-270). Der Bereich
der Aminosauren 1-35 ist das Leader-Peptid.

[0088] Die komplette DNA-Sequenz von humanem B7-1 (CD80) hat die Genbank-Hinterlegungsnummer
X60958; die Hinterlegungsnummer fiir die Maussequenz ist X60958; die Hinterlegungsnummer fiir die Ratten-
sequenz ist U05593. Die komplette cDNA-Sequenz von humanem B7-2 (CD86) hat die Genbank-Hinterle-
gungsnummer L25259; die Hinterlegungsnummer fir die Maussequenz ist L25606.

[0089] Die Gene, die CD28 kodieren, sind ausfihrlich charakterisiert worden. Die Huhn-mRNA-Sequenz hat
die Genbank-Hinterlegungsnummer X67915. Die Ratten-mRNA-Sequenz hat die Genbank-Hinterlegungs-
nummer X55288. Die humane mRNA-Sequenz hat die Genbank-Hinterlegungsnummer J02988. Die
Maus-mRNA-Sequenz hat die Genbank-Hinterlegungsnummer M34536.

[0090] Unter dem Ausdruck ,Epitop" ist eine Proteindeterminante zu verstehen, die spezifisch an einen Anti-

korper binden kann. Epitope bestehen fur gewdhnlich aus chemisch aktiven Oberflachengruppierungen von
Molekilen wie Aminosauren oder Zuckerseitenketten und haben fir gewdhnlich spezielle dreidimensionale
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Strukturmerkmale sowie spezielle Ladungsmerkmale. Konformations- und Nicht-Konformationsepitope unter-
scheiden sich darin, daf3 die Bindung an ersteres, nicht aber an letzteres in Gegenwart denaturierender L6-
sungsmittel verloren geht.

[0091] Ein intakter ,AntikOrper" umfal3t mindestens zwei schwere (H) Ketten und zwei leichte (L) Ketten, die
durch Disulfidbindungen verbunden sind. Jede schwere Kette besteht aus einem variablen Schwere-Kette-Be-
reich (hierin mit HCVR oder VH abgekirzt) und einen konstanten Schwere-Kette-Bereich. Der konstante
Schwere-Kette-Bereich besteht aus drei Domanen, CH1, CH2 und CH3. Jede leichte Kette besteht aus einem
variablen Leichte-Kette-Bereich (hierin mit LCVR oder VL abgekiirzt) und einem konstanten Leichte-Kette-Be-
reich. Der konstante Leichte-Kette-Bereich umfalit einer Domane, CL. Die VH- und VL-Bereiche kénnen ferner
in hypervariable Bereiche unterteilt werden, komplementaritatsbestimmende Bereiche (CDR) genannt, die mit
konservierteren Bereichen durchsetzt sind, Gerustregionen (FR) genannt. Jeder VH und VL besteht aus drei
CDRs und vier FRs, die vom Amino-Terminus zum Carboxyl-Terminus wie folgt angeordnet sind: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Die variablen Bereiche der schweren und der leichten Ketten enthalten eine
Bindungsdomane, die mit einem Antigen interagiert. Die konstanten Bereiche der Antikdrper kdnnen die Bin-
dung des Immunoglobulins an Wirtsgeweben oder -faktoren, einschliellich verschiedener Zellen des Immun-
systems (z. B. Effektorzellen), und der ersten Komponente (Clq) des klassischen Komplementsystems vermit-
teln. Der Ausdruck Antikdrper umfaldt Antigen-bindende Teile eines intakten Antikorpers, die CTLA-4-Bin-
dungskapazitat behalten. Beispiele flr das Binden umfassen (i) ein Fab-Fragment, ein einwertiges Fragment,
bestehend aus VL-, VH-, CL- und CH1-Domanen; (ii) ein F(ab')2-Fragment, ein zweiwertiges Fragment, beste-
hend aus zwei Fab-Fragmenten, die durch eine Disulfidbriicke an der Gelenkregion verknlpft sind; (iii) ein
Fd-Fragment, bestehend aus den VH- und CH1-Domaénen; (iv) ein Fv-Fragment, bestehend aus den VL- und
VH-Domanen eines einzelnen Arms eines Antikorpers, (v) ein dAb-Fragment (Ward et al., (1989) Nature 341:
544-546), das aus einer VH-Domane besteht, und (vi) einen isolierten komplementaritatsbestimmenden Be-
reich (CDR). Ferner kdnnen die zwei Domanen des Fv-Fragments, VL und VH, obgleich sie fiir separate Gene
kodiert sind, unter Verwendung rekombinanter Verfahren durch einen synthetischen Linker, durch den sie eine
einzelne Proteinkette bilden kénnen, in der sich die VL- und VH-Regionen unter Bildung einwertiger Molekiile
paaren, verbunden werden (bekannt als einkettges Fv (scFv); siehe beispielsweise Bird et al., (1988) Science
242: 423-426, und Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Solche einkettigen Anti-
korper sind durch Verweis in dem Ausdruck ,Antikérper" enthalten. Fragmente kénnen durch rekombinante
Techniken oder enzymatische oder chemische Spaltung intakter Antikérper hergestellt werden.

[0092] Ein bispezifischer Antikdrper hat zwei unterschiedliche Bindungsspezifitaten, siehe beispielsweise die
US-Patente 5,922,845 und 5,837,243; Zeilder (1999) J. Immunol. 163: 1246-1252; Somasundaram (1999)
Hum. Antikorper 9: 47-54; Keler (1997) Cancer Res. 57: 4008-4014. Beispielsweise werden hierin bispezifi-
sche Antikérper mit einer Bindungsstelle fiir ein Zelloberflachenantigen, wie humanes CTLA-4, und einer zwei-
ten Bindungsstelle fiir einen Fc-Rezeptor auf der Oberflache einer Effektorzelle offenbart. Hierin werden eben-
so multispezifische Antikdrper offenbart, die mindestens drei Bindungsstellen haben. Der Ausdruck ,bispezifi-
sche Antikérper" umfalit ferner Diabodies. Diabodies sind zweiwertige, bispezifische Antikdrper, in denen die
VH- und VL-Doméanen an einer einzelnen Polypeptidkette, jedoch unter Verwendung eines Linkers, der fir die
Paarung zwischen den beiden Domanen auf derselben Kette zu kurz ist, exprimiert werden, wodurch sich die
Domaéanen mit komplementaren Domanen einer anderen Kette paaren missen und zwei Antigenbindungsstel-
len erzeugt werden (siehe beispielsweise Holliger, P., et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448;
Poljak, R. J., et al., (1994) Structure 2: 1121-1123).

[0093] Der Ausdruck ,Humansequenz-Antikdrper" umfaldt Antikdrper mit variablen und konstanten Bereichen
(sofern vorhanden) aus humanen Keimbahnimmunoglobulinsequenzen. Die hierin offenbarten Humanse-
quenz-Antikdrper kénnen Aminosaurereste, die nicht durch humane Keimbahnimmunoglobulinsequenzen ko-
diert sind, umfassen (z. B. Mutationen, eingefuhrt durch willkurliche oder ortsspezifische Mutagenese in vitro
oder durch somatische Mutation in vivo). Der Ausdruck ,Humansequenz-Antikdrper", wie hierin verwendet, soll
jedoch keine Antikorper umfassen, in die CDR-Sequenzen aus der Keimbahn einer anderen Saugerspezies,
wie einer Maus, auf humane Gerustsequenzen (d. h., humanisierte Antikérper) gepfropft worden sind.

[0094] Die Ausdriicke ,monoklonaler Antikdrper" oder ,monoklonale Antikérperzusammensetzung" beziehen
sich auf ein Praparat aus Antikérpermolekulen einer einzelnen molekularen Zusammensetzung. Eine monok-
lonale Antikdrperzusammensetzung zeigt eine einzelne Bindungsspezifitat und -affinitat fur ein spezielles Epi-
top. Demgemal bezieht sich der Ausdruck ,humaner monoklonaler Antikdrper" auf Antikdrper, die eine einzel-
ne Bindungsspezifitat zeigen und variable und konstante Bereiche (sofern vorhanden) aus humanen Keimbah-
nimmunoglobulinsequenzen aufweisen. Die humanen monoklonalen Antikérper kénnen durch ein Hybridom
erzeugt werden, das eine B-Zelle, erhalten aus einem transgenen nicht-humanen Lebewesen, z. B. einer
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transgenen Maus, mit einem Genom, umfassend ein humanes Schwerkettentransgen und ein Leichtketten-
transgen, fusioniert mit einer sich unbegrenzt vermehrenden Zelle, umfafit.

[0095] Der Ausdruck ,diklonaler Antikdrper" bezieht sich auf ein Praparat aus mindestens zwei Antikdrpern
gegen humanes CTLA-4. Typischerweise binden die unterschiedlichen Antikorper unterschiedliche Epitope.

[0096] Der Ausdruck ,oligoklonaler Antikorper" bezieht sich auf ein Praparat aus 3 bis 100 unterschiedlichen
Antikérpern gegen humanes CTLA-4. Typischerweise binden die Antikdrper in einem solchen Praparat an ei-
nen Bereich unterschiedlicher Epitope.

[0097] Der Ausdruck ,polyklonaler Antikérper" bezieht sich auf ein Praparat aus mehr als einem (zwei oder
mehr) unterschiedlichen Antikérper gegen humanes CTLA-4. Solch ein Praparat umfal3t Antikorper, die an ei-
nen Bereich unterschiedlicher Epitope binden.

[0098] Die Erfindung liefert Humansequenz-Antikbrper gegen humanes CTLA-4, die Signale, transduziert
durch den Humanes-CTLA-4-Rezeptor, blockieren oder antagonisieren. Einige dieser Antikérper kdnnen so an
Epitope auf humanem CTLA-4 binden, daR die Interaktion von CTLA-4 mit einem humanen B7-Gegenrezeptor
gehemmt wird. Da die Interaktion von humanem CTLA-4 mit humanem B7 ein Signal transduziert, das zur In-
aktivierung von T-Zellen, die den humanen CTLA-4-Rezeptor tragen, flhrt, wird die Aktivierung von T-Zellen,
die den humanen CTLA-4-Rezeptor tragen, durch den Antagonismus der Interaktion effektiv induziert, gestei-
gert oder verlangert, wodurch eine Immunantwort verlangert oder gesteigert wird. Ein ,blockierender Antikor-
per" bezieht sich auf einen Antikorper, der das Binden von I6slichem humanem CTLA-4 an Zell-exprimierte hu-
mane B7-Liganden um mindestens 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 99 % oder 99,9
% unter Bedingungen, bei denen das Verhaltnis von Antikdrperbindungsstellen zu Humanes-CTLA-4-Ligan-
denbindungsstellen gréRer als 1 : 1 ist und die Konzentration an Antikorper groRer als 10 M ist.

[0099] Andere AntikOrperpraparate, manchmal als mehrwertige Praparate bezeichnet, binden so an humanes
CTLA-4, dal mehrere Humanes-CTLA-4-Rezeptoren auf derselben Zelle vernetzen. Die Vernetzung eines Re-
zeptors hat dieselbe oder eine ahnliche Wirkung wie das Binden von humanem CTLA-4 an humanes B7. Daher
agonisiert die Vernetzung von Rezeptoren effektiv die Humanes-CTLA-4-Antwort, was zur Immunosuppressi-
on fuhrt.

[0100] Eine Vernetzung kann ebenso durch die Kombination l6slicher zweiwertiger Antikdrper mit unter-
schiedlichen Epitopspezifitaten erreicht werden. Diese Praparate aus polyklonalen Antikérpern umfassen min-
destens zwei Paare schwerer und leichter Ketten, die an unterschiedliche Epitope auf humanem CTLA-4 bin-
den, so daB als Ergebnis einer Vernetzung von humanem CTLA-4 ein immunosuppressives Signal transduziert
werden kann.

[0101] Der Ausdruck ,rekombinanter humaner Antikorper" umfafdt alle hierin offenbarten Humansequenz-An-
tikorper, die mit rekombinanten Mitteln hergestellt, exprimiert, erzeugt oder isoliert werden, wie Antikdrper, iso-
liert aus einem Lebewesen (z. B. einer Maus), das fiir humane Immunoglobulingene transgen ist (ausfihrlich
in Abschnitt I, unten beschrieben); Antikérper, exprimiert unter Verwendung eines rekombinanten Expressions-
vektors, transfiziert in eine Wirtszelle, Antikorper, isoliert aus einer kombinatorischen Bibliothek fiir rekombi-
nante humane Antikorper, oder Antikdrper, die durch irgendein anderes Mittel, das das SpleiRen humaner Im-
munoglobulingensequenzen an andere DNA-Sequenzen umfaldt, hergestellt, exprimiert, erzeugt oder isoliert
wurden. Solche rekombinanten humanen Antikérper weisen variable und konstante Bereiche (sofern vorhan-
den) auf, die aus humanen Keimbahnimmunoglobulinsequenzen stammen. Solche Antikdrper kdnnen jedoch
einer In-vitro-Mutagenese (oder, wenn ein fir humane Ig-Sequenzen transgenes Lebewesen verwendet wird,
einer somatischen In-vivo-Mutagenese) unterzogen werden, und somit sind Aminosauresequenzen der VH-
und VL-Bereiche der rekombinanten Antikérper Sequenzen, die, wahrend sie aus humanen Keimbahn-VH-
und -VL-Sequenzen stammen und mit diesen verwandt sind, nicht naturlich in dem humanen Antikdrperkeim-
bahnrepertoir in vivo existieren kénnen.

[0102] Ein ,heterologer Antikérper" wird in bezug auf den transgenen nicht-humanen Organismus, der einen
solchen Antikorper produziert, definiert. Dieser Ausdruck bezieht sich auf einen Antikérper mit einer Aminosau-
resequenz oder einer kodierenden Nukleinsduresequenz, die der entspricht, die in einem Organismus zu fin-
den ist, der nicht aus dem transgenen nicht-humanen Lebewesen besteht, und im allgemeinen aus anderen
Spezies als der des transgenen nicht-humanen Lebewesens.

[0103] Ein ,heterohybrider Antikdrper" bezieht sich auf einen Antikdrper mit leichten und schweren Ketten un-
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terschiedlicher organismischer Abstammung. Beispielsweise ist ein Antikdrper mit einer humanen schweren
Kette, assoziiert mit einer leichten Kette von einer Maus, ein heterohybrider Antikdrper. Beispiele fur heterohy-
bride Antikérper umfassen chimare und humanisierte Antikérper, wie oben erortert.

[0104] Unter dem Ausdruck ,im wesentlichen rein" oder ,isoliert" ist zu verstehen, dal eine Zielspezies (z. B.
ein Antikoérper der Erfindung) aus einer Komponente in ihrer natirlichen Umgebung identifiziert und separiert
und/oder wiedergewonnen worden ist, so daf} die Zielspezies die dominierende vorhandene Spezies ist (d. h.,
auf einer molaren Basis ist sie ergiebiger als irgendeine andere individuelle Spezies in der Zusammensetzung);
unter einer ,im wesentlichen reinen" oder ,isolierten" Zusammensetzung ist auch zu verstehen, daf eine Ziel-
spezies mindestens etwa 50 Prozent (auf molarer Basis) aller vorhandenen makromolekularen Spezies um-
falt. Eine im wesentlichen reine oder isolierte Zusammensetzung kann ebenso mehr als etwa 80 bis 90
Gew.-% aller makromolekularen Spezies, die in der Zusammensetzung vorhanden sind, umfassen. Eine iso-
lierte Zielspezies (z. B. Antikdrper der Erfindung) kann auch auf essentielle Homogenitat (Kontaminationsspe-
zies kdnnen in der Zusammensetzung durch herkdmmliche Detektionsverfahren nicht detektiert werden), bei
der die Zusammensetzung im wesentlichen aus Derivaten einer einzelnen makromolekularen Spezies besteht,
gereinigt werden. Ein isolierter Antikérper gegen humanes CTLA-4 kann im wesentlichen frei von anderen An-
tikdrpern, die nicht an humanes CTLA-4 und an ein anderes Antigen binden, sein. Ein isolierter Antikorper, der
spezifisch an ein Epitop, eine Isoform oder Variante von humanem CTLA-4 bindet, kann jedoch mit anderen
ahnlichen Antigenen, z. B. aus anderen Spezies (z. B. CTLA-4-Spezieshomologa) Kreuzreaktivitat haben.
Uberdies kann ein isolierter Antikérper der Erfindung im wesentlichen frei von anderem zelluldren Material (z.
B. Nicht-Immunoglobulin-assoziierten Proteinen) und/oder Chemikalien sein.

[0105] ,Spezifisches Binden" bezieht sich auf die Antikdrperbindung an ein vorgegebenes Antigen. Der Aus-
druck ,bindet spezifisch (oder selektiv)" an einen Antikérper, bezieht sich auf eine Bindungsreaktion, die fur die
Gegenwart des Proteins in einer heterogenen Population von Proteinen und anderen biologischen Verbindun-
gen bezeichnend ist. Typischerweise bindet der Antikérper mit einer Assoziationskonstante (K,) von mindes-
tens etwa 1 x 10° M~ oder 10’ M~' oder etwa 10® M~ bis 10° M~" oder etwa 10" M~ bis 10" M~" oder héher,
und bindet an das vorgegebene Antigen mit einer Affinitat, die mindestens um das zweifache grofler ist als sei-
ne Affinitdt zum Binden an ein anderes nicht-spezifisches Antigen (z. B. BSA, Kasein) als das vorgegebene
Antigen oder ein nahe verwandtes Antigen. Die Ausdriicke ,Antikérper, der ein Antigen erkennt" und ,, Antikor-
per, der fur ein Antigen spezifisch ist" werden hierin wechselseitig mit dem Ausdruck ,Antikérper, der spezifisch
an ein Antigen bindet" verwendet.

[0106] Der Ausdruck ,bindet/binden spezifisch" oder ,bindet/binden spezifisch" bezieht sich in bezug auf ein
Peptid auf ein Peptidmolekdl, das eine mittlere oder hohe Bindungsaffinitat, ausschliellich oder tGiberwiegend,
an ein Zielmolekul aufweist. Der Ausdruck ,bindet spezifisch an" bezieht sich auf eine Bindungsreaktion, die
fur die Gegenwart eines Zielproteins in Gegenwart einer heterogenen Population von Proteinen und anderen
biologischen Verbindungen kennzeichnend ist. Somit binden unter vorgegebenen Assaybedingungen die spe-
zifizierten Bindungseinheiten bevorzugt an ein bestimmtes Zielprotein und nicht in einem signifikanten Ausmaf}
an andere Komponenten, die sich in einer Testprobe befinden. Die spezifische Bindung an ein Zielprotein unter
solchen Bedingungen kann eine Bindungseinheit erfordern, die wegen ihrer Spezifitat fir ein bestimmtes
Zielantigen ausgewahlt wurde. Es kann eine Vielzahl von Assayformaten zur Auswahl von Liganden, die spe-
zifisch mit einem bestimmten Protein reaktiv sind, verwendet werden. Beispielsweise werden Festphasen-ELI-
SA-Immunoassays, Immunoprazipitation, Biacore- und Western-Blot zur Identifizierung von Peptiden, die spe-
zifisch mit CTLA-4 reagieren, verwendet. Typischerweise wird eine spezifische oder selektive Reaktion min-
destens das zweifache des Hintergrundsignals oder -rauschens oder typischer mehr als das zehnfache des
Hintergrunds betragen.

[0107] Der Ausdruck ,hohe Affinitat" fir einen IgG-Antikorper bezieht sich auf eine Gleichgewichtsassoziati-
onskonstante (K,) von mindestens etwa 10" M~', mindestens etwa 108 M~', mindestens etwa 10° M™", mindes-
tens etwa 10" M, mindestens etwa 10" M~" oder mindestens etwa 10'> M~" oder gréRer, z. B. bis zu 10" M~
oder 10" M~ oder groRer. ,Hohe Bindungsaffinitat" kann jedoch bei anderen Antikérperisotypen variieren.

[0108] Der Ausdruck ,K.", wie hierin verwendet, soll sich auf die Gleichgewichtsassoziationskonstante einer
bestimmten Antikdrper-Antigen-Interaktion beziehen. Diese Konstante hat die Einheit 1/M.

[0109] Der Ausdruck ,K,", wie hierin verwendet, soll sich auf die Gleichgewichtsassoziationskonstante einer
bestimmten Antikérper-Antigen-Interaktion beziehen. Diese Konstante hat die Einheit M.

[0110] Der Ausdruck ,k.", wie hierin verwendet, soll sich auf die kinetische Assoziationskonstante einer be-
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stimmten Antikorper-Antigen-Interaktion beziehen. Diese Konstante hat die Einheit 1/Ms.

[0111] Der Ausdruck ,k,", wie hierin verwendet, soll sich auf die kinetische Dissoziationskonstante einer be-
stimmten Antikorper-Antigen-Interaktion beziehen. Diese Konstante hat die Einheit 1/s.

[0112] ,Bestimmte Antikdrper-Antigen-Interaktionen" beziehen sich auf die experimentellen Bedingungen,
unter denen die Gleichgewichts- und kinetischen Konstanten gemessen werden.

[0113] ,Isotyp" bezieht sich auf die Antikérperklasse (z. B. IgM oder 1gG1), die durch Gene des konstanten
Schwere-Kette-Bereiches kodiert sind.

[0114] ,Isotypwechsel" bezieht sich auf das Phanomen, durch das die Klasse oder der Isotyp eines Antikor-
pers von einer lg-Klasse zu einer der anderen Ig-Klassen wechselt.

[0115] ,Nicht-gewechselter Isotyp" bezieht sich auf eine Isotypenklasse einer schweren Kette, die erzeugt
wird, wenn kein Isotypwechsel stattgefunden hat; das CH-Gen, das den nicht-gewechselten Isotyp kodiert, ist
typischerweise das erste CH-Gen stromabwarts von dem funktionell umgeordneten VDJ-Gen. Der Isotypwech-
sel ist als klassischer oder nicht-klassischer Isotypwechsel klassifiziert worden. Der klassische Isotypwechsel
findet durch Rekombinationsevents statt, die mindestens einen Wechselsequenzbereich in dem Transgen um-
fassen. Der nicht-klassische Isotypwechsel kann beispielsweise durch homologe Rekombination zwischen hu-
manem g, und humanem %, stattfinden (3-assoziierte Deletion). Alternativ konnen nicht-klassische Wechsel-
mechanismen wie unter anderem Intertransgen- und/oder Interchromosomen-Rekombination stattfinden und
den Isotypwechsel bewirken.

[0116] Der Ausdruck ,Wechselsequenz" bezieht sich auf die DNA-Sequenzen, die fir die switch-Rekombina-
tion zustandig sind. Eine ,Wechseldonor"-Sequenz, typischerweise eine p-switch-Region, befindet sich 5' (d.
h. stromaufwarts) der Konstruktregion, die wahrend der switch-Rekombination geléscht werden soll. Die
~Switch-Akzeptor"-Regionen liegen zwischen der zu I6schenden Konstruktregion und der konstanten Ersatzre-
gion (z. B. y, € usw.). Da es keine spezielle Stelle gibt, an der die Rekombination immer stattfindet, ist die end-
glltige Gensequenz typischerweise nicht aus dem Konstrukt vorhersagbar.

[0117] ,Glykosylierungsmuster" ist als das Muster von Kohlenhydrateinheiten, die kovalent an ein Protein, ge-
nauer gesagt an ein Immunoglobulinprotein, angelagert sind, definiert. Ein Glykosylierungsmuster eines hete-
rologen Antikodrpers kann als im wesentlichen ahnlich zu Glykosylierungsmustern charakterisiert werden, die
natdrlich an Antikérpern vorkommen, die durch die Spezies des nicht-humanen transgenen Lebewesens er-
zeugt wurden, wenn ein Fachmann erkennt, daf} das Glykosylierungsmuster des heterologen Antikdrpers dem
Muster der Glykosylierung in der Spezies des nicht-humanen transgenen Lebewesens ahnlicher als dem der
Spezies, aus der die CH-Gene des Transgens stammen, ist.

[0118] Der Ausdruck ,naturlich vorkommend", wenn fur ein Objekt angewendet, bezieht sich auf die Tatsache,
daR ein Objekt in der Natur zu finden ist. Beispielsweise ist eine Polypeptid- oder Polynukleotidsequenz, die in
einem Organismus (einschlief3lich Viren) vorhanden ist, der aus einer Quelle in der Natur isoliert werden kann
und der im Labor nicht absichtlich von jemandem modifiziert worden ist, nattirlich vorkommend.

[0119] Der Ausdruck ,umgeordnet" bezieht sich auf eine Konfiguration des Lokus fir die schwere oder leichte
Immunoglobulinkette, worin ein V-Segment unmittelbar neben einem D-J- oder J-Segment in einer Konforma-
tion positioniert ist, die im wesentlichen eine komplette VH- bzw. VL-Domane kodiert. Ein umgeordneter Immu-
noglobulingenlokus kann durch den Vergleich mit Keimbahn-DNA identifiziert werden; ein umgeordneter Lokus
hat mindestens ein rekombiniertes Heptamer/Nonamer-Homologieelement.

[0120] Der Ausdruck ,nicht umgeordnet" oder ,Keimbahnkonfiguration" bezieht sich in bezug auf ein V-Seg-
ment auf die Konfiguration, in der das V-Segment nicht so rekombiniert ist, daf} es sich unmittelbar neben ei-
nem D- oder J-Segment befindet.

[0121] Der Ausdruck ,Nukleinsdure" soll DNA-Molekile und RNA-Molekile umfassen. Eine Nukleinsaure
kann einstrangig oder doppelstrangig sein.

[0122] Der Ausdruck ,isolierte Nukleinsaure" soll sich in bezug auf Nukleinsduren, die Antikérper oder Anti-

korperteile (z. B., VH, VL, CDR3), die an CTLA-4 binden, kodieren, auf eine Nukleinsaure beziehen, in der die
Nukleotidsequenzen, die den Antikérper oder Antikorperteil kodieren, frei von anderen Nukleotidsequenzen
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sind, die Antikdrper oder Antikorperteile kodieren, die andere Antigene als CTLA-4 binden, wobei die anderen
Sequenzen von Natur aus die Nukleinsaure in humaner genomischer DNA flankieren. SEQ ID Nr.: 4-23 um-
fassen die Nukleotid- und Aminosauresequenzen, die die variable Schwere-Kette-(VH) und Leichte-Ket-
te-(VL)-Bereiche der humanen 10D1-, 4B6- und 1E2-Anti-CTLA-4-monoklonalen Antikérper der Erfindung um-
fassen.

[0123] Der Ausdruck ,im wesentlichen identisch" bezieht sich im Kontext von zwei Nukleinsauren oder Poly-
peptiden auf zwei oder mehr Sequenzen oder Teilsequenzen, die mindestens etwa 80 %, etwa 90, etwa 95 %
oder mehr Nukleotid- oder Aminosaurerestidentitat aufweisen, verglichen und ausgerichtet mit der maximalen
Ubereinstimmung, gemessen unter Verwendung des folgenden Sequenzvergleichsverfahrens und/oder durch
visuelle Uberpriifung. Beispielsweise liefert die Erfindung Nukleinsduren mit Sequenzen, die im wesentlichen
mit SEQ ID Nr.: 1, SEQ ID Nr.: 2 identisch sind. Solche ,im wesentlichen identischen" Sequenzen werden ty-
pischerweise als homolog betrachtet. Die ,wesentliche Identitat" kann Uber einen Bereich der Sequenz, der
mindestens etwa 50 Reste lang ist, Uber einen Bereich von mindestens etwa 100 Resten oder Uber einen Be-
reich von mindestens etwa 150 Resten oder Uiber die gesamte Lange der beiden zu vergleichenden Sequen-
zen existieren. Wie nachstehend beschrieben, kénnen zwei Antikérpersequenzen nur in einer Art und Weise
ausgerichtet werden, durch Verwendung des Numerierungsschemas in Kabat. Daher hat fir Antikorper die
prozentuale Identitat eine einzigartige und genau definierte Bedeutung.

[0124] Aminosauren aus den variablen Bereichen der reifen schweren und leichten Immunoglobulinketten
werden mit Hx bzw. Lx gekennzeichnet, wobei x eine Zahl ist, die die Position einer Aminosaure gemaf dem
Schema von Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, 1987 und 1991) kennzeichnet. Kabat listet viele Aminosauresequenzen fir Antikérper fir jede Teilgruppe
und die am verbreitetsten vorkommende Aminosaure fur jede Restposition in dieser Teilgruppe auf, um so eine
Konsens-Sequenz zu erzeugen. Kabat verwendet ein Verfahren zum Zuordnen einer Restzahl jeder Amino-
saure in einer gelisteten Sequenz, und dieses Verfahren zum Zuordnen von Restzahlen ist in diesem Bereich
Standard geworden. Kabats Schema kann auf andere Antikorper, die nicht in seinem Kompendium enthalten
sind, durch die Ausrichtung des in Frage stehenden Antikdrpers mit einer der Konsens-Sequenzen in Kabat
durch Verweis auf konservierte Aminosauren ausgedehnt werden. Durch die Verwendung des Kabat-Nume-
rierungssystems kdnnen Aminosauren an aquivalenten Positionen in unterschiedlichen Antikbrpern ohne wei-
teres identifiziert werden. Beispielsweise nimmt eine Aminosaure an der L50-Position eines humanen Antikor-
pers die aquivalente Position zu einer Aminosaureposition L50 eines Maus-Antikérpers ein. Dem ahnlich wer-
den Nukleinsauren, die Antikdrperketten kodieren, ausgerichtet, wenn die Aminosauresequenzen, kodiert
durch die jeweiligen Nukleinsduren, gemaf dem Kabat-Numerierungs-Grundsatz ausgerichtet sind.

[0125] Der Ausdruck ,hybridisiert selektiv (oder spezifisch) an" bezieht sich auf das Binden, die Duplexbildung
oder Hybridisierung eines Molekiils an eine bestimmte Nukleotidsequenz unter stringenten Hybridisierungsbe-
dingungen, wenn diese Sequenz in einem Komplexgemisch vorhanden ist (z. B. vollig zelluldre oder Biblio-
theks-DNA oder -RNA), wobei die bestimmte Nukleotidsequenz mindestens mit etwa dem zehnfachen Hinter-
grund detektiert wird. In einer Ausfuhrungsform kann eine Nukleinsaure durch ihre Fahigkeit, unter stringenten
Bedingungen an eine Nukleinsaure, die anderweitig als im Umfang dieser Offenbarung liegend bestimmt wur-
de, zu hybridisieren (wie die hierin beschriebenen exemplarischen Sequenzen), als im Umfang dieser Offen-
barung liegend bestimmt werden (z. B. ist sie im wesentlichen mit SEQ ID Nr.: 1 oder SEQ IDNO: 2 identisch).

[0126] Der Ausdruck ,stringente Hybridisierungsbedingungen" bezieht sich auf Bedingungen, unter denen
eine Sonde an ihre Zielteilsequenz, typischerweise in einem Komplexgemisch aus Nukleinsaure, jedoch nicht
in einem signifikanten Ausmalf3 an andere Sequenzen hybridisieren wird (ein positives Signal (z. B. Identifizie-
rung einer Nukleinsdure der Erfindung) ist etwa die zehnfache Hintergrundhybridisierung). Stringente Bedin-
gungen sind sequenzabhangig und werden unter unterschiedlichen Umstéanden unterschiedlich sein. Langere
Sequenzen hybridisieren spezifisch bei héheren Temperaturen. Eine ausfiihrliche Ubersicht tiber die Hybridi-
sierung von Nukleinsauren ist beispielsweise in Sambrook, Hrsg., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL (2. Aufl.), Bd. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECU-
LAR BIOLOGY, Ausubel, Hrsg. John Wiley & Sons, Inc., New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN
BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I.
Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, Hrsg. Elsevier, N. Y. (1993), zu finden.

[0127] Im allgemeinen sind stringente Bedingungen etwa 5-10 °C niedriger als der thermische Schmelzpunkt
(T,,) fur die spezifische Sequenz bei einer definierten lonenstérke, pH. Der T, ist die Temperatur (unter defi-
nierter lonenstarke, pH, und Nukleinkonzentration), bei der 50 % der Sonden, komplementar zum Ziel, im
Gleichgewicht an die Zielsequenz hybridisieren (sind die Zielsequenzen im UberschuR vorhanden, bei Tm,
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sind im Gleichgewicht 50 % der Sonden beteiligt). Stringente Bedingungen werden die sein, bei denen die
Salzkonzentration weniger als etwa 1,0 M Natriumionen-, typischerweise etwa 0,01 bis 1,0 M Natriumionen-
konzentration (oder andere Salze) bei pH 7,0 bis 8,3 betragt und die Temperatur mindestens etwa 30 °C fur
kurze Sonden (z. B. 10 bis 50 Nukleotide) und mindestens etwa 60 °C fir lange Sonden (z. B. mehr als 50
Nukleotide) ist. Stringente Bedingungen kénnen auch unter Zugabe von Destabilisatoren wie Formamid er-
reicht werden, wie in Sambrook beschrieben (unten angegeben). Fur eine hoch stringente Hybridisierung be-
tragt ein positives Signal mindestens die zweifache Hintergrund-, vorzugsweise die zehnfache Hintergrundhy-
bridisierung. Exemplarische hohe Stringenz oder stringente Hybridisierungsbedingungen umfassen: 50 %
Formamid, 5 x SSC und 1 % SDS, inkubiert bei 42 °C, oder 5 x SSC und 1 % SDS, inkubiert bei 65 °C, mit
einer Wasche in 0,2 x SSC und 0,1 % SDS bei 65 °C. Fur die selektive oder spezifische Hybridisierung betragt
ein positives Signal (z. B. die Identifizierung einer Nukleinsdure der Erfindung) etwa die zehnfache Hinter-
grundhybridisierung. Stringente Hybridisierungsbedingungen, die zur Identifikation von Nukleinsauren im Um-
fang der Erfindung verwendet werden, umfassen beispielsweise die Hybridisierung in einem Puffer, umfassend
50 % Formamid, 5 x SSC und 1 % SDS bei 42 °C, oder die Hybridisierung in einem Puffer, umfassend 5 x SSC
und 1 % SDS bei 65 °C, beide mit einer Wasche von 0,2 x SSC und 0,1 % SDS bei 65 °C. In der vorliegenden
Erfindung kénnen genomische DNA oder cDNA, die die Nukleinsduren der Erfindung umfassen, in Stan-
dard-Southern-Blots unter stringenten Bedingungen unter Verwendung der hierin offenbarten Nukleinsaurese-
quenzen identifiziert werden. Weitere stringente Bedingungen fir solche Hybridisierungen (zur Identifizierung
von Nukleinsauren innerhalb des Umgangs der Erfindung) sind die, die eine Hybridisierung in einem Puffer aus
40 % Formamid, 1 M NaCl, 1 % SDS bei 37 °C umfassen.

[0128] Die Auswahl des Hybridisierungsformats ist jedoch nicht kritisch — die Stringenz der Waschbedingun-
gen gibt die Bedingungen, die bestimmen, ob eine Nukleinsdure im Umfang dieser Offenbarung liegt, vor.
Waschbedingungen, die zur Identifizierung von Nukleinsduren im Umfang dieser Offenbarung verwendet wer-
den, umfassen beispielsweise: eine Salzkonzentration von etwa 0,02 mol bei pH 7 und eine Temperatur von
mindestens etwa 50 °C oder etwa 55 °C bis etwa 60 °C; oder eine Salzkonzentration von etwa 0,15 M NaCl
bei 72 °C fur etwa 15 Minuten; oder eine Salzkonzentration von etwa 0,2 x SSC bei einer Temperatur von min-
destens etwa 50 °C oder etwa 55 °C bis etwa 60 °C fir etwa 15 bis etwa 20 Minuten; oder der Hybridisierungs-
komplex wird zweimal mit einer LOsung mit einer Salzkonzentration von etwa 2 x SSC, enthaltend 0,1 % SDS,
bei Raumtemperatur fir 15 Minuten und dann zweimal mit 0,1 x SSC, enthaltend 0,1 % SDS, bei 68 °C fur 15
Minuten gewaschen; oder aquivalente Bedingungen. Fir eine Beschreibung des SSC-Puffers und aquivalen-
ter Bedingungen siehe Sambrook, Tijssen und Ausubel.

[0129] Die Nukleinsauren der Erfindung kénnen in ganzen Zellen, in einem Zellysat oder in teilweise gerei-
nigter oder im wesentlichen reiner Form vorliegen. Eine Nukleinsaure ist ,isoliert" oder ,im wesentlichen rein
gemacht", wenn sie von anderen zellularen Komponenten oder anderen Kontaminationen, z. B. anderen zel-
luldren Nukleinsauren oder Proteinen, durch Standardtechniken, umfassend Alkali-’'SDS-Behandlung, Cs-
Cl-Banding, Saulenchromatographie, Agarosegelelektrophorese und andere, die in der Technik allgemein be-
kannt sind, gereinigt ist; siehe z. B. Sambrook, Tijssen und Ausubel. Die Nukleinsauresequenzen der Erfindung
und andere Nukleinsauren, die zur Praktizierung dieser Erfindung verwendet werden, gleichgultig ob RNA, cD-
NA, genomische DNA oder Hybride davon, kdnnen aus einer Vielzahl von Quellen isoliert, genetisch konstru-
iert, amplifiziert und/oder rekombinant exprimiert werden. Es kann irgendein rekombinantes Expressionssys-
tem verwendet werden, das zuséatzlich zu bakteriellen, z. B. Hefe-, Insekten- oder Sdugersysteme umfalit. Al-
ternativ kdnnen diese Nukleinsduren in vitro chemisch synthetisiert werden. Techniken zur Manipulation von
Nukleinsauren wie beispielsweise das Subklonierung in Expressionsvektoren, die Markierung von Sonden, Se-
quenzierung und Hybridisierung werden in der wissenschaftlichen und Patentliteratur ausfuhrlich beschrieben,
siehe z. B. Sambrook, Tijssen und Ausubel. Nukleinsduren kénnen mit irgendeinem der zahlreichen, einem
Fachmann allgemein bekannten Mittel analysiert und quantifiziert werden. Diese umfassen z. B. biochemische
Analyseverfahren wie NMR, Spektrophotometrie, Radiographie, Elektrophorese, Kapillarelektrophorese,
Hochdruckflissigchromatographie (HPLC), Dinnschichtchromatographie (TLC) und Hyperdiffusionschroma-
tographie, verschiedene immunologische Verfahren wie Fluid- oder Gel-Prazipitinreaktionen, Immunodiffusion
(einzeln oder doppelt), Immunoelektrophorese, Radioimmunoassays (RIAs), heterogene Enzymimmuntests
(ELISAs), Immunofluoreszenzassays, Southern-Analyse, Northern-Analyse, Dot-Blot-Analyse, Gelelektropho-
rese (z. B. SDS-PAGE), RT-PCR, quantitative PCR, andere Nukleinsdure- oder Target- oder Signalamplifika-
tionsverfahren, radioaktive Markierung, Szintillationszdhlung und Affinitdtschromatographie.

