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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen umgeformten menschlichen Antikérper, bei dem die Komple-
mentaritats-bestimmenden Bereiche der variablen Region der menschlichen leichten Kette (L-Kette) und der
variablen Region der menschlichen schweren Kette (H-Kette) durch den CDR eines monoklonalen Antikérpers
der Maus gegen menschliches IL-8 substituiert sind. Aulerdem stellt die vorliegende Erfindung DNAs bereit,
die den oben erwahnten Antikérper und dessen Teile kodieren. Die vorliegende Erfindung betrifft auch einen
Vektor, der die oben erwahnte DNA enthalt, und genauer gesagt einen Expressionsvektor und einen Wirt, der
mit diesem Vektor transformiert ist. AuRerdem stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen
eines umgeformten menschlichen Antikérpers gegen IL-8 des Menschen bereit.

Technischer Hintergrund

[0002] Interleukin-8 (IL-8) wurde im Kulturiiberstand von Monozyten entdeckt, die mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimuliert wurden, und ist ein Chemokin, das als von Monozyten stammender neutrophiler chemotakti-
scher Faktor (MDNCF) oder als Neutrophile aktivierendes Protein-1 (NAP-1) bekannt ist. IL-8 wird von zahlrei-
chen Zellen hergestellt, wirkt auf polymorphkernige Leukozyen und Lymphozyten und hat die Wirkung, dass
er entlang seines Konzentrationsgradienten Chemotaxis verursacht. Zusatzlich induziert es nicht nur Chemo-
taxis bei Neutrophilen, sondern es aktiviert auch die Funktionen einer neutrophilen Zelle wie Degranulierung,
die Freisetzung von Superoxid, und die Férderung der Adhasion an endotheliale Zellen.

[0003] Bei entziindlichen Erkrankungen, genauer gesagt bei respiratorischen Krankheiten wie pulmonarer
zystischer Fibrose, idiopathischer pulmonéarer Fibrose, adultem respiratorischem Stress-Syndrom, Sarcoidose
und Empyem, wie auch bei Hauterkrankungen, wie Psoriasis und in der chronischen rheumatoiden Arthritis,
Morbus Crohn und ulcerativer Colitis, wird eine pathologische Leukozyteninfiltrierung an der Entziindungsstel-
le dieser Erkrankungen beobachtet. Zusatzlich wird IL-8 in Testproben von Patienten mit diesen Erkrankungen
nachgewiesen, was vermuten lasst, dass IL-8 eine zentrale Rolle bei der Entziindung spielen kénnte. (McEI-
vaney, N. G. et al., J. Clin. Invest., 90, 1296-1301, 1992; Lynch lll, U. P. et al., Am. Rev. Respir. Dis., 145,
1433-1439, 1992; Donnelly, S. C. et al., Lancet, 341, 643-647, 1993; Car, B. D. et al., Am. J. Respir. Crit. Care
Med., 149, 655-659, 1994; Antony, V. B. et al., J. Immunol., 151, 7216-7223, 1993; Takematsu, H. et al., Arch.
Dermatol. 129, 74-80, 1993; Brennan, F. M. et al., Eur. J. Immunol., 20, 2141-2144, 1990; Izzo, R. S. et al.,
Scand. J. Gastroenterol., 28, 296-300, 1993; I1zzo, R. S. et al., Am. J. Gastroenterol., 87, 1447-1452, 1992).

[0004] Nach einer Immunisierung von Mausen mit menschlichem IL-8 als Antigen haben Ko, Y-C. et al. den
monoklonalen Antikdrper der Maus WS-4 hergestellt, der an menschliches IL-8 bindet, und die Bindung von
menschlichem IL-8 an Neutrophile infolge der Bindung inhibiert, d. h. dass die biologische Aktivitat, die
menschliches IL-8 besitzt, neutralisiert wird. Es ist klar gezeigt worden, das die Isotypen des Maus-monoklo-
nalen Antikorpers WS-4 aus einer L-Kette vom k-Typ und einer H-Kette vom Cy1-Typ bestehen (J. Immunol.
Methods, 149; 227-235, 1992).

[0005] Bekannte Beispiele fir Antikdrper gegen menschliches IL-8 neben WS-4 schlielfen A.5.12.14 (Boylan,
A. M. et al.,, J. Clin. invest., 89, 1257-1267, 1992), den Anti-Pep-1 Antikérper und den Anti-Pep-3-Antikdrper,
die in der Internationalen Patentanmeldung Nr. WO 92-04372 offenbart sind, und DM/C7 (Mulligan, M. S. et
al., J. Immunol., 150, 5585-5595, 1993) ein.

[0006] Es wurde bei der Verabreichung des monoklonalen Antikérpers WS 4 der Maus in experimentellen Mo-
dellen unter Verwendung von Kaninchen ebenfalls gefunden, dass die Infiltration von Neutrophilen bei pulmo-
narer Ischamie und Reperfusionsverletzung (Sekido, N. et al., Nature, 365, 654-657, 1993), bei der LPS-indu-
zierten Dermatitis (Harada, A. et al., Internatl. Immunol., 5, 681-690, 1993) und bei der LPS- oder Interleukin-1
(IL-)-induzierten Arthritis (Akahoshi, T. et al., Lymphokine Cytokine Res., 13, 113-116, 1994) inhibiert ist.

[0007] Es gibt ein Homologon des menschlichen IL-8 in Kaninchen, und dies wird als Kaninchen-IL-8 bezeich-
net. Da klar gezeigt worden ist, dass der monoklonale Antikdrper WS-4 der Maus mit Kaninchen-IL-8 kreuzre-
agiert, und dass der Antikdrper die Bindung von Kaninchen-IL-8 an Kaninchen-Neutrophile inhibiert (Harada,
A. et al., Internatl. Immunol., 5, 681-690, 1993) lassen diese Befunde vermuten, dass ein Antikbrper gegen hu-
manes IL-8 als therapeutisches Mittel zur Behandlung entziindlicher Erkrankungen beim Menschen nutzlich
sein wirde.
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[0008] Monoklonale Antikorper, die aus Saugern stammen, die keine Menschen sind, weisen einen starken
Grad der Immunogenitat (auch als Antigenizitat bezeichnet) in Menschen auf. Aus diesem Grund, selbst wenn
ein Maus-Antikdrper an Menschen verabreicht wird, ist die Halbwertszeit des Maus-Antikérpers beim Men-
schen relativ kurz, da er als Fremdzubstanz metabolisiert wird, wodurch verhindert wird, dass die gewiinschten
Wirkungen entsprechend zutage treten. Aulerdem verursacht ein menschlicher Anti-Maus-Antikorper, der als
Reaktion auf den verabreichten Maus-Antikorper hergestellt wird, eine Immunreaktion, die sowohl unvorteilhaft
als auch gefahrlich fir den Patienten ist, wobei Beispiele hierfir eine Impfstofferkrankung oder andere allergi-
sche Reaktionen einschlieRen. Aus diesem Grund kann ein Maus-Antikérper haufig an Menschen nicht verab-
reicht werden.

[0009] Um diese Probleme zu l6sen, wurde ein Verfahren zum Herstellen eines humanisierten Antikdrpers
entwickelt. Ein Maus-Antikérper kann durch zwei Verfahren humanisiert werden. Das einfachere Verfahren
schlielt das Herstellen eines chimaren Antikdrpers ein, bei dem die variable Region (V-Region) vom urspriing-
lichen Maus-monoklonalen Antikérper stammt, und der konstante Bereich (C-Region) von einem geeigneten
menschlichen Antikorper stammt. Da der daraus hervorgehende chimare Antikorper die variable Region des
Maus-Antikorpers in vollstandiger Form enthalt, hat er eine identische Spezifitat wie der urspringliche
Maus-Antikérper, und es kann erwartet werden, dass er an das Antigen bindet.

[0010] Da auflerdem der Anteil an Proteinsequenzen in dem chimaren Antikorper, die von einem
nicht-menschlichen Tier stammen, wesentlich reduziert ist, wenn sie mit dem urspriinglichen Maus-Antikorper
verglichen werden, wird vorhergesagt, dass dieser eine geringere Immunogenizitat verglichen mit dem ur-
sprunglichen Maus-Antikérper besitzt. Obwohl der chimare Antikérper an ein Antigen gut bindet, und eine nied-
rige Immunogenizitat besitzt, gibt es noch immer die Mdglichkeit des Auftretens einer Immunreaktion gegen
die variable Region der Maus (LoBuglio, A. F. et al., Proc. natl. Acad. Sci. USA, 86, 4220-4224, 1989).

[0011] Obwohl das zweite Verfahren zum Humanisieren eines Maus-Antikérpers komplexer ist, wird die la-
tente Immunogenizitat des Maus-Antikorpers betrachtlich reduziert. Bei diesem Verfahren wird eine der Kom-
plementaritats-bestimmenden Bereiche (CDR) von der variablen Region eines Maus-Antikérpers auf die
menschliche variable Region verpflanzt, um eine umgeformte menschliche variable Region zu erzeugen. Um
die Struktur des CDR der umgeformten menschlichen variablen Region ndher an die Struktur des urspriingli-
chen Maus-Antikdrpers anzunahern, gibt es Falle, bei denen es notwendig sein kann, einen Teil der Protein-
sequenz des Rahmenbereichs (FR), der den CDR der variablen Region des Maus-Antikdrpers tragt, auf die
menschliche variable Region zu verpflanzen.

[0012] Danach werden diese umgeformten menschlichen variablen Regionen mit der menschlichen konstan-
ten Region verbunden. Die Teile, die von den nicht-menschlichen Proteinsequenzen abstammen, bestehen
beim humanisierten Antikorper nur aus dem CDR und einem sehr geringen Anteil des FR. Der CDR setzt sich
aus hypervariablen Proteinsequenzen zusammen, und diese weisen keine Spezifitat auf. Aus diesem Grund
sollte der umgeformte menschliche Antikérper, der Maus-CDRs enhalt, keine Immunogenizitat haben, die star-
ker ist als die eines natlrlichen menschlichen Antikérpers, der menschliche CDRs enthalt.