[0130] Die Nukleinsdurezusammensetzungen der vorliegenden Erfindung, oftmals in einer natirlichen Se-
quenz (aufder bei modifizierten Restriktionsstellen und dergleichen), entweder aus cDNA, genomischer oder
Gemischen davon, kénnen gemal Standardtechniken zum Erhalt von Gensequenzen mutiert werden. Bei ko-
dierenden Sequenzen kdnnen diese Mutationen nach Bedarf eine Aminosauresequenz beeinflussen. Insbe-
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sondere werden DNA-Sequenzen, die im wesentlichen homolog zu nativen V-, D-, J-, konstanten, switch- und
anderen der hierin beschriebenen Sequenzen sind oder daraus stammen, betrachtet (wobei ,stammt" anzeigt,
daf’ eine Sequenz identisch mit einer anderen Sequenz oder aus dieser modifiziert ist).

[0131] Eine Nukleinsaure ist ,funktionsfahig verknipft", wenn sie in eine funktionelle Beziehung zu einer an-
deren Nukleinsauresequenz gesetzt wird. Beispielsweise ist ein Promoter oder Enhancer funktionsfahig mit ei-
ner kodierenden Sequenz verknlpft, wenn er die Transkription der Sequenz beeinfluf3t. In bezug auf die Tran-
skription regulatorischer Sequenzen ist unter funktionsfahig verknipft zu verstehen, daR verkniupfte DNA-Se-
quenzen benachbart sind und, wenn zwei Protein-kodierende Bereiche miteinander verbunden werden mis-
sen, benachbart und in einem Leseraster sind. Fur switch-Sequenzen zeigt funktionsfahig verknupft an, dal
die Sequenzen die switch-Rekombination bewirken kénnen.

[0132] Der Ausdruck ,Vektor" soll sich auf ein Nukleinsduremolekil beziehen, das eine andere Nukleinsaure,
an die es geknupft wurde, transportieren kann. Eine Art von Vektor ist ein ,Plasmid", was sich auf eine zirkulare
doppelstrangige DNA-Schleife bezieht, in die zusatzliche DNA-Segmente ligiert werden kdnnen. Eine andere
Art von Vektor ist ein viraler Vektor, in den zusatzliche DNA-Segmente in das virale Genom ligiert werden kon-
nen. Bestimmte Vektoren kdnnen sich selbststéndig in einer Wirtszelle, in die sie eingefiihrt wurden, replizieren
(z. B. bakterielle Vektoren mit bakteriellem Replikationsursprung und episomale Sdugervektoren). Andere Vek-
toren (z. B. nicht-episomale Saugervektoren) kénnen in das Genom einer Wirtszelle bei der Einfihrung in die
Wirtszelle integriert und dabei zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert werden. Uberdies kénnen bestimmte
Vektoren die Expression von Genen, an die sie funktionsfahig geknipft sind, dirigieren. Solche Vektoren wer-
den hierin als ,rekombinante Expressionsvektoren" (oder einfach ,Expressionsvektoren") bezeichnet. Im allge-
meinen liegen Expressionsvektoren mit einem Nutzen in rekombinanten DNA-Techniken oftmals in Form von
Plasmiden vor. In der vorliegenden Beschreibung kénnen ,Plasmid" und ,Vektor" wechselseitig verwendet wer-
den, da das Plasmid die am verbreitetsten verwendete Form eines Vektors ist. Die Erfindung soll jedoch auch
andere Formen von Expressionsvektoren wie virale Vektoren (z. B. replikationsdefekte Retroviren, Adenoviren
und Adeno-assoziierte Viren), die aquivalente Funktionen bieten, umfassen.

[0133] Der Ausdruck ,rekombinante Wirtszelle" (oder einfach ,Wirtszelle") bezieht sich auf eine Zelle, in die
ein rekombinanter Expressionsvektor eingefuhrt worden ist. Es sollte klar sein, daf} sich solche Ausdriicke
nicht nur auf die bestimmte Subjektzelle, sondern auch auf Nachkommen einer solchen Zelle beziehen. Da bei
nachfolgenden Generationen aufgrund von Mutation oder Umwelteinflissen bestimmte Modifikationen auftre-
ten kdnnen, mussen solche Nachkommen in Wirklichkeit nicht mit der Stammzelle identisch sein, wobei sie
jedoch noch immer im Umfang des Ausdruckes ,Wirtszelle", wie hierin verwendet, liegen.

[0134] Der Ausdruck ,Minilokustransgen" bezieht sich auf ein Transgen, das, im Vergleich zu dem natirlich
vorkommenden Keimbahn-Ig-Lokus, einen Teil des genomischen Immunoglobulinlokus mit mindestens einer
internen (d. h. nicht an einem Ende des Proteins) Deletion eines nicht-essentiellen DNA-Teils (z. B. Intron-Se-
quenz; Intron oder ein Teil davon) umfaft.

[0135] Eine ,Markierung" ist eine Zusammensetzung, die durch spektroskopische, photochemische, bioche-
mische, immunochemische oder chemische Mittel detektierbar ist. Nltzliche Markierungen umfassen zum Bei-
spiel 32P, fluoreszierende Farbstoffe, elektronendichte Reagenzien, Enzyme (wie ublicherweise in einem ELI-
SA verwendet), Biotin, Digoxigenin oder Haptene und Proteine, fur die Antisera oder monoklonale Antikérper
verfugbar sind (z. B. kdnnen die Polypeptide der Erfindung beispielsweise durch die Einflhrung einer radioak-
tiven Markierung in das Peptid detektierbar gemacht und zur Detektion von Antikdrpern, die spezifisch mit dem
Peptid reaktiv sind, verwendet werden).

[0136] Der Ausdruck ,Sortieren", im Zusammenhang mit Zellen, bezieht sich, wie hierin verwendet, sowohl
auf das physikalische Sortieren der Zellen, wie es unter Verwendung beispielsweise eines Fluoreszenz-akti-
vierten Zellsorters erreicht werden kann, als auch auf die Analyse von Zellen, basierend auf der Expression
von Zelloberflachenmarkern, z. B. FACS-Analyse ohne Sortieren.

[0137] Der Ausdruck ,mmunzellantwort" bezieht sich auf die Antwort von Immunsystemzellen auf externe
und interne Stimuli (z. B. Antigen, Zytokine, Chemokine und andere Zellen), die biochemische Veranderungen
in den Immunzellen erzeugen, die zur Immunzellmigration, Abtétung von Targetzellen, Phagozytose, Erzeu-
gung von Antikérpern, anderen Iéslichen Effektoren der Immunantwort und dergleichen fihren.

[0138] Die Ausdriicke ,T-Lymphozytantwort" und , T-Lymphozytaktivitat" werden hierin wechselseitig in bezug
auf die Komponente der Immunantwort, die von T-Lymphozyten (d. h. der Proliferation und/oder Differenzie-
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rung von T-Lymphozyten in Helfer-, zytotoxischen Killer- oder Suppressor-T-Lymphozyten, der Leitung von Si-
gnalen durch Helfer-T-Lymphozyten zu B-Lymphozyten, die die Antikdrperproduktion verursachen oder verhin-
dern, dem Abtdten spezieller Targetzellen durch zytotoxische T-Lymphozyten und dem Freisetzen I8slicher
Faktoren wie Zytokine, die die Funktion anderer Immunzellen modulieren) abhangen.

[0139] Der Ausdruck ,Immunantwort" bezieht sich auf die gemeinsame Wirkung von Lymphozyten, Anti-
gen-prasentierenden Zellen, Phagozyten, Granulozyten und léslichen Makromolekilen, erzeugt von den obi-
gen Zellen oder der Leber (einschlieRlich Antikérper, Zytokinen und Komplements), die in der selektiven Scha-
digung, Zerstorung oder Eliminierung invasierender Krankheitserreger, von Zellen oder Geweben, die mit
Krankheitserregern infiziert sind, Krebszellen oder, in Fallen von Autoimmunitat oder pathologischen Entziin-
dungen, von normalen humanen Zellen oder Geweben im/aus dem menschlichen Kérper resultiert.

[0140] Die Komponenten einer Immunantwort kbnnen in vitro mit verschiedenen Verfahren, die einem Fach-
mann allgemein bekannt sind, detektiert werden. Zum Beispiel kdnnen (1) zytotoxische T-Lymphozyten mit ra-
dioaktiv markierten Targetzellen inkubiert und die Lyse dieser Targetzellen durch die Freisetzung der Radioak-
tivitat detektiert werden, (2) Helfer-T-Lymphozyten mit Antigenen und Antigen-prasentierenden Zellen inkubiert
und die Synthese und Sekretion von Zytokinen mit Standardverfahren gemessen werden (Windhagen A.; et
al., 1995, Immunity 2 (4): 373-80), (3) Antigen-prasentierende Zellen mit Vollproteinantigen inkubiert und die
Prasentation des Antigens auf MHC entweder durch T-Lymphozytenaktivierungsassays oder biophysikalische
Verfahren detektiert werden (Harding et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci., 86: 4230-4), (4) Mastzellen mit Rea-
genzien, die ihre Fc-Epsilonrezeptoren vernetzen, inkubiert und die Histaminfreisetzung durch Enzymimmuno-
assays gemessen werden (Siraganian, et al., 1983, TIPS 4: 432-437).

[0141] Dem &ahnlich kdnnen auch Produkte einer Immunantwort entweder einem Modellorganismus (z. B.
Maus) oder einem menschlichen Patienten durch verschiedene Verfahren, die einem Fachmann allgemein be-
kannt sind, detektiert werden. Beispielsweise kann (1) die Produktion von Antikdrpern in Folge der Impfung
ohne weiteres durch Standardverfahren, die derzeit in klinischen Labors verwendet werden, z. B. einem ELI-
SA, detektiert werden; (2) die Migration von Immunzellen zu Entziindungsstellen durch Abkratzen der Hauto-
berflache und Plazieren eines sterilen Behalters zum Einfangen der migrierenden Zellen Gber der Kratzstelle
detektiert werden (Peters et al., 1988, Blood 72: 1310-5); (3) die Proliferation peripherer mononuklearer Blut-
zellen in Folge von Mitogenen oder einer gemischten Lymphozytenreaktion unter Verwendung von 3H-Thymi-
din gemessen werden; (4) die Phagozytosekapazitat von Granulozyten, Makrophagen und anderen Phagozy-
ten in PBMCs durch das Plazieren von PMBCs in Léchern, zusammen mit markierten Teilchen gemessen wer-
den (Peters et al., 1988) und (5) die Differenzierung von Immunsystemzellen durch die Markierung von PBMCs
mit Antikdrpern gegen CD-Molekile wie CD4 und CD8 und Messen der Fraktion der PBMCs, die diese Marker
exprimieren, gemessen werden.

[0142] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Ausdruck ,Signaltransduktionsweg" oder ,Signaltransdukti-
onsevent" auf mindestens eine biochemische Reaktion, Gblicher jedoch auf eine Reihe biochemischer Reakti-
onen, die aus der Interaktion einer Zelle mit einer stimulierenden Verbindung oder einem solchen Mittel resul-
tieren. So erzeugt die Interaktion einer stimulierenden Verbindung mit einer Zelle ein ,Signal", das tber den
Signaltransduktionsweg Ubertragen wird, was schliel3lich zu einer zellularen Antwort, z. B. einer oben beschrie-
benen Immunantwort fihrt.

[0143] Ein Signaltransduktionsweg bezieht sich auf die biochemische Beziehung zwischen einer Vielzahl von
Signaltransduktionsmolekiilen, die bei der Ubertragung eines Signals von einem Teil einer Zelle zu einem an-
deren Teil einer Zelle eine Rolle spielen. Die hierin offenbarten Signaltransduktionsmolekiile umfassen zum
Beispiel den hierin offenbarten MAb 147.1. Wie hierin verwendet umfaf3t der Ausdruck ,Zelloberflachenrezep-
tor" Molekule und Komplexe von Molekiilen, die ein Signal empfangen und ein solches Signal durch die Plas-
mamembran einer Zelle Gbertragen kénnen. Ein Beispiel fiur einen ,Zelloberflachenrezeptor" der vorliegenden
Erfindung ist der T-Zellenrezeptor (TCR) oder die B7-Liganden von CTLA-4.

[0144] Ein Signaltransduktionsweg in einer Zelle kann durch die Interaktion einer Zelle mit einem Stimulator,
der sich innerhalb oder auRerhalb der Zelle befindet, initiiert werden. Interagiert ein externer (d. h. auf3erhalb
der Zelle) Stimulator (z. B. ein MHC-Antigen-Komplex auf einer Antigen-prasentierenden Zelle mit einem Zel-
loberflachenrezeptor (z. B. einem T-Zellenrezeptor), kann ein Signaltransduktionsweg ein Signal durch die
Membran der Zelle tiber das Zytoplasma der Zelle und in einigen Fallen in den Kern Gbertragen. Interagiert ein
interner (d. h. in der Zelle) Stimulator mit einem intrazellularen Signaltransduktionsmolekul, kann ein Signal-
transduktionsweg zur Ubertragung eines Signals durch das Zytoplasma der Zelle und in einigen Fallen in den
Zellkern flhren.
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[0145] Die Signaltransduktion kann beispielsweise mittels der Phosphorylierung eines Molekiils; nicht-kova-
lenter allosterischer Interaktionen; Komplexierung von Molekilen; die Konformationsanderung eines Molekiils;
Calciumfreisetzung; Inositolphosphatproduktion; proteolytische Spaltung; zyklische Nukleotidproduktion und
Diacylglyceridproduktion stattfinden. Typischerweise findet die Signaltransduktion mittels Phosphorylierung ei-
nes Signaltransduktionsmolekuls statt.

[0146] Der Ausdruck ,nicht-spezifische T-Zellaktivierung" bezieht sich auf die Stimulierung von T-Zellen un-
abhangig von ihrer Antigenspezifitat.

Produktion humaner Antikérper gegen CTLA-4

[0147] Die monoklonalen Antikdrper (mAbs) und die Humansequenz-Antikdrper der Erfindung kdnnen durch
verschiedene Techniken produziert werden, einschlieBlich herkémmlicher monoklonaler Antikérper-Methodo-
logie, z. B. die somatische Standard-Zellhybridisierungstechnik von Kohler and Milstein, Nature 256: 495
(1975). Es kann irgendeine Technik zur Produktion monoklonaler Antikérper eingesetzt werden, z. B. die virale
oder onkogenische Transformation von B-Lymphozyten. Ein Tiersystem zur Herstellung von Hybridomen ist
das Maussystem. Die Hybridomproduktion in der Maus ist ein Gberaus anerkanntes Verfahren. Immunisie-
rungsprotokolle und -techniken zur Isolation immunisierter Splenozyten zur Fusion sind in der Technik bekannt.
Fusionspartner (z. B. Mausmyelomzellen) und Fusionsverfahren sind ebenso bekannt (siehe z. B. Harlow and
Lane (1988), Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor New
York).

[0148] Humane monoklonale Antikdrper und Humansequenz-Antikorper, die gegen humanes CTLA-4 gerich-
tet sind, kdnnen unter Verwendung transgener Mause, die eher ein humanes Immunsystem als das Maussys-
tem tragen, erzeugt werden. Diese transgenen Mause, hierin auch als ,HuUMAb-Maus™" bezeichnet, enthalten
humane Immunoglobulingenminiloki, die nicht-umgeordnete humane Schwerketten- (u und y) und k-Leichtket-
ten-Immunoglobulinsequenzen kodieren, zusammen mit angestrebten Mutationen, die die endogenen p- und
k-Kettenloki inaktivieren (Lonberg, N. et al., (1994) Nature 368 (6474): 856-859, und US-Patent 5,770,429).
Demgemal zeizeigen die Mause eine reduzierte Expression von Maus-IgM oder k, und in Folge der Immuni-
sierung unterliegen die eingefiihrten humanen Schwer- und Leichtkettentransgene dem Klassenwechsel und
der somatischen Mutation zur Erzeugung von monoklonalen human IgGk hoher Affinitat (Lonberg, N. et al.,
(1994), oben; zusammengefalit in Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113: 49-101;
Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. Bd. 13: 65-93, und Harding, F. and Lonberg, N. (1995)
Ann. N. Y. Acad. Sci 764: 536-546). Die Praparation transgener Mause wird ausfihrlich in Abschnitt || unten
and in Taylor, L. et al., (1992) Nucleic Acids Research 20: 6287-6295; Chen, J. et al., (1993) International Im-
munology 5: 647-656; Tuaillon et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 3720-3724; Choi et al., (1993) Na-
ture Genetics 4: 117-123; Chen, J. et al., (1993) EMBO J. 12: 821 — 830; Tuaillon et al., (1994), J. Immunol.
152: 2912-2920; Lonberg et al., (1994) Nature 368 (6474): 856-859; Lonberg, N. (1994) Handbook of Experi-
mental Pharmacology 113: 49-101; Taylor, L. et al., (1994) International Immunology 6: 579-591; Lonberg, N.
and Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. Bd. 13: 65-93; Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad.
Sci 764: 536 — 546; Fishwild, D. et al., (1996) Nature Biotechnology 14: 845 — 851, beschrieben. Siehe ferner
die US-Patente Nr. 5,625,126 und 5,770,429, beide von Lonberg and Kay, und GenPharm International;
US-Patent Nr. 5,545,807, von Surani et al.; die internationalen Verdffentlichungen Nr. WO 98/24884, veréffent-
lichtam 11. Juni 1998; WO 94/25585, verdffentlicht am 10. November 1994; WO 93/1227, verdffentlicht am 24.
Juni 1993; WO 92/22645, veroffentlicht am 23. Dezember 1992; WO 92/03918, verdffentlicht am 19. Marz
1992. Alternativ kénnen die in den Beispielen 1 und 2 unten beschriebenen CMD- und HCo12-Transgene zur
Erzeugung humaner Anti-CTLA-4-Antikérper verwendet werden.

[0149] Ausflhrliche Verfahren zur Erzeugung vollstandiger humaner monoklonaler Antikérper gegen CTLA-4
werden in den nachstehenden Beispielen beschrieben. Die kumulative Erfahrung mit verschiedenen Antigenen
hat gezeigt, daf die transgenen Mause reagieren, wenn sie zu Beginn intraperitoneal (IP) mit Antigen in kom-
plettem Freundschen-Adjuvans immunisiert wurden, gefolgt von (insgesamt bis zu 6) IP-Immunisierungen aller
zwei Wochen mit Antigen in inkomplettem Freundschen-Adjuvans. Andere Adjuvanzien als das Freundsche
sind jedoch auch effektiv. AuRerdem sind Vollzellen in Abwesenheit eines Adjuvans hochimmunogen. Die Im-
munantwort kann Gber den Verlauf des Immunisierungsprotokolls mit Plasmaproben, die durch retroorbitalen
Aderlal® erhalten wurden, uberwacht werden. Das Plasma kann durch ELISA (wie nachstehend beschrieben)
gescreent werden, und die Mause mit ausreichenden Titern von humanem Anti-CTLA-4-Immunoglobulin kén-
nen fur die Fusionen verwendet werden. Die Mause kdnnen 3 Tage vor der Tétung und Entfernung der Milz,
intravends mit Antigen geboostet werden. Es ist zu erwarten, dal® 2 bis 3 Fusionen fur jede Immunisierung
durchgefiihrt werden mussen. Fir jedes Antigen werden typischerweise zwischen 6 und 24 Mause immuni-
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siert. Fiir gewdhnlich werden sowohl HCo7- und HCo12-Stdmme verwendet. Uberdies kann sowohl das HCo7-
als auch das HCo12-Transgen zusammen in einer einzelnen Maus mit zwei unterschiedlichen humanen
Schwerkettentransgenen herangezogen werden.

[0150] Zur Reinigung humaner Anti-CTLA-4-Antikbrper kénnen ausgewahlte Hybridome in Zwei-Li-
ter-Schleuder-Kolben fiir die Reinigung monoklonaler Antikérper wachsen. Die Uberstande kénnen vor der Af-
finitdtschromatographie mit Protein-A-Sepharose (Pharmacia, Piscataway, NJ) filtriert und konzentriert wer-
den. Eluiertes 1gG kann durch Gelelektrophorese und Hochdruckflissigchromatographie zur Sicherstellung
der Reinheit Gberprift werden. Die Pufferldsung kann gegen PBS ausgetauscht werden, und die Konzentration
kann durch OD280 unter Verwendung eines Extinktionskoeffizienten von 1,43 bestimmt werden. Die monok-
lonalen Antikérper kénnen aliquotiert und bei —80 °C gelagert werden.

[0151] Zur Bestimmung, ob die ausgewahlten humanen monoklonalen Anti-CTLA-4-Antikorper an einzigarti-
ge Epitope binden, kann jeder Antikdrper unter Verwendung kommerziell erhaltlicher Reagenzien (Pierce,
Rockford, IL) biotyniliert werden. Konkurrenzstudien, die nicht-markierte monoklonale Antikdrper und biotiny-
lierte monoklonale Antikdrper nutzen, kénnen unter Verwendung von CTLA-4-beschichteten ELISA-Platten
wie oben beschrieben durchgeflihrt werden. Das Binden von biotinyliertem MAb kann mit einer Strepavidin-al-
kalischen Phosphatase-Sonde detektiert werden.

[0152] Zur Bestimmung des Isotyps der gereinigten Antikorper kénnen Isotyp-ELISAs durchgefiihrt werden.
Die Locher von Mikrotiterplatten kdnnen mit 1 pg/ml Antihumanem IgG Uber Nacht bei 4 °C beschichtet wer-
den. Nach der Blockierung mit 1 % BSA wurden die Platten mit 1 ug/ml oder weniger monoklonaler Antikérper
oder Kontrollen mit dem gereinigten Isotyp bei Umgebungstemperatur fiir ein bis zwei Stunden umgesetzt. Die
Loécher konnten dann entweder mit fir humanes 1gG1 oder humanes IgM spezifischen alkalische Phosphata-
se-konjugierten Sonden umgesetzt werden. Die Platten wurden wie oben beschrieben entwickelt und analy-
siert.

[0153] Um die Bindung monoklonaler Antikdrper an lebende Zellen, die das CTLA-4 exprimieren, zu demons-
trieren, kann DurchfluBzytometrie verwendet werden. Kurz gesagt, werden Zellinien, die CTLA-4 exprimieren
(gewachsen unter Standardwachstumsbedingungen), mit verschiedenen Konzentrationen monoklonaler Anti-
korper in PBS, enthaltend 0,1 % BSA und 10 % fetales Kalberserum, gemischt und bei 37 °C 1 Stunde inku-
biert. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit Fluoresceinmarkierten anti-humanen IgG-Antikérpern unter
denselben Bedingungen wie bei der Primarantikdrperfarbung umgesetzt. Die Proben kénnen durch ein FACS-
can-Gerat unter Verwendung von Licht und Seitenstreueigenschaften, gerichtet auf einzelne Zellen, analysiert
werden. Ein alternativer Assay, der Fluoreszenzmikroskopie nutzt, kann (zusatzlich zu oder anstelle des)
DurchfluBzytometriecassays verwendet werden. Die Zellen kénnen genau wie oben beschrieben gefarbt und
mit Fluoreszenzmikroskopie Uberprift werden. Dieses Verfahren ermdglicht die Visualisierung einzelner Zel-
len, kann in Abhangigkeit der Dichte des Antigens jedoch eine geringere Sensibilitat haben.

[0154] humane Anti-CTLA-4-IgGs koénnen ferner durch Western-Blotting auf ihre Reaktivitat mit dem
CTLA4-Antigen getestet werden. Kurz gesagt, konnen Zellextrakte aus Zellen, die CTLA-4 exprimieren, her-
gestellt und der Natriumdodecylsulfatpolyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen werden. Nach der Elektro-
phorese werden die getrennten Antigene zu Nitrozellulosemembranen tUbertragen, mit 10 % fetalem Kalberse-
rum blockiert und mit den zu testenden monoklonalen Antikérpern sondiert. Das Binden von humanem IgG
kann unter Verwendung von Anti-humanes IgG/alkalische Phosphatase detektiert und mit BCIP/NBT-Substrat-
tabletten entwickelt werden (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

Produktion transgener, nicht-humaner Lebewesen, die humane, monoklonale Anti-CTLA-4-Antikorper erzeu-
gen

[0155] Hierin werden transgene, nicht-humane Lebewesen, z. B. transgene Mause, offenbart, die humane,
monoklonale Antikdrper exprimieren kdnnen, die spezifisch an CTLA-4 binden. Einige transgene, nicht-huma-
ne Lebewesen, z. B. die transgenen Mause, verfugen uber ein Genom, das ein humanes Schwerkettentrans-
gen und ein Leichtkettentransgen umfafit. Einige transgene, nicht-humane Lebewesen sind mit einem gerei-
nigten oder angereicherten Praparat aus CTLA-4-Antigen und/oder Zellen, die CTLA-4 exprimieren, immuni-
siert. Einige transgene, nicht-humane Lebewesen kénnen mehrere Isotypen humaner, monoklonaler Antikor-
per gegen CTLA-4 produzieren (z. B. IgG, IgA und/oder IgE), indem sie der V-D-J-Rekombination und dem
Isotypwechsel unterliegen. Der Isotypwechsel kann z. B. durch klassischen oder nicht-klassischen Isotypwech-
sel stattfinden.
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[0156] Bei einem transgenen, nicht-humanen Lebewesen, das auf Fremdantigenstimulation mit einem hete-
rologen Antikdrperrepertoir reagiert, missen die heterologen Immunoglobulintransgene, die in dem transge-
nen Lebewesen enthalten sind, den gesamten B-Zellenentwicklungsweg hindurch korrekt funktionieren. Bei ei-
nigen Mausen umfalt die korrekte Funktion eines heterologen Schwerkettentransgens den Isotypwechsel.
Demgemal sind die Transgene der Erfindung so konstruiert, daf3 sie den Isotypwechsel und eines oder meh-
reres von folgendem erzeugen: (1) Uber- und Zelltypspezifische Expression, (2) funktionale Genumordnung,
(3) Aktivierung von und Antwort auf Allelausschluf3, (4) Expression eines ausreichenden primaren Repertoirs,
(5) Signaltransduktion, (6) somatische Ubermutation und (7) Dominierung des transgenen Antikérperlokus
wahrend der Immunantwort.

[0157] Nicht alle der vorstehenden Kriterien missen erfillt werden. Beispielsweise mul} bei einem transge-
nen Lebewesen, bei dem die endogenen Immunoglobulinloki der transgenen Lebewesen funktionell gestort
sind, das Transgen keinen Allelausschlufd aktivieren. Ferner ist bei transgenen Lebewesen, bei denen das
Transgen ein funktionell umgeordnetes Schwer- und/oder Leichtketten-Immunoglobulin-Gen umfalt, das
zweite Kriterium der funktionellen Genumordnung unnétig, zumindest fiir das Transgen, das bereits umgeord-
net ist. Fir den Hintergrund der molekularen Immunologie siehe z. B. Fundamental Immunology, 4. Aufl.
(1998), Paul, William E., Hrsg. Lippencott-Raven Press, N. Y.

[0158] Einige transgene, nicht-humane Lebewesen, die zur Erzeugung der humanen, monoklonalen Antikor-
per der Erfindung verwendet werden, enthalten umgeordnete, nicht-umgeordnete oder eine Kombination aus
umgeordneten und nichtumgeordneten heterologen Schwer- und Leichtketten-Immunoglobulintransgenen in
der Keimbahn des transgenen Lebewesens. Jedes der Schwerkettentransgene umfafl3t mindestens ein
CH-Gen. Uberdies kann das Schwerkettentransgen funktionelle Isotypwechselsequenzen enthalten, die den
Isotypwechsel eines heterologen Transgens, das mehrere CH-Gene in den B-Zellen des transgenen Lebewe-
sens kodiert, férdert. Solche switch-Sequenzen kdnnen die sein, die naturlich in dem Keimbahn-Immunoglo-
bulin-Lokus aus der Spezies, die als die Quelle fir die transgenen CH-Gene dient, vorkommen, oder solche
switch-Sequenzen kénnen aus denen stammen, die in der Spezies, die das Transgenkonstrukt empfangen
soll, vorkommen (das transgene Lebewesen). Beispielsweise kann ein humanes Transgenkonstrukt, das zur
Produktion einer transgenen Maus verwendet wird, eine hdhere Haufigkeit an Isotypwechselevents erzeugen,
wenn es switch-Sequenzen enthalt, die denen, die natirlich in dem Maus-Schwerkettenlokus vorkommen, ah-
neln, da die Maus-switch-Sequenzen zur Funktion mit dem Maus-switch-Recombinaseenzymsystem wahr-
scheinlich optimiert sind, wahrend die humanen switch-Sequenzen es nicht sind. Switch-Sequenzen kénnen
durch herkémmliche Klonverfahren isoliert und geklont werden oder kénnen de novo aus Uberlappenden syn-
thetischen Oligonukleotiden, die auf der Grundlage verdffentlichter Sequenzinformationen in bezug auf Immu-
noglobulin-switch-Regionsequenzen gestaltet wurden, synthetisiert werden (Mills et al., Nucl. Acids Res. 15:
7305-7316 (1991); Sideras et al., Intl. Immunol. 1: 631-642 (1989).

[0159] Beijedem der vorstehenden transgenen Lebewesen sind funktionell umgeordnete heterologe Schwer-
und Leichtketten-Immunoglobulin-Transgene in einer signifikanten Fraktion der B-Zellen des transgenen Le-
bewesens zu finden (mindestens 10 Prozent).

[0160] Die zur Erzeugung der transgenen Lebewesen der Erfindung verwendeten Transgene umfassen ein
Schwerkettentransgen, umfassend DNA, die mindestens ein variables Gensegment, ein Diversitat-Genseg-
ment, ein Verbindungs-Gensegment und mindestens ein Gensegment des konstanten Bereiches kodiert. Das
Immunoglobulin-Leichtkettentransgen umfal3t DNA, die mindestens ein variables Gensegment, ein Verbin-
dungs-Gensegment und mindestens ein Gensegment des konstanten Bereiches kodiert. Die Gensegmente,
die die Leicht- und Schwerkettengensegmente kodieren, sind dahingehend heterolog zu dem transgenen,
nicht-humanen Lebewesen, dall sie aus DNA, die Immunoglobulin-Schwer- und Leichtkettengensegmente
aus einer Spezies, die nicht aus dem transgenen, nicht-humanen Lebewesen besteht, kodiert, stammen oder
dieser entsprechen. Das Transgen kann so konstruiert sein, da® die einzelnen Gensegmente nicht umgeord-
net sind, d. h. nicht so umgeordnet, dal} sie eine funktionelle Immunoglobulin-Leicht- oder -Schwerkette kodie-
ren. Solche nicht-umgeordneten Transgene fordern die Rekombination der V-, D- und J-Gensegmente (funk-
tionelle Umordnung) und férdern bevorzugt die Einfiihrung des gesamten oder eines Teils eines D-Regi-
on-Gensegments in die resultierende umgeordnete Immunoglobulin-Schwerkette in dem transgenen, nicht-hu-
manen Lebewesen, wenn es CTLA-4-Antigen ausgesetzt wird.

[0161] Solche Transgene umfassen typischerweise einen wesentlichen Teil der C-, D- und J-Segmente sowie
eine Teilgruppe der V-Gensegmente. In solchen Transgenkonstrukten umfassen die verschiedenen Regulie-
rungssequenzen, z. B. Promotoren, Enhancer, Klassenwechselregionen, Spleiddonatoren und Spleil-Akzep-
torsequenzen fiir die RNA-Prozessierung, Rekombinationssignale und dergleichen, entsprechende Sequen-
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zen aus der heterologen DNA. Solche Regulierungssequenzen kénnen in das Transgen aus derselben oder
einer ahnlichen Spezies des verwendeten nicht-humanen Lebewesens eingefiihrt werden. Beispielsweise
kdnnen humane Immunoglobulingensegmente in einem Transgen mit einer Nagetier-Immunoglobulin-Enhan-
cersequenz zur Verwendung in einer transgenen Maus kombiniert werden. Alternativ kdnnen synthetische Re-
gulierungssequenzen in das Transgen eingefiihrt werden, wobei solche synthetischen Regulierungssequen-
zen nicht homolog zu einer funktionellen DNA-Sequenz sind, die bekanntermafen natirlich in den Genomen
von Saugern vorkommt. Synthetische Regulierungssequenzen sind gemal einheitlichen Regeln, wie bei-
spielsweise denen, die zulassige Sequenzen einer Spleil3-Akzeptorstelle oder eines Promoter/Enhancer-Mo-
tivs spezifizieren, gestaltet. Das Transgen kann einen Minilokus umfassen.

[0162] Einige transgene Lebewesen, die zur Erzeugung humaner Antikérper gegen CTLA-4 verwendet wer-
den, enthalten mindestens eine, typischerweise 2—10 und manchmal 25-50 oder mehr Kopien des in Beispiel
37 von US-Patent 5,770,429 beschriebenen Transgens, oder des in Beispiel 2 nachstehend beschriebenen
Transgens (z. B. HCo012), mindestens eine Kopie eines Leichtkettentransgens, beschrieben in Beispiel 38 von
US-Patent 5,770,429, zwei Kopien der Cmu-Deletion, beschrieben in Beispiel 1 unten, und zwei Kopien der
Jkappa-Deletion, beschrieben in Beispiel 9 von US-Patent 5,770,429. Den resultierenden Lebewesen werden
Antigene injiziert, und sie werden zur Produktion humaner, monoklonaler Antikérper gegen diese Antigene ver-
wendet.

[0163] Einige transgene Lebewesen zeigen Immunoglobulinproduktion mit einem signifikanten Repertoir, das
idealerweise dem einer natlrlichen Maus im wesentlichen ahnlich ist. Daher liegen beispielsweise bei Lebe-
wesen, in denen die endogenen Ig-Gene inaktiviert worden sind, die Immunoglobulingesamtkonzentrationen
im Bereich von etwa 0,1 bis etwa 10 mg/ml Serum.

[0164] Die von transgenen Mausen exprimierten Immunoglobuline erkennen typischerweise etwa die Halfte
oder mehr stark antigener Proteine, z. B. das Staphylokokkusprotein A. Typischerweise zeigen die Immuno-
globuline eine Assoziationskonstante fiir vorausgewahlte Antigene von mindestens etwa 10" M~', 108 M, 10°
M-, 10" M, 10" M, 10" M, 10" M~ oder gréRer.

[0165] Transgene Mause kénnen mit einem gereinigten oder angereicherten Praparat aus humanem CT-
LA-4-Antigen (oder einem antigenen Fragment davon) und/oder Zellen, die humanes CTLA-4 exprimieren, wie
bereits beschrieben, immunisiert werden. Die Mause produzieren B-Zellen, die dem Klassenwechsel via Intra-
transgen-switch-Rekombination (cis-Wechsel) unterliegen, und exprimieren mit CTLA-4 reaktive Immunoglo-
buline. Die Immunoglobuline kbnnen Humansequenz-Antikdrper sein, in denen die Schwer- und Leichtketten-
polypeptide durch humane Transgensequenzen kodiert sind, die Sequenzen, erhalten durch somatische Mu-
tation und rekombinatorische V-Regionverbindungen, sowie Keimbahn-kodierte Sequenzen umfassen; diese
Humansequenz-Immunoglobuline kdnnen als im wesentlichen identisch mit einer Polypeptidsequenz, kodiert
durch ein humanes VL- oder VH-Gensegment und ein humanes JL- oder JH-Segment, bezeichnet werden, ob-
gleich andere Nicht-Keimbahn-Sequenzen als ein Ergebnis der somatischen Mutation und differentialer V-J-
und V-D-J-Rekombinationsverbindungen vorhanden sein kénnen. In bezug auf solche Humansequenz-Anti-
koérper sind die variablen Bereiche jeder Kette Ublicherweise zu mindestens 80 Prozent durch humane Keim-
bahn-V-, -J-, und im Falle von schweren Ketten, -D-Gensegmente kodiert; haufig sind mindestens 85 Prozent
der variablen Bereiche durch humane Keimbahnsequenzen, die auf dem Transgen vorliegen, kodiert; oftmals
sind 90 oder 95 Prozent oder mehr der Sequenzen des variablen Bereichs durch humane Keimbahnsequen-
zen, die auf dem Transgen vorliegen, kodiert. Da Nicht-Keimbahnsequenzen jedoch durch somatische Muta-
tion und VJ- und VDJ-Joining eingefihrt werden, weisen die Humansequenz-Antikorper haufig einige Sequen-
zen aus dem variablen Bereich (und weniger haufig Sequenzen aus dem konstanten Bereich) auf, die nicht
durch humane V-, D- oder J-Gensegmente kodiert sind, wie sie in dem/den humanen Transgen(en) in der
Keimbahn der Mause zu finden sind. Ublicherweise sind solche Nicht-Keimbahnsequenzen (oder einzelne Nu-
kleotidpositionen) Cluster in oder nahe CDRs, oder in Bereichen, wo somatische Mutationen bekanntermallen
Cluster bilden.

[0166] Die Humansequenz-Antikorper, die an das vorbestimmte Antigen binden, kénnen aus dem Isotyp-
wechsel resultieren, so dal® humane Antikérper produziert werden, die eine Humansequenz-y-Kette (wie y1,
y2, y3 oder y4) und eine Humansequenz-Leichtkette (wie kappa oder lambda) umfassen. Solche Isotyp-ge-
wechselten Humansequenz-Antikdrper enthalten oftmals eine oder mehrere somatische Mutation(en), Ubli-
cherweise in dem variablen Bereich und oftmals in oder innerhalb etwa 10 Resten einer CDR) als Ergebnis der
Affinitatsreifung und Auswahl von B-Zellen durch Antigen-, insbesondere nach der zweiten (oder nach) Anti-
genprovokation. Einige Humansequenz-Antikdrper mit hoher Affinitdt haben Gleichgewichtsassoziationskons-
tanten von mindestens etwa 1 x 10’ M~" oder mindestens etwa 1 x 108 M~", oder mehr als etwa 1 x 10° M,
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oder 5 x 10° M~ bis 1 x 10" M~ oder groRer.

[0167] Ein anderer hierin offenbarter Aspekt befal’t sich mit den B-Zellen aus Mausen, die zur Erzeugung von
Hybridomen, die humane, monoklonale Antikdrper exprimieren, die mit hoher Affinitat (z. B. mit einer Assozi-
ationskonstante groRer als 107 M™") an CTLA-4 binden, verwendet werden kénnen. Diese Hybridome werden
zur Erzeugung einer Zusammensetzung verwendet, die ein Immunoglobulin mit einer Assoziationskonstante
(Ka) von mindestens 10’ M~ zum Binden von CTLA-4 umfaf3t. Solch ein Immunoglobulin enthalt eine Human-
sequenz-Leichtkette, bestehend aus einem variablen Leichte-Kette-Bereich mit einer Polypeptidsequenz, die
mit einer Polypeptidsequenz, kodiert durch ein humanes Vk- oder VA-Gensegment und ein humanes Jk- oder
JA-Segment, im wesentlich identisch ist, und einem konstanten Leichte-Kette-Bereich mit einer Polypeptidse-
quenz, die mit einer Polypeptidsequenz, kodiert durch ein humanes Ck- oder CA-Gensegment, im wesentli-
chen identisch ist. Es enthalt ebenso eine Humansequenz-Schwerkette, bestehend aus einem variablen
Schwere-Kette-Bereich mit einer Polypeptidsequenz, die mit einer Polypeptidsequenz, kodiert durch ein huma-
nes VH-Gensegment, gegebenenfalls ein D-Bereich, und ein humanes JH-Segment, im wesentlichen identisch
ist, und einem konstanten Bereich mit einer Polypeptidsequenz, die mit einer Polypeptidsequenz, kodiert durch
ein humanes CH-Gensegment, im wesentlichen identisch ist.