[0013] Zusatzliche Details im Hinblick auf umgeformte menschliche Antikérper kdnnen unter Bezugnahme
auf Riechmann, L. et al., Nature, 332, 323-327, 1988; Junghans, R. P. et al., Cancer Research, 50, 1495-1502,
1990;L Verhoeyen, M. et al., Science, 239, 1534-1536, 1988; Kettleborough, C. A. et al., Protein Eng., 4,
773-783, 1991; Maeda, H. et al., Hum. Antibodies Hybridomas, 2, 124-134, 1991; Gorman, S. D. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88, 4181-4185, 1991; Carter, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4285-4289, 1992;
Co, M. S. et al., J. Immunol., 148, 1149-1154, 1992; und Sato, K. et al., Cancer Res., 53, 851-856, 1993, ge-
funden werden.

Offenbarung der Erfindung

[0014] Wie oben angegeben, obwohl umgeformte menschliche Antikérper vermutlich zum Zwecke der The-
rapie nutzlich sind, sind zahlreiche Malinahmen notwendig, um einen umgeformten menschlichen Antikérper
herzustellen, der eine ausreichende Bindungsaktivitat und/oder eine neutralisierende Aktivitat bezlglich eines
spezifischen Antigens (z. B. Sato, K. et al., Cancer Res., 53, 851-856, 1993) aufweist. Die vorliegende Erfin-
dung stellt einen Antikérper gegen menschliches IL-8 mit einem niedrigen Grad an Immunogenizitat bereit.

[0015] Die vorliegende Erfindung stellt einen umgeformten menschlichen Antikérper gegen menschliches
IL-8 bereit.
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[0016] Noch genauer wird die vorliegende Erfindung in den angehangten Ansprichen definiert.
Kurze Beschreibung der Zeichnung

[0017] Fig. 1 zeigt die Expressionsvektoren HEF-VL-gk und HEF-VH-gy1 an, die den menschlichen Verlan-
gerungsfaktor 1a (HEF-1a) Promotor/Enhancer enthalten, welcher fir die Expression der L-Kette bzw. H-Kette
des IL-8-Antikorpers nutzlich ist.

[0018] Fig. 2 ist ein Graph, der die Ergebnisse eines ELISAs zur Bestatigung der Bindungsfahigkeit des chi-
maren WS-4-Antikérpers (chL/chH) an menschliches IL-8 wiedergibt, wobei dieser in das Kulturmedium von
COS-Zellen sezeniert wurde.

[0019] Fig. 3 ist ein Diagramm der Herstellung von DNA, die fir die Aminosauresequenzen jeweils der ersten
Version ,a@" (RVHa) der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers, und der ers-
ten Version ,a" (RVLa) der V-Region der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers (B) kodiert.

[0020] Fig. 4 ist ein Graph, der die Ergebnisse eines ELISAs wiedergibt, bei dem die Bindungsfahigkeit von
menschlichem IL-8 durch die V-Region der L-Kette (RVLa) und die V-Region der H-Kette (RVHa) des umge-
formten menschlichen WS-4-Antikérpers in Kombination mit der jeweiligen V-Region der H-Kette des chiméren
WS-4-Antikorpers (chH) und der V-Region der L-Kette des chimaren WS-4-Antikdrpers (chL), die in COS-Zel-
len exprimiert wurden, mit der des chimaren WS-4-Antikérpers (chl/chH), der in das Kulturmedium von
COS-Zellen sezeniert wird, verglichen wird.

[0021] FEiq.5 ist ein Graph, der die Ergebnisse eines ELISAs wiedergibt, bei dem die Bindungsfahigkeit ge-
genuber menschlichen IL-8 bei 8 Arten von umgeformtem menschlichen WS-4-Antikérpern verglichen werden,
die RVLa (RVLa/RVHa, RVLa/RVHb, RVLa/RVHc, RVLa/RVHd, RVLa/RVHe, RVLa/RVHf, RVLa/RVHg und
RVLa/RVHDb) enthalten, welche in das Kulturmedium von COS-Zellen sezeniert werden, mit der des chiméaren
WS-4-Antikdrpers (chL/chH), welcher in das Kulturmedium von COS-Zellen sezeniert wird.

[0022] RVLa/RVHg ist ein erfindungsgemaler Antikorper.

[0023] Fig. 6 ist ein Graph, der die Ergebnisse aus einem ELISA zum Vergleichen der Bindungsfahigkeit an
menschliches IL-8 durch 8 Arten umgeformter menschlicher WS-4-Antikérper wiedergibt, die RVLb enthalten
(RVLb/RVHa, RVLb/RVHb, RVLb/RVHc, RVLb/RVHd, RVLb/RVHe, RVLb/RVHf, RVLb/RVHg und RVLb/RV-
Hh), hergestellt im Kulturiberstand von COS-Zellen, gegeniber der des chimaren WS-4-Antikdrpers
(chL/chH), der in das Kulturmedium von COS-Zellen sezeniert wird.

[0024] RVLb/RVHg ist ein erfindungsgemaler Antikdrper.

[0025] Fig. 7 ist ein Graph, der die Ergebnisse eines ELISAs zum Vergleichen der Bindungsfahigkeiten der
gereinigten umgeformten menschlichen WS-4-Antikérper RVLa/RVHg und RVLb/RVHg der vorliegenden Er-
findung sowie des gereinigten chimaren WS-4-Antikorpers (chL/chH) an menschliches IL-8 wiedergibt.

[0026] Fig. 8 ist ein Graph, der die Ergebnisse eines Liganden-Rezeptor-Bindungs-Inhibitionsassays zum
Vergleich der Fahigkeiten wiedergibt, der gereinigten umgeformten menschlichen Antikérper RVLa/RVHg und
RVLb/RVHg der vorliegenden Erfindung mit dem Maus-WS-4-Antikorper und dem chimaren WS-4-Antikérper
(chL/chH) die Bindung von menschlichem IL-8 an den IL-B-Rezeptor zu inhibieren.

[0027] Klonierung der DNA, die fiir die V-Region der Maus kodiert Um ein Gen zu klonieren, das die V-Region
des monoklonalen Antikérpers gegen menschliches IL-8 der Maus kodiert, ist es notwendig, ein Hybridom her-
zustellen, das einen monoklonalen Antikdrper der Maus gegen menschliches IL-8 herstellt, um ein solches Gen
zu gewinnen. Nach der Extraktion von mRNA aus dem Hybridom wird die mRNA nach bekannten Verfahren in
Einzelstrange der cDNA umgewandelt, gefolgt von der Amplifizierung der Ziel-DNA unter Verwendung der Po-
lymerase-Kettenreaktion (PCR), um das Gen zu gewinnen. Ein Beispiel einer Quelle fur dieses Gen ist das
Hybridom WS-4, welches den monoklonalen Antikérper der Maus gegen menschliches IL-8 herstellt, herge-
stellt von Ko, Y. C. et al. Das Verfahren zum Herstellen dieses Hybridomas wird beschrieben in J. Immunol.
Methods, 149, 227-235, 1992, und wird spater als Referenzbeispiel 1 beschrieben.
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(1) Extraktion von Gesamt-RNA

[0028] Um die Ziel-DNA zu klonieren, die fir die V-Region des monoklonalen Antikérpers der Maus gegen
menschliches IL-8 kodiert, kann Gesamt-RNA durch Zerstéren der Hybridom-Zellen mittels Guanidinthiocya-
nat-Behandlung gewonnen werden, und indem eine Casiumchlorid-Dichte-Gradientenzentrifugation (Chirg-
win, J. M. et al., Biochemistry, 18, 5294-5299, 1979) durchgeflihrt wird. AuBerdem kénnen andere Verfahren,
die wahrend der Klonierung von Genen verwendet werden, wie die, bei denen eine Detergenzbehandlung und
eine Phenolbehandlung in Gegenwart eines Ribonuclease (RNase)-Inhibitors durchgeflihrt werden, beispiels-
weise eines Vanadiumkomplexes (Berger, S. L. et al., Biochemistry, 18, 5143-5149, 1979), ebenfalls verwendet
werden.

(2) cDNA-Synthese

[0029] Als nachstes kann einzelstrangige cDNA, die komplementar zur mRNA ist, durch Behandlung der Ge-
samt-RNA mit Reverser Transkriptase unter Verwendung von oligo(dT), einem Oligonucleotid-Komplement
zum poly(A)-Schwanz, der am 3'-Ende der mRNA gefunden wird, als Primer verwendet werden werden, und
mit Hilfe der mRNA, die in der Gesamt-RNA enthalten ist, welche auf die obige Weise gewonnen wurde, als
Matrize (Larrick, J. W. et al., Bio/Technology, 7, 934-938, 1989) gewonnen werden. Zusatzlich kann zum glei-
chen Zeitpunkt ebenfalls ein Zufallsprimer verwendet werden. AuRerdem, im Fall, dass es gewinscht wird,
mRNA zuerst zu isolieren, kann dies durch Auftragen der Gesamt-RNA auf eine Saule aus oligo(dT)-Zellulose
durchgefiihrt werden, die der poly(A)-Schwanz der mRNA bindet.

(3) Amplifizierung von DNA, die fir die V-Region kodiert, mittels Polymerase-Kettenreaktion

[0030] Als nachstes wird cDNA, die fiir die oben erwahnte V-Region kodiert, spezifisch unter Verwendung der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Um die V-Region der L-Kette vom kappa (k) Typ des monoklo-
nalen Antikdrpers der Maus zu amplifizieren, miissen die 11 Arten an Oligonucleotidprimern, die in den SEQ-ID
Nr. 1-11 gezeigt sind (Maus-Kappa-Variable; MKV) und der Oligonucleotidprimer, der in SEQ-ID Nr. 12 gezeigt
ist (Maus-Kappa-Konstant; MKC) als 5'-terminaler Primer bzw. 3'-terminaler Primer verwendet werden. Die
oben erwahnten MKV-Primer hybridisieren an die DNA-Sequenz, die fir die Leader-Sequenz der L-Kette vom
Kappa-Typ der Maus kodiert, wahrend der oben erwdhnte MKC-Primer an die DNA-Sequenz hybridisiert, die
fur die C-Region der L-Kette vom Kappa-Typ der Maus kodiert.

[0031] Um die H-Ketten-V-Region des monoklonalen Antikérpers der Maus zu amplifizieren, werden die 12
Arten von Oligonucleotidprimern, die in den SEQ-ID Nr. 13-24 gezeigt sind (Maus Heavy Variable; MHV) und
der Oligonucleotidprimer, der in SEQ-ID Nr. 25 gezeigt ist (Maus Heavy Konstant; MHC) als 5'-terminaler Pri-
mer bzw. 3'-terminaler Primer verwendet. Die oben erwahnten MHV-Primer hybridisieren an die DNA-Sequenz,
die fir die Leader-Sequenz der H-Kette der Maus kodiert, wahrend der oben erwahnte MHC-Primer an die
DNA-Sequenz hybridisiert, die fir die C-Region der H-Kette der Maus kodiert.