[0168] Hierin werden ebenso humane monoklonale Antikérper und Humansequenz-Antikérper gegen huma-
nes CTLA-4 offenbart, die derivatisiert oder an ein anderes funktionales Molekdil, z. B. ein anderes Peptid oder
Protein gekntipft sind (z. B. ein Zytokin, ein zytotoxisches Mittel, ein immunstimulierendes oder -hemmendes
Mittel, ein Fab'-Fragment und dergleichen, wie oben eroértert), um ein bispezifisches oder multispezifisches Mo-
lekil zu erzeugen, dafld an mehrere Bindungsstellen oder Zielepitope bindet. Beispielsweise kann ein Antikor-
per oder ein Antigen-bindender Teil der Erfindung funktionell (z. B. durch chemische Kopplung, genetische Fu-
sion, nicht-kovalente Assoziation oder anderweitig) an eines oder mehrere andere Bindungsmolekile, wie ei-
nen anderen Antikdrper, ein Antikérperfragment, ein Peptid oder eine Bindungsnachahmung, geknupft werden.

[0169] Demgemaf werden hierin bispezifische und multispezifische Zusammensetzungen offenbart, die min-
destens einen Humansequenz-Antikdrper oder ein Antigen-bindendes Fragment mit einer ersten Bindungs-
spezifitat fir humanes CTLA-4 und einer zweiten Bindungsspezifitat fur ein zweites Zielepitop umfassen. Das
zweite Zielepitop kann ein Fc-Rezeptor sein, z. B. ein humaner FcyRI- oder ein humaner Fcy-Rezeptor. Daher
umfaldt die Erfindung bispezifische und multispezifische Molekile, die sowohl an FcyRI-, FcyR- oder FceR-ex-
primierende Effektorzellen (z. B. Monozyten, Makrophagen oder Polymorphonuklearzellen (PMNSs)) als auch
an Targetzellen, die humanes CTLA-4 exprimieren, binden kénnen. Die multispezifischen (z. B. bispezifischen
oder multispezifischen) Molekdule richten Humanes-CTLA-4-exprimierende Zellen auf Effektorzellen und 16sen
Fc-Rezeptor-vermittelte Effektorzellaktivitadten wie die Phagozytose humanes CTLA-4-exprimierender Zellen,
die Antikorper-abhangige, Zell-vermittelte Zytotoxizitat (ADCC), die Zytokinfreisetzung oder die Erzeugung von
Superoxidanionen aus.

[0170] Die bispezifischen und multispezifischen Molekile kénnen mindestens einen bindungsspezifischen
Antikorper oder ein Antikorperfragment davon, einschlieBlich eines Fab, Fab', F(ab')2, Fv oder einkettigen Fv,
umfassen. Der Antikdrper kann auch ein Leichtketten- oder Schwerkettendimer oder irgendein minimales
Fragment davon wie ein Fv oder ein einkettiges Konstrukt sein, wie beispielsweise in Ladner et al., US-Patent
Nr. 4,946,778, beschrieben. Die bispezifischen und multispezifischen Molekiile der Erfindung kénnen eine Bin-
dungsspezifitat fur ein FcyR oder FcyR auf der Oberflache einer Effektorzelle und eine zweite Bindungsspezi-
fitat fir ein Targetzellantigen, z. B. humanes CTLA-4, aufweisen.

[0171] Die Bindungsspezifitat fir einen Fc-Rezeptor wird von einem monoklonalen Antikérper, dessen Bin-
dung nicht von humanem Immunoglobulin G (IgG) blockiert wird, bereitgestellt. Wie hierin verwendet, bezieht
sich der Ausdruck ,lgG-Rezeptor" auf irgendeines der acht y-Kettengene, die an Chromosom 1 lokalisiert sind.
Diese Gene kodieren insgesamt zwolf transmembrandse oder I6sliche Rezeptorisoformen, die in drei Fcy-Re-
zeptorklassen gruppiert werden: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) und FcyRIIl (CD16). Beispielsweise kann der
Fcy-Rezeptor ein humanes FcyRI mit hoher Affinitat sein. Das humane FcyRI ist ein 72-kDa-Molekill, das eine
hohe Affinitat fir monomeres IgG zeigt (108 bis 10° M™).

[0172] Die Produktion und Charakterisierung dieser bevorzugten monoklonalen Antikérper werden von Fan-
ger et al., in der PCT-Anmeldung WO 88/00052 und in US-Patent Nr. 4,954,617 beschrieben. Diese Antikdrper
binden an ein Epitop von FcyRI, FcyRIl oder FcyRIll an einer Stelle, die sich von der Fcy-Bindungsstelle des
Rezeptors unterscheidet, und daher wird ihre Bindung im wesentlichen nicht von physiologischen Konzentra-
tionen von IgG blockiert. Spezifische Anti-FcyRI-Antikorper, die in dieser Erfindung nutzlich sind, sind MAb 22,
MADb 32, MAb 44, MAb 62 und MAb 197. Das Hybridom, das MAb 32 produziert, ist aus der American Type
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Culture Collection, ATCC, Hinterlegungsnummer HB9469, erhaltlich. Anti-FcyRI-MAb 22, F(ab')2-Fragmente
von MAb 22 sind von Medarex, Inc. (Annandale, N. J.) erhaltlich. Der Anti-Fcy-Rezeptor-Antikérper kann eben-
so eine humanisierte Form eines monoklonalen Antikdrpers 22 (H22) sein. Die Produktion und Charakterisie-
rung des H22-Antikérpers wird in Graziano (1995) J. Immunol 155: 4996-5002 und PCT/US93/10384 (WO
94/10332) beschrieben. Die H22-Antikdrper-produzierende Zellinie wurde bei der American Type Culture Col-
lection am 4. November 1992 unter der Kennzeichnung HA022CL1 hinterlegt und hat de Hinterlegungsnum-
mer CRL 11177.

[0173] Die Bindungsspezifitat fur einen Fc-Rezeptor kann auch von einem Antikdrper bereitgestellt werden,
der an einen Rezeptor fur humanes IgA, z. B. einen Fc-alpha-Rezeptor (FcaR (CD89)), bindet. Bevorzugt bin-
det der Antikdrper an einen Rezeptor fir humanes IgA an einer Stelle, die nicht von endogenem IgA blockiert
wird. Der Ausdruck ,IgA-Rezeptor” soll das Genprodukt von einem a-Gen (FcaRl) an Chromosom 19 umfas-
sen. Dieses Gen kodiert bekanntermalRen mehrere alternativ gespleildte Transmembranisoformen von 55 bis
110 kDa. FcaRI (CD89) wird konstitutiv auf Monozyten/Makrophagen, eosinophilen und neutrophilen Granulo-
zyten, jedoch nicht auf Nicht-Effektorzellpopulationen exprimiert. FcaRl hat eine mittlere Affinitat (= 5 x 10" M™)
sowohl fuir IgA1 als auch IgA2, die sich bei der Aussetzung zu Zytokinen wie G-CSF oder GM-CSF erhéht (Mor-
ton (1996) Critical Reviews in Immunology 16: 423-440). Vier FcaRI-spezifische monoklonale Antikdrper, iden-
tifiziert als A3, A59, A62 und A77, die FcaRI auRerhalb der IgA-Liganden-bindenden Domane bindet, sind bei-
spielsweise von Monteiro (1992) J. Immunol. 148: 1764 beschrieben worden.

[0174] Bispezifische und multispezifische Molekile kdnnen ferner eine Bindungsspezifitdt umfassen, die ein
Targetzellantigen, z. B. humanes CTLA-4, erkennt, beispielsweise daran bindet. Die Bindungsspezifitat wird
von einem Humansequenz-Antikdrper oder einem humanen monoklonalen Antikérper der vorliegenden Erfin-
dung geliefert.

[0175] Ein ,Effektorzellen-spezifischer Antikorper", wie hierin verwendet, bezieht sich auf einen Antikérper
oder ein funktionelles Antikérperfragment, der/das den Fc-Rezeptor von Effektorzellen bindet. Bevorzugte An-
tikérper zur Verwendung in Verbindung mit der vorliegenden Erfindung binden den Fc-Rezeptor von Effek-
torzellen an einer Stelle, die nicht durch endogenes Immunoglobulin gebunden ist.

[0176] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Ausdruck ,Effektorzelle" auf eine Immunzelle, die in die Effek-
torphase einer Immunantwort involviert ist, im Gegensatz zu kognitiven und Aktivierungsphasen einer Immu-
nantwort. Exemplarische Immunzellen umfassen eine Zelle myeloiden oder lymphoiden Ursprungs, z. B. Lym-
phozyten (z. B. B-Zellen und T-Zellen, einschlieRlich zytolytischer T-Zellen (CTLs)), Killerzellen, natirliche
Killerzellen, Makrophagen, Monozyten, Eosinophile, Neutrophile, polymorphonukleare Zellen, Granulozyten,
Mastzellen und Basophile. Effektorzellen exprimieren spezifische Fc-Rezeptoren und uben spezifische Im-
munfunktionen aus. Eine Effektorzelle kann antikérperabhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) induzieren, z.
B. ein Neutrophil, das ADCC induzieren kann. Beispielsweise sind Monozyten, Makrophagen, Neutrophile, Eo-
sinophile und Lymphozyten, die FcaR exprimieren, in die spezifische Tétung von Targetzellen und das Prasen-
tieren von Antigenen an andere Komponenten des Immunsystems oder die Bindung an Zellen, die Antigene
prasentieren, involviert. Eine Effektorzelle kann auch ein Zielantigen, eine Targetzelle oder einen Mikroorga-
nismus phagozytieren.

[0177] Die Expression eines bestimmten FcR auf einer Effektorzelle kann durch humorale Faktoren wie Zy-
tokine reguliert werden. Beispielsweise ist herausgefunden worden, dal’ die Expression von FcyRI durch In-
terferon gamma (IFN-y) hochreguliert wird. Diese verstarkte Expression steigert die zytotoxische Aktivitat (ein-
schliellich z. B. die Phagozytose) durch FcyRI-tragende Zellen gegen Targetzellen.

[0178] Unter ,Targetzelle" istirgendeine unerwinschte Zelle in einem Individuum (z. B. einem Menschen oder
einem Tier), die mit einer Zusammensetzung anvisiert werden kann (z. B. einem Humansequenz-Antikorper
oder einem humanen monoklonalen Antikrper der Erfindung, einem bispezifischen oder einem multispezifi-
schen Molekul der Erfindung), zu verstehen. Die Targetzelle kann eine Zelle sein, die humanes CTLA-4 expri-
miert oder Uberexprimiert. Zellen, die humanes CTLA-4 exprimieren, kénnen Tumorzellen, z. B. Lymphome,
umfassen.

[0179] Zusatzlich zu den Humansequenz-Antikdrper und humanen monoklonalen Antikdrpern der Erfindung
kdnnen auch andere Antikorper in den bispezifischen oder multispezifischen Molekulen eingesetzt werden, die
beispielsweise Maus-, chiméare und humanisierte monoklonale Antikbrper umfassen.

[0180] Chimare Maus-humane monoklonale Antikérper (d. h., chiméare Antikdrper) kénnen durch rekombinan-
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te DNA-Techniken, die in der Technik bekannt sind, hergestellt werden. Beispielsweise wird ein Gen, das den
konstanten Bereich von Fc eines monoklonalen Antikérpermolekils einer Maus (oder einer anderen Spezies)
kodiert, mit Restriktionsenzymen digeriert, um den Bereich, der das Maus-Fc kodiert, zu entfernen, und der
aquivalente Teil eines Gens, das den konstanten Bereich eines humanen Fc kodiert, wird substituiert. (Siehe
z. B. Robinson et al., internationale Patentveréffentlichung PCT/US86/02269 (WO 87/02671); Akira, et al., eu-
ropaische Patentanmeldung 184,187; Taniguchi, M., europaische Patentanmeldung 171,496; Morrison et al.,
europaische Patentanmeldung 173,494; Neuberger et al., internationale Anmeldung WO 86/01533; Cabilly et
al., US-Patent Nr. 4,816,567; Cabilly et al., europaische Patentanmeldung 125,023; Better (1988) Science 240:
1041-1043; Liu (1987) PNAS 84: 3439-3443; Liu (1987) J. Immunol. 139: 3521-3526; Sun (1987) PNAS 84:
214-218; Nishimura (1987) Canc. Res. 47: 999-1005; Wood (1985) Nature 314: 446-449; Shaw (1988) J. Natl.
Cancer Inst. 80: 1553-1559).

[0181] Der chimare Antikdrper kann ferner durch den Austausch von Sequenzen des variablen Bereiches von
Fv, die nicht direkt in die Antigenbindung involviert sind, mit &quivalenten Sequenzen aus variablen Bereichen
von humanem Fv humanisiert werden. Aligemeine Uberblicke (iber humanisierte chimare Antikdrper werden
von Morrison (1985) Science 229: 1202-1207 und von Oi (1986) Bio Techniques 4: 214 bereitgestellt. Diese
Verfahren umfassen die Isolierung, Manipulation und Exprimierung der Nukleinsduresequenzen, die alle oder
einen Teil der variablen Bereiche von Immunoglobulin Fv kodieren, aus mindestens einer von einer schweren
oder leichten Kette. Quellen fiir die Nukleinsaure sind einem Fachmann bekannt und sind beispielsweise aus
7E3, einem Anti-GPII,lll -Antikdrper-produzierenden Hybridom erhaltlich. Die rekombinante DNA, die den chi-
maren Antikdrper oder ein Fragment davon kodiert, kann in einen geeigneten Expressionsvektor geklont wer-
den. Geeignete humanisierte Antikdrper kdnnen alternativ durch CDR-Substitution produziert werden, US-Pa-
tent 5,225,539; Jones (1986) Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al., 1988 Science 239: 1534; und Beidler
(1988) J. Immunol. 141: 4053-4060.

[0182] Alle CDRs eines bestimmten humanen Antikdrpers kdnnen mit zumindest einem Teil eines nicht-hu-
manen CDR ausgetauscht werden, oder nur einige der CDRs kdnnen mit nicht-humanen CDRs ausgetauscht
werden. Man muf} lediglich die Anzahl der CDRs, die fir das Binden des humanisierten Antikdrpers an den
Fc-Rezeptor erforderlich ist, austauschen. Ein Antikérper kann durch irgendein Verfahren humanisiert werden,
mit dem zumindest ein Teil eines CDR eines humanen Antikdrpers mit einem CDR aus einem nicht-humanen
Antikérper ausgetauscht werden kann. Winter beschreibt ein Verfahren, das zur Herstellung der humanisierten
Antikoérper der vorliegenden Erfindung verwendet werden kann, siehe UK-Patentanmeldung GB 2188638A,
eingereicht am 26. Marz 1987. Die humanen CDRs kénnen mit nicht-humanen CDRs unter Verwendung von
ortsgerichteter Oligonukleotidmutagenese ausgetauscht werden, wie beispielsweise in WO 94/10332 mit dem
Titel ,Humanized Antibodies to Fc Receptors for Immunoglobulin G on Human Mononuclear Phagocytes" be-
schrieben.

[0183] Chimare und humanisierte Antikorper, in denen spezifische Aminosauren substituiert, entfernt oder
hinzugefugt worden sind, liegen ebenso im Umfang dieser Offenbarung. Beispielsweise kdnnen humanisierte
Antikérper Aminosauresubstitutionen in der Gerlstregion aufweisen, um die Bindung an das Antigen zu ver-
bessern. In einem humanisierten Antikdrper mit Maus-CDRs kénnen Aminosauren, die in der humanen Ge-
ristregion lokalisiert sind, durch Aminosauren, die an den entsprechenden Positionen in dem Maus-Antikérper
lokalisiert sind, ersetzt werden. Solche Substitutionen verbessern bekanntermalen in einigen Fallen das Bin-
den humanisierter Antikérper an das Antigen. Antikorper, zu denen Aminosauren hinzugefligt, daraus entfernt
oder die substituiert worden sind, werden hierin als modifizierte Antikdrper oder veranderte Antikdrper bezeich-
net.

[0184] Bispezifische und multispezifische Molekule, wie hierin offenbart, kdnnen ferner eine dritte Bindungs-
spezifitat zusatzlich zu einer Anti-Fc-Bindungsspezifitat und einer Anti-humanes-CTLA-4-Bindungsspezifitat
umfassen. Die dritte Bindungsspezifitat kann ein Anti-Verstarkungsfaktor-Teil (EF-Teil) sein, z. B. ein Molekiil,
das an ein Oberflachenprotein bindet, das in die zytotoxische Aktivitat involviert ist, und so die Immunantwort
gegen die Targetzelle steigert. Der ,Anti-Verstarkungsfaktor-Teil" kann ein Antikorper, funktionelles Antikérper-
fragment oder ein Ligand sein, der an ein gegebenes Molekdl, z. B. ein Antigen oder einen Rezeptor, bindet
und so zu einer Verstarkung der Wirkung der Bindungsdeterminanten fir den Fc-Rezeptor oder das Targetzel-
len-Antigen fihrt. Der ,Anti-Verstarkdungsfaktor-Teil" kann an einen Fc-Rezeptor oder ein Targetzellen-Antigen
binden. Alternativ kann der Anti-Verstarkungsfaktorteil an ein Gebilde binden, das sich von dem Gebilde, an
das die erste und zweite Bindungsspezifitat bindet, unterscheidet. Beispielsweise kann der Anti-Verstarkungs-
faktor-Teil beispielsweise Uiber CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 oder andere Immunzellenmoleku-
le, die in eine gesteigerte Immunantwort gegen die Targetzelle involviert ist, an eine zytotoxische T-Zelle bin-
den.
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[0185] Die hierin offenbarten bispezifischen und multispezifischen Molekule kénnen unter Verwendung che-
mischer Techniken (siehe z. B. Kranz (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 5807), ,Polydom"-Techniken (siehe
z. B. US-Patent 4,474,893) oder rekombinanter DNA-Techniken erzeugt werden. Bispezifische und multispe-
zifische Molekule kénnen auch durch Konjugieren der Konstituent-Bindungsspezifitdten, z. B. der Anti-FcR-
und Anti-humanes-CTLA-4-Bindungsspezifitadten, unter Verwendung von Verfahren, die in der Technik bekannt
und wie hierin beschrieben sind, hergestellt werden. Beispielsweise kann jede Bindungsspezifitat des bispezi-
fischen und multispezifischen Molekils separat erzeugt und dann an eine andere konjugiert werden. Sind die
Bindungsspezifitaten Proteine oder Peptide, kann eine Vielzahl von Kopplungs- oder Vernetzungsmitteln fir
die kovalente Konjugation verwendet werden. Beispiele fur Vernetzungsmittel umfassen Protein A, Carbodii-
mid, N-Succinimidyl-S-acetyl-thioacetat (SATA), N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) und Sul-
fosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohaxan-1-carboxylat (Sulfo-SMCC) (siehe z. B. Karpovsky (1984) J.
Exp. Med. 160: 1686; Liu (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8648). Andere Verfahren umfassen die von
Paulus (Behring Ins. Mitt. (1985) Nr. 78,118-132; Brennan (1985) Science 229: 81-83), Glennie (1987) J. Im-
munol. 139: 2367-2375) beschriebenen. Andere Konjugationsmittel sind SATA und Sulfo-SMCC, beide erhalt-
lich von Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

[0186] Sind die Bindungsspezifitaten Antikorper (z. B. zwei humanisierte Antikorper), kdnnen sie tUber Sulfhy-
dryl-Binden der C-Terminus-Gelenkregionen der beiden schweren Ketten konjugiert werden. Die Gelenkregion
kann so modifiziert sein, dal} sie vor der Konjugation eine ungerade Zahl an Sulfhydrylresten, z. B. eins, ent-
halt.

[0187] Alternativ kbnnen beide Bindungsspezifitaten in demselben Vektor kodiert und in derselben Wirtszelle
exprimiert und vereinigt werden. Dieses Verfahren ist besonders nutzlich, wenn das bispezifische und multis-
pezifische Molekil ein MAb x MAb, MAb x Fab, Fab x F(ab")2 oder Ligand x Fab-Fusionsprotein ist. Ein bis-
pezifisches und multispezifisches Molekuil der Erfindung, z. B. ein bispezifisches Molekul, kann ein einkettiges
Molekul, wie ein einkettiger bispezifischer Antikorper, ein einkettiges bispezifisches Molekul, umfassend einen
einkettigen Antikdrper und eine Bindungsdeterminante, oder ein einkettiges bispezifisches Molekul, umfas-
send zwei Bindungsdeterminanten, sein. Bispezifische und multispezifische Molekile kdnnen ebenso einket-
tige Moleklle sein oder kdnnen mindestens zwei einkettige Molekule umfassen. Verfahren zur Herstellung bi-
und multispezifischer Molekile werden beispielsweise in US-Patent Nr. 5,260,203; US-Patent Nr. 5,455,030;
US-Patent Nr. 4,881,175; US-Patent Nr. 5,132,405; US-Patent Nr. 5,091,513; US-Patent Nr. 5,476,786;
US-Patent Nr. 5,013,653; US-Patent Nr. 5,258,498 und US-Patent Nr. 5,482,858 beschrieben.

[0188] Das Binden der bispezifischen and multispezifischen Molekiile an ihre spezifischen Targets kann
durch einen heterologen Enzymimmuntest (ELISA), einen Radioimmunassay (RIA) oder einen Wes-
tern-Blot-Assay bestatigt werden. Jeder dieser Assays detektiert im allgemeinen die Gegenwart von Prote-
in-Antikdrper-Komplexen von besonderem Interesse, indem er ein markiertes Reagens (z. B. einen Antikor-
per), das fiir den in Frage stehenden Komplex spezifisch ist, einsetzt. Beispielsweise kdnnen die FcR-Antikor-
per-Komplexe unter Verwendung eines enzymgekoppelten Antikorpers oder Antikérperfragments, das die An-
tikdrper-FcR-Komplexe erkennt und spezifisch daran bindet, detektiert werden. Alternativ kénnen die Komple-
xe unter Verwendung irgendeines einer Vielzahl anderer Immunassays detektiert werden. Beispielsweise kann
der Antikdrper radioaktiv markiert und in einem Radioimmunassay (RIA) verwendet werden (siehe zum Bei-
spiel Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Tech-
niques, The Endocrine Society, Marz, 1986). Das radioaktive Isotop kann durch solche Mittel wie die Verwen-
dung eines y-Zahlers oder eines Szintillationszahlers oder durch Autoradiographie detektiert werden.

[0189] In der vorliegenden Offenbarung ebenso enthalten sind modifizierte Antikorper. Der Ausdruck ,modifi-
zierter Antikorper" umfaldt Antikdrper wie monoklonale Antikdrper, chiméare Antikdrper und humanisierte Anti-
korper, die beispielsweise durch Deletion, Hinzufligung oder Substitution von Teilen des Antikdrpers modifiziert
worden sind. Beispielsweise kann ein Antikdrper durch Deletion des konstanten Bereiches und Ersetzen die-
ses durch einen konstanten Bereich, der die Halbwertszeit, z. B. Serum-Halbwertszeit, die Stabilitat oder Affi-
nitat des Antikdrpers verlangern soll, modifiziert werden.

[0190] Die hierin offenbarten Antikdrperkonjugate kénnen zur Modifikation einer gegebenen biologischen Ant-
wort oder Erzeugung einer biologischen Antwort (z. B. zur Rekrutierung von Effektorzellen) verwendet werden.
Die Arzneimitteleinheit ist nicht auf klassische chemische Therapeutika beschrankt. Beispielsweise kann die
Arzneimitteleinheit ein Protein oder Polypeptid sein, das eine gewinschte biologische Aktivitat besitzt. Solche
Proteine kdnnen beispielsweise ein enzymatisch aktives Toxin oder ein aktives Fragment davon, wie Abrin, Ri-
cin A, Pseudomonasexotoxin oder Diphtherietoxin; ein Protein wie Tumor-Nekrose-Faktor oder Interferon-al-
pha; oder Modifikatoren der biologischen Antwort wie zum Beispiel Lymphokine, Interleukin-1 (,IL-1"), Interleu-
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kin-2 (,IL-2"), Interleukin-6 (,IL-6"), Granulozytenmakrophagenkolonie-stimulierenden Faktor (,GM-CSF"),
Granulozytenkolonie-stimulierenden Faktor (,G-CSF") oder andere Wachstumsfaktoren umfassen.

[0191] Techniken zur Konjugation einer solchen therapeutischen Einheit an Antikérper sind allgemein be-
kannt, siehe z. B. Arnon et al., ,Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al., (Hrsg.), S. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hell-
strom et al., ,Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery (2. Aufl.), Robinson et al., (Hrsg.), S.
623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, ,Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Re-
view", in Monoclonal Antibodies'84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al., (Hrsg.), S. 475-506
(1985); ,Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibodies In
Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al., (Hrsg.), S.
303-16 (Academic Press 1985) und Thorpe et al., ,The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-To-
xin Conjugates”, Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982).

Pharmazeutische Zusammensetzungen

[0192] Die Erfindung liefert pharmazeutische Zusammensetzungen, umfassend einen oder eine Kombination
aus humanen monoklonalen Antikérpern und/oder Humansequenz-Antikorpern (intakte oder Bindungsfrag-
mente), die zusammen mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager formuliert sind. Einige Zusammenset-
zungen koénnen eine Kombination aus mehreren (z. B. zwei oder mehr) isolierten humanen Antikdrpern
und/oder Humansequenz-Antikdrpern oder Antigen-bindenden Teilen davon der Erfindung umfassen. In eini-
gen Zusammensetzungen ist jeder der Antikdrper oder Antigen-bindenden Teile davon der Zusammensetzung
ein monoklonaler Antikdrper oder ein Humansequenz-Antikérper, der an ein gesondertes, vorausgewahltes
Epitop von humanem CTLA-4 bindet.

A. Wirksame Dosierungen

[0193] Die Dosierregime werden so eingestellt, dal3 die optimale gewlinschte Antwort geliefert wird (z. B. eine
therapeutische Antwort). Beispielsweise kann eine einzelne Pille verabreicht werden, es kbnnen mehrere ge-
teilte Dosen uber eine gewisse Zeit verabreicht werden, oder die Dosis kann proportional reduziert oder erhéht
werden, je nachdem, wie es die therapeutische Situation erfordert. Besonders vorteilhaft ist die Formulierung
parenteraler Zusammensetzungen in Einheitsdosierungsformen, um die Verabreichung und Einheitlichkeit der
Dosierung zu erleichtern. Einheitsdosierungsform bezieht sich, wie hierin verwendet, auf physisch getrennte
Einheiten, die als Einheitsdosierungen fir die zu behandelnden Individuen geeignet sind; jede Einheit enthalt
eine vorbestimmte Menge einer aktiven Verbindung, die so kalkuliert ist, daf} sie in Verbindung mit dem erfor-
derlichen pharmazeutischen Trager die gewlinschte therapeutische Wirkung liefert. Die Beschreibung der Ein-
heitsdosierungsformen der Erfindung wird (a) von einzigartigen Merkmalen der aktiven Verbindung und der be-
stimmten zu erreichenden therapeutischen Wirkung und (b) den Einschrankungen durch die Technik zum
Kompoundieren einer solchen aktiven Verbindung zur Behandlung der Sensibilitat in Individuen vorgegebenen
und ist auch direkt davon abhangig.

[0194] Beispiele fir pharmazeutisch vertragliche Antioxidationsmittel umfassen: (1) wasserlésliche Antioxida-
tionsmittel wie Ascorbinsaure, Cysteinhydrochlorid, Natriumbisulfat, Natriummetabisulfit, Natriumsulfit und der-
gleichen; (2) éliésliche Antioxidationsmittel, wie Ascorbylpalmitat, butyliertes Hydroxyanisol (BHA), butyliertes
Hydroxytoluol (BHT), Lezithin, Propylgallat, alpha-Tocopherol und dergleichen; und (3) Metallchelatbildner wie
Zitronensaure, Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sorbitol, Weinsaure, Phosphorsaure und dergleichen.

[0195] Ungeachtet des gewahlten Verabreichungsweges werden die Verbindungen der vorliegenden Erfin-
dung, die in einer geeigneten hydratisierten Form verwendet werden kénnen, und/oder die pharmazeutischen
Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung durch herkdmmliche, einem Fachmann bekannte Verfahren
zu pharmazeutisch vertraglichen Dosierungsformen formuliert.

[0196] Die tatsachlichen Dosiskonzentrationen der Wirkstoffe in den pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen der vorliegenden Erfindung kénnen so variiert werden, daf eine Menge des Wirkstoffes erhalten wird, mit
der die gewiinschte therapeutische Antwort fiir einen bestimmten Patienten, eine Zusammensetzung und ei-
nen Verabreichungsmodus, erreicht werden kann, ohne dal sie fiir den Patienten toxisch ist. Die gewahlte Do-
siskonzentration hangt von einer Vielzahl pharmakokinetischer Faktoren ab, einschlief3lich der Aktivitat der be-
stimmten eingesetzten Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung oder des Esters, Salzes oder Amids
davon, dem Verabreichungsweg, der Verabreichungszeit, der Exkretionsrate der bestimmten eingesetzten
Verbindung, der Dauer der Behandlung, anderer Arzneimittel, Verbindungen und/oder Materialien, die in Kom-
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bination mit den bestimmten eingesetzten Zusammensetzungen verwendet werden, dem Alter, Geschlecht,
Gewicht, der Verfassung, dem allgemeinen Gesundheitszustand und der medizinischen Vorgeschichte des be-
handelten Patienten und ahnlichen Faktoren.

[0197] Ein Arzt oder Veterinar kann mit Dosen der Verbindungen der Erfindung, die in der pharmazeutischen
Zusammensetzung eingesetzt werden, bei Konzentrationen beginnen, die niedriger sind als die, mit denen die
gewinschte therapeutische Wirkung erreicht wird, und die Dosis schrittweise erhéhen, bis die gewlinschte Wir-
kung erreicht ist. Im allgemeinen ist eine geeignete tagliche Dosis der Zusammensetzungen der Erfindung die
kleinste Menge der Verbindung, mit der eine therapeutische Wirkung erzeugt wird. Solch eine wirksame Dosis
hangt im allgemeinen von den oben beschriebenen Faktoren ab. Die Verabreichung findet bevorzugt intrave-
nds, intramuskular, intraperitoneal oder subkutan oder proximal zur Zielstelle statt. Nach Bedarf kann die wirk-
same tagliche Dosis einer therapeutischen Zusammensetzung als zwei, drei, vier, funf, sechs oder mehr Teil-
dosen separat in geeigneten Abstanden Uber den Tag verteilt, gegebenenfalls in Einheitsdosierungsformen,
verabreicht werden. Wahrend eine Verbindung der vorliegenden Erfindung allein verabreicht werden kann,
wird die Verbindung bevorzugt als eine pharmazeutische Formulierung (Zusammensetzung) verabreicht.

[0198] Wirksame Dosen der Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung zur Behandlung der hierin be-
schriebenen immunbezogenen Zustande und Krankheiten variieren in Abhangigkeit vieler unterschiedlicher
Faktoren, einschlie8lich der Verabreichungsmittel, der Zielstelle, des physiologischen Zustandes des Patien-
ten, ob der Patient ein Mensch oder ein Tier ist, anderer verabreichter Medikationen und, ob die Behandlung
prophylaktisch oder therapeutisch ist. Die Behandlungsdosierungen missen zur Optimierung der Sicherheit
und Effektivitat titriert werden.

[0199] Zur Verabreichung mit einem Antikorper liegt die Dosierung in einem Bereich von etwa 0,0001 bis 100
mg/kg, Ublicherweise 0,01 bis 5 mg/kg des Wirts-Kérpergewichtes. Beispielsweise konnen die Dosierungen 1
mg/kg Kérpergewicht oder 10 mg/kg Kérpergewicht betragen oder in einem Bereich von 1 bis 10 mg/kg liegen.
Ein exemplarisches Behandlungsregime umfafit die Verabreichung einmal alle zwei Wochen oder einmal im
Monat oder einmal alle 3 bis 6 Monate. In einigen Verfahren werden zwei oder mehr monoklonale Antikérper
mit unterschiedlichen Bindungsspezifitdten gleichzeitig verabreicht, wobei in diesem Fall die Dosierung jedes
verabreichten Antikorpers in die angezeigten Bereiche fallt. Der Antikdrper wird flr gewohnlich mehrere Male
verabreicht. Die Abstadnde zwischen einzelnen Dosen kénnen wochentlich, monatlich oder jahrlich sein. Die
Abstande kénnen auch unregelmaRig sein, wenn durch Messung der Konzentrationen an Antikdrper gegen
CTLA-4 im Blut des Patienten angezeigt. In einigen Verfahren wird die Dosis so eingestellt, dal® eine Plas-
ma-Antikdrperkonzentration von 1-1.000 pg/ml und in einigen Verfahren 25-300 pg/ml erreicht wird. Alternativ
kann der Antikdrper als eine sich verzogert freisetzende Formulierung verabreicht werden, wobei in diesem
Fall eine weniger haufige Verabreichung erforderlich ist. Dosierung und Haufigkeit variieren in Abhangigkeit
der Halbwertszeit des Antikérpers in dem Patienten. Im allgemeinen zeigen humane Antikérper die langste
Halbwertszeit, gefolgt von humanisierten Antikdrpern, chimaren Antikérpern und nicht-humanen Antikérpern.
Die Dosierung und Haufigkeit der Verabreichung kann in Abhangigkeit davon, ob die Behandlung prophylak-
tisch oder therapeutisch ist, variieren. In prophylaktischen Anwendungen wird eine relativ geringe Dosis in re-
lativ langen Abstanden Uber einen langen Zeitraum verabreicht. Einige Patienten werden den Rest ihres Le-
bens behandelt. In therapeutischen Anwendungen ist manchmal eine relativ hohe Dosis in relativ kurzen Ab-
standen erforderlich, bis das Fortschreiten der Krankheit verringert oder beendet ist, und bevorzugt bis der Pa-
tient eine teilweise oder komplette Besserung der Symptome der Krankheit zeigt. Danach kann dem Patienten
ein prophylaktisches Regime verabreicht werden.

[0200] Die Dosen fur Nukleinsauren, die Immunogene kodieren, liegen im Bereich von etwa 10 ng bis 1 g,
100 ng bis 100 mg, 1 ug bis 10 mg oder 30-300 ug DNA pro Patient. Die Dosen fiir infektiése virale Vektoren
variieren von 10-100 oder mehr Virionen pro Dosis.

[0201] Einige Humansequenz-Antikdrper und humane monoklonale Antikérper der Erfindung kénnen so for-
muliert werden, dall eine geeignete Verteilung in vivo sichergestellt ist. Beispielsweise schliel3t die
Blut-Hirn-Schranke (BBB) viele stark hydrophile Verbindungen aus. Um sicherzugehen, daf} die therapeuti-
schen Verbindungen der Erfindung die BBB (wenn gewlnscht) Gberwinden, kénnen sie beispielsweise in Li-
posomen formuliert werden. Fir Verfahren zur Herstellung von Liposomen, siehe z. B. US-Patente 4,522,811;
5,374,548 und 5,399,331. Die Liposome kdnnen eine oder mehrere Einheiten umfassen, die selektiv in spezi-
fische Zellen oder Organe transportiert werden und so die angestrebte Arzneimittelabgabe steigern (Siehe z.
B. V. V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29: 685). Exemplarische zielfihrende Einheiten umfassen Folat
oder Biotin (siehe z. B. US-Patent 5,416,016, von Low et al.); Mannoside (Umezawa et al., (1988) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 153: 1038); Antikorper (P. G. Bloeman et al., (1995) FEBS Lett. 357: 140; M. Owais
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et al.,, (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39: 180); oberflachenaktiven Protein A-Rezeptor (Briscoe et al.,
(1995) Am. J. Physiol. 1233: 134), verschiedene Arten, die die Formulierungen der Erfindung sowie Kompo-
nenten der erfundenen Moleklle umfassen; S. 120 (Schreier et al., (1994) J. Biol. Chem. 269: 9090); siehe
auch K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346: 123; J. J. Killion; I. J. Fidler (1994) Immunome-
thods 4: 273. In einigen Verfahren werden die therapeutischen Verbindungen der Erfindung in Liposomen for-
muliert; in einer starker bevorzugten Ausfihrungsform umfassen die Liposome eine zielfihrende Einheit. In ei-
nigen Verfahren werden die therapeutischen Verbindungen in den Liposomen durch Bolusinjektion in eine Stel-
le, proximal zum Tumor oder der Infektion, abgegeben. Die Zusammensetzung sollte so flissig sein, dal sie
leicht gespritzt werden kann. Sie sollte unter Herstellungs- und Lagerbedingungen stabil sein und sollte gegen
die Kontaminierung durch Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilze geschiitzt sein.

[0202] Furtherapeutische Anwendungen werden die pharmazeutischen Zusammensetzungen einem Patien-
ten, der an einer festgestellten Krankheit leidet, in einer Menge verabreicht, die ausreicht, um die Weiterent-
wicklung aufzuhalten oder zu hemmen oder die Krankheit, ihre Symptome oder biochemischen Marker umzu-
kehren oder zu eliminieren. Fur prophylaktische Anwendungen werden die pharmazeutischen Zusammenset-
zungen einem Patienten, der fiir eine Krankheit anfallig oder gefahrdet ist, in einer Menge verabreicht, die aus-
reicht, um die Entwicklung der Krankheit, ihrer Symptome und biochemischen Marker zu verzégern, zu hem-
men oder zu verhindern. Eine hierfir adaquate Menge ist als eine ,therapeutisch wirksame Dosis" oder ,pro-
phylaktisch wirksame Dosis" definiert. Die Dosierung hangt von der zu behandelnden Krankheit, der Grofie des
Individuums, der Schwere der Symptome des Individuums und der jeweils ausgewahlten Zusammensetzung
oder des Verabreichungsweges ab. Genauer gesagt, kann bei der Behandlung von Tumoren eine ,therapeu-
tisch wirksame Dosis" das Tumorwachstum um mindestens etwa 20 % oder mindestens etwa 40 % oder min-
destens etwa 60 % oder mindestens etwa 80 %, bezogen auf unbehandelte Individuen, hemmen. Die Fahigkeit
einer Verbindung, Krebs zu hemmen, kann in einem Tiermodellsystem, das auf die Wirksamkeit in humanen
Tumoren schlief3en laflkt, bewertet werden. Alternativ kann diese Eigenschaft einer Zusammensetzung durch
die Uberpriifung der Fahigkeit der Verbindung, zu hemmen, durch herkdmmliche Assays in vitro bewertet wer-
den. Eine therapeutisch wirksame Menge einer therapeutischen Verbindung kann die Tumorgré3e verringern
oder anderweitig die Symptome in einem Individuum verbessern.

[0203] Die Zusammensetzung sollte so steril und flissig sein, daf sie durch eine Spritze abgegeben werden
kann. Neben Wasser kann der Trager eine isotonische gepufferte Kochsalzlésung, Ethanol, Polyol (beispiels-
weise Glycerol, Propylenglykol und flissiges Polyethylenglykol und dergleichen) und geeignete Gemische da-
von sein. Die richtige Fluiditat kann beispielsweise unter Verwendung einer Beschichtung wie Lezithin, unter
Beibehaltung der erforderlichen Teilchengréfe im Falle von Dispersion und unter Verwendung oberflachenak-
tiver Mittel aufrechterhalten werden. In vielen Fallen sind bevorzugt isotonische Mittel, beispielsweise Zucker,
Polyalkohole, wie Mannitol oder Sorbitol, und Natriumchlorid in der Zusammensetzung enthalten. Die Lang-
zeitabsorption der injizierbaren Zusammensetzungen kann durch den Einschlu eines Mittels, das die Absorp-
tion verzdgert, zum Beispiel Aluminiummonostearat oder Gelatine, bewirkt werden.