[0032] Des Weiteren enthalten alle 5'-terminalen Primer (MKV und MHV) die Sequenz GTCGAC, die eine Sa-
II-Restriktionsenzym-Schnittstelle nahe dem 3'-Terminus bereitstellt, wahrend sowohl die 3'-terminalen Primer
(MKC und MHC) die Nucleotidsequenz CCCGGG enthalten, die eine Xmal-Restriktionsenzymspaltstelle nahe
dem 5'-Terminus bereitstellt. Diese Restriktionsenzym-Spaltstellen werden zur Subklonierung der
Ziel-DNA-Fragmente verwendet, die fur beide V-Regionen der entsprechenden Klonierungsvektoren kodieren.
In dem Fall, dass diese Restriktionsenzymspaltstellen ebenfalls in der Ziel-DNA-Sequenz vorhanden sein soll-
ten, die fur beide V-Regionen kodiert, sollten andere Restriktionsenzymspaltstellen zur Subklonierung in die
entsprechenden Klonierungsvektoren verwendet werden.

(4) Isolierung von DNA, die die V-Region kodiert

[0033] Als nachstes werden die PCR-Amplifikationsprodukte aufgetrennt und in einem niedrig schmelzenden
Agarosegel oder durch eine Saule aufgereinigt (PCR Product Purification kit (QIAGEN PCR Purification Spin
Kit: QUIAGEN); DNA purification kit (GENECLEAN I, BIO101), um ein DNA-Fragment zu gewinnen, das fur
die Ziel-V-Region des monoklonalen Antikdrpers der Maus kodiert. Ein DNA-Fragment wird gewonnen, das fir
die Ziel-V-Region des monoklonalen Antikérpers kodiert, indem das gereinigte Amplifikationsprodukt mit den
Restriktionsenzymen Sall und Xmal einer Enzymbehandlung unterworfen wird.

[0034] Des Weiteren wird durch Spalten eines geeigneten Klonierungsvektors wie des Plasmids pUC19 mit
den gleichen Restriktionsenzymen Sall und Xmal und durch enzymatisches Verbinden des oben erwahnten
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DNA-Fragments an pUC19 ein Plasmid gewonnen, das ein DNA-Fragment enthalt, das fur die Ziel-V-Region
des Maus-monoklonalen Antikérpers kodiert. Die Bestimmung der Sequenz dieser klonierten DNA kann ge-
maR irgendeiner Routinemethode durchgefiihrt werden, ein Beispiel hierfur ist die Verwendung eines automa-
tisierten DNA-Sequenziergerats (Applied Biosystems). Die Klonierung und die Sequenzbestimmung der
Ziel-DNA werden im Detail in den Beispielen 1 und 2 beschrieben.

Herstellung eines chimaren Antikérpers

[0035] Vor dem Entwerfen einer umgeformten menschlichen V-Region eines Antikdrpers gegen menschli-
ches IL-8 ist es notwendig zu bestatigen, ob die verwendeten CDRs tatsachlich eine Antigen-Bindungsregion
bilden. Fir diesen Zweck wurde ein chimarer Antikdrper hergestellt. Um einen chimaren Antikérper herzustel-
len, ist es notwendig, DNA zu konstruieren, die fir die L-Kette und die H-Kette des chimaren Antikérpers ko-
diert. Das grundlegende Verfahren zum Herstellen von beiden DNAs schlief3t die Verbindung der entsprechen-
den DNA-Sequenzen der Maus-Leader-Sequenz, die in der PCR-klonierten DNA beobachtet wurde, und der
Maus-V-Region-Sequenz mit einer DNA-Sequenz ein, die fir die menschliche C-Region kodiert, welche be-
reits in einem Expressionvektor fir Sdugerzellen vorhanden ist.

[0036] Die oben erwahnten C-Regionen des menschlichen Antikdrpers kénnen irgendwelche C-Regionen der
menschlichen L-Ketten und irgendwelche C-Regionen der menschlichen H-Kette sein, und beziglich der
L-Kette schlieRen Beispiele die menschliche L-Ketten Ck oder CA ein, wahrend bezliglich der H-Kette, wenn
es IgG ist, Beispiele Cy1, Cy2, Cy3 oder Cy4 (Ellison, J. et al., DNA, 1, 11-18 (1981), Takahashi, N. et al., Cell,
29, 671-679 (1982), Krawinkel, U. et al., EMBO J., 1, 403-407 (1982), oder andere Isotypen einschlief3en.

[0037] Zwei Arten von Expressionsvektoren werden zur Produktion des chiméaren Antikdrpers hergestellt,
namlich ein Expressionsvektor, der DNA enthalt, die fur die V-Region der L-Kette der Maus, und firr die C-Re-
gion der L-Kette des Menschen unter Kontrolle einer Enhancer-/Promotor-Expressionskontrollregion kodiert,
und ein Expressionsvektor, der DNA enthalt, die fur die V-Region der H-Kette der Maus und die C-Region der
H-Kette des Menschen unter Kontrolle einer Enhancer-/Promotor-artigen Expressionskontrollregion kodiert.
Als nachstes werden Zellen, wie Saugerzellen, gleichzeitig mit diesen beiden Expressionsvektoren transfor-
miert, und die transformierten Zellen werden entweder in vitro oder in vivo kultiviert, um ein chimares Antigen
herzustellen (z. B. WO 91/16928).

[0038] Alternativ kann DNA, die die V-Region der L-Kette der Maus und die C-Region der L-Kette des Men-
schen kodiert, und DNA, die die V-Region der H-Kette der Maus und die C-Region der H-Kette des Menschen
kodiert, in einen einzigen Expressionsvektor eingeschleust werden, und Wirtszellen werden unter Verwendung
dieses Vektors transformiert, und dann entweder in vitro oder in vivo kultiviert, um den chimaren Antikorper
herzustellen. Die Herstellung eines chimaren Antikérpers vom monoklonalen Antikérper WS-4 ist in der Aus-
fuhrungsform 4 beschrieben.

[0039] Eine cDNA, die fir die Leader-Sequenz der L-Kette vom k-Typ von Maus-WS-4, und fur die V-Region
kodiert wird unter Verwendung von PCR kloniert, und mit einem Expressionsvektor verbunden, der genomi-
sche DNA des Menschen enthalt, die fir die Ck-Region der L-Kette des Menschen kodiert. Gleichermalien
wird cDNA, die fur die Leader-Sequenz und V-Region der H-Kette des WS-4-Antikérpers der Maus kodiert, un-
ter Verwendung von PCR kloniert und mit einem Expressionsvektor verbunden, der genomische DNA des
Menschen enthalt, die fiir die menschliche Cy1-Region kodiert.

[0040] Genauer gesagt werden geeignete Nucleotidsequenzen an den 5'- und 3'-Enden der cDNAs einge-
schleust, die fir die V-Region des WS-4-Antikdrpers der Maus kodieren, in dem spezifisch entworfene
PCR-Primer verwendet werden, so dass sie (1) einfach in den Expressionsvektor inseriert werden kénnen, und
sie (2) in diesem Expressionsvektor angemessen funktionieren (z. B. wird die Transkriptionseffizienz durch
Einschleusen einer Kozak-Sequenz verbessert).

[0041] Als nachstes wird DNA, die fur die V-Region des WS-4-Antikérpers der Maus kodiert, durch Amplifizie-
rung mittels PCR unter Verwendung dieser Primer gewonnen und in den HEF-Epressionsvektor eingeschleust
(siehe Fig. 1), welcher bereits die gewlinschte menschliche C-Region enthalt. Diese Vektoren sind fiir die tran-
siente oder stabile Expression eines genetisch hergestellten Antikdrpers in zahlreichen Saugerzellsystemen
geeignet.

[0042] Wenn die Antigen-Bindungsaktivitat des chimaren WS-4-Antikorpers, der auf diese Weise hergestellt
wurde, untersucht wurde, zeigte sich, dass der chimare WS-4-Antikérper eine Bindungsaktivitat gegenuber
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menschlichen IL-8 aufweist (siehe Fig. 2). Daher wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass die korrekte
Maus-V-Region kloniert worden ist, und dass die korrekte Sequenz bestimmt worden ist.

[0043] Entwurf eines umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers Um einen umgeformten menschlichen
Antikoérper herzustellen, in dem die CDRs eines Maus-monoklonalen Antikdrpers auf einen menschlichen An-
tikdrper verpflanzt sind, ist es winschenswert, dass es einen hohen Homologiegrad zwischen den Aminosau-
resequenzen der FRs des Maus-monoklonalen Antikdrpers mit den zu verpflanzenden CDRs und den Amino-
sauresequenzen der FRs des menschliches monoklonalen Antikdrpers, in den die CDRs zu verpflanzen sind,
gibt.

[0044] Aus diesem Grund kdnnen die menschlichen V-Regionen, die als Grundlage zum Entwurf der V-Regi-
onen des umgeformten menschlichen WS-4-Antikdrpers dienen, durch Vergleichen der Aminosauresequen-
zen der FRs des monoklonalen Antikdrpers der Maus mit der Aminosduresequenz des FRs menschlicher An-
tikdrper gewahlt werden. Genauer gesagt wurden die V-Regionen der L- und H-Ketten des WS-4-Antikdrpers
der Maus mit allen bekannten menschlichen V-Regionen verglichen, die in der Datenbank der National Biome-
dical Research Foundation (NBRF) gefunden werden, indem eine Genanalyse-Software, GENETEX (Software
Development Co., Ltd.), verwendet wird.

[0045] Im Vergleich mit bekannten V-Regionen menschlicher L-Ketten wurde herausgefunden, dass die
V-Regionen der L-Kette des Maus-WS-4-Antikérpers dem menschlichen Antikérper HAU (Watnabe, S. et al.,
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 351, 1291-1295, 1970) mit einer Homologie von 69,2 % am meisten ahneln.
Andererseits wurde herausgefunden, dass beim Vergleich mit bekannten menschlichen V-Regionen der H-Ket-
te die V-Region der H-Kette des WS-4-Antikdrpers mit einer Homologie von 71,4 % am meisten der des
menschlichen Antikdrpers VDH26 (Buluwela, L. et al., EMBO J., 7,2003-2010, 1988) ahnelt.