[0204] Ist die aktive Verbindung geeignet geschiitzt, wie oben beschrieben, kann sie oral, beispielsweise mit
einem inerten Verdinnungsmittel oder einem assimilierbaren ef3baren Trager, verabreicht werden.

B. Verabreichungswege

[0205] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen der Erfindung kénnen auch in Kombinationstherapie,
das heif3t, kombiniert mit anderen Mitteln, verabreicht werden. Bei der Behandlung von Krebs kann die Kom-
binationstherapie beispielsweise eine Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung mit mindestens einem
Anti-Tumor-Mittel oder einer anderen herkbmmlichen Therapie, wie Bestrahlung, umfassen.

[0206] Pharmazeutisch vertragliche Trager umfassen Lésungsmittel, Dispersionsmedien, Beschichtungen,
Bakterizide und Fungizide, isotonische und die Absorption verzégernde Mittel und dergleichen, die physiolo-
gisch kompatibel sind. Der Trager kann geeigneterweise intravends, intramuskular, subkutan, parenteral, spi-
nal oder epidermal verabreicht werden (z. B. durch Injektion oder Infusion). In Abhangigkeit des Verabrei-
chungsweges kann die aktive Verbindung, d. h. der Antikdrper, das bispezifische und multispezifische Molekill,
in ein Material eingehtillt werden, um die Verbindung vor Sauren und anderen nattrlichen Bedingungen, die
die Verbindung inaktivieren kénnten, zu schitzen.

[0207] Ein,pharmazeutisch vertragliches Salz" bezieht sich auf ein Salz, daf} die gewlinschte biologische Ak-

tivitdt der Stammverbindung beibehalt und keine unerwiinschten toxikologischen Wirkungen hat (siehe z. B.
Berge, S. M., et al., (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Beispiele fir solche Salze umfassen Saureadditionssalze
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und Basenadditionssalze. Sdureadditionssalze umfassen die aus nicht-toxischen anorganischen Sauren wie
Salz-, Salpeter-, Phosphor-, Schwefel-, Bromwasserstoff-, lodwasserstoff-, Phosphonsauren und dergleichen,
sowie aus nicht-toxischen organischen Sauren wie aliphatischen Mono- und Dicarbonsauren, Phenyl-substitu-
ierten Alkansauren, Hydroxyalkansauren, aromatischen Sauren, aliphatischen und aromatischen Sulfonsau-
ren und dergleichen abgeleiteten. Basenadditionssalze umfassen die aus Erdalkalimetallen wie Natrium, Kali-
um, Magnesium, Calcium und dergleichen, sowie nicht-toxischen organischen Aminen wie N,N'-Dibenzylethy-
lendiamin, N-Methylglucamin, Chlorprocain, Cholin, Diethanolamin, Ethylendiamin, Procain und dergleichen
abgeleiteten.

[0208] Eine Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung kann durch eine Vielzahl von Verfahren, die in der
Technik bekannt sind, verabreicht werden. Der Verabreichungsweg und/oder -modus variiert in Abhangigkeit
der gewtlinschten Ergebnisse. Die aktiven Verbindungen kénnen mit Tragern hergestellt werden, die die Ver-
bindung vor schneller Freisetzung schitzen, wie eine Formulierung mit kontrollierter Freisetzung, einschlief3-
lich Implantate, transdermale Pflaster und mikroeingekapselte Abgabesysteme. Biologisch abbaubare, bio-
kompatible Polymere kénnen verwendet werden, wie Ethylenvinylacetat, Polyanhydride, Polyglycolsaure, Col-
lagen, Polyorthoester und Polymilchsaure. Viele Verfahren zur Herstellung solcher Formulierungen werden
beispielsweise von Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, Hrsg., Marcel
Dekker, Inc., New York, 1978, beschrieben. Pharmazeutische Zusammensetzungen werden bevorzugt unter
GMP-Bedingungen hergestellt.

[0209] Zur Verabreichung einer Verbindung der Erfindung durch bestimmte Verabreichungswege muf} die
Verbindung moglicherweise mit einem Material zum Schutz ihrer Inaktivierung beschichtet oder gleichzeitig da-
mit verabreicht werden. Beispielsweise kann die Verbindung an ein Individuum in einem geeigneten Trager,
zum Beispiel Liposomen, oder einem Verdinnungsmittel verabreicht werden. Pharmazeutisch vertragliche
Verdinnungsmittel umfassen Kochsalzlésung und walrige Pufferldsungen. Liposome umfassen Was-
ser-in-Ol-in-Wasser-CGF-Emulsionen sowie herkdmmliche Liposome (Strejan et al., (1984) J. Neuroimmunol.
7:27).

[0210] Pharmazeutisch vertragliche Trager umfassen sterile walrige Losungen oder Dispersionen und sterile
Pulver zur unvorbereiteten Herstellung steriler injizierbarer Lésungen oder Dispersionen. Die Verwendung sol-
cher Medien und Mittel flir pharmazeutisch aktive Substanzen ist in der Technik bekannt. AuRer dann, wenn
alle herkdmmlichen Medien oder Mittel mit der aktiven Verbindung inkompatibel sind, wird die Verwendung die-
ser in den pharmazeutischen Zusammensetzungen der Erfindung empfohlen. Ergédnzend kdnnen auch aktive
Verbindungen in die Zusammensetzungen eingefihrt werden.

[0211] Therapeutische Zusammensetzungen missen fir gewoéhnlich steril, im wesentlichen isotonisch und
unter den Herstellungs- und Lagerbedingungen stabil sein. Die Zusammensetzung kann als eine Lésung, Mi-
kroemulsion, ein Liposom oder eine andere geordnete Struktur, die flir eine hohe Arzneimittelkonzentration ge-
eignet ist, formuliert werden. Der Trager kann ein Losungsmittel oder Dispersionsmedium, enthaltend bei-
spielsweise Wasser, Ethanol, Polyol (zum Beispiel Glycerol, Propylenglykol und flissiges Polyethylenglykol
und dergleichen) und geeignete Gemische davon, sein. Die richtige Fluiditat kann beispielsweise durch die
Verwendung einer Beschichtung wie Lezithin, durch die Beibehaltung der gewlinschten Teilchengréf3e im Falle
einer Dispersion und durch die Verwendung von oberflachenaktiven Mitteln aufrechterhalten werden. In vielen
Fallen sind bevorzugt isotonische Mittel, zum Beispiel Zucker, Polyalkohole wie Mannitol, Sorbitol oder Natri-
umchlorid, in der Zusammensetzung enthalten. Eine verlangerte Absorption der injizierbaren Zusammenset-
zungen kann durch den EinschluB3 eines Mittels, das die Absorption verzdgert, zum Beispiel Monostearatsalze
und Gelatine, in die Zusammensetzung erreicht werden.

[0212] Sterile injizierbare Lésungen kénnen durch die Einfiihrung der aktiven Verbindung in der gewunschten
Menge in ein geeignetes Loésungsmittel mit einem oder einer Kombination der oben angegebenen Inhaltsstoffe
nach Bedarf hergestellt werden, gefolgt von Sterilisationsmikrofiltration. Im allgemeinen werden Dispersionen
durch die Einfuhrung der aktiven Verbindung in ein steriles Vehikel, das ein Basis-Dispersionsmedium und die
erforderlichen anderen Inhaltsstoffe der oben angegebenen enthalt, hergestellt. Im Falle steriler Pulver zur
Herstellung steriler injizierbarer Losungen sind die bevorzugten Herstellungsverfahren Vakuumtrocknung und
Gefriertrocknung (Lyophilisierung), die ein Pulver aus dem Wirkstoff sowie irgendeinen zusatzlichen ge-
winschten Inhaltsstoff aus einer zuvor steril-filtrierten Losung davon ergeben. Therapeutische Zusammenset-
zungen kénnen auch mit medizinischen Vorrichtungen, die in der Technik bekannt sind, verabreicht werden.
Beispielsweise kann eine therapeutische Zusammensetzung der Erfindung mit einer nadellosen subkuntanen
Injektionsvorrichtung verabreicht werden, wie die in den US-Patenten Nr. 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335;
5,064,413; 4,941,880; 4,790,824 oder 4,596,556 offenbarten Vorrichtungen. Beispiele fir Implantate und Mo-
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dule, die in der vorliegenden Erfindung nitzlich sind, umfassen: US-Patent Nr. 4,487,603, das eine implantier-
bare Mikroinfusionspumpe zur Dispersion der Medikation mit einer kontrollierten Geschwindigkeit offenbart;
US-Patent Nr. 4,486,194, das eine therapeutische Vorrichtung zur Verabreichung von Medikamenten durch die
Haut offenbart; US-Patent Nr. 4,447,233, das eine Medikationsinfusionspumpe zur Abgabe der Medikation mit
einer genauen Infusionsrate offenbart; US-Patent Nr. 4,447,224, das ein flieRvariables implantierbares Infusi-
onsgerat fur die kontinuierliche Arzneimittelabgabe offenbart; US-Patent Nr. 4,439,196, das ein osmotisches
Arzneimittelabgabesystem mit Mehrkammerabschnitten offenbart; und US-Patent Nr. 4,475,196, das ein os-
motisches Arzneimittelabgebesystem offenbart. Viele andere dieser Implantate, Abgabesysteme und Module
sind bekannt.

C. Formulierung

[0213] Fur die therapeutischen Zusammensetzungen umfassen die Formulierungen der vorliegenden Erfin-
dung die, die zur oralen, nasalen, topischen (einschlieRlich bukkalen und sublingualen), rektalen, vaginalen
und/oder parenteralen Verabreichung geeignet sind. Die Formulierungen kénnen glnstigerweise in einer Ein-
heitsdosierungsform prasentiert und durch irgendein Verfahren, das in der Pharmazie bekannt ist, hergestellt
werden. Die Menge an Wirkstoff, die mit einem Tragermaterial kombiniert werden kann, um eine Einzeldosie-
rungsform zu produzieren, variiert in Abhangigkeit des zu behandelnden Individuums und des jeweiligen Ver-
abreichungsmodus. Die Menge an Wirkstoff, die mit einem Tragermaterial kombiniert werden kann, um eine
Einzeldosierungsform zu produzieren, ist im allgemeinen die Menge der Zusammensetzung, die zu der thera-
peutischen Wirkung fihrt. Im allgemeinen, ausgehend von 100 %, liegt diese Menge im Bereich von etwa 0,01
% bis etwa 99 % Wirkstoff, etwa 0,1 bis etwa 70 % oder etwa 1 bis etwa 30 %.

[0214] Die Formulierungen der vorliegenden Erfindung, die fir die vaginale Verabreichung geeignet sind, um-
fassen ebenso Pessarien, Tampons, Cremes, Gele, Pasten, Schaume oder Sprayformulierungen, die Trager,
wie sie in der Technik bekanntermallen geeignet sind, enthalten. Dosierungsformen fiir die topische oder trans-
dermale Verabreichung der Zusammensetzungen dieser Erfindung umfassen Pulver, Sprays, Salben, Pasten,
Cremes, Lotionen, Gele, Lésungen, Pflaster und Inhalationen. Die aktive Verbindung kann unter sterilen Be-
dingungen mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und mit anderen Konservierungsstoffen, Puffern
oder Treibmitteln, die erforderlich sein kénnen, gemischt werden.

[0215] Die Ausdriicke ,parenterale Verabreichung" und ,parenteral verabreicht" sind andere Verabreichungs-
modi als die enterale und topische Verabreichung, fir gewohnlich durch Injektion, und umfassen ohne Ein-
schrankung die intravendse, intramuskulare, intraarterielle, intrathekale, intrakapsulare, intraorbitale, intrakar-
diale, intradermale, intraperitoneale, transtracheale, subkutane, subkutikulare, intraartikulare, subkapsulare,
subarachnoidale, intraspinale, epidurale und intrasternale Injektion und Infusion.

[0216] Beispiele fir geeignete walrige und nicht-walrige Trager, die in den pharmazeutischen Zusammen-
setzungen der Erfindung eingesetzt werden kénnen, umfassen Wasser, Ethanol, Polyole (wie Glycerol, Propy-
lenglykol, Polyethylenglykol und dergleichen) und geeignete Gemische davon, Pflanzendle, wie Olivendl, und
injizierbare organische Ester wie Ethyloleat. Die richtige Fluiditat kann beispielsweise durch die Verwendung
von Beschichtungsmaterialien wie Lezithin, durch die Beibehaltung der erforderlichen TeilchengrdfRe im Falle
von Dispersionen und durch die Verwendung von oberflachenaktiven Mitteln aufrechterhalten werden.

[0217] Diese Zusammensetzungen kénnen auch Adjuvanzien wie Konservierungsstoffe, Benetzungsmittel,
Emulgatoren und Dispergiermittel enthalten. Die Verhinderung der Gegenwart von Mikroorganismen kann so-
wohl durch die obigen Sterilisationsverfahren als auch durch den Einschluf® verschiedener Bakterizide und
Fungizide, beispielsweise Paraben, Chlorbutanol, Phenolsorbinsaure und dergleichen, sichergestellt werden.
Nach Bedarf kdnnen auch isotonische Mittel wie Zucker, Natriumchlorid und dergleichen in den Zusammen-
setzungen enthalten sein. Uberdies kann eine verléangerte Absorption der injizierbaren pharmazeutischen
Form durch den Einschlu® von Mitteln, die die Absorption verzégern, wie Aluminiummonostearat und Gelatine,
herbeigeflihrt werden.

[0218] Werden die Verbindungen der vorliegenden Erfindung als Pharmazeutika an Menschen oder Tiere ver-
abreicht, kdnnen sie allein oder als eine pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend zum Beispiel 0,01
bis 99,5 % (oder 0,1 bis 90 %) Wirkstoff in Kombination mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager, gege-
ben werden.

[0219] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen werden im allgemeinen als sterile, im wesentlichen iso-
tonische und unter Einhaltung aller Good Manufacturing Practice-Richtlinien (GMP-Richtlinien) der U.S. Food
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and Drug Administration formuliert.
Verfahren und Verwendungen der Erfindung
A. Verfahren

[0220] Die hierin offenbarten Zusammensetzungen (z. B. Humansequenz-Antikérper und humane monoklo-
nale Antikérper gegen humanes CTLA-4 und Derivate/Konjugate hiervon) sind diagnostisch und therapeutisch
in vitro und in vivo nutzlich. Beispielsweise kdnnen diese Molekile an Zellen in Kultur, z. B. in vitro oder ex vivo,
oder in einem Individuum, z. B. in vivo, verabreicht werden, um eine Vielzahl von Stérungen zu behandeln, zu
verhindern oder zu diagnostizieren. Der Ausdruck ,Individuum" umfat humane und nicht-humane Lebewe-
sen. Nicht-humane Lebewesen umfassen alle vertebralen, z. B. Sduger und Nicht-Sauger wie nicht-humane
Primaten, Schafe, Hunde, Kihe, Hihner, Amphibien und Reptilien. Die Verfahren sind insbesondere fur die
Behandlung humaner Patienten mit einer Stérung, die durch Steigerung oder Reduktion der T-Zellen-vermit-
telten Immunantwort behandelt werden kann, geeignet.

[0221] Werden Antikdrper gegen CTLA-4 zusammen mit einem anderen Mittel verabreicht, kénnen die beiden
entweder in beliebiger Reihenfolge oder gleichzeitig verabreicht werden. Die Verfahren kénnen zur Behand-
lung irgendeiner Art von Krebs, einschliellich Melanom, Darmkrebs, Prostatakrebs und Nierenkrebs, verwen-
det werden.

[0222] Latexmikrokligelchen, beschichtet mit Anti-CTLA-4 (zur Steigerung der Wertigkeit des Antikorpers),
kdnnen beispielsweise die T-Zellenproliferation und -aktivierung hemmen. Mittel mit derselben Antikdrperbin-
dungsstelle kdnnen als ein CTLA-4-Antagonist, wenn sie als ein Fab oder I6sliches IgG vorkommen, und als
ein CTLA-4-Agonist, wenn sie stark vernetzt sind, agieren. Daher sind mehrwertige Formen von Anti-CT-
LA-4-Antikérpern nitzliche therapeutische Mittel fir das Heruntermodulieren von Immunantworten.

[0223] Auler, daB sie an Latexmikrokligelchen oder andere unldsliche Teilchen binden, kénnen die Antikor-
per miteinander vernetzt oder unter Bildung von Multimeren genetisch konstruiert werden. Die Vernetzung
kann durch direkte chemische Bindung oder durch indirekte Bindung wie einen Antikdrper-Biotin-Avidin-Kom-
plex stattfinden. Die Vernetzung kann kovalent, wobei chemische Bindungsgruppen eingesetzt werden, oder
nicht-kovalent, wobei Protein-Protein- oder andere Protein-Liganden-Interaktionen eingesetzt werden, sein.
Ansatze zur genetischen Konstruktion fur die Bindung umfassen zum Beispiel die Reexpression der variablen
Bereiche von IgG-Antikdrpern mit hoher Affinitat in IgM-Expressionsvektoren oder irgendeiner Proteineinheit
(z. B. Polylysin und dergleichen). Die Umwandlung eines IgG-Antikdrpers mit hoher Affinitét in einen IgM-An-
tikdrper kann einen zehnwertigen Komplex mit sehr hoher Affinitdt erzeugen. Die IgA,-Expressionvektoren
kénnen ebenfalls zur Produktion mehrwertiger Antikorperkomplexe verwendet werden. IgA, kann zusammen
mit der J-Kette und einer sekretorischen Komponente Polymere bilden. IgA, hat auRerdem den Vorteil, daf’ es
zusatzlich durch einen IgA-Rezeptor CD89, der auf Neutrophilen, Makrophagen und Monozyten exprimiert
wird, vernetzt werden kann.

[0224] Agonismus kann auch unter Verwendung einiger Praparate aus polyklonalen Antikoérpern gegen CT-
LA-4, die Antikdrper gegen mindestens zwei nicht-Uberlappende Epitope auf CTLA-4 umfassen, erhalten wer-
den. Ein Antikdrper in einem Praparat, das zwei Bindungsstellen enthalt, kann unter Bildung eines kleinen
Clusters an zwei Molekile von CTLA-4 binden. Ein zweiter Antikbrper mit unterschiedlichen Bindungsstellen
kann dann diese kleinen Cluster unter Bildung groRer Cluster binden (aggregieren), wobei ein Komplex aus
CTLA-4 (auf der Zelloberflache) gebildet wird, der ein Signal an die T-Zelle zur Hemmung, Reduktion oder Ver-
hinderung der Aktivierung der CTLA-4 tragenden (exprimierenden) T-Zelle transduziert. Daher zeigen einige
Praparate aus polyklonalen Antikdrpern ahnliche Agonismen wie die oben beschriebenen mehrwertigen Pra-
parate.

[0225] Daher sind mehrwertige oder polyklonale Praparate aus Anti-CTLA-4-Antikérpern fiir die Agonisierung
des CTLA-4-Rezeptors nutzlich, wodurch Immunantworten, die andernfalls von T-Zellen, die den CTLA-4-Re-
zeptor tragen, vermittelt werden, unterdriickt werden. Einige Beispiele von Krankheiten, die unter Verwendung
solcher mehrwertigen oder polyklonalen Praparate aus Antikérpern behandelt werden kénnen, umfassen Au-
toimmunkrankheiten, Transplantatabstof3ung and Entziindungen.
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B. Verwendungen
1. Aktivieren von Immunantworten
a. Krebs

[0226] In einigen therapeutischen Verfahren werden Krebspatienten behandelt. Die Blockade von CTLA-4
durch Antikoérper kann die Immunantwort auf Krebszellen bei einem Patienten verstarken. Gegebenenfalls kon-
nen Antikdrper gegen CTLA-4 mit einem immunogenen Mittel wie Krebszellen, gereinigten Tumorantigenen
(einschlief3lich rekombinanter Proteine, Peptide und Kohlenhydratmolekule), Zellen und Zellen, die mit Genen
transfiziert sind, die immunstimulierende Zytokine kodieren, und Zelloberflachenantigenen wie B7 (siehe z. B.
Hurwitz, A. et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 10067-10071) kombiniert werden.

[0227] In experimentellen Maussystemen kann die Implantierung einiger Tumore, gefolgt von der Verabrei-
chung von Anti-CTLA-4-Antikdrpern zur AbstoBung der Tumore fiihren. In einigen Fallen kommt es zur Tumo-
rabstofung etablierter Tumore; in anderen Fallen wird das Wachstum des Tumors durch die Verwendung von
Anti-CTLA-4-Antikérpern verlangsamt. Aligemein ist die CTLA-4-Blockade gegen immunogene Tumore wirk-
sam. Funktionell werden diese als die Tumore definiert, fiir die die Impfung unter Verwendung des Tumors
selbst zur Immunitat gegen Tumorprovokation fiihren kann. Bei Menschen sind einige Tumore als immunogen
nachgewiesen worden, wie Melanome. Es wird angenommen, daf wir durch die Anhebung des Grenzwertes
der T-Zellenaktivierung durch die CTLA-4-Blockade die Aktivierung von Tumorantworten in einem Wirt erwar-
ten kénnen.

[0228] Die CTLA-4-Blockade ist am wirksamsten, wenn sie mit einem Impfprotokoll kombiniert wird. Es sind
viele experimentelle Strategien zur Impfung gegen Tumore vorgeschlagen worden (siehe Rosenberg, S., 2000,
Development of Cancer Vaccines, ASCO Educational Book Spring: 60-62; Logothetis, C., 2000, ASCO Edu-
cational Book Spring: 300-302; Khayat, D. 2000, ASCO Educational Book Spring: 414-428; Foon, K. 2000,
ASCO Educational Book Spring: 730-738; siehe auch Restifo, N. and Sznol, M., Cancer Vaccines, K. 61, S.
3023-3043 in DeVita, V. et al., (Hrsg.), 1997, Cancer: Principles and Practice of Oncology, 5. Aufl.). In einer
dieser Strategien wird ein Impfstoff unter Verwendung autologer oder allogener Tumorzellen hergestellt. Es ist
gezeigt worden, dal} diese zellularen Impfstoffe am wirksamsten sind, wenn die Tumorzellen zur Exprimierung
von GM-CSF transduziert werden. Es ist gezeigt worden, da GM-CSF ein potentieller Aktivator einer Antigen-
prasentation fur die Tumorimpfung ist (Dranoff et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90 (80: 3539-43).

[0229] Es ist gezeigt worden, dal die Anti-CTLA-4-Blockade zusammen mit der Verwendung von
GMCSF-modifizierten Tumorzellimpfstoffen in zahlreichen experimentellen Tumormodellen wie dem Brustkar-
zinom (Hurwitz et al., (1998) oben), primarem Prostatakrebs (Hurwitz A. et al., (2000) Cancer Research 60 (9):
2444-8) und Melanom (van Elsas, A et al., (1999) J. Exp. Med. 190: 355-66) wirksam ist. In diesen Féllen sind
nicht-immunogene Tumore, wie das B16-Melanom, anfallig gegen die Zerstérung durch das Immunsystem ge-
macht worden. Der Tumorzellimpfstoff kann unter anderem auch zur Expression anderer Immunaktivatoren,
wie IL2, und co-stimulierender Molekile, modifiziert werden.

[0230] Die Studie von Genexpressions- und GroBmalstabsgenexpressionsmustern in verschiedenen Tumo-
ren fuhrte zu der Definition so genannter Tumor-spezifischer Antigene (Rosenberg, SA (1999) Immunity 10:
281-7). In vielen Fallen sind diese Tumor-spezifischen Antigene Differenzierungsantigene, die in Tumoren und
in der Zelle, aus der der Tumor wuchs, exprimiert werden, beispielsweise Melanozytenantigene gp 100,
MAGE-Antigene, Trp-2. Noch wichtiger ist, daf3 viele dieser Antigene Ziele fir Tumor-spezifische T-Zellen, die
im Wirt zu finden sind, darstellen kénnen. Die CTLA-4-Blockade kann in Verbindung mit einer Kollektion re-
kombinanter Proteine und/oder Peptide, die in einem Tumor exprimiert werden, verwendet werden, um so eine
Immunantwort auf diese Proteine zu erzeugen. Diese Proteine werden normalerweise vom Immunsystem als
Autoantigene angesehen und sind daher ihnen gegenuber tolerant. Das Tumorantigen kann ebenso die Pro-
teintelomerase umfassen, die fir die Synthese der Telomere von Chromosomen erforderlich ist und die in Gber
85 % der humanen Krebsarten und nur in einer beschrankten Zahl somatischer Gewebe exprimiert wird (Kim,
N et al., (1994) Science 266, 2011-2013). (Diese somatischen Gewebe kénnen vor einem Angriff des Immun-
systems auf verschiede Weise geschitzt werden). Das Tumorantigen kann ebenso ein ,Neoantigen", das in
Krebszellen aufgrund somatischer Mutationen exprimiert wird, die die Proteinsequenz verandern oder Fusi-
onsproteine zwischen zwei unverwandten Sequenzen (d. h. bcr-abl im Philadelphia-Chromosom) erzeugen,
oder ein Idiotyp aus B-Zell-Tumoren sein. Andere Tumorimpfstoffe kdnnen die Proteine aus Viren, involviert in
humanen Krebsarten, wie Human Papilloma-Viren (HPV), Hepatitis-Viren (HBV und HCV) und Kaposi-Her-
pes-Sarkom-Virus (KHSV), umfassen. Eine andere Form eines Tumorspezifischen Antigens, das in Verbin-
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dung mit der CTLA-4-Blockade verwendet werden kann, sind gereinigte Hitzeschockproteine (HSP), die aus
dem Tumorgewebe selbst isoliert werden. Diese Hitzeschockproteine enthalten Fragmente von Proteinen aus
den Tumorzellen, und diese HSPs sind bei der Abgabe an Antigen-prasentierende Zellen zum Auslosen der
Tumorimmunitat iberaus effizient (Suot, R. & Srivastava, P. (1995) Science 269: 1585-1588; Tamura, Y. et al.,
(1997) Science 278: 117-120.

[0231] Dendritische Zellen (DC) sind potente Antigen-prasentierende Zellen, die zum Auslésen Antigen-spe-
zifischer Antworten verwendet werden kénnen. DCs kénnen ex-vivo produziert und mit verschiedenen Protein-
und Peptidantigenen sowie Tumorzellextrakten beladen werden (Nestle, F. et al., (1998) Nature Medicine 4:
328-332). DCs kénnen ebenso durch genetische Mittel transduziert werden, um auch diese Tumorantigene zu
exprimieren. DCs sind zum Zwecke der Immunisierung ebenso direkt an Tumorzellen fusioniert worden (Kug-
ler, A. et al., (2000) Nature Medicine 6: 332-336). Als ein Verfahren zur Impfung kann die DC-Immunisierung
effektiv mit der CTLA-4-Blockade kombiniert werden, um potentere Anti-Tumor-Antworten zu aktivieren.

[0232] Die CTLA-4-Blockade kann auch mit Standard-Krebsbehandlungen kombiniert werden. Die CT-
LA-4-Blockade kann effektiv mit chemotherapeutischen Regimes kombiniert werden. In diesen Fallen kann
moglicherweise die Dosis des verabreichten chemotherapeutischen Reagens verringert werden (Mokyr, M. et
al., (1998) Cancer Research 58: 5301-5304). Die wissenschaftliche Grundlage hinter der kombinierten Ver-
wendung der CTLA-4-Blockade und der Chemotherapie ist, dal der Zelltod, der eine Konsequenz der zytoto-
xischen Wirkung der meisten chemotherapeutischen Verbindungen ist, zu erhéhten Konzentrationen an Tumo-
rantigen in dem Antigen-Prasentationsweg fiihren sollte. Andere Kombinationstherapien, die zu einer Synergie
mit der CTLA-4-Blockade durch den Zelltod flihren, sind Bestrahlung, Chirurgie und Hormondeprivation (Kwon,
E. et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci USA 96 (26): 15074-9. Jedes dieser Protokolle erzeugt eine Quelle fir
ein Tumorantigen in dem Wirt. Angiogenesehemmer kénnen ebenso mit der CTLA-4-Blockade kombiniert wer-
den. Das Hemmen der Angiogenese fuhrt zum Tumorzelltod, wodurch Tumorantigen in die Antigenprasentati-
onswege des Wirts eingefihrt werden kann.

[0233] CTLA-4-blockierende Antikdrper kénnen ebenso in Kombination mit bispezifischen Antikérpern, die
Fc-alpha- oder Fc-gamma-Rezeptor-exprimierende Effektorzellen auf Tumorzellen richten, verwendet werden
(siehe z. B. US-Patente Nr. 5,922,845 und 5,837,243). Bispezifische Antikdrper kbnnen zum Targeting zweier
separater Antigene verwendet werden. Beispielweise sind Anti-Fc-Rezeptor/Antitumorantigen(d. h. Her-2/neu)
bispezifische Antikbrper zum Targeting von Makrophagen auf Tumorstellen verwendet worden. Durch diese
Markierung kdnnen Tumor-spezifische Antworten effektiver aktiviert werden. Der T-Zellenarm dieser Antworten
wirde durch die Verwendung der CTLA-4-Blockade verstarkt. Alternativ kann Antigen durch die Verwendung
bispezifischer Antikdrper, die an Tumorantigen und einen fiir eine dendritische Zelle spezifischen Zelloberfla-
chemarker binden, direkt an DCs abgegeben werden.

[0234] Tumore entgehen der Wirtsimmunuberwachung durch eine grof3e Vielzahl an Mechanismen. Viele die-
ser Mechanismen kénnen durch die Inaktivierung von Proteinen, die durch die Tumore exprimiert werden und
die immunosuppressiv sind, tberwunden werden. Diese umfassen unter anderem Tgf3 (Kehrl, J. et al., (1986)
J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard, M. & O'Garra, A. (1992) Immunology Today 13: 198-200) und
den Fas-Liganden (Hahne, M. et al., (1996) Science 274: 1363-1365). Die Antikdrper fir jedes dieser Gebilde
kénnen in Kombination mit Anti-CTLA-4 verwendet werden, um den Wirkungen des immunosuppressiven Mit-
tels entgegenzuwirken und Tumorimmunantworten durch den Wirt zu begiinstigen.

[0235] Andere Antikorper, die zur Aktivierung der Immunreaktionsfahigkeit des Wirtes verwendet werden kon-
nen, kdnnen in Kombination mit Anti-CTLA-4 verwendet werden. Diese umfassen Molekule auf der Oberflache
dendritischer Zellen, die die DC-Funktion und Antigenprasentation aktivieren. Anti-CD40-Antikérper kénnen
die T-Zell-Helferaktivitat effektiv ersetzen (Ridge, J. et al. (1998) Nature 393: 474-478) und kénnen in Verbin-
dung mit CTLA-4-Antikérpern verwendet werden (Ito, N. et al., (2000) Immunobiology 201(5) 527-40). Die Ak-
tivierung von Antikdrpern gegen T-Zellen-co-stimulierende Molekile wie OX-40 (Weinberg, A. et al. (2000) J.
Immunol. 164: 2160-2169), 4-1BB (Melero, I. et al., (1997) Nature Medicine 3: 682-685 (1997) und ICOS (Hut-
loff, A. et al., (1999) Nature 397: 262-266) kann ebenso fir erhdhte Niveaus der T-Zellaktivierung sorgen.

[0236] Derzeit wird die Knochenmarkstransplantation zur Behandlung einer Vielzahl von Tumoren hamopoe-
tischen Ursprungs angewandt. Auch wenn die Graft-versus-host-Krankheit eine Folge dieser Behandlung ist,
kann aus Graft-vs.-Tumorantworten ein therapeutischer Nutzen gezogen werden. Die CTLA-4-Blockade kann
zur Steigerung der Effektivitdt der Spender-eingepflanzten Tumor-spezifischen T-Zellen verwendet werden
(Blazar, B. et al., (1999) J. Immunol 162: 6368-6377).
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[0237] Es gibt ferner mehrere experimentelle Behandlungsprotokolle, die die Ex-vivo-Aktivierung und Expan-
sion Antigen-spezifischer T-Zellen umfassen und diese Zellen adoptiv in Empfanger Ubertragen, um Anti-
gen-spezifische T-Zellen gegen Tumor zu erhalten (Greenberg, R. & Riddell, S. (1999) 285: 546-51). Diese
Verfahren kénnen auch zur Aktivierung von T-Zellantworten auf infektidse Mittel wie CMV verwendet werden
(siehe unten). Es ist zu erwarten, da® die Ex-vivo-Aktivierung in Gegenwart von Anti-CTLA-4-Antikdrpern die
Haufigkeit und Aktivitat der adoptiv tUibertragenen T-Zellen erhoht.

b. Infektionskrankheiten

[0238] Andere Verfahren werden zur Behandlung von Patienten verwendet, die speziellen Toxinen oder
Krankheitserregern ausgesetzt waren. Ahnlich wie bei ihrer Verwendung gegen Tumore, wie oben erortert,
kann die Antikérper-vermittelte CTLA-4-Blockade allein oder als ein Adjuvans, in Kombination mit Impfstoffen,
zur Stimulierung der Immunantwort auf Krankheitserreger, Toxine und Autoantigene verwendet werden. Es ist
gezeigt worden, daR die CTLA-4-Blockade in der akuten Phase von Infektionen durch Nippostrongylus brasi-
liensis (McCoy, K. et al., (1997) 186(2); 183-187) und Leishmania donovani (Murphy, M. et al., (1998) J. Im-
munol. 161: 4153-4160) effektiv ist. Beispiele fir Krankheitserreger, fiir die dieser therapeutische Ansatz be-
sonders nutzlich sein kann, umfassen Krankheitserreger, fir die es derzeit keinen wirksamen Impfstoff gibt,
oder Krankheitserreger, fur die herkdmmliche Impfstoffe weniger als vollstandig effektiv sind. Diese umfassen,
sind aber nicht beschrankt auf HIV, Hepatitis (A, B, & C), Influenza, Herpes, Giardia, Malaria, Leishmanie, Sta-
phylococcus Aureus, Pseudomonas aeruginosa. Die CTLA-4-Blockade ist insbesondere gegen etablierte In-
fektionen durch Mittel wie HIV, die im Verlauf der Infektion veranderte Antigene prasentieren, nitzlich. Diese
neuen Epitope werden zum Zeitpunkt der Anti-humanes-CTLA-4-Verabreichung als fremd erkannt, wodurch
eine starke T-Zellantwort provoziert wird, die durch negative Signale durch CTLA-4 nicht abgeschwacht wird.

[0239] Einige Beispiele fir pathogene Viren, die Infektionen verursachen, die durch die Verfahren der Erfin-
dung behandelt werden kénnen, umfassen Hepatitis (A, B oder C), das Herpes-Virus (z. B. VZV, HSV-1, HAV-6,
HSV-Il und CMV, Epstein-Barr-Virus), Adenovirus, Influenzavirus, Flaviviren, Echovirus, Rhinovirus, Coxsa-
ckievirus, Cornovirus, Respiratory-Syncytial-Virus, Mumpsvirus, Rotavirus, Masernvirus, Rubellvirus, Parvovi-
rus, Vakzine-Virus, HTLV-Virus, Dengue-Virus, Papillomavirus, Molluskum-Virus, Poliovirus, Tollwut-Virus,
JC-Virus und Arbovirus-Enzephalitis-Virus.

[0240] Einige Beispiele fir pathogene Bakterien, die Infektionen verursachen, die durch die Verfahren der Er-
findung behandelt werden kénnen, umfassen Chlamydia, Rickettsia-Bakterien, Mykobakterien, Staphylokok-
ken, Streptokokken, Pneumonokokken, Meningokokken und Gonokokken, Klebsiella, Proteus, Serratia, Pseu-
domonas, Legionella, Diphtheria, Salmonella, Bazillen, Cholera-, Tetanus-, Botulismus-, Anthrax-, Pest-, Lep-
tospirose- und Lyme-Krankheit-Bakterien.

[0241] Einige Beispiele fiir pathogene Pilze, die Infektionen verursachen, die durch die Verfahren der Erfin-
dung behandelt werden kénnen, umfassen Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis usw.), Cryptococcus
neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger usw.), Genus Mucorales (Mucor, Absidia, Rhizophus), Sporothrix
schenkii, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis und Histoplasma cap-
sulatum.

[0242] Einige Beispiele fir pathogene Parasiten, die Infektionen verursachen, die durch die Verfahren der Er-
findung behandelt werden kdnnen, umfassen Entamoeba histolytica, Balantidium coli, Naegleria fowleri,
Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia mi-
croti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondi, Nippostrongylus
brasiliensis.

[0243] In allen der obigen Verfahren kann eine CTLA-4-Blockade mit anderen Formen einer Immuntherapie
wie Zytokinbehandlung (z. B. Interferone, GM-CSF, GCSF, IL-2) oder bispezifischer Antikérpertherapie kombi-
niert werden, was flr eine verstarkte Prasentation von Tumorantigenen sorgt (siehe z. B. Holliger (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak (1994) Structure 2: 1121-1123).

c. Férderung nitzlicher "Autoimmun"-Reaktionen zur Behandlung einer Krankheit und therapeutischen Inter-
vention.

[0244] Die Fahigkeit von Anti-CTLA-4-Antikdrpern, Autoimmunantworten zu provozieren und verstarken, ist

in einer Vielzahl experimenteller Systeme dokumentiert worden (EAE — Experimental Autoimmune Encepha-
lomyelitis, a murine model for MS (Perrin, P. et al. (1996) J. Immunol. 157(4): 1333-1336); Diabetes (Luhder,
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F. etal., (1998) oben). Tatsachlich 1aRt die Induktion von Anti-Tumor-Antworten unter Verwendung von Tumor-
zellen- und Peptidimpfstoffen erkennen, daf viele Anti-Tumor-Antworten Anti-Autoreaktivitaten (Depigmentie-
rung, beobachtet in Anti-CTLA-4- + GM-CSF-modifiziertem B16-Melanom in van Elsas et al., oben; Depigmen-
tierung in Trp-2-geimpften Mausen (Overwijk, W. et al., (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 2982-2987); Au-
toimmunprostatitis, verursacht durch TRAMP-Tumorzellimpfstoffe (Hurwitz, A. (2000) oben), Melanompep-
tidantigenimpfung und Vitilago, beobachtet in klinischen Versuchen an Menschen (Rosenberg, SA and White,
DE (1996) J. Immunother Emphasis Tumor Immunol 19(1): 81-4).

[0245] Daher kann die Verwendung der Anti-CTLA-4-Blockade in Verbindung mit verschiedenen Autoprotei-
nen im Betracht gezogen werden, um Impfprotokolle fur eine effiziente Erzeugung von Immunantworten gegen
diese Autoproteine zur Krankheitsbehandlung vorzuschlagen. Beispielsweise umfalit die Alzheimer-Krankheit
die unangebrachte Akkumulation von AB-Peptid in Amyloidablagerungen im Gehirn; AntikOrperantworten ge-
gen Amyloid kénnen diese Amyloidablagerungen klaren (Schenk et al., (1999) Nature 400: 173-177).

[0246] Andere Autoproteine kdnnen ebenso als Ziele verwendet werden, wie IgE zur Behandlung von Aller-
gien und Asthma, und TNF fir rheumatoide Arthritis. SchlieRlich kdnnen Antikérperantworten auf verschiedene
Hormone durch die Verwendung von Anti-CTLA-4-Antikdrpern induziert werden. Neutralisierende Antikor-
perantworten auf reproduktive Hormone kénnen zur Kontrazeption verwendet werden. Die neutralisierende
Antikérperantwort auf Hormone und andere I8sliche Faktoren, die fir das Wachstum bestimmter Tumore er-
forderlich sind, kbnnen auch als mdgliche Impfziele betrachtet werden.

[0247] Analoge Verfahren, wie oben beschrieben, zur Verwendung des Anti-CTLA-4-Antikdrpers kdnnen zur
Induktion therapeutischer Autoimmunantworten zur Behandlung von Patienten mit einer unangemessenen Ak-
kumulation anderer Autoantigene, wie Amyloidablagerungen, umfassend AR bei der Alzheimer-Krankheit, Zy-
tokine wie TNFa und IgE, verwendet werden.

2. Inaktivierung von Immunantworten

[0248] Storungen, verursacht durch Immunantworten, werden Uberempfindlichkeitserkrankung genannt.
Krankheiten, verursacht durch fehlende Eigentoleranz und darauffolgende Immunantworten gegen Auto- oder
autologe Antigene, werden Autoimmunkrankheiten genannt. Uberempfindlichkeiten kénnen ebenso aus un-
kontrollierten oder ibermafRigen Antworten gegen Fremdantigene wie Mikroben resultieren.

[0249] Obgleich gezeigt worden ist, daf I8sliche Antikérper gegen humanes CTLA-4 die Ausbreitung und Ak-
tivierung von T-Zellen fordern (d. h., wo die CTLA-4-Funktion (z. B. das Binden an einen Liganden) gehemmt
wird; in diesem Szenario sind die Antikdrper Antagonisten gegen die CTLA-4-Funktion), erzeugt die Steigerung
der Wertigkeit dieser Antikorper die gegenteilige Wirkung (wo nunmehr die Antikérper im Gegensatz als Ago-
nisten gegen CTLA-4 die Immunantwort unterdriicken) (siehe z. B. Krummel and Allison, 1996, J. Exp. Med.
183, 2533-2540). Zum Zwecke der Inaktivierung Antigen-spezifischer T-Zellantworten, wie derer, die Ziele pa-
thogener autoreaktiver T-Zellen darstellen, mul3 das Zielantigen, das fur diese T-Zellen spezifisch ist (d. h. An-
tigen und/oder MHC/Antigen-Komplexe) mit der mehrwertigen Form des Anti-CTLA-4-Antikdrpers verabreicht
werden.

a. Entzindung

[0250] Eine Entziindung ist die Folge der Kapillardilatation mit der Akkumulation von Fluid und der Migration
phagozytischen Leukozyten, wie Granulozyten und Monozyten. Eine Entziindung ist bei der Verteidigung eines
Wirts gegen eine Vielzahl von Infektionen wichtig, kann aber auch unerwinschte Folgen bei Entziindungs-
krankheiten, wie anaphylaktischem Schock, Arthritis, Gicht und Ischamiereperfusion, haben. Aktivierte T-Zel-
len spielen bei einer Entziindung eine wichtige modulatorische Rolle, durch die Interferon y und Kolonie-stimu-
lierende Faktoren freigesetzt werden, die wiederum phagozytische Leukozyten aktivieren. Die aktivierten pha-
gozytischen Leukozyten induzieren die Expression einer Vielzahl spezifischer Zelloberflachenmolekiile, die als
homing-Rezeptoren bezeichnet werden und die die Phagozyten an Zielendothelzellen anbringen. Entzin-
dungsreaktionen kénnen durch die Behandlung mit den therapeutischen Mitteln der Erfindung reduziert oder
eliminiert werden. Beispielsweise blockieren mehrwertige Praparate aus Antikérpern gegen CTLA-4 die Akti-
vierung aktivierter T-Zellen, wodurch verhindert wird, dafl’ diese Zellen Molekdle freisetzen, die zur Aktivierung
phagozytischer Zellarten erforderlich sind.
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b. Autoimmunkrankheiten

[0251] Eine weitere Situation, in der die Immunosuppression wiinschenswert ist, ist die Behandlung von Au-
toimmunkrankheiten wie insulinpflichtigem Diabetes mellitus, multiplen Sklerose, Stiff-Man-Syndrom, rheuma-
toider Arthritis, Myasthenia gravis und Lupus erythematosus. Bei diesen Krankheiten entwickelt der Korper
eine zellulare und/oder humorale Immunanwort gegen eines seiner eigenen Antigene, was zur Zerstérung die-
ses Antigens und einer moglichen Lahmung und/oder zu tddlichen Folgen fiihrt. Es wird angenommen, daf}
aktivierte T-Zellen die Hauptrolle bei vielen Autoimmunkrankheiten wie Diabetes mellitus spielen. Autoim-
munkrankheiten kénnen durch die Verabreichung eines der hierin offenbarten therapeutischen Mittel, das die
Aktivierung von T-Zellen hemmt, behandelt werden. Gegebenenfalls kann das Autoantigen oder ein Fragment
davon, gegen das die Autoimmunkrankheit zielt, kurz vor, gleichzeitig mit oder kurz nach dem immunosuppres-
siven Mittel verabreicht werden. Auf diese Weise kann Toleranz firr das Autoantigen unter dem Deckmantel der
suppressiven Behandlung induziert werden, wodurch der Bedarf an fortlaufender Immunosuppression ausge-
raumt wird. Siehe z. B. Cobbold et al., WO 90/15152 (1990).

c. Graft-versus-host-Krankheit

[0252] Eine ahnliche Verwendung der hierin offenbarten therapeutischen Mittel ist bei der Modulierung der
Immunantwort, die in die ,Graft-versus-host"-Krankheit (GVHD) involviert ist. GVHD ist eine potentiell tédliche
Krankheit, die bei der Ubertragung von immunologisch kompetenten Zellen auf einen allogenen Empféanger
auftritt. Hierbei kdnnen die immunologisch kompetente Zellen des Spenders Gewebe in dem Empfanger an-
greifen. Gewebe der Haut, des Darmepithels und der Leber sind haufige Ziele und kénnen im Verlauf von
GVHD zerstort werden. Die Krankheit stellt ein besonders schweres Problem dar, wenn immunes Gewebe
transplantiert wird, wie bei der Knochmarkstransplantation; weniger schwere GVHD ist aber auch in anderen
Fallen berichtet worden, einschlieRlich bei Herz- und Lebertransplantaten. Die hierin offenbarten therapeuti-
schen Mittel kdnnen zur Hemmung der Aktivierung von Spenderleukozyten verwendet werden, wobei ihre Fa-
higkeit, Targetzellen in dem Wirt zu lysieren, gehemmt wird.

d. Transplantatabstofung

[0253] In den letzten Jahren gab es eine betrachtliche Verbesserung hinsichtlich der Effizienz chirurgischer
Techniken zur Transplantation von Geweben und Organen wie Haut, Niere, Leber, Herz, Lunge, Pankreas und
Knochenmark. Mdglicherweise ist das prinzipielle ungeklarte Problem der Mangel an zufriedenstellenden Mit-
teln zur Induzierung von Immuntoleranz im Empfanger fir das transplantierte allogene Tansplantat oder Organ.
Wenn allogene Zellen oder Organe in einen Wirt transplantiert werden (d. h., der Spender und der Empfanger
verschiedene Individuen derselben Spezies sind), wird das Immunsystem des Wirts wahrscheinlich eine Im-
munantwort auf fremde Antigene in dem Transplantat aufbauen (Host-versus-graft-Krankheit), was zur Zersto-
rung des transplantierten Gewebes fiihrt. CD8"-Zellen, CD4"-Zellen und Monozyten sind in die AbstoBung von
transplantierten Geweben involviert. Die hierin offenbarten therapeutischen Mittel sind zur Hemmung T-Zel-
len-vermittelter, Alloantigen-induzierter Immunantworten in dem Spender nutzlich, wodurch verhindert wird,
dafd solche Zellen an der Zerstérung des transplantierten Gewebes oder Organs beteiligt sind.

B. Verfahren zur Detektion/Messung der Gegenwart von CTLA-4 in einer Probe

[0254] Hierin werden ebenso Verfahren zur Detektion der Gegenwart von humanem CTLA-4-Antigen in einer
Probe, oder Messung der Menge an humanem CTLA-4-Antigen, offenbart, umfassend das Kontaktieren der
Probe und einer Kontrollprobe mit einem humanen monoklonalen Antikdrper oder einem Antigen-bindenden
Teil davon, der spezifisch an humanes CTLA-4 bindet, unter Bedingungen, die die Bildung eines Komplexes
zwischen dem Antikdrper oder dem Teil davon und humanem CTLA-4 ermdglichen. Die Bildung eines Kom-
plexes wird dann detektiert, wobei eine unterschiedliche Komplexbildung zwischen der Probe im Vergleich zu
der Kontrollprobe ein Anzeichen fiir die Gegenwart von humanem CTLA-4-Antigen in der Probe ist.

C. Kits

[0255] Hierin werden ebenso Kits, umfassend die hierin offenbarten Zusammensetzungen (z. B. Humanse-
quenz-Antikdrper, humane Antikdrper, multispezifische und bispezifische Molekdle) und Instruktionen zur Ver-
wendung, offenbart. Das Kit kann ferner mindestens ein zusatzliches Reagens oder einen oder mehrere zu-
satzliche humane Antikérper (z. B. einen humanen Antikdrper mit einer komplementaren Aktivitat, der an ein
Epitop in CTLA-4-Antigen bindet und sich von dem ersten humanen Antikérper unterscheidet) enthalten. Die
Kits umfassen typischerweise ein Etikett, das die vorgesehene Verwendung der Inhalte des Kits anzeigt. Der
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Ausdruck Etikett umfallt irgendeine Aufschrift oder irgendein Informationsmaterial, das auf oder mit dem Kit
geliefert wird oder dem Kit anderweitig beiliegt.

Beispiele

[0256] Aspekte der Beispiele, die sich nicht speziell auf die beanspruchte Erfindung beziehen, wurden nur
zum Vergleich aufgenommen.

Beispiel 1. Zichtung Cmu-markierter Mause
Konstruktion eines CMD-Targeting-Vektors.

[0257] Das Plasmid pICEmu enthalt ein EcoRI/Xhol-Fragment des Maus-Ig-Schwerketten-Lokus, das das
mu-Gen Uberspannt und aus einer Balb/C-lambda-Phage-Genombibliothek erhalten wurde (Marcu et al., Cell
22: 187, 1980). Dieses Genfragment wurde in die Xhol/EcoRI-Stellen des Plasmids pICEMI9H subkloniert
(Marsh et al.; Gene 32, 481-485, 1984). Die Schwerkettensequenzen in pICEmu erstrecken sich stromabwarts
von der EcoRI-Stelle, die sich genau 3' des mu-intronischen-Enhancers befindet, zu der Xhol-Stelle, die sich
ungefahr 1 kb stromabwarts des letzten Transmembranexons des mu-Gens befindet; vieles von der
mu-switch-Wederhohlungsregion ist jedoch durch die Passage in E. coli geléscht worden.

[0258] Der Targetingvektor wurde wie folgt konstruiert (siehe Fig. 1). Ein 1,3 kb Hindlll/Smal-Fragment wurde
aus plICEmu exzidiert und in Hindlll/Smal digeriertes pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA) subkloniert. Dieses
plCEmu-Fragment erstreckt sich von der Hindlll-Stelle, die sich ungefahr 1 kb 5' von Cmul befindet, zu der
Smal-Stelle, die sich in Cmul befindet. Das resultierende Plasmid wurde mit Smal/Spel digeriert, und das un-
gefahr 4 kb Smal/Xbal-Fragment aus pICEmu, das sich von der Smal-Stelle in Cmul 3' zu der Xbal-Stelle, die
sich genau stromabwarts des letzten Cmu-Exons befindet, wurde eingefiihrt. Das resultierende Plasmid,
pTAR1, wurde an der Smal-Stelle linearisiert und eine Neoexpressionskassette eingefiihrt. Diese Kassette be-
steht aus dem Neogen unter der transkriptionalen Kontrolle des Maus-Phosphoglyceratkinase-(pgk)-Promo-
ters (Xbal/Taql-Fragment; Adra et al., (1987) Gene 60: 65-74) und enthalt die pgk-Polyadenylierungsstelle
(Pvull/Hindlll-Fragment; Boer et al., (1990) Biochemical Genetics 28: 299-308). Diese Kassette wurde aus
dem Plasmid pKJ1 erhalten (beschrieben von Tybulewicz et al., (1991) Cell 65: 1153—-1163), aus dem die Ne-
okassette als ein EcoRI/HindllI-Fragment exzidiert und in EcoRI/Hindlll digeriertes pGEM-7Zf(+) zur Erzeu-
gung von pGEM-7(KJ1) subkloniert wurde. Die Neokassette wurde aus pGEM-7 (KJ1) durch EcoRI/Sall-Di-
gestion exzidiert, abgestumpft und in die Smal-Stelle des Plasmids pTARI in die entgegengesetzte Richtung
zu den genomischen Cmu-Sequenzen subkloniert. Das resultierende Plasmid wurde mit Notl linearisiert, und
eine Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase-(tk)-Kassette wurde eingefihrt, wodurch ES-Klonetragende ho-
mologe Rekombinanten angereichert werden kénnen, wie von Mansour et al., (1988) Nature 336: 348-352,
beschrieben. Diese Kassette besteht aus kodierenden Sequenzen des tk-Gens, eingefallt von dem
Maus-pgk-Promoter und der Polyadenylierungsstelle, wie von Tybulewicz et al., (1991) Cell 65: 1153-1163, be-
schrieben. Der resultierende CMD-Targetingvektor enthalt insgesamt ungefahr 5,3 kb Homologie zum Schwer-
kettenlokus und erzeugt ein mutantes mu-Gen, in das eine Neoexpressionskassette in die einzige Smal-Stelle
des ersten Cmu-Exons eingefiihrt worden ist. Der Targetingvektor wurde mit Pvul linearisiert, das vor der Elek-
troporation in ES-Zellen in Plasmidsequenzen schneidet.

Erzeugung und Analyse markierter ES-Zellen.

[0259] AB-1 ES-Zellen (McMahon, A. P. and Bradley, A., (1990) Cell 62: 1073-1085), wuchsen auf mitotisch
inaktiven SNL76/7 Feeder-Zellen (ebenda) im wesentlichen so, wie (Robertson, E. J. (1987) in Teratocarcino-
mas and Embryonic Stem Cells: a Practical Approach (E. J. Robertson, Hrsg.) Oxford: IRL Press, S. 71-112)
beschrieben. Der linearisierte CMD-Targetingvektor wurde durch die von Hasty et al., (Hasty, P. R. et al., (1991)
Nature 350: 243-246) beschriebenen Verfahren in AB-1-Zellen elektroporiert. Die elektroporierten Zellen wur-
den in 100-mm-Schalen bei einer Dichte von 1-2 x 10° Zellen/Schale plattiert. Nach 24 Stunden wurden G418
(200 Mikrogramm/ml aktiver Komponente) und FIAU (5 x 107 M) zu dem Medium gegeben, und Arzneimit-
tel-resistente Klone konnten sich uber 8 bis 9 Tage entwickeln. Die Klone wurden sortiert, trypsinisiert, in zwei
Teile geteilt und weiter expandiert. Die Halfte der Zellen aus jedem Klon wurde gefroren, und die andere Halfte
wurde hinsichtlich der homologen Rekombination zwischen Vektor und Targetsequenzen analysiert.

[0260] Die DNA-Analyse wurde durch Southern-Blot-Hybridisierung durchgefiihrt. Die DNA wurde aus den

Klonen isoliert, wie von Laird et al., (Laird, P. W. et al., (1991) Nucleic Acids Res. 19: 4293) beschrieben. Die
isolierte genomische DNA wurde mit Spel digeriert und mit einem 915 bp Sacl-Fragment, Sonde A (Eig. 1),
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sondiert, die an eine Sequenz zwischen dem mu-intronischen Enhancer und der mu-Wechselregion hybridi-
siert. Sonde A detektiert ein 9,9 kb Spel-Fragment aus dem Wildtyplokus und eine diagnostische 7,6 kb Bande
aus einem mu-Lokus, die homolog mit dem CMD-Targetingvektor rekombiniert worden ist (die Neoexpressi-
onskassette enthalt eine Spel-Stelle). Von 1132 G418- und FIAU-resistenten Klonen, die durch die
Southern-Blot-Analyse gescreent wurden, zeigten 3 die 7,6 kb Spel-Bande, die indikativ fur die homologe Re-
kombination am mu-Lokus ist. Diese 3 Klone wurden weiter mit den Enzymen Bgll, BstXI und EcoRI digeriert,
um zu verifizieren, daf} der Vektor homolog in das mu-Gen integriert worden ist. Bei der Hybridisierung mit Son-
de A produzieren Southern-Blots von Wildtyp-DNA, digeriert mit Bgll, BstX| oder EcoRI, Fragmente von 15,7,
7,3 bzw. 12,5 kb, wohingegen die Gegenwart eines gezielten mu-Allels von Fragmenten von 7,7, 6,6 bzw. 14,3
kb angezeigt wurde. Alle 3 positiven Klone, die von dem Spel-Digest detektiert wurden, zeigten die erwarteten
Bgll-, BstXI- und EcoRI-Restriktionsfragmente, die fiir die Einfiihrung der Neokassette in das Cmul-Exon sym-
ptomatisch sind.

Zichtung von Mausen, die das mutierte mu-Gen tragen.

[0261] Die drei markierten ES-Klone, gekennzeichnet mit den Zahlen 264, 272 und 408, wurden aufgetaut
und in C57BL/6J-Blastozysten injiziert, wie von Bradley (Bradley, A. (1987) in Teratocarcinomas and Embryo-
nic Stem Celles: a Practical Approach. (E. J. Robertson, Hrsg.) Oxford: IRL Press, S. 113-151) beschrieben.
Die Injizierten Blastozysten wurden zur Zichtung chimarer Mause, die ein Gemisch aus Zellen aus den In-
put-ES-Zellen und dem Wirtsblastozysten prasentieren, in die Uteri scheinschwangerer Weibchen Uibertragen.
Das Ausmal} der ES-Zellenbildung gegenuber der Chimare kann visuell durch die Menge der Agouti-Hullfar-
bung, erhalten aus der ES-Zellinie, auf schwarzem C57BL/6J-Hintergrund bewertet werden. Die Klone 272 und
408 produzierten nur geringe Prozentsatze an Chimaren (d. h. einen geringen Prozentsatz an Agouti-Pigmen-
tierung), Klon 264 produzierte jedoch einen hohen Prozentsatz mannlicher Chimare. Diese Chimare wurden
mit C57BL/6J-Weibchen gekreuzt, und es wurde eine Agouti-Nachkommenschaft erzeugt, die die Keimbahn-
transmission des ES-Zellgenoms anzeigt. Das Screening fir das gezielte mu-Gen wurde durch
Southern-Blot-Analyse von Bgll-digerierter DNA aus Schwanzbiopsien (wie oben fur die Analyse von
ES-Zell-DNA beschrieben) durchgefihrt. Ungefahr 50 % der Agouti-Nachkommenschaft zeigte eine hybridisie-
rende Bgll-Bande von 7,7 kb zusatzlich zu der Wildtypbande von 15,7 kb, was eine Keimbahntransmission des
gezielten mu-Gens demonstriert.

Analyse transgener Mause hinsichtlich der funktionellen Inaktivierung des mu-Gens.

[0262] Um zu bestimmen, ob die Einfliihrung der Neokassette in Cmul das Ig-Schwerkettengen inaktiviert hat,
wurde eine Klon-264-Chimare mit einer Maus, homozygot fir die JHD-Mutation, die die Schwerkettenexpres-
sion als ein Ergebnis der Deletion der JH-Gensegmente inaktiviert, gekreuzt (Chen et al., (1993) Immunol. 5:
647-656). Vier Agouti-Nachkommen wurden erzeugt. Das Serum wurde aus diesen Tieren im Alter von 1 Mo-
nat erhalten und durch ELISA auf die Gegenwart von Maus-IgM Uberpruft. Zwei der vier Nachkommen fehlte
IgM vollstandig (Tabelle 1). Die Gendiagnose der vier Tiere durch Southern-Blot-Analyse der DNA aus
Schwanzbiopsien, durch Bgll-Digestion und Hybridisierung mit Sonde A (Eig. 1) und durch Stul-Digestion und
Hybridisierung mit einem 475 bp EcoRI/Stul-Fragment (ebenda) demonstrierte, da die Tiere, die Serum-IgM
nicht exprimierten, diejenigen waren, in denen ein Allel des Schwerkettenlokus die JHD-Mutation, das andere
Allel die Cmul-Mutation tragt. Mause, heterozygot fur die JHD-Mutation, zeigen Wildtyp-Konzentrationen von
Serum-lg. Diese Daten demonstrieren, daf die Cmul-Mutation die Expression des mu-Gens inaktiviert.

Maus Serum-lgM (Mikrogramm/ml) IgH-Kettengenotyp
42 < 0,002 CMD/JHD
43 196 +/JHD
44 < 0,002 CMD/JHD
45 174 +/JHD
129 x BL6 F1 153 +/+
JHD < 0,002 JHD/JHD

Tabelle 1. Konzentration an Serum-IgM, detektiert durch ELISA, fir M&use, die sowohl die CMD- als auch
JHD-Mutationen tragen (CMD/JHD), fur Mause, heterozygot fur die JHD-Mutation (+/JHD), fur Wildtyp (129Sv
x C57BL/6J) F1 Mause (+/+) und fir B-Zellen-defiziente Mause, homozygot fir die JHD-Mutation (JHD/JHD).
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Beispiel 2. Ziichtung HCo12-transegener Mause
Das HCo12-humanes-Schwerkettentransgen.

[0263] Das HCo12-Transgen wurde durch die Co-Injektion des 80 kb Inserts von pHC2 (Taylor et al., 1994,
Int. Immunol., 6: 579-591) und des 25 kb Inserts von pVx6 erzeugt. Das Plasmid pVx6 wurde, wie nachstehend
beschrieben, konstruiert.

[0264] Ein 8,5 kb Hindlll/Sall-DNA-Fragment, umfassend das humane Keimbahn-VH1-18-(DP-14)-Gen zu-
sammen mit ungefahr 2,5 kb einer 5'-flankierenden und 5 kb einer 3'-flankierenden Gensequenz, wurde zur
Erzeugung des Plasmids p343.7.16 in den Plasmidvektor pSP72 (Promega, Madison, WI) subkloniert. Ein 7
kb BamHI/HindllI-DNA-Fragment, umfassend das humane Keimbahn-VH5-51-(DP-73)-Gen zusammen mit
ungefahr 5 kb einer 5'-flankierenden und 1 kb einer 3'-flankierenden Genomsequenz, wurde zur Erzeugung
des Plasmids p251f in den pBR322-basierenden Plasmidklonvektor pGPIf geklont (Taylor et al., 1992, Nucleic
Acids Res. 20: 6287-6295). Ein neuer Klonvektor aus pGPIf, pGPIk (Seq. ID Nr. 1) wurde mit EcoRV/BamHI
digeriert, und an ein 10 kb EcoRV/BamHI-DNA-Fragment, umfassend das humane Keim-
bahn-VH3-23-(DP47)-Gen zusammen mit ungefahr 4 kb einer 5'-flankierenden und 5 kb einer 3'-flankierenden
Gensequenz, ligiert. Das resultierende Plasmid, p112.2RR.7, wurde mit BamHI/Sall digeriert und mit dem 7 kb
gereinigten BamHlI/Sall-Insert von p251 ligiert. Das resultierende Plasmid, pVx4, wurde mit Xhol digeriert und
mit dem 8,5 kb Xhol/Sall-Insert von p343.7.16 ligiert. Ein Klon wurde mit dem VH1-18-Gen in derselben Aus-
richtung wie die anderen beiden V-Gene erhalten. Dieser Klon, als pVx6 bezeichnet, wurde dann mit Notl di-
geriert, und das gereinigte 26-kb-Insert — zusammen mit dem gereinigten 80-kb-Notl-Insert von pHC2 bei ei-
nem 1 : 1-Molverhaltnis — in die Pronuklei von halbtégigen (C57BL/6J x DBA/2J) F2-Embryos co-injiziert, wie
von Hogan et al., (B. Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual, 2. Aufl., 1994, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Plainview NY) beschrieben. Drei unabhangige Linien transgener Mause, um-
fassend Sequenzen sowohl aus Vx6 als auch HC2, wurden aus Mausen, die sich aus den injizierten Embryos
entwickelten, etabliert. Diese Linien werden mit (HC012)14881, (HC012)15083 und (HC012)15087 bezeich-
net. Jede der drei Linien wurde dann mit Mausen, umfassend die CMD-Mutation, beschrieben in Beispiel 1, die
JKD-Mutation (Chen et al., 1993, EMBO J. 12: 811-820) und das (KC05)9272 Transgen (Fishwild et al., 1996,
Nature Biotechnology 14: 845-851), gekreuzt. Die resultierenden Mause exprimieren humane Schwer- und
kappa-Leichtkettentransgene in einem Hintergrund, homozygot fiir die Zerstérung der endogenen Mau-
se-Schwer- und kappa-Leichtkettenloki.

Beispiel 3. Erzeugung humaner IgG-Kappa-Anti-humanes-CTLA-4-monoklonaler Antikérper
Zell-basierendes Antigen

[0265] Ein DNA-Segment, das ein Fusionsprotein, umfassend Sequenzen aus den humanen CTLA-4- und
den Maus-CD3zeta-Genen, kodiert, wurde durch PCR-Amplifikation von cDNA-Klonen zusammen mit verbri-
ckenden synthetischen Oligonukleotiden konstruiert. Das kodierte Fusionsprotein enthalt die folgenden Se-
quenzen: i. humanes CTLA-4-kodierende Aminosauren 1-190 (enthaltend das Signalpeptid, die extrazellulare
Domaéne von humanem CTLA-4 und die gesamte mutmalliche transmembrane Sequenz von humanem CT-
LA-4) und ii. Maus-CD3zeta von der Aminosaure 52 bis zum Carboxyterminus (Weissman et al., (1988) Sci-
ence 239: 1018-1021). Das amplifizierte PCR-Produkt wurde in einen Plasmidvektor geklont, und die DNA-Se-
quenz wurde bestimmt. Das geklonte Insert wurde dann zur Erzeugung von pBABE-huCTLA-4/CD3z in den
Vektor pBABE (der ein Gen enthalt, das fir Puromyzinresistenz kodiert (Morganstern, JP and Land, H Nucl.
Acids Res. 18: 3587-96 (1990)), subgeklont. pPBABE-huCTLA-4/CD3z wurde in die retrovirale Verpackungsli-
nie, -2, transfiziert, und ein Pool aus Puromyzin-resistenten Zellen wurde gesammelt. Diese Zellen wurden
mit dem Maus-T-Zellenhybridom BW5147 (ATCC#TIB-47) cokultiviert. Nach zwei Tagen der Cokultivierung
wurden die nicht-haftenden BW5147-Zellen entfernt und hinsichtlich der Resistenz gegen Puromyzin ausge-
wahlt. Der Puromyzin-resistente Zellpool wurde durch Grenzwert-Verdinnung subgeklont und auf die Oberfla-
chenexpression von humanem CTLA-4 durch FACS getestet. Ein Klon, der hohe Konzentrationen von huma-
nem CTLA-4 an der Zelloberflache exprimiert, wurde ausgewahit.

Losliches Antigen
[0266] Ein rekombinantes CTLA-4-Fusionsprotein, umfassend die extrazellulare Domane von humanem CT-
LA-4, wurde von R & D Systems (Kat.-Nr. 325-CT-200) erworben. Das extrazellulare CTLA-4-Fragment wurde

durch proteolytische Spaltung des CTLA-4-Fusionsproteins an einer Factor-Xa-Proteasespaltstelle, die sich
hinter dem C-Terminus der extrazellularen CTLA-4-Domane befindet, hergestellt. Das Fusionsprotein wurde
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mit Faktor Xa bei einem Verhaltnis von 50 : 1 Fusionsprotein zu Faktor Xa behandelt, und das CTLA-4-Frag-
ment wurde mittels Passagieren tber Protein-G-Sepharose und Mono Q HPLC isoliert. Die Fraktionen wurden
auf die Gegenwart von humanem CTLA-4-Dimer durch SDS-PAGE und durch das Binden an Zellen, die
Maus-B7-Molekule exprimieren (LtkmB7.1: Maus-Ltk(-)-Zellen, die mit einem Maus-B7.1-cDNA-Klonexpressi-
onsvektor transfiziert sind) getestet. Positive Fraktionen wurden gesammelt und in PBS-Puffer dialysiert.

Transgene Mause

[0267] Es wurden zwei unterschiedliche Stdmme von Mausen zur Erzeugung CTLA-4-reaktiver monoklonaler
Antikérper verwendet. Stamm ((CMD)++; (JKD)++; (HCo7)11952+/++; (KCo0S)9272+/++) und Stamm
((CMD)++; (JKD)++; (HC012)15087+/++; (KC05)9272+/++). Jeder dieser Stdmme ist homozygot fiir Zersto-
rungen der endogenen Schwerketten-(CMD) und kappa-Leichtketten-(JKD)-Loki. Beide Stamme umfassen
auch ein humanes kappa-Leichtkettentransgen (KCo5), wobei einzelne Tiere sowohl hemizygot oder homozy-
got flr Insertion Nr. 11952 sind. Die beiden Stamme differieren in dem verwendeten humanen Schwerketten-
transgen. Die Mause waren entweder fir das HCo7- oder das HCo12-Transgen hemizygot oder homozygot.
Die CMD-Mutation wird oben in Beispiel 1 beschrieben. Die Zichtung von (HC012)15087-Mausen wird in Bei-
spiel 2 beschrieben. Die JKD-Mutation (Chen et al., 1993, EMBO J. 12: 811-820) und die (KC05)9272- (Fish-
wild et al. 1996, Nature Biotechnology 14: 845-851) und (HC07)11952-Mause in US-Patent Nr. 5,770,429
(Lonberg & Kay, 6/23/98).

Immunisierung

[0268] Die transgenen Mause wurden zu Beginn i. p. mit 1-3 x 107 Zellen in PBS oder mit 10-50 ug l6slichem
Fusionsprotein in Adjuvans (entweder komplettes Freundsches oder Ribi) immunisiert. Die immunisierten
Mause wurden dann alle 2 bis 4 Wochen i. p. mit 1-3 x 107 Zellen in PBS geboostet. Die Tiere wurden 2 bis 5
Monate auf dem Protokoll gehalten. Vor der Fusion wurden die Tiere i. v. an den Tagen -3 und -2 mit ungefahr
106 Zellen oder mit 10-20 pg I8slichem Antigen geboostet (Fusionsprotein oder Fusionsprotein und extrazel-
luldres Fragment). Einige Tiere erhielten auch Fusionsprotein i. v. an Tag —4. Erfolgreiche Fusionen, die zu CT-
LA-4-reaktiven IgG-kappa-monoklonalen Antikérpern fuhrten, wurden bei Mausen, die mit einer Vielzahl von
unterschiedlichen Protokollen immunisiert wurden, einschlieflich nur Zellen, nur l6sliches Antigen und Zellim-
munisierungen, gefolgt von Idslichem Antigen, das i. v. vor der Fusion verabreicht wurde, erhalten.

Fusionen

[0269] Milzzellen wurden an Mausmyelomzellen (Linie P3 X63 Ag8.6.53, ATCC CRL 1580, oder SP2/0-Ag14,
ATCC CRL 1581) durch Standardverfahren fusioniert (Harlow and Lane, 1988, Antibodies, A Laboratory Ma-
nual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor New York; Kennett et al., 1980, Monoclonal
Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analysis. Plenum, New York; Oi and Hertzenberg,
1980, Immunoglobulin Producing Hybrid Cell Lines, in Selected Methods In Cellular Immunology, Hrsg. Mishell
and Shiigi, S. 357-372; Freeman, San Francisco; Halk, 1984, Methods in Enzymology: Plant Molecular Biolo-
gy, Hrsg. Weissbach and Weissbach, S. 766-780, Academic Press, Orlando, FL). Die Zellen wurden in
DMEM-, 10 % FBS-, OPI- (Sigma 0-5003), BME (Gibco 21985-023), 3 % Origen Hybridoma Cloning Factor-
(Igen 1G50-0615) und 5 % P388d1 (ATCC TIB 63) konditionierten Medien kultiviert. Eine HAT- oder HT-Ergan-
zung wurde dem Medium wahrend des anfanglichen Wachstums und der Auswahl zugegeben.

Hybridom-Screening

[0270] Zur ldentifizierung von Hybridomen, die humane IgG-kappa-Antikdrper sekretieren, wurden ELI-
SA-Platten (Nunc MaxiSorp) tber Nacht bei 4 °C mit 100 pl/Loch Ziege-Anti-humanem Fc-gamma-spezifi-
schem Antikdrper (Jackson Immuno Research Nr. 109-006-098) bei 1 mg/ml in PBS beschichtet. Die Platten
wurden gewaschen und mit 100 pl/Loch PBS-Tween, enthaltend 1 % BSA, blockiert. Fiinfzig pl Zellkulturtiber-
stand wurden zugegeben, gefolgt von einer 1-2stlindigen Inkubation. Die Platten wurden gewaschen und dann
fur eine Stunde mit 100 ml/Loch Ziege-Antikappa-Leichtkette, konjugiert an alkalische Phosphatase oder
Meerrettichperoxidase (Sigma Nr. A-3813, oder Nr. A-7164), inkubiert. Die Platten wurden zwischen jedem
Schritt dreimal in PBS-Tween gewaschen. Ein analoger Assay wurde zur Identifizierung von Hybridomen ver-
wendet, die mit humanem CTLA-4 reaktive, humane Antikorper sekretieren. Dieser Assay war identisch, auller
daR die ELISA-Platten mit rekombinantem CTLA-4-Fusionsprotein, anstelle von Ziege-Anti-humanem Fc-gam-
ma-Antikérper beschichtet wurden.
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Charakterisierung monoklonaler Antikorper

[0271] 72 Hybridome, die gemal ELISA humanes IgG-kappa, das an humanes CTLA-4 bindet, sekretieren,
wurden subkloniert. 47 dieser Subklone wurden zur Bestimmung, ob die sekretierten humanen Antikdrper an
CTLA-4-exprimierende Zellen binden, und ob die Antikérper das Binden von Iéslichem CTLA-4 an Zellen, die
B7 exprimieren, hemmen, getestet. Das Binden wurde mittels Durchflulzytometrie bestimmt. Zur Messung der
Hemmung wurden 50 Mikroliter jedes Uberstandes mit 10° LtkmB7.1-Zellen und 25 ng rekombinantem CT-
LA-4-Fusionsprotein inkubiert. Der Mittelwert der Kanalfluoreszenz wurde dann mittels DurchfluBzytometrie
bestimmt. Fig. 2 zeigt die Hemmung des Bindens von I8slichem CTLA-4 an Zellen, die B7.1 exprimieren. Der
Mittelwert der Kanalfluoreszenz (MCF) von LtkmB7.1-Zellen, die mit rekombinantem humanem CTLA-4-Fusi-
onsprotein gefarbt sind, wurde in Gegenwart eines Hybridomiberstandes bestimmt. Hybridome, die blockie-
rende Antikrper sekretieren, flihrten zu niedrigeren MCF-Werten. BNI3.1 (Kat.-Nr. 34580D, Pharmingen, San
Diego, CA) wurde als monoklonalen Maus-Antikdrpers zur positive Kontrolle, die das CTLA-4/B7-Binden blo-
ckieren, verwendet.

[0272] Ungefahr 40 % der Hybridome hemmen die CTLA-4-Bindung an den B7-Liganden stark.

[0273] Die Antikdrper aus den Klonen 10D1.3, 4B6.12 und 11E8 wurden durch BlAcore (Biacore AB, Uppsala,
Schweden) zur Bestimmung der Bindungskinetiken Uberprift. Das gereinigte, rekombinante, extrazellulare
CTLA-4-Fragment wurde an den CM5-Sensorchip bei 1200 Antworteinheiten (RU) gekoppelt. Das Binden wur-
de durch die Zugabe des Antikdrpers in Konzentrationen von 0,25, 0,5, 1, 2,5 und 5 pg/ml bei einer Flie3ge-
schwindigkeit von 5 pl/min gemessen. Die Bindungskurven wurden an ein Languir-Bindungsmodell unter Ver-
wendung der BIA-Auswertungs-Software (Biacore AB, Uppsala, Schweden) angepaldt. Die Antikorper wurden
durch Protein-A-Sepharose-Chromatographie gereinigt. Die bestimmten Hin- und Rickgeschwindigkeiten
werden in Tabelle 2 gezeigt:

Hybridom ka (1/Ms) kd (1/s) ka (1/M)
10D1.3 4,1x10° 1,0 x 10 4x10°
4B6.12 51x10° 1,3x 10* 4x10°

11E8 43x10° 1,8x 10 2x10°

Tabelle 2. Kinetiken fiir das Binden humaner IgG-kappa-Antikérper an rekombinantes CTLA-4, immobilisiert
auf einer Oberflache.

[0274] Serienverdinnungen 10 unterschiedlicher humaner IgG-kappa-Anti-humanes-CTLA-4-monoklonaler
Antikorper (3A4, 9A5, 2E2, 2E7, 4B6, 4E10, 5C4, 5G1, 11E8 und 11G1) wurden zu Mikrotiterlochern, beschich-
tet mit rekombinantem CTLA-4-Fusionsprotein, zugegeben. Nach 2 Stunden Inkubation wurde der biotinylierte
Antikorper 11E8 bei einer Konzentration von 0,1 pg/ml in jedes Loch gegeben. Die Proben wurden 30 Minuten
inkubiert, gewaschen und gebundene Antikorper mit alkalischer Phosphatase/Streptavidin-Konjugat detektiert.
Die Titrationen sind in Fig. 3 gezeigt. Die Antikdrper-11E8-Bindung wurde durch sich selbst und 7 andere hu-
mane Antikorper blockiert. Das Binden wurde jedoch nicht durch die Antikdrper 3A4 oder 9A5 blockiert. Rezi-
proke Bindungsexperimente zeigten, dall die 11E8-Bindung weder die 3A4- noch die 9A5-Bindung an CTLA-4
blockierte.

DNA-Sequenz

[0275] RNA wurde aus ungefahr 2 x 108 Zellen jeder subklonierten Hybridomzellinie extrahiert und zur Syn-
these von cDNA unter Verwendung von Reagenzien und Protokollen von Invitrogen verwendet (Micro-Fast-
Track and cDNA Cycle: Kat.-Nr. L1310-01, und Nr. K1520-02, Invitrogen, Carlsbad, CA). Humane Immunoglo-
bulin-Schwer- und -kappa-Leichtketten-V-Regionfragmente wurden durch PCR unter Verwendung von pfu-Po-
lymerase (Stratagene, La Jolla, CA), degenerierten FR1-Primern und einmaligen Primern des konstanten Be-
reiches, amplifiziert. Die resultierenden PCR-Fragmente wurden in den pCR-Blunt-Vektor (Invitrogen, Carls-
bad, CA) geklont und die Sequenz des Inserts bestimmt. Die vorlaufigen Sequenzen fir das Schwer- und
Leichtkettenfragment von Hybridom 10D1.3 werden in Fig. 4 gezeigt. Die bestimmten Sequenzen fiir das
Schwer- und Leichtkettenfragment von Hybridom 10D1.3 werden in Fig. 5 bis Fig. 8 gezeigt.
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Tabelle 3. CDR-Sequenzen von leichten und schweren Ketten fiir MAbs 10D1, 4B6, und 1E2.