[0046] Im Allgemeinen ist die Homologie der Aminosauresequenzen der V-Region der Maus zu den Amino-
sauresequenzen der V-Regionen des Menschen weniger als die Homologie zu Aminosauresequenzen der
V-Regionen der Maus. Dies deutet an, dass die V-Region des Maus-WS-4-Antikdrpers nicht vollstandig der der
V-Region des Menschen ahnelt, und gleichzeitig zeigt es, dass die Humanisierung der WS-4 V-Region der
Maus der beste Weg ist, um das Problem der Immunogenizitat bei menschlichen Patienten zu I6sen. Die V-Re-
gion des Maus-WS-4-Antikérpers wurde weiter mit der Konsensus-Sequenz der Untergruppe der V-Region
des Menschen, die von Kabat, E. A. et al. (1991), Sequenzes of Proteins of Immunological Interest, 5. Ausga-
be, U.S. Department of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office, definiert worden ist, um
zwischen V-Regionen FRs zu vergleichen. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1: Homologie (%) zwischen der FR der V-Region des Maus-WS-4 und dem FR der Konsensus-Se-
quenz der V-Region des Menschen verschiedener Untergruppen

A. FR in der V-Region der L-Kette

HSGI HSGII HSGIII HSGIV
64,4 51,3 57,3 57,5

B. FR in der V-Region der H-Kette

HSGI HSGII HSGIIT
46,9 40,9 62,3

[0047] Die FRs der V-Region der L-Kette des Maus-WS-4-Antikdrpers dhnelten am starksten der Konsen-
sus-Sequenz des FRs der V-Region L-Ketten der Untergruppe | (HSGI) des Menschen, mit einer Homologie
von 64,4 %. Andererseits ahnelten die FRs der V-Region der H-Kette des Maus-WS-4-Antikdrpers am starks-
ten der Konsensus-Sequenz der Subgruppe Il der V-Region der menschlichen H-Kette (HSGIII), mit einer Ho-
mologie von 62,3 %.

[0048] Diese Ergebnisse stiitzen Ergebnisse, die durch einen Vergleich mit bekannten menschlichen Antikér-
pern gewonnen wurden, der V-Region der L-Kette des menschlichen Antikérpers HAU, der zur Untergruppe |
der V-Region der menschlichen L-Kette gehért, und der V-Region der H-Kette des menschlichen Antikorpers
VDH26, welcher zur Untergruppe Il der V-Gruppen der menschlichen H-Kette gehért. Um die V-Region der
L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers zu entwerfen, ist es vermutlich am besten, die
V-Region der menschlichen L-Kette zu verwenden, die zur Untergruppe | gehért (HSGI), wahrend es, wenn
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man die V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers entwirft, wahrscheinlich am
besten ist, die V-Region der H-Kette zu verwenden, die zur Subgruppe Il (HSGIII) des menschlichen Antikdr-
pers gehort.

[0049] Bei einem Vergleich mit der V-Region der L-Kette bekannter menschlicher AntikGrper ahnelte die
V-Region der L-Kette des Maus-Antikérpers WS-4 am meisten der V-Region der L-Kette des menschlichen An-
tikdrpers REI, einem Mitglieds der Subgruppe | der V-Region der menschlichen L-Kette. Daher wurde die FR
von REI beim Entwurf der V-Region der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers verwendet.
Bei den menschlichen FR, die auf REI basieren, gibt es Unterschiede bei finf Aminosauren (an den Positionen
39, 71, 104, 105 und 107; siehe Tabelle 2) im Vergleich mit dem menschlichen REI, der in der urspriinglichen
Literatur beschrieben wurde (Palm, W. et al., Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 356, 167-191, 1975; und Epp,
O. et al., Biochemistry, 14, 4943-4952, 1975).

[0050] Die Aminosaure-Bezeichnungen, die in der Tabelle gezeigt werden, basieren auf der Erfahrung von
Kabat, E. A. et al., (1991). Die Anderungen der zwei Aminoséuren an den Positionen 39 und 71 waren die glei-
chen Anderungen, die durch Aminoséuren verursacht wurden, die in FR der V-Region der L-Kette beim Rat-
ten-CAMPATH-1H-Antikérper vorhanden waren (Riechmann et al., 1988). Nach Kabat et al. (1991) beruhen
die Anderungen der drei anderen Aminosauren in FR4 (Postionen 104, 105 und 107) auf der J-Region anderer
menschlicher kL-Ketten des Menschen, und weichen nicht vom Menschen ab.

[0051] Zwei Versionen der V-Region der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers wurden
entworfen. In der ersten Version RVLa war FR identisch mit dem FR, der auf REI beruht, welcher beim umge-
formten menschlichen CAMPATH-1H-Antikérper vorhanden ist (Riechmann, et al., 1988), wahrend der CDR
identisch war mit dem CDR in der V-Region der L-Kette des Maus-WS-4-Antikdrpers. Die zweite Version RVLb
beruhte auf RVLa und unterschied sich nur durch eine Aminosaure an der Position 71 im menschlichen FR3.
Wie von Chothia, C. et al., J. Mol. Biol., 196, 901-917, 1987, definiert worden ist, ist der Aminosaure-Rest 71
ein Teil der kanonischen Struktur von CDR1 der V-Region der L-Kette.