Kette HuMAb | CDR1 Seq [ CDR2 Seq | CDR3 Seq
iD iD ID

Nr.: Nr.: Nr.:

leichte 10D!1 RASQSVGSSYLA 24 GAFPSRAT 29 OQYGSSFWT 35
4B6 RASQSVSSSFLA 25 GASSRAT 30 QQYGSSPWT 35

Kette 1E2 RASQGISSWLA 26 ARSSLQS 31 QUYNSYPPT 36
schwere | 10D! SYDH 27 P1SYDGNNKYYADSVKG 32 TGWLGPFDY 37
4B6 SYTVH 27 PISYDGSNKHYADSVKG 33 TGWLGPFDY 38

Kette 1E2 SYGMH 28 VIWYDGSNKYYADSVKG 34 APNYIGAFDV 39

Beispiel 4. Verwendung partieller Antikdrpersequenzen zur Expression intakter Antikdrper

[0276] Antikdrper interagieren mit Zielantigenen vorwiegend durch Aminosaurereste, die sich in den sechs
Schwere- und Leichte-Kette-komplimentaritatsbestimmenden Bereichen (CDRs) befinden. Aus diesem Grund
sind Aminosauresequenzen in CDRs zwischen einzelnen Antikérpern verschiedener als Sequenzen aufierhalb
der CDRs. Da CDR-Sequenzen fiir die meisten Antikdrper-Antigen-Interaktionen verantwortlich sind, kénnen
rekombinante Antikdrper exprimiert werden, die die Eigenschaften spezieller, natirlich vorkommender Antikor-
per durch die Konstruktion von Expressionsvektoren, die CDR-Sequenzen aus dem speziellen, natrlich vor-
kommenden Antikorper, verpflanzt auf Gerilistsequenzen aus einem anderen Antikdrper mit anderen Eigen-
schaften, umfassen, nachahmen (Jones et al., 1986, Nature 321, 522-525). Solche Gerlstsequenzen sind aus
offentlichen DNA-Datenbanken erhaltlich, die Keimbahn-Antikérper-Gensequenzen umfassen. Diese Keim-
bahnsequenzen werden sich von den reifen Antikorpergensequenzen unterscheiden, da sie keine komplett zu-
sammengebauten variablen Gene umfassen werden, die wahrend der B-Zellreifung durch V(D)J-Joining ge-
bildet werden. Keimbahn-Gensequenzen werden sich auch von der Sequenz eines Antikorpers des sekunda-
ren Repertoirs mit hoher Affinitat an einzelnen Nukleotiden aufgrund somatischer Mutationen unterscheiden.
Somatische Mutationen sind jedoch nicht gleichmaRig Gber den variablen Bereich verteilt. Beispielsweise sind
somatische Mutationen in dem Amino-terminalen Teil der GerUstregion 1 und in dem Carboxy-terminalen Teil
der GerUstregion 4 relativ selten. Ferner verandern viele somatische Mutationen die Bindungseigenschaften
des Antikorpers nicht signifikant. Aus diesem Grund muf nicht die gesamte DNA-Sequenz eines bestimmten
Antikdrpers zur Nachbildung eines intakten rekombinanten Antikérpers mit ahnlichen Bindungseigenschaften
wie denen des urspringlichen Antikorpers erhalten werden (siehe PCT/US99/05535 (WO 99/45962), einge-
reicht am 12. Marz 1999). Fir diesen Zweck ist fir gewdhnlich eine partielle Schwer- und Leichtkettensequenz,
die die CDR-Regionen umfafdt, ausreichend. Die partielle Sequenz wird zur Bestimmung davon verwendet,
welche variablen und verbindenden Keimbahngensegmente zu den rekombinierten, variablen Antikdrperge-
nen beitragen. Die Keimbahnsequenz wird dann zum Auffiillen fehlender Teile des variablen Bereiches ver-
wendet. Schwer- und Leichtketten-Leader-Sequenzen werden wahrend der Proteinreifung gespalten und tra-
gen nicht zu den Eigenschaften des endgliltigen Antikdrpers bei. Aus diesem Grund muf} die entsprechende
Keimbahn-Leader-Sequenz fiir Expressionskonstrukte nicht verwendet werden. Fir die Hinzufiigung fehlen-
der Sequenzen kdnnen geklonte cDNA-Sequenzen mit synthetischen Oligonukleotiden durch Ligation oder
PCR-Amplifikation kombiniert werden. Alternativ kann der gesamte variable Bereich als eine Gruppe kurzer,
Uberlappender Oligonukleotide synthetisiert und durch PCR-Amplifikation zur Erzeugung eines vollstandig
synthetischen Klons des variablen Bereiches kombiniert werden. Dieses Verfahren hat bestimmte Vorteile wie
die Eliminierung oder den Einschlu® bestimmter Restriktionsstellen oder die Optimierung bestimmter Codons.

[0277] Die Nukleotidsequenzen von Schwer- und Leichtkettentranskripten aus einem Hybridom werden zur
Gestaltung einer Uberlappenden Gruppe synthetischer Oligonukleotide verwendet, um synthetische V-Se-
quenzen mit identischen Aminosaurekodierenden Kapazitaten wie die natirlichen Sequenzen zu erzeugen.
Die synthetischen Schwer- und kappa-Leichtkettensequenzen kénnen sich von den natirlichen Sequenzen in
drei Arten unterscheiden: Folgen wiederholter Nukleotidbasen werden zur Erleichterung der Oligonukleotid-
synthese und PCR-Amplifikation unterbrochen; optimale Translationsinitiationsstellen werden gemag der Koz-
ak-Richtlinien eingefihrt (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266, 19867-19870) und Hindlll-Stellen werden strom-
aufwarts der Translationsinitiationsstellen konstruiert.

[0278] Sowohl fiir den variablen Schwere- als auch den variablen Leichte-Kette-Bereich werden die optimier-
ten kodierenden und die entsprechenden nicht-kodierenen Strangsequenzen in 30-50 Nukleotidsegmente auf-
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gebrochen, so dal die Briiche zwischen den Nukleotiden fir die kodierende Strangsequenz ungefahr in der
Mitte des entsprechenden nicht-kodierenden Oligonukleotids auftreten. Daher kénnen sich die Oligonukleotide
fur jede Kette in Uberlappenden doppelstrangigen Gruppen versammeln, die die gewlinschte Sequenz kom-
plett umfassen. Diese Oligonukleotide werden in Pools, die Templates aus 150-400 Nukleotiden Gberspannen,
vereinigt. Die Pools werden dann als Muster zur Produktion von PCR-Amplifikationsprodukten, die 150-400
Nukleotiden Uberspannen, verwendet. Typischerweise wird eine einzelne Oligonukleotidgruppe des variablen
Bereiches in zwei Pools aufgebrochen, die separat amplifiziert werden, um zwei Gberlappende PCR-Produkte
zu erzeugen. Diese uberlappenden Produkte werden dann durch PCR-Amplifikation zur Bildung des komplet-
ten variablen Bereiches vereinigt. Nach Bedarf kann auch ein Uberlappendes Fragment des konstanten
Schwere- oder Leichte-Kette-Bereiches (umfassend die Bbsl-Stelle der kappa-Leichkette, oder die Agel-Stelle
der gamma-Schwerkette) in der PCR-Amplifikation enthalten sein, um Fragmente zu erzeugen, die leicht in die
Expressionsvektorkonstrukte geklont werden kénnen.

[0279] Die rekonstruierten variablen Schwere- und Leichte-Kette-Bereiche werden dann mit geklonten Pro-
moter-, Translationsinitiations-, Konstanter-Bereich-, 3'-untranslatierten, Polyadenylierungs- und Transkripti-
onsterminationsequenzen kombiniert, um Expressionsvektorkonstrukte zu bilden. Die Schwer- und Leichtket-
ten-Expressionskonstrukte kénnen in einem einzelnen Vektor kombiniert, in Wirtszellen, die dann zur Bildung
einer Wirtszelle, die beide Ketten exprimiert, fusioniert werden, co-transfiziert, seriell transfiziert oder separat
transfiziert werden.

[0280] Plasmide zur Verwendung bei der Konstruktion von Expressionsvektoren fiir humanes IgGk werden
nachstehend beschrieben. Die Plasmide wurden so konstruiert, dall PCR-amplifizierte V-Schwere- — und
V-Leichte- -kappa-Ketten-cDNA-Sequenzen zur Rekonstruktion kompletter Schwer- und Leichkettenminigene
verwendet werden konnten. Diese Plasmide kénnen zur Expression vollstandig humaner oder chiméarer IgG1k-
oder IgG4k-Antikdrper verwendet werden. Ahnliche Plasmide kénnen fiir die Expression anderer Schwerket-
tenisotypen oder fir die Expression von Antikérpern, die lambda-Leicht-Ketten umfassen, konstruiert werden.

[0281] Das kappa-Leicht-Kette-Plasmid, pCK7-96 (SEQ ID Nr.: 40), umfal3t den konstanten kappa-Bereich
und eine Polyadenylierungsstelle, so dalk kappa-Sequenzen, amplifiziert mit 5'-Primern, die stromaufwarts des
Initiators Methionin HindllI-Stellen umfassen, mit Hindlll und Bbsl digeriert und in pCK7-96, digeriert mit Hindlll
und Bbsl, geklont werden kénnen, um eine komplette Leichtketten-kodierende Sequenz zusammen mit einer
Polyadenylierungsstelle zu rekonstruieren. Diese Kassette kann als ein Hindlll/Notl-Fragment isoliert und an
Transkriptionspromotersequenzen ligiert werden, um ein funktionelles Minigen fiir die Transfektion in Zellen zu
erzeugen.

[0282] Das Gamma-1-Schwer-Kette-Plasmid, pCG7-96 (SEQ ID Nr.: 41), umfal3t den konstanten humanen
gamma-1-Bereich und eine Polyadenylierungsstelle, so dall gamma-Sequenzen, amplifiziert mit 5'-Primern,
die stromaufwarts des Initiators Methionin Hindlll-Stellen umfasen, mit Hindlll und Agel digeriert und in
pCG7-96, digeriert mit Hindlll und Agel, geklont werden kénnen, um eine komplette gamma-1-Schwerkette-ko-
dierende Sequenz zusammen mit einer Polyadenylierungsstelle zu rekonstruieren. Diese Kassette kann als
ein Hindlll/Sall-Fragment isoliert und an Transkriptionspromotersequenzen ligiert werden, um ein funktionelles
Minigen fur die Transfektion in Zellen zu erzeugen.

[0283] Das Gamma-4 Schwer-Kette-Plasmid, pG4HE (SEQ ID Nr.: 42), umfal3t den konstanten humanen
gamma-4-Bereich und eine Polyadenylierungsstelle, so dall gamma-Sequenzen, amplifiziert mit 5'-Primern,
die stromaufwarts des Initiators Methionin Hindlll-Stellen umfassen, mit Hindlll und Agel digeriert und in
pG4HE, digeriert mit Hindlll und Agel, geklont werden kénnen, um eine komplette gamma-4-Schwer-Kette-ko-
dierende Sequenz zusammen mit einer Polyadenylierungsstelle zu rekonstruieren. Diese Kassette kann als
ein Hindlll/EcoRI-Fragment isoliert und an Transkriptionspromotersequenzen ligiert werden, um ein funktionel-
les Minigen fur die Transfektion in Zellen zu erzeugen.

[0284] Zur Expression der rekonstruierten Gene der schweren und leichten Kette kann eine Vielzahl unter-
schiedlicher Promotoren verwendet werden (einschlieR3lich, aber nicht beschrankt auf CMV, Ubiquitin, SRalpha
und beta-Actin). Beispielsweise kann der Vektor pPCDNAS3.1+ (Invitrogen, Carlsbad, CA) mit Hindlll und entwe-
der Notl, Xhol oder EcoRI zur Ligation mit den oben beschriebenen kappa-, gamma-1- oder gamma-4-Kasset-
ten gespalten werden, um Expressionsvektoren zu bilden, die direkt in Sdugerzellen transfiziert werden kén-
nen.
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Beispiel 5. 10D.1-Bindung an CTLA-4

A. 10D1-Bindung an gereinigtes, rekombinantes humanes CTLA-4

[0285] Das Binden von 10D1 an gereinigtes, rekombinantes humanes CTLA-4 wurde durch ELISA unter Ver-
wendung von Standardverfahren und -vorgehensweisen gezeigt ( Fig. 9 und Fig. 10). Mikrotiterplatten, be-
schichtet mit gereinigtem CTLA-4, wurden mit variierenden Konzentrationen von 10D1 inkubiert und dann mit
Ziege-Antihumanes-IgG-F(ab')2, konjugiert an alkalische Phosphatase, entwickelt. Die Daten demonstrieren
das dosisabhangige Binden von 10D1, das gut an eine 4-Parameterkurve angeglichen ist (Korrelationskoeffi-
zient —1,0). Die halbmaximale Bindung bei 15 ng/ml reflektiert die hohe Bindungskapazitat von 10D1 an CT-
LA-4. Eine Sattigung der Bindung wurde bei ungefahr 0,1 ug/ml beobachtet.

B. 10D.1-Bindung an CTLA-4, exprimiert auf der Plasmamembran von T-Zellen

[0286] Zur Demonstration des Bindens von 10D1 an CTLA-4, exprimiert auf der Plasmamembran von T-Zel-
len, werden die Ergebnisse in Fig. 10 aus einem DurchfluRzytometrie-Assay gezeigt. Der DurchfluRzytomet-
rie-Assay wurde mit einer T-Zellinie, transfiziert zur Expression hoher Konzentrationen an humanem CTLA-4
(als 58aBCTLA-4/CD3zeta-Zellen bezeichnet), verwendet. Variierende Konzentrationen an fluoresceiniertem
10D1 (10D1-FITC) wurden mit 58aBCTLA-4-Zellen inkubiert. Die zellassoziierte Fluoreszenz wurde mittels
DurchfluBzytometrie bestimmt. Wie bei dem gereinigten CTLA4, band 10D1 dosisabhangig an CTLA4-expri-
mierende Zellen, was gut in eine 4-Paramatergleichung pafite (Korrelationskoeffizient -,999). Die halbmaxima-
le Bindung betrug 190 ng/ml, und die Sattigung war bei 2 ug/ml erreicht. 10D1 band weder an die getesteten
CTLA4-negativen Zellinien, die SKBR-3-, BT474- und MCF10A-Brustepitheltumore und L540-Hodgkin-Tumor-
zellen umfassen, noch an Zellen, die Maus-CTLA-4 exprimieren. Diese Daten zeigen die Spezifitat von 10D1
fur humanes CTLA an. Es wurde jedoch gezeigt, daf 10D1 mit Makak-CTLA-4 kreuzreagiert (sieche unten).

C. Kreuzreaktivitat von 10D1 mit normalen humanen Geweben

[0287] In dieser Studie wurde eine fluoresceinierte Form des Testgegenstandes (10D1-FITC) zur Bewertung
der Bindung verwendet. Das Ziel der Studie war die Bewertung der potentiellen Kreuzreaktivitat von
10D1-FITC mit Kryosektionen von normalen humanen Geweben. Es wurde keine unerwartete Kreuzreaktivitat
beobachtet.

[0288] Die Studie wurde gemaf der Richtlinien der Food and Drug Administration's Good Laboratory Practice
(GLP) (21 CFR Part 58) durchgefiihrt. Die Platte mit humanem Gewebe enthielt alle Gewebe auf der ,vorge-
schlagenen Liste fir humanes Gewebe, das fur immunohistochemische Untersuchungen der Kreuzreaktivitat
in Annexll der EC CPMP Guideline 111/5271/94, ,Production and quality control of monoclonal antibodies" und
alle Gewebe, empfohlen in 1997 US FDA/CBER ,Points to Consider in the Manufacture and Testing of Mon-
clonal Antibody Products for Human Use".

[0289] Unter Verwendung eines indirekten Immunoperoxidase-Verfahrens, einer 10D1-FITC-spezifisch ge-
farbten, Positivkontroll-, Humanes-CTLA4-exprimierender, 58abCTLA4CD3zeta-Zellen sowie Positivkon-
troll-Lymphozyten in einer humanen Mandel war die 10D1-FITC-Reaktivitat maRig bis stark, und es wurden
zwei Konzentrationen an Antikdrpern uberprift (10 pg/ml und 2,5 pg/ml). Sowohl in den Positivkon-
troll-58abCTLA4CD3zeta- als auch den Positivkontroll-Humanmandel-Lymphozyten farbte 10D1-FITC spezi-
fisch diskrete, runde Kérnchen an der Membran und in Zytoplasma unmittelbar unter der Membran. Die Reak-
tivitat wurde mit gelegentlichen follikularen, interfollikularen und subepithelialen Lymphozyten beobachtet. We-
niger als 1 bis 2 % aller Mandellymphozyten waren reaktiv mit 10D1-FITC.

[0290] 10D1-FITC reagierte nicht mit der Negativkontrolle von humanem Gehirn (Cerebellum). Eine Iso-
typ-matched Antikérper-Negativkontrolle (HulgG1-k-FITC) band nicht spezifisch an die Positivkontrolle huma-
ner CTLA4-exprimierender 58aBCTLA4CD3zeta oder humane Mandel, noch band sie spezifisch an die Nega-
tivkontrolle von humanem Gehirn (Cerebellum).

[0291] Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitdt wurde 10D1-FITC in zwei Konzentrationen (10 pg/ml und 2,5
pg/ml) auf eine Platte mit normalen humanen Geweben aufgebracht. Die spezifische 10D1-FITC-Reaktivitat
wurde fir Lymphozyten in der Mandel (3/3 Spendern), Submukosalymphoidnodulus im Darm (Gastrointesti-
naltrakt-Darm [1/3 Spendern]) und Blutausstrich (2/3 Spendern) beobachtet.

[0292] Immunoreaktive Zellen wurden als Lymphozyten, basierend auf der typischen Morphologie (runde mo-
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lekulare Zellen mit grolem Kern: Zytoplasmaverhaltnis und wenig Zytoplasma, Mangel an dendritischen Ver-
fahren, 10-15 ym Durchmesser) und Lokation in den Geweben (z. B. typische Lokation in Lymphoidgeweben)
identifiziert. In den Mandeln aller drei Spender (Testgewebe), Lymphozyten, farbte 10D1-FITC spezifisch dis-
krete, runde Kérnchen an der Membran und in dem Zytoplasma unmittelbar unter der Membran. Die Reaktivitat
wurde mit gelegentlichen follikularen, interfollikularen und subepithelialen Lymphozyten beobachtet. Weniger
als 1-2 % aller Mandellymphozyten waren mit 10D1-FITC reaktiv.

[0293] In 1/3 gepriften Spendern farbte 10D1-FITC auch spezifisch diskrete Kérnchen in gelegentlichen fol-
likularen und interfollikularen Lymphozyten, die sich in Submukosalymphoidnodulen im Darm (Gastrointesti-
naltrakt-Darm [Dickdarm]) befanden. Wiederum wurden diskrete Membrankérnchen gefarbt.

[0294] In peripheren Blutausstrichen aus zwei von drei gepriften Spendern farbte 10D1-FITC spezifisch dis-
krete Kérnchen von ungeféhr 1 um Durchmesser, assoziiert mit der Membran seltener Lymphozyten. Die Kérn-
chen waren in einem Ring- oder einem Kurvenmuster angeordnet. Weniger als 1-2 % aller peripheren Blutleu-
kozyten waren mit 10D1-FITC reaktiv.
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Tabelle 4. Kreuzreaktivitat von MAb 10D1 mit normalen humanen Geweben

Testgegen- Negativkontrolle
stand von Antikérper
10D1-FITC HulgG1-k-FITC
Gewebe 10 ug/mi 2,5 pug/mi 10 ug/ml 2,5ug/ml| Assay- B2-Mikro-
kontrolle* globulin
Positivkontrolle 3-4+ 2-4+ Neg Neg Neg Pos
von
58aBCTLA4CD
3zeta-Zellen
Positivkontrolle 2-3+ 2-3+ Neg Neg Neg Pos
von Lymphozy-
ten in humaner
Mandel
Negativkontrolle Neg Neg Neg Neg Neg Pos
von humanem '
Gehirn - Cere-

bellum

Nebennieren Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Blut Pos
Neutrophile Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Lymphozyten 2+ (selten) Neg Neg Neg Neg Pos
Eosinophile Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Monozyten Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Blutplattchen Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Blutgefa® (En- ausgefiihrt unter einzelnen Geweben
tothel), geprift
in allen Gewe-
ben
Knochenmark Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Gehirn - Cere- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
bellum
Gehirn - Cere- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
brum (Kortex)
Brust (Brustdri- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
se)

Auge Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Gastrointesti- 2-3+ 2-3+ Neg Neg Neg Pos
naltrakt-Darm

(Dickdarm)
Submukosa-
lymphoidnodu-
lus (gelegentli-
che follikulare
und interfolliku-
l&re Lymphozy-
ten)
Gastrointestinal- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
trakt-Darm
(Dickdarm) ande-|
re Elemente
Gastrointesti- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
naltrakt -
Osophagus
Gastrointesti- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
naltrakt - Dinn-
darm
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Testgegen- Negativkontrolie
stand von Antikérper
10D1-FITC : HulgG1-k-FITC
Gewebe 10 png/mi 2,5 pg/mi 10 pg/ml 2,5ug/mlj Assay- B2-Mikro-
kontrolle* globulin
Gastrointesti- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
naltrakt - Magen
Herz Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Niere (Glomeru- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
lum, Tubulus)
Leber Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Lunge Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Lymphknoten Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Eierstock Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Eileiter (Ovi- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
dukt)
Pankreas Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Nebenschild- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
drise .
periphere Ner- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
ven
Hypophysen Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Plazenta Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Prostata Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Speicheldrise Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Haut Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Rickenmark Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Milz Neg Neg Neg Neg Neg Pos
gestreifter (Ske- Neg Neg Neg Neg Neg Pos
lett-) Muskel
Testis Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Thymus Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Schilddrise Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Mandellympho- 2+ 1-2+ Neg Neg Neg Pos
zyten (gelegent-
liche follikulare,
interfollikulare
und subepithe-
liale Lymphozy-
ten)
Mandel, andere Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Elemente
Harnleiter Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Harnblase Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Uterus-Koérper Neg Neg Neg Neg Neg Pos
(Endometrium)
Uterus-Hals Neg Neg Neg Neg Neg Pos
Testantikérper weggelassen

D. Spezifische Reaktivitat von 10D.1 mit Makaken-CTLA-4

[0295] Die spezifische Reaktivitdt mit Makaken-CTLA-4 wurde unter Verwendung von T-Zellen, transfiziert
zur Expression des Makaken-CTLA-4 bei hohen Konzentrationen, demonstriert (Tabelle 5). Diese Daten sug-
gerieren, daf das CTLA-4-Epitop fir 10D1 zwischen Makaken und Menschen konserviert ist, weshalb der Ma-
kake ein gutes Modell zur In-vivo-Bewertung der Sicherheit von Anti-CTLA4-HuMAb-10D1 ist.
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Tabelle 5
Spezies Reaktivitat des Isotyps Reaktivitat von 10D1
(MF1) (MFI)
humanes CTLA4 3 662
Makaken-CTLA4 4 606
Maus-CTLA4 (Negativkontrolle) ) 5

[0296] MADb 10D1 (10 pg/ml) wurde mit Zellinien, die rekombinantes CTLA-4 aus verschiedenen Spezies ex-
primieren, inkubiert und durch FITC-anti-humanes IgG detektiert. Die zellassoziierte Fluoreszenz wurde durch
FACScan bestimmt und als die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben. Diese Daten zeigen, dall MAb
10D1 gut mit Makaken- und humanem CTLA-4, aber nicht mit Maus-CTLA-4 reagiert.

Beispiel 6. 10D1-Blockierung von CTLA-4 an B7-Liganden

[0297] Um zu zeigen, dafl® die 10D1-Bindung an CTLA-4 die Interaktion von CTLA-4 mit CTLA-4-Liganden,
B7.1- und B7.2, blockiert, wurden Konkurrenzassays mittels Durchfluzytometrie durchgefihrt (Fig. 11 und
Fig. 12). Wie in Fig.11 gezeigt, wurde das FITC-markierte humane B7.2-Ig-Fusionsprotein mit
58aBCTLA4-T-Zellen und verschiedenen Konzentrationen von 10D1 MAb inkubiert. In Fig. 12 wurde das
FITC-markierte CTLA4-Ig-Fusionsprotein mit Maus-B7.1-transfizierten Zellen und verschiedenen Konzentrati-
onen von 10D1 MADb inkubiert.

[0298] Die Konkurrenzassays demonstrieren die Fahigkeit von 10D1, CTLA4-B7-Interaktionen bei geringen
Konzentrationen (1-10 pg/ml) effektiv zu hemmen. Die wirksame Konzentration wéare unter physiologischen
Bedingungen, die weitaus geringere Konzentrationen von CTLA-4- und B7-Molekilen haben, wahrscheinlich
viel geringer. Unter Verwendung biotinylierter Reagenzien in ELISA-Assays wurden dhnliche Daten erhalten.

[0299] Diese In-vitro-Studien demonstrieren, dal® MAb 10D1 humanes CTLA-4 mit hoher Affinitat und Spezi-
fitat bindet, und da® das Binden von 10D1 die Interaktion zwischen co-stimulierenden B7-Molekilen und CT-
LA-4 aufhebt. Diese Daten fir 10D1 stimmen mit In-vitro-Aktivitatsprofilen fir Anti-Maus-CTLA-4-Antikorper,
die Wirksamkeit in Maus-Tumor-Modellen demonstriert haben, tGberein.

Beispiel 6. Epitop-Mapping von 10D.1

[0300] Konkurrenz-ELISAs wurden mit Biotin-markierten und nicht-markierten Antikérpern zur Bestimmung
der CTLA-4-Epitopspezifitdt durchgefiihrt. Vier Anti-CTLA-4-Epitopbindungsgruppen wurden unter den huma-
nen Antikérpern identifiziert, und weitere zwei Epitope wurden durch die kommerziellen monoklonalen
Maus-Antikdrper BNI3 (Pharmingen, San Diego, Ca) und 8H5 (Anzelle Corp. Bayport, Mn) definiert. Die Fig. 3
und FEig. 13A-Fig. 13G zeigen die Ergebnisse konkurrierender Bindungsassays, die eine unterschiedliche
Konkurrenz unter den Antikérpern hinsichtlich des Bindens an CTLA-4 demonstrieren. Diese Ergebnisse sind
in Tabelle 6 zusammengefalt.

[0301] Die Antikérper in den Anti-CTLA-4-Epitopbindungsgruppen 4a und 4b haben &hnliche Bindungsmerk-
male und sind ferner starke Blocker der CTLA-4-Ig-Bindung an Zelloberflachen-exprimiertes B7.1 (Tabelle 6).
Beispielsweise zeigt Fig. 3 Ergebnisse mit Biotin-markiertem 11E8-Antikdrper und 10 nicht markierten Antikor-
pern (3A4, 9A5, 2E2, 2E7, 4B6, 4E10, 5C4, 5G1, 11E8 und 11G1). Die Antikorper-11E8-Bindung wurde durch
ihn selbst und 7 der anderen humanen Antikérper in den Epitopgruppen 4a und 4b blockiert. Die Bindung von
11E8 wurde jedoch nicht von den Antikérpern 3A4 oder 9A5 (Epitopgruppen 1 und 2) blockiert. Reziproke Bin-
dungsexperimente zeigten, dal die 11E8-Bindung weder die 9A5- noch die 3A4-Bindung an CTLA-4 blockierte
(Fig. 13A und Fig. 13B). Ahnliche Ergebnisse werden fiir den Antikdrper 10D1 der Epitopgruppe 4a und den
Maus-Antikdrper 147 gezeigt ( Eig. 13D und Eig. 13F). Die Antikérper in Epitopgruppe 4b (Eig. 13E) sind ahn-
lich den Antikérpern der Gruppe 4a, mit der Ausnahme, daf} die Antikorper der Epitopgruppe 4b mit den Anti-
korpern der Epitopgruppe 2 in reziproken Bindungsexperimenten konkurrieren (Eig. 13B). Humane Antikorper,
die zu den Epitopgruppen 3, 4a und 4b gehoren, sind wirksame Blocker der CTLA-4/B7.1-Bindung (Fig. 3 und
Tabelle 6).
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Tabelle 5. CTLA-4MABs: Epitop- und CTLA-4/B7.1-Blockierung

Eigenschaften
Epitop monoklonaler Konkurrenz um CTLA-4-Bindung Blockiert das Binden
Antikérper ' von CTLA-4-lg an
B7.1 auf LtkmB7.1
1 9A5 keine Konkurrenz aus den Gruppen 3, 4a, 4b, 5 nein
und 6
schwache Konkurrenz aus Gruppe 2
2 3A4 Einseitige Konkurrenz aus den Gruppen 1, 4b, 5 nein
1E2 und 6

keine Konkurrenz mit 4a
schwache Konkurrenz aus Gruppe 3
3 5A8 Konkurrenz mit 4a and 4b ja
etwas Konkurrenz mit 2
keine Konkurrenz aus 1 und 5

4a 10D1 Kreuzkonkurrenz mit allen Mitgliedern von 4b. ja
147* Konkurrenz aus 6 (nicht-reziprok)
11E8 keine Konkurrenz mit 1, 2 und 5.
11G1 schwache Konkurrenz mit 3.
4E10
5C4
3F10
4b 4B6 Kreuzkonkurrenz mit allen Mitgliedern von 4a ja
4A1 Konkurrenz mit 2
2E2 schwache Konkurrenz mit 3.
2E7 keine Konkurrenz mit 1 und 5.
2G1 Konkurrenz aus 6 (nicht-reziprok)
5 BNI3** Konkurrenz mit 6, keine Konkurrenz mit den Grup-  ja
pen 1 bis 4
6 8H5*** Konkurrenz mit 5, keine Konkurrenz mit den Grup-  ja
pen 1 bis 4

Konkurrenz mit Gruppe 3 nicht getestet

* monoklonaler Maus-Antikérper
** erhaltlich von Pharmingen, BNI3 Katalog-Nr. 34580 D, San Diego CA.
*** grhaltlich von Anzelle, ANC152.2/8H5 Katalog-Nr. 359-020, Anzelle Corp. Bayport, Mn.

Beispiel 7. 10D1 bindet an humane aktivierte T-Zellen

[0302] Die Fahigkeit eines 10D1-Antikdrpers, an CTLA-4, exprimiert durch normale humane T-Zellen, zu bin-
den, wurde mittels DurchfluBzytometrie-Analyse ruhender und aktivierter T-Zellen untersucht (Fig. 14). Frisch
isolierte humane, mononukleére Zellen aus peripherem Blut bei 2 x 10%/ml wurden in Gegenwart oder Abwe-
senheit von 2 pg/ml des T-Zellenmitogens, Phytohemagglutinin (PHA), inkubiert. Nach vier Tagen Inkubation
wurden die Zellen gewaschen und mit den folgenden Antikorpern gefarbt: 1) kein Antikérper; 2) HulgG1-FITC,
ein humaner IgG1-Anti-EGF-Rezeptor-Antikdrper; 3) 10D1-FITC, humaner IgG1-Anti-CTLA-4-Antikorper und
4) 147-FITC-Maus-Anti-humanes-CTLA-4-Antikdrper. Nach der Inkubation fiir eine Stunde wurden die Zellen
gewaschen und mit Kaninchen-Anti-FITC-IgG, gefolgt von Ziege-Anti-Kaninchen-PE gefarbt. Die Analyse wur-
de an Lymphozyten, gerichtet durch Vorwarts- vs. Seitenstreuer, durchgefiihrt. Wie in Fig. 14 gezeigt, binden
die ruhenden Lymphozyten 10D1-Antikérper nicht, wahrend PHA-aktivierte T-Zellen geringe Konzentrationen
von CTLA-4 an der Zelloberflache exprimieren.

Beispiel 8. 10D1 vermittelt keine Komplement-abhangige oder Antikbrper-abhangige Lyse aktivierter T-Zellen
[0303] Es wurde die Fahigkeit von MAb 10D1, die Komplement-abhangige, zelluldre Zytotoxizitat (CDCC)
oder die Antikdrper-abhangige, zellulare Zytotoxizitat (ADCC) CTLA-4-exprimierender Zellen zu vermitteln, un-
tersucht.

[0304] Fur die CDCC-Experimente wurde Kaninchenserum als eine Quelle fir das Komplement verwendet,

um optimale Bedingungen fiir die CDCC zu schaffen. Es ist gezeigt worden, dal® das Kaninchenkomplement
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die CDCC mit humanen IgG, wirksamer vermittelt als ein humanes Komplement (Jurianz, Maslak et al., 1999).
PHA-stimulierte T-Zellen wurden mit °'Cr markiert und mit verschiedenen Konzentrationen von An-
ti-CTLA4-MAb 10D1 oder Anti-CD3-MAb, mit oder ohne Kaninchenserum als eine Quelle fiir das Komplement
inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation wurde das von sterbenden Zellen freigesetzte °'Cr unter Verwendung
eines Gammazahlers bestimmt. Targetzellen, inkubiert mit 2 % SDS, dienten als 100-%-Lysekontrollen. Das
Anti-CTLA-4-MAb 10D1 vermittelte die CDCC der aktivierten T-Zellen nicht (Figur 15). Unter denselben Bedin-
gungen flhre das Maus-IgG2_-Anti-CD3-MADb zu einer signifikanten CDCC. Sowohl Maus-1gG2, als auch hu-
manes IgG,; fixieren das Kaninchenkomplement effizient; daher spiegeln diese Differenzen hdchstwahrschein-
lich die stark reduzierte Expression von CTLA-4 im Vergleich zu CD3 auf aktivierten T-Zellen wider.

[0305] Dem ahnlich wurde keine ADCC-Aktivitat fir MAb 10D1 unter Verwendung autologer, mononuklearer
Zellen als Effektorzellen beobachtet (Fig. 16). PHA-stimulierte T-Zellen wurden mit 5'Cr markiert und mit ver-
schiedenen Konzentrationen von Anti-CTLA4-MAb 10D1 oder Anti-CD3-MAb und frischer, autologer, mononu-
kledrer Zellen inkubiert. Das Effektor-zu-Targetzelle-Verhaltnis betrug 100 : 1. Nach 4 Stunden Inkubation wur-
de das durch sterbende Zellen freigesetzte *'Cr unter Verwendung eines Gammazahlers bestimmt. Targetzel-
len, inkubiert mit 2 % SDS, dienten als 100-%-Lysekontrollen. Obgleich Anti-CD3-MAb ein Maus-1gG2, ist, das
ADCC mit humanen Effektorzellen effizient vermitteln kann, waren nur geringe Niveaus an ADCC zu beobach-
ten. Diese Daten stimmten mit den erforderlichen hohen Niveaus an Antigenexpression auf der Oberflache von
Targetzellen fur eine effiziente ADCC lberein. Da MAb 10D1 ein humanes IgG, ist, ein Isotyp, der im allgemei-
nen CDCC und ADCC vermitteln kann, ist der Mangel dieser Aktivitaten wahrscheinlich der Grund fir die sehr
geringe Expression von CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen. Ferner stimmt die Beobachtung erhéhter Zahlen an
aktivierten T-Zellen in den Toxikologiestudien von Primaten (siehe unten) mit der fehlenden ADCC- und CD-
CC-Aktivitat aktivierter T-Zellen durch MAb 10D1 in vivo Uberein.

Beispiel 9. 10D1 vorklinische Toxizitatsstudien an Cynomolgus-Affen

[0306] Zwei unabhangige Toxikologiestudien von 10D1-Antikérpern und Makaken wurden durchgefihrt. Es
wurden insgesamt acht Affen analysiert. Vier Affen (zwei mannliche und zwei weibliche) tolerierten drei i. v. Bo-
lusdosen von 3 mg/kg humanem Anti-CTLA-4, und vier Affen (zwei mannliche und zwei weibliche) tolerierten
drei i. v. Bolusdosen von 10 mg/kg humanem Anti-CTLA4 ohne signifikante klinische, immunotoxikologische
oder histopathologische Erkenntnisse.

A. 10D1-Toxikologiestudie an Primaten (3,0 mg/kg)

[0307] Fur die Untersuchung der Wirkungen von 10D1 in vivo wurde eine Primat-Toxikologiestudie mit zwei
Makaken durchgefuhrt. In einer Mehrfachdosis-Toxizitatsstudie tber MAb 10D1 wurde dieser Antikorper via in-
travenose Injektion den Makaken verabreicht. Das Ziel dieser Studie war die Bestimmung der Tolerierbarkeit
von MAb 10D1 bei zwei Affen, denen eine Dosis verabreicht wurde, und die zeitplankompatibel mit einer effi-
zienten Behandlung in einem Maus-Tumor-Regressionsmodell und der vorgeschlagenen Dosis in klinischen
Menschenstudien sind. Zwei weibliche Cynomolgus-Affen (Macaca fascicilaris) wurden mit drei intravendsen
Bolusdosen von 3,0 mg/kg 10D1 an den Tagen 1, 4 und 7 zur Bewertung der Sicherheit und T-Zellenaktivierung
in diesen Tieren behandelt. Die Tiere wurden hinsichtlich jeglicher nachteiliger Reaktionen, Gewichtsver-
lust/-zunahme und Morbiditat und Mortalitat bis zu 14 Tage nach der Verabreichung der ersten Dosis beobach-
tet. Sieben Tage nach der letzten Dosis wurden die Tiere getdtet und zur Untersuchung ihrer Organe einzeln
nekropsiert. Blutproben wurden vor jeder Dosis und vor der Nekropsie zur Uberpriifung der T-Zellenpopulatio-
nen und Expression der Aktivierungsmarkers mittels DurchfluBzytometrie gesammelt. Auch Plasma wurde aus
den Blutproben gesammelt, um die 10D1-Antikdrperkonzentrationen und Anti-10D1-Antikbrperantworten
durch ELISA zu bestimmen.

[0308] Die Tiere tolerierten die drei Dosen Antikdrper 10D1 ohne jegliche klinische Symptome wahrend der
Behandlung. Das Gewicht der Tiere veranderte sich nicht signifikant. An 47 Organen/Geweben, die bei der Ne-
kropsie fir jedes Tier Uberprift wurden, wurden keine makroskopischen Feststellungen dokumentiert.

[0309] Die Histopathologiestudien wurden in den Redfield-Laboren, Redfield, AR, durchgeflhrt. Die Ergeb-
nisse aus diesen Studien zeigten an, daf} die Mehrfachdosen von MAb 10D1 keine akute Toxizitat in irgend-
welchen der gepruften Organe und Gewebe erzeugte.

[0310] Die pharmakokinetische Analyse liel3 die Gegenwart signifikanter Konzentrationen (bis zu 97,3 pg/ml)

an 10D1-MAb im Plasma beider Affen erkennen (siehe Tabelle 7). Die Plasmakonzentrationen von 10D1 wur-
den durch einen Konkurrenzassay mit FITC-10D1 unter Verwendung der DurchfluBzytometrie und
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58aBCTLA-4-T-Zellen bestimmt.

Tabelle 7. 10D1-Plasmakonzentrationen

Zeitpunkt Affe 1 Affe 2
vor der 1. Dosis 0,0 (ug/ml Plasma) 0,0 (ug/ml Plasma)
Tag 4, vor der 2. Dosis 17,4 (ug/ml Plasma) 43,6 (ug/ml Plasma)
Tag 7, vor der 3. Dosis 83,6 (ng/ml Plasma) 97,3 (ug/ml Plasma)
Tag 14 90,2 (ng/ml! Plasma) 70,9 (ng/ml Plasma)

[0311] Die Bewertung der Anti-10D1-Antikérperantwort wurde durch ELISA durchgefihrt.

[0312] Es wurde keine signifikante Anti-10D1-Antwort in beiden Tieren im Verlauf der Studie beobachtet
(Fig. 17). Mikrotiterplatten wurden mit 10D1 MADb (fiir den IgM-Assay) oder 10D1 F(ab')2 (fir den IgG-Assay)
beschichtet. Die Dilutionen von Plasmaproben von verschiedenen Zeitpunkten wurden mit den Platten inku-
biert, und Anti-10D1-Antikdrper wurden entweder mit Anti-lgM- oder IgG-Fc-spezifischen alkalische Phospha-
tase-Reagenzien detektiert. Die IgM-Anti-10D1-Antikorper entwickelten sich scheinbar an Tag 14, die Titer wa-
ren jedoch sehr niedrig. Diese Daten demonstrieren, dal} die Affen nach drei Dosen des Antikorpers keine An-
ti-10D1-Antikérperantworten entwickelten.

[0313] Diese Daten demonstrieren, dald die Tiere im Verlauf der Studie keine signifikante Antikérperantwort
gegen MAb 10D1 entwickelten.

[0314] Die Immunotoxikologie wurde mittels DurchfluBzytometrie-Analyse der Lymphozytenpopulationen im
Verlauf der Studie untersucht. Die Gberpriften Lymphozytenuntergruppen umfaten CD3 als einen Marker fir
alle T-Zellen und CD20 als einen Marker fiir alle B-Zellen. Die T-Zellen wurden hinsichtlich der Expression von
CD4 (Helfer-T-Zellenmarker) und CD8 (zytotoxische T-Zellenmarker) sowie hinsichtlich der Aktivierung der
Marker CD25, CD29, CD69 und HLA-DR weiter unterteilt. Es waren keine merklichen Veranderungen der
T-Zellenpopulationen oder Expression der Aktivierungsmarker zu erkennen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8
unten zusammengefaldt.

Tabelle 8. DurchfluBzytometrie-Analyse von Lymphozytenpopulationen

Zeitpunkt I Affe #1 | ‘Affe #2
- %CD3 =61, %CD20= 16 %CD3 = 54, %CD20 =22

vor der 1. Dosis

%CD4 = 43, %CD8=50
%CD25<1, %CD29=41
%CD6Y = <1, %BHLA-DR =4

%CD4 =59, %CD8 =236
%CD2551, %CD29 =29
%CD69 <1, %HLA-DR =1

Tag 4, vor der 2. Dosis

%CD3 =58, %CD20=13
%CD4 =38, %CD8=52
%CD25< 1, %CD29 =52
%CD69<5 1, %HLA-DR=2

%CD3 = 56, %CD20 = 16
%CD4 = 62, %CD8 =37
%CD25 <1, %CD29 =36
%CD69 s 1, %HLA-DR s1

Tag 7, vor der 3. Dosis

%CD3 =59, %CD20= 15
%CD4 =47, %COB =59
%CD25=2, %CD29=44
%CD69=1, %HLA-DR =4

%CD3 =51, %CD20 =17
%CD4 =51, %CD8=239
%CD25 =1, %CD29 =39
%CDE9 = 1, %HLA-DR=2

Tag 14

%CD3 = 64, %CD20<= 14
%CD4 =49, %CDB = 44
%CD25=1, %CD29=44

%CD6S < 1, %HLA-DR = 15

%CD3 = 59, %CD20 =20
%CD4 =60, %CDB=235
%CD25<1, %CD28=34
%CD63 <1, %HLA-DR =1

[0315] Heparinisierte Blutproben wurden frisch mittels DurchfluRzytometrie unter Verwendung FITC- oder
PE-markierter Anti-Lymphozyt-Reagenzien analysiert. %CD3 und %CD20 basieren auf einem Lymphozy-
tengate. Die zusatzlichen T-Zellenmarker und Aktivierungsmarker basieren alle auf CD3-positiven Zellen. Die-
se Daten zeigen an, dal Mehrfachdosen von MAb 10D1 keine signifikante Wirkung auf die B- und T-Zellenpo-
pulationen oder die T-Zellenaktivierungsmarker haben.

B. 10D1-Primaten-Toxikologiestudie (3,0 und 10,0 mg/kg)
[0316] Sechs Cynomolgus-Affen (vier mannliche und zwei weibliche), experimentell nicht-naive und bei Be-

ginn der Studie 2,4 bis 3,8 kg schwer, wurden den in Tabelle 9 unten gezeigten Behandlungsgruppen zugeord-
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net.
Tabelle 9
Gruppe Nr. Anzahl Mann- | Dosiskonzentration | Dosis-Vol. Dosis-Lésung
chen/Weibchen (mg/kg) (ml/kg) Konz. (mg/mi
1 2/0 3 0,6 50
2 2/2 10 2,0 5,0

[0317] Jedes Tier erhielt eine Dosis an humanem Anti-CTLA-4 (5 mg/ml Konzentration) durch intravendse In-
jektion (d. h. ,slow-push"-Bolusinjektion) alle drei Tage fir eine Woche (d. h. an den Tagen 1, 4 und 7). Aus-
fuhrliche klinische Untersuchungen wurden mindestens zweimal taglich vorgenommen (,Kafig-Beobachtun-
gen"), und eine griindliche physische Uberpriifung wurde an jedem Tier vor der Studie und an Tag 12 durch-
gefihrt. Die Kérpergewichte wurden wochentlich gemessen (vor der Studie und an den Tagen 7 und 14), und
eine ophthalmoskopische Uberpriifung wurde an allen Tieren vor der Studie und an Tag 12 durchgefiihrt. Blut-
proben fiir die Bewertung der Serumchemie-, Hamatologie- und Koagulationsparameter wurden aus allen Tie-
ren vor der Studie und an Tag 14 genommen. Weitere Proben fiir ausgewahlte Hamatologieparameter (Voll-
blutbild oder weildes Differentialblutbild) wurden vor der Dosierung an jedem Dosiertag (Tage 1, 4 und 7) ge-
nommen. Urinproben fiir die Standardurinalyse wurden durch Drainage aus speziell gestalteten Kafigschis-
seln vor der Dosierung und an Tag 13 erhalten. Blutproben wurden auch vor jeder Dosis (Tage 1, 4 und 7) und
vor Beendigung (Tag 14) fir verschiedene Analysen, die von Medarex durchgefihrt wurden, genommen. Diese
umfalten die Analyse der Testgegenstandkonzentration (Pharmakokinetiken), die Bestimmung der Gegenwart
von Antikdrpern gegen den Testgegenstand und die DruchfluBzytometrie-Analyse. Alle Tiere wurden an Tag
14 getdtet, wobei zu diesem Zeitpunkt eine komplette makroskopische Nekropsie durchgefiihrt wurde, die
Hauptorgane gewogen und ein kompletter Standardgewebesatz aus jedem Tier gesammelt und zur Uberprii-
fung durch Lichtmikroskopie aufbereitet wurde.

[0318] Die intravendse Verabreichung von humanem Anti-CTLA-4 bei Dosiskonzentrationen von 3 mg/kg und
10 mg/kg alle drei Tage fiir insgesamt drei Dosen wurde von den Cynomolgus-Affen gut toleriert. Es gab keine
klinischen Anzeichen von Toxizitat aus den Kafig-Beobachtungen und physischen Untersuchungen, und keine
Auswirkungen auf das Korpergewicht, die okularen Untersuchungserkenntnisse, die klinischen Pathologiepa-
rameter, die Feststellungen aus der makroskopischen Nekropsie, die Organgewichte oder die Gewebehisto-
morphologie.

[0319] Die Ergebnisse der Analyse der Testgegenstandkonzentration in den Serumproben (d. h. durch Kon-
zentrationen, gemessen in Proben, die vor der Dosierung an den Tagen 4 und 7 und vor der Nekropsie an Tag
14 erhalten wurden) zeigten eine Dosis-abhangige Exposition zu dem Testgegenstand. An Tag 7 betrugen die
durchschnittlichen Vordosiskonzentrationen ungefahr 84 und 240 pg/ml fir die 3- bzw. 10-mg/kg-Dosis-Grup-
pen.

[0320] Ein Potential zur Akkumulation des Testgegenstandes in Serum bei dem Alle-drei-Tage-Dosierplan bei
Affen war aus dem Unterschied zwischen Talniveaus an Tag 4 und Tag 7 (d. h., die durchschnittlichen Konzen-
trationen an Tag 7 waren ungefahr zweimal so hoch wie an Tag 4) sowie aus den hohen Restkonzentrationen
an Tag 14 (eine Woche nach der letzten Dosis), die den Talkonzentrationen an Tag 7 ahnelten, ersichtlich. Ein
Nachweis fiir die Antikdrperbildung gegen den Testgegenstand wurde in zwei der sechs Studientiere detektiert
(eines aus Gruppe 1 und ein anderes aus Gruppe 2). In ersterem Fall schien es, als ob die Antikdrperantwort
die Clearance des Testgegenstandes aus dem Kreislauf beeintrachtigt hatte. Die DurchfluRzytometrie-Analyse
der Lymphozyten-Teilgruppen liel insgesamt einen moderaten Anstieg CD3-positiver Zellen zwischen den Ta-
gen 1 und 14 erkennen, was mit einem Anstieg der CD3/CD4-positiven Zellen und einer entsprechenden Ver-
ringerung CD3/CD8-positiver Zellen (nur Gruppe 2) korrelierte. Der Prozentsatz an CD3-Zellen, die CD29 und
HLA-DR exprimieren, stieg im Verlauf der Studie maRig an, was mit vorherigen Erkenntnissen, daR Anti-CT-
LA-4-Antikérper Antigen-spezifische T-Zellen steigern, tGbereinstimmt.

[0321] AbschlieRend ist anzumerken, daR, abgesehen von den geringfiigigen Anderungen der zirkulierenden
Lymphozytensubpopulationen, die in dieser Studie getestete hochste Dosiskonzentration (d. h. drei Dosen von
10 mg/kg, verabreicht in Abstanden von drei Tagen) eine Dosiskonzentration war, die absolut keine Wirkung
bei Cynomolgus-Affen zeigte.

54/104



DE 600 33530 T2 2007.10.31

Beispiel 10. Ein humaner klinischer Phase-I-Versuch mit MAb 10D1 in Prostatakrebs (MDXCTLA4-01) und Me-
lanom (MDXCTLA4-02)

[0322] MDXCTLA4-01 ist eine informationsoffene Studie des monoklonalen Antikérpers 10D1 (MAb 10D1)
gegen Anti-zytotoxisches T-Lymphozyt-assoziierten Antigen-4 (Anti-CTLA-4) an Patienten mit progressivem,
metastatischem, Hormon-refraktdrem Prostatakrebs. Die Behandlung ist eine Einzeldosis von MAb 10D1, die
intravends, als eine Infusion, mit einer Dosierung von 3,0 mg/kg verabreicht wird.

[0323] Die Ziele dieses Versuches sind die Bestimmung, ob i. die Verabreichung von MAb 10D1 eine
nicht-spezifische T-Zellenaktivierung verursacht, ii. die Etablierung eines Sicherheits-/Tolerierbarkeits-Profils
fur MAb 10D1 bei diesen Patienten und, iii. die Bestimmung des pharmakokinetischen Profils von MAb 10D1
und Bewertung der Entwicklung einer Wirtsimmunantwort auf MAb 10D1. Uberdies wird die Studie versuchen,
einen vorlaufigen Nachweis fur die Effizienz zu identifizieren. Die Studie ist eine Mehrzentren-, informationsof-
fene Studie einer einzelnen Dosis von MAb 10D1 mit 14 Individuen. Die Studie besteht aus vier Phasen: Scree-
ning, Infusion, Nachinfusion und Nachbehandlung (siehe Tabelle 10 unten).

Tabelle 10

Pha-| Scree-| Infu- Nach der Infusion Nach-
se ning | sion behand-
lung
Zeit Tage -30 | 145 ) 160 | 190 | 250 | 370 | 24| 48| 72| Tag {Tag|Tag|Tag| monat-
-14 bis bis min | min { min | min { min h| h{ h 7 1412128 lich
0 130
min

[0324] Patienten mit histologischer Diagnose von primarem Adenokarzinom der Prostata, und progressivem,
metastatischem Karzinom der Prostata nach Androgenmangel und mindestens einer systemischen, nicht-hor-
monalen Manipulation werden fur die Teilnahme an dieser Studie gescreent. Die Individuen missen eine fort-
schreitende meRbare Krankheit, zunehmendes PSA, PSA > 5 ng/ml, Testosteron < 50 ng/dl, primare gonadale
Androgensuppression, Lebenserwartung > 12 Wochen und einen Karnofsky-Index von = 60 % haben.

[0325] Die Individuen werden einer physischen Untersuchung, ECG, Thoraxradiographie, diagnostischen
Bildgebung und Blutprobennahme fur hamatologische, biochemische und Immunfunktionsbewertungen unter-
zogen und werden auf Lebenszeichen Uberwacht. Monatliche telefonische Befragungen werden zur Samm-
lung und Aufzeichnung von Informationen Uber eine Teilmenge nachteiliger Ereignisse, einschliellich nachtei-
liger Autoimmunereignisse nach dem Fortschreiten der Krankheit bis sechs Monate nach der Behandlung vor-
genommen. PSA (Ruckgang, Dauer des Rickgangs, Fortschreiten, Zeit bis zum Fortschreiten) und Krank-
heitsreaktion (komplett, teilweise, stabil, progressiv) werden aufgezeichnet. Plasmakonzentrationen an MAb
10D1 werden unmittelbar vor, wahrend und bis zu zwei Monate nach der Infusion bewertet.

[0326] Die Daten aus vier Individuen mit Prostatakrebs, die behandelt worden sind, sind in Tabelle 11 gezeigt.
Es sind keine nachteiligen Ereignisse aufgezeichnet worden. Alle behandelten Individuen schienen MAb 10D1
gut zu tolerieren.

[0327] Da die Aufzeichnung des Immunstatus der Patienten in dem Versuch und das spezifische Ziel der Auf-
zeichnung verallgemeinerter Wirkungen auf die T-Zellenaktivierung durch Anti-CTLA-4-Antikérper wichtig ist,
umfaliten die Eintrittskriterien dieser Studie minimale Konzentrationen an CD4- und CD8-T-Zellen von =
500/ml bzw. = 500/ml. Zu Beginn der Studie wurde jedoch festgestellt, dal® Prostatakrebspatienten signifikant
reduzierte T-Zellzahlen aufwiesen, obgleich eindeutig CD4- und CD8-T-Zellen vorhanden sind. Viele Patienten
wurden anfangs, basierend auf den obigen Eintrittskriterien, abgelehnt (sieche Tabelle 11). Die scheinbar fest-
gestellten reduzierten T-Zellzahlungen sind eine frihere nicht-dokumentierte Beobachtung bei Prostatakreb-
spatienten, die bei Behandlungen relevant sein kann, die die Krebsimpfung bei diesen Patienten umfassen.
Nach diesen Beobachtungen wurden die Eintrittskriterien dahingehend geandert, dall Patienten mit CD4- und
CD8-Zahlungen von = 300/ml bzw. = 200/ml einbezogen wurden.

[0328] Um zu bewerten, ob die Verabreichung von MAb 10D1 die unerwiinschte nicht-spezifische T-Zellakti-
vierung induzieren kann, wurden periphere Blutlymphozyten der Prostatakrebsindividuen mittels Durchfluzy-
tometrie fir jeden der folgenden Marker analysiert: CD4, CD8, CD25, CD44, CD69 und HLA-DR. Die Blutpro-
ben wurden zu den in Tabelle 10 angezeigten Zeitpunkten genommen. Im Verlauf der Behandlung jedes der
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bisher behandelten Prostatakrebsindividuen war keine signifikante Anderung der Haufigkeit eines dieser Mar-
ker zu beobachten. Ein Beispiel fir diese Analyse ist in Tabelle 12 gezeigt, das die Haufigkeit CD4-, CD25-,
CD69-positiver Zellen und CD8-, CD25-, CD69-positiver Zellen vor, wahrend und nach der MAb-10D1-Verab-
reichung in zwei der Individuen zeigt. Diese Daten demonstrieren, daR die MAb 10D1-Verabreichung nicht zu
einer nicht-spezifischen T-Zellaktivierung fihrt.

Tabelle 12. DurchfluBzytometrie-Analyse von T-Zellen-Aktivierungsmarkern in Prostatakrebsindividuen, be-
handelt mit 3,0 mg/kg MAb 10D1.

Pati?ntennummer Zeitpunkt CD(4+25+69) % CD (8+25+69) %
3 Screnning 1.7 0.8
3 . | -30MIN 26 0.8

(vor der Infusion)
3 40 MIN 2.5 0.7
3 130 MIN_- 19 0.9
3 145 MIN 1.7 0.5
3 160 MIN 1.7 !
3 190 MIN 1.5 - 1.5
3 250 MIN 2.1 1.2
3 370 MIN 1.3 0.9
3 24 H . 1.6 - 1.6
3 48 H 27 . 3
3 , 72 H 0.9 . 0.5
3 Tag 7 0.9 0.1
3 Tag 14 0.4 0.5
3 Tag 21 2.3 1.9
4 Screnning 1.4 0.8
"4 -30 MIN 0.5 0.3
(vor der Infusion)
4 40 MIN 0.3 0.1
4 130 MIN 0.3 0.1
4 145 MIN 0.4 0.2
4 160 MIN 0.2 0.2
4 150 MIN 0.8 0.3
4 250 MIN 0.1 0
4 370 MIN 0.3 0.1.
4 24 H 0.2 0.3
4 48 H ‘ 0.4 0.6
4 72H 0.8 0.3
4 Tag 7 1 0.7
4 Tag 14 1.1 0.8

[0329] Es ist ebenso ein zweiter klinischer Versuch (MDXCTLA4-02) unter Verwendung von MAb 10D1 in In-
dividuen mit malignem Stufe-IV-Melanom initiiert worden. Eine Einzeldosis von MAb 10D1 wird intravendés, als
eine Infusion, in einer Dosierung von 3,0 mg/kg verabreicht. Auch diese Studie besteht aus vier Phasen (Scree-
ning, Infusion, Nachinfusion und Nachbehandlung), wie in Tabelle 9 oben beschrieben.

[0330] Die Ziele dieser Studie sind die fiir die oben beschriebene Studie an Prostatakrebs sowie die spezifi-
sche Etablierung eines Sicherheits/Tolerierbarkeits-Profils fir MAb 10D1 bei Patienten mit malignem Stu-
fe-IV-Melanom. In dieser Studie ist ein Patient behandelt worden (siehe Tabelle 13). Wie bei der Prostatakrebs-
studie wurde MAb 10D1 scheinbar gut toleriert. Die DurchfluRzytometrie-Analyse der T-Zellen-Aktivierungs-
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mgrker bei diesem Individuum, analog zu der fir den Prostata-Tumor-Versuch durchgeflihrten, zeigte ebenfalls
keinen Nachweis fur eine nicht-spezifische T-Zellaktivierung.

pCKF-16 (SeQ I Nr.2 ¢0)

AGGAGAATGARTAAATAAAGTGAATCTTTGCACCTGTGGTTTCTC TCTTTCCTCAATTTAATAATTATTATCTGT
TGTTTACCAACTACTCAATTTCTCTT ATAAGGGACTAAATATGTAGTCATCCTAAGGCGCATAACCATTTATARA
AATCATCCTTCATTCTATTTTAC CCTATCATCCTCTGCAAGACAGTCCTCCCTCAAACCCACARGCCTTCTGTCC
TCACAGTCCCCTGGGCCATGGATCCTCACATCCCARTCCGCGGC CGCAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTC
CTGTGTGARATTGTTIATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAG CCGGAAGCATAAAGTGTAARGCCTGGGGTG
CCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTG CCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCC
AGCTGCATTAARTGAATCGGBCCAACGCG CGCGGARGAGGCGGTTIGCGTATTGGGCGT

pCG7-96 (SEQ ID Nr. 41)
GMCTCGAGCAGCMAAGcmmcGGGCAGGCCAGGcmAccmsmTGGGGCAGGGAGGGGGCTMGGTG
AGGCAGGTGGC’GCCJ\GCCAGG'I"GCACACCCAATGCCCA’I‘GAGCCCAGACAC’I‘GGACGC'ICAACCTCGCGGACAGT
TAAGAACCCAGGGGCCTCTGOGCCCTGGGCCCAGCTCTGTCCCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGC
AGCCTCCACC}\AGGGCCCATCGGTC'ITCCCCC‘I‘GGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACI'TCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT
GCACACCTTCCCGGCTG'I‘CCTACAG’ICCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAG
' C'I'I‘GGGCACCCAGACCTACATC‘I‘GCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGGTGA
GAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCGCTCCTGCC’I‘GGACGCATCCCGGCTATG
CAGCCCCAGTCC.AGGGCAGCAAGGCAGGCCCCGTC’I‘GCCI‘CTTCACCCGGAGGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGC
TCAGGGAGAGGGTC’I'I‘CTGGC’I'TTI’I‘CCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGG’IGCCCC’I‘AACCCAGGCCCTG
CACACAAAGGGGCAGGTGCTGGGC’TCAGACC’I‘GCCAAGAGCCATATCCGGGAGGACCCI‘GCCCCTGACCTAAGCC
CACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTTCTCTCCTCCCAGATICCAGTARCTCCCAATC
'I'I‘C‘I‘C'I‘CTGCAGAGCCCAAATCT’PGTGACAMACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCT
CGCCCTCCAGCTCARGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTGAC
ACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAACCC
AAGGACACCC’ICA'I‘GATCI‘CCCGGACCCC’IGAGGTCACATGCGTGGI‘GGTGGACGTGAGCCACGMGACCCTGAG
c'rcmemn.c'rc-cmccmemcec-ccTG&AGGTGQATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGC_AGTACAAC
AGCACGTACOGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCC.AAC_A}\AGCCC’I‘CCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAMGCCAAAGG’I‘GGGACCCGTGGGGTGCGA
GGGCCACATGGACAGAGECCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTAC
AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCC‘I‘GCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAA
CTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACARGAG
CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGARGAG
COTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGTGCGACGGCCGGCARGCCCCCGCTCCCCGEGCTCTCGCGGTCGCACGAG
GATGCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCATGGARATARAGCACCCAGCECTGCCCTGG
GCC_CC’I‘GCGAGAC’IC’I‘GATGG'I‘TCTTI'CCACGGGTCAGGCCGAGTC‘I‘GAGGCCTGAGTGGCA'ICAGGGAGGCAGA
GCGGGTCCCACTGTCCCCACACTGGCCCAGGCTGTGCAGGTGTGCC’ICGGCCCCCTAGGGTGGGGCTCAGCCAGG
GGCTGCCCTCGGCAGGETGGGGGATTTGCCAGCGTGGCCCTCCCTCCAGCAGCACCTGCCCTGGBCTGGEGCCACG
GGAAGCCCTAGGAGCCCCTGGGGACAGACACACAGCCCCTGCCTCTGTAGGAGACTGTCCTGTTCTGTGAGCGCC
CCTGTCCTCCCGACCTCCATGCCCACTCGGGGGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGT
TCGAATTCATCGATGATATCAGATCTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGATAAGCCAGGTFAAC
CTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTICCTCGCTCACT
GACTCGCT(_;CGCTCGGTCG’ITCGGC’IGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGQGGTAATACGGHATCCACA
GMTCAGGGGATMCGCAGGAMGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAMGGCCAGGAACCGTAMMGGCCGCG
TTGCTGGCGTTITTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGA
AACCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGARGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTG
CCGCTTACCGGATACCTGTCOGCCTTTCTCCCTTCGGGARGCGTGGCGCTTTCTCARTGCTCACGCTGTAGGTAT
CTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCC
TTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGTAGCAGCCACTGGTAAC
AGGAWAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAG'ITCTTGAAG‘I’GG’I‘GGCC’fAAéTACGGCTIiCAC’IAGA
AGGACAGTATTTCCTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGC!
AAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTIGTTTGCARGCAGCAGATTACGCGCAGARAARAAGGATCTCAA
GAAGATCCITrGATCPI’I'rCIACGGGGTC'DGACGCTCAGTGGAACGMMCTCACG’I‘I‘AAGGGA’I‘I‘T’I’GGTCATG
AGA’I’I‘ATCAAAAAGGATC’I'I‘CACCTAGATCC’ITTTAAATIAAAAAIGAAGTTITAAATCAATCTMAGTATATAT
GAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCA
TCCATAGTTGCCTGACTCCCOGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCA
ATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATARACCAGCCAGCCGGARGGGCCGRGLGE
AGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATIGTTIGCCGGGAAGCTAGAGTARGTAGTTCG
ccmnmrmmmccmmcmmmACAGGmTchmTCACGC'rCGTCGmGGTATGGcr
TCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCARGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAARAGCGGTTAGCTCC
ITCGGchrccGATCGﬂGmAGAAGTAAGﬁ@GCCGCAGTGnATCACTCAmGTrATGGCAG‘cKchcATAAT
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TCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAG
TGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAA
GTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATG
TAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGA
AGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATAT
TATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATA
GGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGBCGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTAT
AAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAARACCTCTGACACATGCAG
CTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACARGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGT
GTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGGACATA
TTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATA

pG4HE (SEQ ID Nr. :42)
GAACTCGAGCAGCTGAAGCTTTCTGGGGCAGGCCGGGCCTGACTTTGGCTGGGGACAGGGAGGGGGCTAAGGTGA
CGCAGGTGGCGCCAGCCAGGTGCACACCCAATGCCCATGAGCCCAGACACTGGACCCTGCATGGACCATCGCGGA
TAGACAAGAACCGAGGGGCCTCTGCGCCCTGGGCCCAGCTCTGTCCCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTC
TTGCAGCTTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCA
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACGAARGACCTACACCTGCAACGTAGATCACARGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTG

Lialsaladelal f‘f‘l‘)f‘f‘f"‘r‘f‘ IO YOl 0 ry
GTGAGAGGCCAGCACAGEGAGGGAGGE TG TCTGC TG AAGCCAGGECTCAGCCCTCCTGCCTGGACGCACCICEST

TGTGCAGCCCCAGCCCAGGGCAGCAAGGCATGCCCCATCTGTCTCCTCACCCGGAGGCCTCTGACCACCCCACTC
ATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGATTTTTCCACCAGGCTCCGGGCAGCCACAGGCTGGATGCCCCTACCCCAGE
CCCTGCGCATACAGGGGCAGGTGCTGCGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGGAGGACCCTGCCCCTGACCT
AAGCCCACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCAGACACCTTCTCTCCTCCCAGATCTGAGTAACTCC
CAATCTTCTCTCTGCAGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCATCATGCCCAGGTAAGCCAACCCAGGCCTCGCC
CTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTGACGCAT
CCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCARAACCCAAGG
ACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCC
AGTTCAACTGGTACGTCGATGGCCTCCAGCTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGCAGGAGCAGTTCAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCACGGGGTGCGAGGGC-
CACATGGACAGAGGTCAGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGGGAGTGACCCCTGTGCCAACCTCTGTCCCTACAGGG
CAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGARACCAGGTCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTARCCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACACAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCTGGGTARATGAGTGCCAGGGCCGGCAAGCCCCCGCTCCCCGGGCTCTCGGGGTCGCGCGAGGATG
CTTGGCACGTACCCCGTCTACATACTTCCCAGGCACCCAGCATGGAAATAAAGCACCCACCACTGCCCTGGGCCC
CTGTGAGACTGTGATGGTTCTTTCCACGGGTCAGGCCGAGTCTGAGGCCTGAGTGACATGAGGGAGGCAGAGCGG
GTCCCACTGTCCCCACACTGGCCCAGGCTGTGCAGGTGTGCCTGGGCCACCTAGGGTGGGGCTCAGCCAGGGGCT
GCCCTCGGCAGGGTGGGGGATTTGCCAGCGTGGCCCTCCCTCCAGCAGCAGCTGCCCTGGGCTGGGCCACGGGAA
GCCCTAGGAGCCCCTGGGGACAGACACACAGCCCCTGCCTCTGTAGGAGACTGTCCTGTCCTGTGAGCGCCCTGT
CCTCCGACCCCCCATGCCCACTCGGGGEGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGATCTGCC
GGTCTCCCTATAGTGACTCGTATTAATTTCGATAAGCCAGGTTAACCTGCATTAATGAARTCGGCCAACGCGCGGG
GAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCCGTUGTTCGGCTGCG
GCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATARCGCAGGAAAGAACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAARAGGCCAGGAACCGTAARRAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCC
CCCTGACGAGCATCACARAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGC
GTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCT
CCCTTCGGGAAGCCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAR
GCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAA
CCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGLGG
TGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCT
GAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAARACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGARAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTICTACGGGGTC
TGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGAT
CCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATG
CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTITCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTA
GATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGC
TCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTC
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CATCCAGTCTATTAATIGTTGCCGGGARGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGC
CATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCARG
GCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAA
GTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATG
CTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCARCCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCC
GGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAARAGTGCTCATCATTGGAARACGTTCTTCGGG
GCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTC
AGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGARGCCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAG
GGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATIGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCT
CATGAGCGGATACATATTITGAATGTATITAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAARAGT
GCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCG
TCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAARAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTIGTCTGTA
AGCGGATGCCOGGAGCAGACAAGCCOGTCAGGGCGCGTCAGCGGG TG TTGGECGGG TGTCGGGGCTGGCTTAACTA
TGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGGACATATIGTCGTTAGARCGCGGCTACAATTAARTA

CATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATA

11 vE (S€¢ IDNr.: !6)

CAGGTGCAGC
CCTGAGACTC
TGCACTGGGT
ATATCATATG
ATTCACCATC
ACAGCCTGAG
TGGCTGGGGC
CTCAG

GAAATIGTGT
AAGAGCCACC
TAGCCTGGTA
GGTGCATTCA
GTCTGGGACA
TTGCAGTGTA
CAAGGGACCA

CAGGTGCAGC
CCTGAGACTC
TGCACTGGGT
ATATCATATG
ATTCACCGTC
ACAGCCTGAG
TGGCTGGGGC
CTCAG

GAAATTGTGT
AAGAGCCACC
TAGCCTGGTA
GGTGCATCCA
GTCTGGGACA
TTGCAGTGTA
CARGGGACCA

CAGGTGCAGC
CCTGAGACTC
TGCACIGGGT

TGGTGGAGTC
TCCTGTGCAG
CCGCCAGGCT
ATGGAAACAA
TCCAGAGARCA
AGCTGAGGAC
CCTTTGACTA

TGACGCAGTC’

CTCTCCTGCA
CCAGCAGAAA
GCAGGGCCAC
GACTTCACTC
TTACTGTCAG
AGGTGGAAAT

TGGTGGAGTC
TCCTGTGCAG
CCGCCAGGCT
ATGGAAGCAA
TCCAGAGACA
AGCTGAGGAC
CCTTTGACTA

TGACGCAGTC
CTCTCCTGCA
CCAGCAGAARA
GCAGGGCCAC
GACTTCACTC
TTACTGTCAG
AGGTGGAAAT

TGGTGGAGTC
TCCTGTGCAG
CCGCCAGGCT

TGGGGGAGGC
CCTCTGGATT
CCAGGCAAGG
TARATACTAC
ATTCCAAGAA
ACGGCTATAT
CTGGGGCCAG

TCCAGGCACC
GGGCCAGTCA
CCTGGCCAGG
TGGCATCCCA
TCACCATCAG
CAGTATGGTA
CARAC 325

TGGGGGAGGC
CCTCTGGATT
CCAGGCAAGG
TAAACACTAC
ATTCCAAGAA
ACGGCTATAT
CTGGGGCCAG

TCCAGGCACC
GGGCCAGTCA
CCTGGCCAGG
TGGCATCCCA
TCACCATCAG
CAGTATGGTA
CAARC 325

TGGGGGAGGC
CGTCTGGATT
CCAGGCAAGG

GTGGTCCAGC
CACCTTCAGT
GGCIGGAGTG
GCAGACTCCG
CACGCTGTAT
ATTACTGTGC
GGAARCCCTGG

10D1 VK (JeQ » Nr.

CTGTCTTTIGT
GAGTGTTIGGC
CTCCCAGGCT
GACAGGTTCA
CAGACTGGAG
GCTCACCGTG

CTGGGAGGTC
AGCTATACTA
GGETGA
TGAAGGGCCG
CTGCAAATGA
GAGGACCGGC
TCACCGTCTC

YWy

CTCCAGGGGA
AGCAGCTACT
CCTCATCTAT
GTGGCAGTGG
CCTGAAGATT
GACGTICGGC

msve (SEQ TONI.

GTGGTCCAGC
CACCTTCAGT
GGCTGGAGTG
GCAGACTCCG
CACGCTGTAT
ATTACTGTGC
GGAACCCTGG

CTGGGAGGTC
AGCTATACTA
GGTGACATTIT
TGAAGGGCCG
CTGCAAATGA
GAGGACCGGC
TCACCGTCTC

.
-

50

100
150
200
250
300
350

)

50

100
150
200
250
300

:l?)

50
100
150
200
250
300
350

4B6 VK (,jf.Q ID Nr. ¢ ?)

CTGTCTTIGT
GRGTGTTAGC
CTCCCAGGCT
GACAGGTTCA
CAGACTGGAG
GCTCACCGTG

CTCCAGGGGA
AGCAGCTTCT
CCTCATCTAT
GTGGCAGTGG
CCTGAAGRTT
GACGTTCGGC

50

100
150
200
250
300

1E2 VH (jEQ zp Nr. % 22)

GTGGTCCAGC
CACCTTCAGT
GGCIGGAGTG

CTGGGAGGTC
AGCTATGGCA
GGTGGCAGTT
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50
100
150



ATATGGTATG
ATTCRCCATC
ACAGCCTGAG
AATTATATTG
CTCTTCAG

GACATCCAGA
CAGAGTCACC
CCTGGTATCA
GCATCCAGTT
TGGGACAGAT
CAACTTATTA
GGGRCCAAGG

ATGGAARGTAA
TCCAGAGACA
AGCCGAGGAC
GTGCTTTTGA

TGACCCAGTC
ATCACTTIGTC
GCAGAAACCA
TGCAARAGTGG
TTCACTCTCA
CTGCCAACAG
TGGAARATCAA

DE 600 33530 T2 2007.10.31

TAAATACTAT
ATTCCARRGAA
ACGGCTGTGT
TGTCTGGGGC

TCCATCCTCA
GGGCGAGTCA
GAGAARGCCC
GGTCCCATCA
CCATCAGCAG
TATAATAGTT
AC 322

GCAGACTCCG
CACGCTGTAT
TTTACTGTGC
CARGGGACAA

iI2vK ((EQ TP Nr.

CTGTCTGCAT
GGGTATTAGC
CTARGTCCCT
AGGTTCAGCG
CCTGCAGCCT
ACCCTCCGAC

60/104

TGAAGGGCCG
CTGCAARATGA
GAGAGCTCCC
TGGTCACCGT

CTGTAGGAGA
AGCTGGTTAG
GATCTATGCT
GCAGTGGATC
GAAGATTTTG
GTTCGGCCARA

200
250
300
350

: 12)
50

100
150
200
250
300



<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 42

<170>

<210> 1

<211> 3159
<212> DNR
<213>

<220>
<223>

<400> 1

aattagcggc
cgggattgcg
aaagcccgct
cagccgcacg
gctcctgtcg
atcaccgata
aacaacatga
gccctgcacce
acctacatct
ccgcatccat
atcagtaacc
cagaaattcc
atggcccgcet
gcggatgaac
agctgecctcg
acggtcacag
gcgggtgttg
tatactggct
gtgaaatacc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgceccecceccc
caggactata
cgaccctgcc
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
aagaggccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc

MEDAREX,

INC.

P0O33834EP

EP 003959385.7
2000-08-24

US 60/150,452
1995-08-24

kiinstliche Sequenz

cgctgtcgac
gatccgcgat
cattaggcgg
cggcgcatct
ttgaggaccc
cgcgagcgaa
atggtcttcg
attatgttcc
gtattaacga
accgceccagtt
cgtatcgtga
cccttacacg
ttatcagaag
aggcagacat
cgcgtttcgg

cttgtctgta

gcgggtgtceg
taactatgcg
gcacagatgc
ctcgctgecge
acggttatcc
aaaggccaggd
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccccegtt
ggtaagacac
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt

DE 600 33530 T2 2007.10.31

PatentIn Ver. 2.1

aagcttcgaa
gatatcgttg
gctcttggca
cgggcagcgt
ggctaggctg
cgtgaagcga
gtttccgtgt
ggatctgcat
agcgctggeca
gtttaccctc
gcatcctctc
gaggcatcaa
ccagacatta
ctgtgaatcg
tgatgacggt
agcggatgcc
gggcgcagcec
gcatcagagc
gtaaggagaa
tcggtcgttc
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcccce
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgc
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt

Sequenzprotokoll

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Klonvektor
pGP1k

ttcagtatcg
atcctcgagt
gaacatatcc
tgggtcctgg
gcggggttge
ctgctgctgc
ttcgtaaagt
cgcaggatgc
ttgaccctga
acaacgttcc
tcgtttcatce
gtgaccaaac
acgcttctgg
cttcacgacc
gaaaacctct
gggagcagac
atgacccagt
agattgtact
aataccgcat
ggctgcggceg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctcece
cggtgtaggt
gctgcgectt
cactggcagc
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
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atgtggggta
gcggcecgeag
atcgcgtccg
ccacgggtgc
cttactggtt
aaaacgtctg
ctggaaacgc
tgctggctac
gtgatttttc
agtaaccggg
ggtatcatta
aggaaaaaac
agaaactcaa
acgctgatga
gacacatgca
aagcccgtca
cacgtagcga
gagagtgcac
caggcgctct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctcgtgecge
ttcgggaagc
cgttcgctcc
atccggtaac
agccaggcgce
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaasa
gtggaacgaa

cctactgtcc
tatgcaaaaa
ccatctccag
gcatgatcgt
agcagaatga
cgacctgagc
ggaagtcagc
cctgtggaac

‘tetggtcccg

catgttcatc
cccccatgaa
cgcccttaac
cgagctggac
gctttaccgc
gctceccecggag
gggcgegtcea
tagcggagtg
catatgcggt
tccgcttcect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgasacccga
tctcctgtte
gtggecgettt
aagctgggct
tatcgtcttg
gccttggect
acagagttct
tgcgectcetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880



aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcccecgt
caatgatacc
ccggaagggc
attgttgccg
ccattgctgc
gttcccaacg
ccttcggtcc
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaac
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccccg
ataaaaatag

<210> 2
<211> 349
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<223>

<400> 2

tgggggaggce
caccttcagt
ggtgacattt
attcaccatrc
agctgaggac
ctggggcceag

<210> 3
<211> 321
<212> DNA
<213> Romo

<220>
<223>

<400> 3
ctccaggcac
agagtgttgg
tcctecatcta
ggtctgggac
attactgtca
tcaaacgaac

<210> 4
<211> 287
<212> DNA

ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgatcegtt
gcataattct
aaccaagtcsa
acgggataat
ttcggggega
tcgtgcaccce
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg

sapiens

3

gtggtccagc
agctatacta
atatcatatg
tccagagaca
acggctatat
ggaaccctgg

sapiens

3

cctgtectttg
cagcagctac
tggtgcattc
agacttcact
gcagtatggt
tgtggctgca
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ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
ctrtactgtca
ttctgagaat
accgecgccac
aaactctcaa
aactgatctt
Caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtct
aggccctttce

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaaacaa
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc

tctccagggg
ttagcctggt
agcagggcca
ctcaccatca
agctcaccgt
c

ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattet
caactttate
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtcttcaag

vorlaufige Sequenz fiir Schwerkettenfragment
10D1.

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactac
cacgctgtat
gaggaccggce
ctcagcctcc

vorlaufige Sequenz fir Leichtkettenfragment
10D1.

aaagagccac
accagcagaa
ctggcatccce
gcagactgga
ggacgttcgg
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ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcc
accatctggc
atcagcaata
cgecctccatce
tagtttgcgce
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg

tcectgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
tggctggggce
accaagggc

cctctectge
acctggccag
agacaggttc
gcctgaagat
ccaagggacc

ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgctg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctccg
gcggttagcect
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctettgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttcetg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcgcea
acattaacct

cctectggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cctttgacta

agggccagtc
gctcccaggce
agtggcagtg
tttgcagtgt
aaggtggaaa

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3159

60

120
180
240
300
349

60

120
180
240
300
321



<213> Homo

<220>

sapiens

DE 600 33530 T2 2007.10.31

<223> Vk A-27 Keimbahnsequenz

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcacc

Ser Leu Ser

[

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arxrg

Tyr Gly Ser

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcaccgtg

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

Gly

wn
o
H

Leu Leu

Phe

Ser

Glu
80

Leu

Ser
85

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc

<400> 4

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt

ctctcctgca gggccagtca gagtgttage agcagctact

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta

<210> 5

<211> 85

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220> . . . —

<223> vorausgesagte Sequenz des variablen Leichte-Kette-Bereiches fur die
Vk A-27 Keimbahn

<400> 5

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu

1 5 10
Glu Arg Alz Thr Leu Ser Cys Arg Bla Ser Gln
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 :

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70 75
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

<210> 6

<211> 325

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<223> variabler Leichte-Kette-Bereich (Vk), 10D1 aus Vk
A-27

<400> 6

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt

ctctectgca gggccagtca gagtgttgge agcagcetact

cctggecagg ctcccagget cctcatctat ggtgcattca

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta

caagggacca aggtggaaat caaac

<210> 7
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<211> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> vorausgesagte Sequenz des variablen Leichte-Kette-Bereiches fur
10D1 aus Vk A-27
<400> 7
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Ser
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly ARla Phe Ser Arg RARla Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 ' 80 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 8
<211> 325
<2l2> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<223> variabler Leichte-Kette-Bereich (Vk) 4B6 aus Vk A-27
<400> 8
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcagcttct tagcctggta ccagcagaaa
cctggccagg ctcccagget cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcaccgtg gacgttcgogce
caagggacca aggtggaaat caaac
<210> 9
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220> -
<223> vorausgesagte Sequenz des variablen Leichte-Kette-Bereiches fir
4B6 aus vk A-27
<400> 9

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly T

T

5
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Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 s 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 S0 95

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 10

<211> 287

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Vk L-15 Keimbahnsequenz

<400> 10

gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgtc gggcgagtca gggtattagce agctggttag cctggtatca gcagaaacca 120
gagaaagccc ctaagtccct gatctatgcet gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gaagattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt accctcc 287

<210> 11

<211> 94

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> vorausgesagte Sequenz des variablen Leichte-Kette-Bereiches fiir die

Vk L-15 Keimbahn

<400> 11
Asp Ile Gln Met Thr Gln Sex Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 S5 ' 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr

65/104
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30

ctgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
tataatagtt

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
accctccgac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
gttcggccaa

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10
Ser
Lys
val
Thr
Gln

g0

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

ITle

75

Tyr

Lys

85
<210> 12
<211> 322
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> .
<223> variabler Leichte-Kette-Bereich VK 1E2 aus Vk L-15
<400> 12
gacatccaga tgacccagtc tccatcctca
atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc
gagaaagccc ctaagtccct gatctatgcet
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttatta ctgccaacag
gggaccaagg tggaaatcaa ac
<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223>
1E2 aus Vk L-15
<400> 13
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thrx
65 70
Glu Asp Phe ARla Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100
<210> 14
<211> 294
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<223> VH 3-30.3 Keimbahnsequenz
<400> 14
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Ser
Gly
Pro
Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

vorausgesagte Sequenz des variablen Leichte-Kette-Bereiches fir

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

Tyr

Val
15

Ser

Leu

Gln

Pro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Pro
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caggtgcagce
tecctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga

15
98
PRT
Homo

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

<220>
<223>

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

sapiens

DE 600 33530 T2 2007.10.31

tgggggaggc
caccttcagt

ggtggcagtt
attcaccatc
agctgaggac

VH 3-30.3 Keimbahn

gtggtccagce
agctatgcta
atatcatatg
tccagagaca
acggctgtgt

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtgc

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactac
cacgctgtat

gaga

vorhergesagte Sequenz des variablen Schere-Kette-Bereichs fiir die

<400> 15
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 85
Ala Arg
<210> 16
<211> 355
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> . .
<223> variabler Schwere-Kette-Bereich VH 10D1 aus VH 3-30.3
<400> 16
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagce ctgggaggtc cctgagactc
tcctgtgecag cctectggatt caccttcagt agctatacta tgcactgggt ccgccaggcet
ccaggcaagg ggctggagtg ggtgacattt atatcatatg atggaaacaa taaatactac
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat
ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac acggctatat attactgtgc gaggaccgge
tggctggggce cctttgacta ctggggcecag ggaaccctgg tcaccgtctc ctcag
<210> 17
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<220>
<223> vorhergesagte Sequenz des variablen Schere-Kette-Bereichs fiir
10Dl aus VH 3-30.3
<400> 17
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 S 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Thr Phe Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 © 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leuv Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 56 55
Ala Arg Thr Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 18
<211> 355
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<223> variabler Schwere-Kette-Bereich VH 4B6 aus VH 3-30.3
<400> 18 :
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt agctatacta tgcactgggt ccgceccaggcet
ccaggcaagg ggctggagtg ggtgacattt atatcatatg atggaagcaa taaacactac
gcagactccg tgaagggccg attcaccgtc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat
ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac acggctatat attactgtgc gaggaccggce
tggctgggge cctttgacta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctcag
<210> 19
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220> . . .
<223> vorhergesagte Sequenz des variablen Schere-Kette-Bereichs fur
4B6 aus VH 3-30.3
<400> 19

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1

5 .

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

68/104

60

120
180
240
300
355



DE 600 33530 T2 2007.10.31

20 25 30
Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp vVal
35 40 45
Thr Phe Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 S0 95
Ala Arg Thr Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Vval Thr Val Ser Ser
115
<210> 20
<211> 296
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<223> VH 3-33 Keimbahnsequenz
<400> 20
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggca tgcactgggt ccgccaggcet
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg atggaagtaa taaatactat
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggetgtgt attactgtgc gagaga
<210> 21
<211> 88
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> vorhergesagte Sequenz des variablen Schere-Kette-Bereichs fur die
VH 3-33 Keimbahn
<400> 21
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 ‘ 10 15
Ser Leu Arg Leu Sexr Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Tys Gly Arqg Phe Thr Tle Ser Arg Asp Asn’ Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg ARla Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
tttactgtgc
tggtcacegt

Val Gln

Thr Phe

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val

Val Trp

110

85 S0
Ala Arg
<210> 22
<211> 358
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> :
<223> variabler Schwere-Kette-Bereich VH 1E2 aus VH 3-33
<400> 22 -
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggca
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg
gcagactccg tgaagggecg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
aattatattyg gtgcttttga tgtctggggc caagggacaa
<210> 23
<211> 1195
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> vorhergesagte Sequenz des variablen Schere-Kette-Bereichs fiir
1E2 aus VH 3-33
<400> 23
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 S0
Ala Arg Ala Pro Asn Tyr Ile Gly Ala .Phe Asp
100 105
Thr Met Val Thr Val Sex Ser
115
<210> 24

70/104

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Phe

Gly

95

cctgagactc
ccgccaggcect
taaatactat
cacgctgtat
gagagctcce
ctcttcag

Gly Arg
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

85

Gln Gly
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<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichte-Kette-CDR1 (RuMab 10Dl)

<400> 24
Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 25

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichte-Kette-CDR1 (HuMab 4B6)

<400> 25
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala
1 5 10

<210> 26
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichte-Kette- cDR1 {HuMab 1E2)

<400> 26
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 27

<211> S

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Schwere-Kette-CDR1 (HuMab 10D1, 4B6)

<400> 27
Ser Tyr Thr Met His
1 )

<210> 28

<211> S

<212> PRT

<213> .Homo sapiens

<220>
<223> Schwere-Kette-CDR1 (HuMab 1E2}°

- <400> 28
Ser Tyr Gly Met His

71/104



DE 600 33530 T2 2007.10.31

<210> 29

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichte-Kette-CDR2 (HuMab 10D1)

<400> 28
Gly Ala Phe Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 30

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichte-Kette-CDR2 {HuMab 4B6)

<400> 30
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
i 5

<210> 31

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichie-Kette-CDR2 (HuMab 1E2)

<400> 31
Ala Ala Ser Ser Leu Gln Serx
1 S

<210> 32

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Schwere-Kette-CDR2 (HuMab 10D1)

<400> 32
Phe Ile Ser Tyr Asp Gly Asn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 ' 5 10 15

Gly

<210> 33
<211> 17T
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<220>
<223> Schwere-Keite-CDR2 (HuMab 4B6)

<400> 33
Phe Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 1C 15

Gly

<210> 34

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Schwere-Ketie-CDR2 {(HuMab 1E2)

<400> 34
Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 35

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> |eichte-Kette-CDR3 (KuMab 10D1, 4B6’

<400> 35
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Leichte-Kette-CDR3 (HuMab 1E2)

<400> 36
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Pro Thr
1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
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<¢223> Schwere-Keite-CDR3 (HuMab 10D1)

<400> 37

Thr Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr

1

<210> 38
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<220>
<223>

<400> 38

5

sapiens

Schwere-Kette-CDR3 (HuMab 4B6)

Thr Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr

1

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

39
10
PRT
Homo

<220>
<223>

<400> 39

5

sapiens

Schwere-Kette-CDR3

MuMab 1E2)

Ala Pro Asn Tyr Ile Gly Ala Phe Asp Val

1

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

40
506
DNA

<220>
<223>

5

kiinstliche Sequenz

pCK7-96 (Teil)

<400> 40

aggagaatga
ataattatta
gtcatcctaa
tcctctgcaa
ccatggatcc
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgctttcca

ggagaggcgg

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

4]
4723
DNA

<220>
<223>

ataaataaag
tctgttgttt
ggcgcataac
gacagtcctc
tcacatccca
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgecgtatt

kiinstliche Sequenz

tgaatctttg
accaactact
catttataaa

cctcaaaccc

atccgcggcce
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgce
gggcge

10

cacctgtggt
caatttctct
aatcatcctt
acaagccttc
gcaattcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta

74/104

ttctctettt
tataagggac
cattctattt
tgtcctcaca
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggce

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: kappa-Leichte-Kette-Plasmid

cctcaattta
taaatatg:a
taccctatca
gtccecctggg
tagctgtttc
agcataaagt
cgctcactgc
caacgcgcgg

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: gamma1-Schwere-Kette-Plasmic pCG-96
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<400> 41

gaactcgagce
gagggggcta
agacactgga
ccagctctgt
ccecatecggtc
gggctgcectg
cctgaccagce
cagcagcgtg
gaatcacaag
agggagggtg
cagccccagt
ccgeccceccecact
acaggctagg
ctgccaagag
actctccact
ttctctctge
agccagccca
tccagggaca
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
aggccggcetc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctctcectg
tecgcggtcge
atggaaataa
cgggtcaggc
cccacactgg
ggctgccectce
ctgggctggg
tgtaggagac
gggcatgcct
atatcagatc
ctgcattaat
gcttcctcge
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gcgctttctce
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag

agctgaagct
aggtgaggca
cgctgaacct
ccecacaccgce
ttecccectgg
gtcaaqggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tctgctggaa
ccagggcagc
catgctcagg
tgcccctaac
ccatatccgg
ccctcagcetce
agagcccaaa
ggcctcgcececc
ggccccagcecce
ggggaccgtce
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
ggcccaccct
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctcect
tcatgctccg
tctccgggta
acgaggatgc
agcacccagc
cgagtctgag
cccaggctgt
ggcagggtgg
ccacgggaag
tgtcctgttc
gcaggtcgac
tgcecggtcectce
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcccccctga
gactataaag
ccctgcecgcet
aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgc
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
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ttctggggca
ggtggcgcca
cgcggacagt
ggtcacatgg
caccctcctc
acttccccga
ccttceccgge
cctccagceag
ccaaggtgga
gccaggctca
aaggcaggcce
gagagggtct
ccaggccctg
gaggaccctg
ggacaccttc
tcttgtgaca
tccagctcaa
gggtgctgac
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaaggtggg
ctgccctgag
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatgagtgcg
ttggcacgta
gctgccctgg
gcctgagtgg
gcaggtgtgc
gggatttgcc
ccctaggagc
tgtgagcgcc
tctagaggat
cctatagtga
acgcgcgggg
gctgcgcectcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggce
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc

aacttggtct.

atttcgttca

ggccaggcect
gccaggtgca
taagaaccca
caccacctct
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
gcgctcctge
ccgtctgecet
tctggcectttt
cacacaaagg
cccctgacct
tctecctecca
aaactcacac
ggcgggacag
acgtccacct
ttcceccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
acccgtgggg
agtgaccgct
cctgccccecca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac
acggccggca
cccecctgtac
gcccctgcga
catgagggag
ctgggccccc
agcgtggccce
ccctggggac
cctgtcctcce
ccccgggtac
gtcgtattaa
agaggcggrt
gtcgttecgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccecetg
ctgtccgcect
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgctc
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
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gaccttggct
cacccaatgc
ggggcectcetg
cttgcagcect
tctgggggcea
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
ggtgagaggc
ctggacgcat
cttcacccgg
tccccagget
ggcaggtgct
aagcccaccc
gattccagta
atgcccaccg
gtgccctaga
ccatctcttc
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctccce
tgcgagggce
gtaccaacct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt
aaccactaca
agcccccget
atacttcccg
gactgtgatg
gcagagcggg
tagggtgggg
tcccteccage
agacacacag
cgacctccat
cgagctcgaa
tttcgataag
tgcgtattgg
tgcggcgagce
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttctccctte
tgtaggtcgt
gcgccttatc
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagcecc
ccgectggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactccc

ttggggcagg
ccatgagccc
cgcecctggge
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactcecct
tctgcaacgt
cagcacaggg
cccggcetatg
aggcctctge
ctgggecaggce
gggctcagac
caaaggccaa
actcccaatce
tgcccaggta
gtagcctgcea
ctcagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
acatggacag
ctgtccctac
agctgaccaa
tcgececgtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag
cceccgggetce
ggcgcccage
gttctttcceca
tcccactgtc
ctcagccagg
agcacctgcc
cccctgectce
gceccactcgg
ttcatcgatg
ccaggttaac
gcgctcttcc
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttrtce
gaggtggcga
cgtgcgectct
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggttet

tcctttgatc

tttggtcatg
ttttaaatca

cagtgaggca

cgtcgtgtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
25940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420

3480



ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgcegce
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttcctttttc
tttgaatgta
ccacctgacg
acgaggccct
ctcccggaga
ggcgegtcag
attgtactga
ataaccttat

<210>
<211>
<212>
<2i3>
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<220>
<223>

<400> 42

gaactcgagc
agggggctaa
gacactggac
gggcccagct
agggcccatc
ccctgggcectg
gcgccectgac
ccctcagcag
acgtagatca
agggagggag
tgtgcagccc
ctgaccaccc
cagccacagg
cagacctgcc
gccaaactét
caatcttctc
aacccaggcce
gggacaggcc
tcctgggggg
cccggacccce
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
daaaccatctc
cagctcggcec
cagccccgag
caggtcagcc
"gagagcaatg

tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgccagt
gctcgtegtt
gatcccccat
gtaagttggc
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa
tctaagaaac
ttegtctcge
cggtcacagc
cgggtgttgg
gagtgcacca
gtatcataca

kiinstliche Sequenz

agctgaagct
ggtgacgcag
cctgcatgga
ctgtcccaca
cgtcttccce
cctggtcaag
cagcggecgtg
cgtggtgacc
caagcccage
ggtgtctgct
cagcccaggg
cactcatgct
ctggatgccc
aagagccata
ccactcecctc

tctgcagagt .

tcgcecectceca
ccagccgggt
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
caccctctgce
agccacaggt

tgacctgccet

ggcagccgga
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cttaccatct
tttatcagca
atccgcctcec
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggcgaccg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttacttte
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
cattattatc
gcgtttcggt
ttgtctgtaa
cgggtgtcgg
tatggacata
catacgattt

ttctggggca
gtggcgecag
ccatcgcgga
ccgeggtcac
ctggcgccecct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ggaagccagg
cagcaaggca
cagggagagg
ctaccccagg
tccgggagga
agctcagaca
ccaaatatgg
gctcaaggcg
gctgacgcat
ttcctgttcc
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
ggtgggaccc
cctgggagtyg
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac

ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagct
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttccge
atgacattaa
gatgacggtg
gcggatgcecg
ggctggctta
ttgtcgttag
aggtgacact

ggccgggect
ccaggtgcac
tagacaagaa
atggcaccac
gctccaggag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagag
ctcagccctc
tgccccatct
gtcttctgga

ccctgcgecat’

ccctgccecccet
ccttectetcece
tcceccecatgce
ggacaggtgc
ccacctccat
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagg
acggggtgcg
accgctgtgce
cccccatccec
ttctacccca
aagaccacgc
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ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattgce
ccggttccca
gctccttegg
ttatggcage
ctggtgagta
gcccggegtce
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgagc
aatgttgaat
gtctcatgag
gcacatttcc
cctataaaaa
aaaacctctg
ggagcagaca
actatgcggc
aacgcggcta
ata

gactttggct
acccaatgcc
ccgaggggcc
ctctcttgeca
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacgaagacc
agttggtgag
ctgcctggac
gtctcctcac
tttttccacc
acaggggcag
gacctaagcc
tcccagatct
ccatcatgcc
cctagagtag
ctcttcectea
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctccecgtece
agggccacat
caacctctgt

aggaggagat

gcgacategc

ctccecgtget

accgcgagac
ggccgagcecgce
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tcctecgatc
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttcttcgggg
cactcgtgca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata
ccgaaaagtg
taggcgtatc
acacatgcag
agcccgtcag
atcagagcag
caattaatac

Beschreibung der kinstlichen Sequenz: gammad4-Schwere-Kette-Plasmid pG4HE

gg9g9g9gcaggg
catgagccca

tctgecgeccect
gcttccacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aggccagcac
gcaccccgge
ccggaggcect
aggctccygg
gtgctgcgcet
caccccaaag
gagtaactcc
caggtaagcc
cctgcatcca
gcacctgagt
ctcatgatct
cccgaggtcece
ccgcgggagg
caggactggc
tccatcgaga
ggacagaggt
ccctacaggg
gaccaagaac

tgtggagtgg

ggactccgac

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4723

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



ggctccrtct
gtcttctcat
tccectgtctc
ggtcgecgcecga
aaataaagca
tcaggccgag
cactggccca
gccctcecggcea
gctgggcecac
ggagactgtc
tcccecgggta
agtcgtatta
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcceccct
cctgtccgcc
tctcagttcg
gcccgaccgc
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgcgct
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggceccecagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagc
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcegtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg
catgacatta
tgatgacggt
agcggatgcc
gggctggett
attgtcgtta
taggtgacac

1. Therapeutisch wirksamer humaner Antikérper oder Antigen-bindender Teil davon, welcher an CTLA4
auf der Oberflache humaner T-Zellen mit einer Bindungsaffinitat von etwa 108 M~ oder gréRer bindet, wobei

tcctctacag
gctccgtgat
tgggtaaatg
ggatgcttgg
cccaccactg
tctgaggcct
ggctgtgcag
gggtggggga
gggaagccct
ctgtcctgtg
ccgagctcga
atttcgataa
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctcectt
gtgtaggteg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcc
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tccggttccc
agctccttecg
gttatggcag
actggtgagt
tgccecggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgcgg
gaacgcggct
tata

der Antikérper umfasst:
(a) einen variablen Schwere-Kette-Bereich eines humanen VH 3-30.3 Gens, und
(b) einen variablen Leichte-Kette-Bereich eines humanen VK A-27 Gens.
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caggctaacc
gcatgaggct
agtgccaggg
cacgtacccce
ccctgggecce
gagtgacatg
gtgtgcctgg
tttgccagcg
aggagecccct
agcgccctgt
attcatcgat
gccaggttaa
ggcgcectcttce
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgtttte
agaggtggcg
tcgtgcgcetce
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtecgtgta
taccgcgaga
gggccgageg
gccgggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctccgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
grttcttcggg
ccactcgtgce
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt
ataggcgtat
gacacatgca
aagcccgtca
catcagagca
acaattaata

gtggacaaga
ctgcacaacc
ccggcaagcec
gtctacatac
ctgtgagact
agggaggeag
gccacctagg
tggccctccce
ggggacagac
cctccgaccce
gatatcagat
cctgcattaa
cgcttcctcg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgttccg
ggcgctttct
gctgggetgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgcectca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttcecttttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggccc
gctcccggag
gggcgegtcea
gattgtactg
cataacctta

gcaggtggca
actacacaca
cccgctcccc
ttcccaggea
gtgatggttc
agecgggtccc
gtggggctca
tccagcagca
acacagcccc
cccatgccca
ctgccggtct
tgaatcggcc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccccecctg
ggactataaa
accctgeecgce
caatgctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
daaaggacct
atatatgagt
gcgatctgtc
atacgggagg
ccggctccag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctcgtcgt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttcgtcteg
acggtcacag
gcgggtgttg
agagtgcacc
tgtatcatac

Patentanspriiche

ggaggggaat
gaagagcctc
gggctctcgg
cccagcatgg
tttccacggg
actgtcccca
gccaggggcet
gctgcecctgg
tgcctctgta
ctcgggggga
ccctatagtg
aacgcgeggg
cgctgcgcectce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccecegttcea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgtte
gcttaccatc
atttatcagc
tatccgcctc
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggecgacce
gaactttaaa
taccgctgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgcgtttogg
cttgtctgta
gcgggtgtceg
atatggacat
acatacgatt

1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840

3900

3960
4020
4080

4140

4200

4260

4320

4380
4440

4500

4560
4620

4680

4694

2. Antikdérper nach Anspruch 1, wobei der Antikérper befahigt ist, humanes CTLA4 mit einer Bindungsaffi-
nitat von etwa 10° M~ oder gréRer zu binden.
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3. Antikoérper nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei der Antikérper das Binden von humanem CTLA4
an B7-1 oder B7-2 hemmt.

4. Antikérper nach Anspruch 3, wobei der Antikorper das Binden von humanem CTLA4 an B7-1 um min-
destens 50%, mindestens 60%, mindestens 70%, mindestens 80% oder mindestens 90% reduziert.

5. Antikérper nach Anspruch 3, wobei der Antikérper das Binden von humanem CTLA4 an B7-2 um min-
destens 50%, mindestens 60%, mindestens 70%, mindestens 80% oder mindestens 90% reduziert.

6. Antikdrper nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Antikérper nicht an CTLA4 von der
Maus bindet.

7. Antikoérper nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Antikérper befahigt ist, an CTLA4
vom Cynomolgus-Affen zu binden.

8. Antikérper nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei der Antikdrper einen variablen Schwere-Kette-Be-
reich umfasst, welcher in den SEQ ID NR: 27, 32 und 37 gegebene Sequenzen des komplementatsbestim-
menden Bereichs aufweist.

9. Antikdrper nach Anspruch 8, wobei der Antikdrper einen variablen Schwere-Kette-Bereich umfasst, wel-
cher die in SEQ ID NR: 17 gegebene Aminosauresequenz aufweist.

10. Antikdérper nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei der Antikdrper einen variablen Leichte-Kette-Be-
reich umfasst, welcher in den SEQ ID NR: 24, 29 und 35 gegebene Sequenzen des komplementatsbestim-
menden Bereichs aufweist.

11. Antikdrper nach Anspruch 10, wobei der Antikérper einen variablen Leichte-Kette-Bereich umfasst,
welcher die in SEQ ID NR: 7 gegebene Aminosauresequenz aufweist.

12. Antikérper nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei der Antikdrper einen variablen Schwere-Kette-Be-
reich umfasst, welcher in den SEQ ID NR: 27, 33 und 38 gegebene Sequenzen des komplementatsbestim-
menden Bereichs aufweist.

13. Antikérper nach Anspruch 12, wobei der Antikdrper einen variablen Schwere-Kette-Bereich umfasst,
welcher die in SEQ ID NR: 19 gegebene Aminosauresequenz aufweist.

14. Antikérper nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei der Antikdrper einen variablen Leichte-Kette-Be-
reich umfasst, welcher in den SEQ ID NR: 25, 30 und 35 gegebene Sequenzen des komplementatsbestim-
menden Bereichs aufweist.

15. Antikérper nach Anspruch 14, wobei der Antikdrper einen variablen Leichte-Kette-Bereich umfasst,
welcher die in SEQ ID NR: 9 gegebene Aminosauresequenz aufweist.

16. Antikdrper nach einem der Anspriiche 1 bis 7, umfassend:
(a) eine variable Schwere-Kette-Aminosauresequenz mit der in SEQ ID NR: 19 gegebenen Aminosaurese-
quenz, und
(b) eine variable Leichte-Kette-Aminosauresequenz mit der in SEQ ID NR: 9 gegebenen Aminosauresequenz.

17. Antikérper nach einem der Anspriche 1 bis 7, umfassend:
(a) eine variable Schwere-Kette-Aminosauresequenz mit der in SEQ ID NR: 17 gegebenen Aminosaurese-
quenz, und
(b) eine variable Leichte-Kette-Aminosauresequenz mit der in SEQ ID NR: 7 gegebenen Aminosauresequenz.

18. Antikérper nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die schwere Kette des Antikorpers 1IgG
ist.

19. Antikérper nach Anspruch 18, wobei die schwere Kette des Antikdrpers IgG,, 19G, 1gG; oder IgG, ist.

20. Antikdérper nach einem der Anspriiche 1 bis 17, wobei die schwere Kette des Antikérpers IgM ist.
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21. Antikérper nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Antikdrper nicht eine unspezifische
T-Zell-Aktivierung hervorruft.

22. Antikérper nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Antikorper die Tumorgréf3e verrin-
gert oder das Tumorwachstum verlangsamt.

23. Antikoérper nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Antikorper oder der Antigen-binden-
de Teil davon nicht mit humanem nicht-lymphoiden Gewebe kreuz-reagiert.

24. lIsolierte Nukleinsaure, welche die variable Domane der leichten Kette oder der schweren Kette eines
Antikérper nach einem der Anspriiche 1 bis 23 kodiert.

25. Isolierte Nukleinsdure nach Anspruch 24, wobei die Nukleinsaure die in SEQ ID NR: 6 oder 8 gegebene
Nukleotidsequenz umfasst.

26. lIsolierte Nukleinsaure nach Anspruch 24, wobei die Nukleinsaure die in SEQ ID NR: 16 oder 18 gege-
bene Nukleotidsequenz umfasst.

27. Vektor, umfassend die Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 24 bis 26.
28. Vektor nach Anspruch 27, wobei der Vektor ein Plasmid ist.
29. Vektor nach Anspruch 27, wobei der Vektor ein viraler Vektor ist.

30. Isolierte rekombinante Wirtszelle, welche mit einem Vektor nach Anspruch 27, Anspruch 28 oder An-
spruch 29 transformiert ist.

31. Isolierte Zelle oder Zelllinie, welche befahigt ist, einen Antikdrper nach einem der Anspriiche 1 bis 23
herzustellen.

32. Isolierte Zelle oder Zelllinie nach Anspruch 31, wobei die Zelle oder Zelllinie mit einem Vektor nach An-
spruch 27, 28 oder 29 transformiert ist.

33. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend:
(a) einen Antikoérper nach einem der Anspriiche 1 bis 23 in einer Menge, welche wirksam ist, die Immunantwort
auf das Antigen zu induzieren, zu steigern oder zu verlangern, und
(b) einen pharmazeutisch vertraglichen Trager.

34. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 33, wobei das Antigen
(a) ein Tumor-Antigen, oder
(b) ein Antigen von einem Krankheitserreger ist.

35. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 33, wobei das Antigen ein Antigen von einem
Krankheitserreger, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus einem Virus, einem Bakterium, einem Pilz oder
einem Parasiten, ist.

36. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 33 bis 35, weiter umfassend ein che-
motherapeutisches Mittel oder Antigen.

37. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 33 bis 35, wobei das Antigen
und/oder weitere Antigen von einem Virus stammt, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus: HIV, Hepatitis
A, Hepatitis B, Hepatitis C, Herpesvirus, Adenovirus, Influenzavirus, Flaviviren, Echovirus, Rhinovirus, Coxsa-
ckievirus, Cornovirus, Respiratory-Syncytial-Virus, Mumpsvirus, Rotavirus, Masernvirus, Rubellvirus, Parvovi-
rus, Vakzine-Virus, HTLV-Virus, Dengue-Virus, Papillomavirus, Molluskum-Virus, Poliovirus, Tollwut-Virus,
JC-Virus und Arbovirus-Enzephalitis-Virus.

38. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 33 bis 35, wobei das Antigen
und/oder weitere Antigen von einem Bakterium stammt, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus: Chlamy-
dia, Rickettsia-Bakterien, Mykobakterien, Staphylokokken, Streptokokken, Pneumonokokken, Meningokokken
und Conokokken, Klebsiella, Proteus, Serratia, Pseudomonas, Legionella, Diphteria, Salmonella, Bazillen,
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Cholera-, Tetanus-, Botulismus-, Anthrax-, Pest-, Leptospirose- und Lyme-Krankheit-Bakterien.

39. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 33 bis 35, wobei das Antigen
und/oder weitere Antigen von einem Pilz stammt, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus: Candida, Cryp-
tococcus neoformans, Aspergillus, Genus Mucorales, Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis, Paracoc-
cidioides brasiliensis, Coccodioides immitis und Histoplasma capsulatum.

40. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 33 bis 35, wobei das Antigen
und/oder weitere Antigen von einem Parasiten stammt, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus: Entamo-
eba histolytica, Balantidium coli, Naegleria fowleri, Acanthamoeba, Giardia lambia, Cyptosporidium, Pneumo-
cystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania dono-
vani, Toxoplasma gondi und Nippostrongylus brasiliensis.

41. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 33 bis 35, wobei das Antigen
und/oder weitere Antigen ein Tumor-Antigen ist.

42. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 41, wobei das Tumor-Antigen von einem Tumor
stammt, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus: einem Prostatakrebs-Tumor, einem Melanom-Tumor und
einem Epithel-Tumor.

43. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 41, wobei das Antigen gp100, MAGE, Trp-2,
Telomerase oder Hitzeschockprotein (HSP) ist.

44. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 41, wobei das Antigen ein AB-Peptid von Amyloid
in einem Patienten ist, welcher an der Alzheimer-Krankheit leidet.

45. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 41, welche weiter eine Ganzzellen-Zubereitung
umfasst.

46. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 41, wobei die Zellen der Ganzzellen-Zubereitung
eine Zubereitung von ganzen Tumorzellen sind.

47. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 45 oder 46, wobei die Zellen der Ganzzellen-Zu-
bereitung GM-CSF, GCSF, IL-2, IL-1 oder IL-6 exprimieren.

48. Verwendung des Antikdrpers nach einem der Anspriche 1 bis 23 in der Herstellung eines Medikaments
zum Induzieren, Steigern oder Verlangern der Immunantwort auf ein Antigen in einem Individuum.

49. Verwendung nach Anspruch 48, wobei das Antigen
(a) ein Tumor-Antigen, oder
(b) ein Antigen eines Krankheitserregers ist.

50. Verwendung nach Anspruch 49, wobei das Antigen ein Antigen von einem Krankheitserreger ist, wobei
der Krankheitserreger ein Virus, ein Bakterium, ein Pilz oder ein Parasit ist.

51. Verwendung nach Anspruch 50, wobei der Krankheitserreger HIV ist.

52. Verwendung nach einem der Anspriiche 48 bis 51, wobei das Medikament-Antigen in dem Medikament
mit dem Antikérper verwendet wird.

53. Verwendung nach einem der Anspriiche 48 bis 51, wobei ein chemotherapeutisches Mittel in dem Me-
dikament mit dem Antikérper verwendet wird.

54. Verwendung nach Anspruch 49, wobei das Tumor-Antigen ein Prostata-Tumor-Antigen, ein Mela-
nom-Antigen oder ein Antigen eines epithelialen Krebses ist.

55. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, welches das Mischen eines

Antikdrpers nach einem der Anspriiche 1 bis 23 mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager unter sterilen
Bedingungen umfasst.
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56. Verfahren nach Anspruch 55, wobei der Trager ein Losungsmittel oder Dispersionsmedium ist.
57. Verfahren nach Anspruch 56, wobei die Zusammensetzung eine Lésung ist.

58. Verfahren nach Anspruch 55, weiter umfassend das Einbringen eines grenzflachenaktiven Mittels in
die Zusammensetzung.

59. Verfahren nach Anspruch 55, weiter umfassend das Sterilisieren der Zusammensetzung.
60. Verfahren nach Anspruch 59, wobei die Zusammensetzung durch Mikrofiltration sterilisiert wird.

61. Verfahren nach Anspruch 55, weiter umfassend das Einbringen antibakterieller und/oder antifungaler
Mittel in die Zusammensetzung.

62. Verfahren nach Anspruch 61, wobei die antibakteriellen und/oder antifungalen Mittel aus der Gruppe,
bestehend aus Paraben, Chlorbutanol und Phenolsorbinsaure, ausgewahlt sind.

63. Verfahren nach Anspruch 55, wobei der Trager aus der Gruppe, bestehend aus Wasser, Ethanol, Po-
lyol und geeigneten Gemischen davon, ausgewahlt ist.

64. Verfahren nach Anspruch 63, wobei das Polyol aus der Gruppe, bestehend aus Glycerin, Propylengly-
kol, flissigem Polyethylenglykol und geeigneten Gemischen davon, ausgewahlt ist.

65. Verfahren nach Anspruch 57, wobei die L6sung im Wesentlichen isotonisch ist.
66. Verfahren nach Anspruch 56, weiter umfassend das Einbringen eines isotonischen Mittels.

67. Verfahren nach Anspruch 66, wobei das isotonische Mittel aus der Gruppe, bestehend aus einem Zu-
cker, einem Polyalkohol und Natriumchlorid, ausgewahlt ist.

68. Verfahren nach Anspruch 67, wobei der Polyalkohol Mannitol oder Sorbitol ist.

69. Verfahren nach Anspruch 55, weiter umfassend das Formulieren der Zusammensetzung in eine phar-
mazeutisch vertragliche Dosierungsform.

70. Verfahren nach Anspruch 69, wobei die Dosierungsform eine Maf3einheit-Dosierungsform ist.

71. Verfahren nach Anspruch 55, wobei der anti-CTLA4-Antikorper in einer Dosierung von etwa 0,0001 bis
100 mg/kg vorliegt.

72. Verfahren nach Anspruch 71, wobei die Dosierung 0,01 mg/kg bis 5 mg/kg betragt.
73. Verfahren nach Anspruch 71, wobei die Dosierung 1 mg/kg bis 10 mg/kg betragt.
74. Verfahren nach Anspruch 55, wobei die Zusammensetzung eine injizierbare Losung ist.

75. Verfahren nach Anspruch 55, wobei die Zusammensetzung eine Lésung zur intravendsen Verabrei-
chung ist.

76. Verfahren nach Anspruch 56, weiter umfassend das Trocknen der Zusammensetzung zum Herstellen
eines Pulvers.

77. Verfahren nach Anspruch 76, umfassend das Vakuum-Trocknen oder Gefriertrocknen der Lésung.

78. Verfahren nach Anspruch 76, weiter umfassend das Einbringen eines Mittels, welches die Absorption
verzogert.

79. Verfahren nach Anspruch 78, wobei das Mittel ein Monostearatsalz oder Gelatine ist.

80. Verfahren nach Anspruch 79, wobei das Monostearatsalz Aluminiummonostearat ist.
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81. Verfahren nach Anspruch 55, umfassend das Herstellen des anti-CTLA4-Antikérpers durch Ziichten ei-
ner Wirtszelle nach einem der Anspriche 30, 31 oder 32.

82. Verfahren nach Anspruch 81, wobei die Wirtszellen Sauger-Wirtszellen sind.

Es folgen 22 Blatt Zeichnungen
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TGGGGGAGGC
CCTCTGGATT
CCAGGCAAGG
TAAATACTAC
ATTCCAAGAA
ACGGCTATAT
CTGGGGCCAG

CTCCAGGCAC
AGGGCCAGTC
ACCTGGCCAG
CTGGCATCCC
CTCACCATCA
GCAGTATGGT
TCAAACGAAC
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10D1.3 VH (SEQ ID Nr.:2)

GTGGTCCAGC
CACCTTCAGT
GGCTGGAGTG
GCAGACTCCG
CACGCTGTAT
ATTACTGTGC
GGAACCCTGG

10D1.3 VK

CCTGTCTTTG
AGAGTGTTGG
GCTCCCAGGC
AGACAGGTTC
GCAGACTGGA
AGCTCACCGT
TGTGGCTGCA

CTGGGAGGTC
AGCTATACTA
GGTGACATTT
TGAAGGGCCG
CTGCAAATGA
GAGGACCGGC
TCACCGTCTC

TCTCCAGGGG
CAGCAGCTAC
TCCTCATCTA
AGTGGCAGTG
GCCTGAAGAT
GGACGTTCGG
C

FIG. 4
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CCTGAGACTC
TGCACTGGGT
ATATCATATG
ATTCACCATC
ACAGCCTGAG
TGGCTGGGGT
CTCAGCCTCC

(SEQ ID Nr.:3)

AAAGAGCCAC
TTAGCCTGGT
TGGTGCATTC
GGTCTGGGAC
TTTGCAGTGT
CCAAGGGACC

TCCTGTGCAG
CCGCCAGGCT
ATGGAAACAA
TCCAGAGACA
AGCTGAGGAC
CCTTTGACTA
ACCAAGGGC

CCTCTCCTGC
ACCAGCAGAA
AGCAGGGCCA
AGACTTCACT
ATTACTGTCA
AAGGTGGAAA
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durchschnittliche Fluoreszenzintensitét
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