[0052] Von einer Aminosaure an dieser Position wird vorhergesagt, dass sie direkt die Struktur der
CDR1-Schlaufe der V-Region der L-Kette beeinflusst, und aus diesem Grund wird vermutet, dass sie eine si-
gnifikante Wirkung auf die Antigenbindung ausubt. In RVLb der V-Region der L-Kette des umgeformten
menschlichen WS-4-Antikdrpers ist Phenylalanin an der Position 71 in Tyrosin geandert. Tabelle 2 zeigt die ent-
sprechenden Aminosauresequenzen der V-Region der L-Kette des WS-4-Antikdrpers der Maus, den FR des
modifizierten REI zur Verwendung im umgeformten menschlichen CAMPATH-1H-Antikérper (Riechmann, et
al., 1988), und die zwei Versionen der V-Region der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikor-
pers.

Tabelle 2: Entwurf der L-Ketten V-Region des umgeformten menschlichen WS-4

1 2 3 4
12345678901234567890123 45678901234 567890123456789
WS-4L DIQMTQSPASLSASVGETVTITGC RASEHYSYLA WYQQKQGKSPQLLYY
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC WYQQKPGKAPKLLIY
RVLa DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASENYSYLA WYQQKPGKAPKLLIY
RVLb e e
FR1 CDR1 FR2
5 6 7 8 9
0123456 78901234567890123456789012345678 901234567
WS-4L NAKTLAD GVSSRFSGSGSGTAFSLRISSLQPEDFGSYYC QHHFGFPRT
RE GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC
RVLa NAKTLAD GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC QHHFGFPRT
RVLb %
CDR2 FR3 CDR3
10
8901234567
WS-4L  FGGGTKLELK
RE! FGQGTKVEIK
Rvia  FGQGTKVEIK
RVLb
FR4
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Anmerkung: FR von REI wird beim umgeformten menschlichen CAM-PATH-1H-Antikérper (Riechmann, et al.,
1988) gefunden. Die funf unterstrichenen Aminosauren im FR von REI sind Aminosauren, die sich von der Ami-
nosauresequenz des menschlichen REI unterscheiden. Die Aminosauren werden unter Verwendung des Ein-
zelbuchstabencodes angegeben. Die Aminosaurenummern stimmen mit der Definition von Kabat et al. tiber-
ein.

[0053] Der FR in der V-Region der H-Kette des Maus-WS-4-Antikorpers ahnelt der V-Region der menschli-
chen H-Kette, die zur Untergruppe Ill gehért (Tabelle 1), am meisten.

[0054] Bei einem Vergleich mit bekannten V-Regionen menschlicher H-Ketten ahnelte die V-Region der
H-Kette des Maus-WS-4-Antikorpers am meisten der V-Region der H-Kette des menschlichen Antikérpers
VDH26, einem Mitglied der Untergruppe Il der V-Region der menschlichen H-Kette von FR1 bis FR3 (Buluwe-
la, L. et al., EMBO J., 7, 2003-2010, 1988). Bezlglich FR4 wurde entschieden, da die FR4-Sequenz von
VDH26 nicht beschrieben worden ist, die Aminosauresequenz von FR4 des menschlichen Antikérpers 4B4 zu
verwenden, welcher zur Untergruppe Il gehért (Sanz, I. et al., J. Immunol., 142, 883-887, 1989). Diese
menschlichen V-Regionen der H-Kette wurden als Grundlage zum Entwerfen der V-Region der H-Kette des
umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers verwendet.

[0055] Es wurden acht Versionen der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikor-
pers entworfen. Bei allen acht Versionen beruhten der menschliche FR1, FR2 und FR3 auf FR1, FR2 und FR3
des menschlichen Antikdrpers VDH26, wahrend FR4 auf dem FR4 des menschlichen Antikdrpers 4B4 beruht.
Die CDR der Maus war identisch mit der CDR der V-Region der H-Kette des Maus-WS-4-Antikorpers.

[0056] Tabellen 3 und 4 zeigen die entsprechenden Aminosauresequenzen der V-Region der H-Kette des
Maus-WS-4-Antikorpers, der Matrize FR1 bis FR3 des menschlichen Antikdrpers VDH26, FR4 des menschli-
chen Antikérpers 4B4 und die acht Versionen der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen
WS-4-Antikorpers.

9/81



DE 695 35243 T2 2007.05.10

Tabelle 3: Entwurf der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers (gefolgt von

Tabelle 4)
1 2 3
123456789012345678901234567890 12345
WS- 4l EVKLYESGGGLIQPGDSLRLSCYTSGFTFS  DYYLS
VDU26 - EVOLLESGGGLYRPGGSLRLSCAASGFTFS

RVHa~h EVALLESGGGLVAQPGGSLRLSCAASGFTFS DYYLS

FR1 CDRI
. 5 6

67890123456789 012ABC3456789012345
WS- 41 WYRAPPGKALEWVG LIRNKANGYTREYSASVKG
yDI26  WYROAQGKGLELVG '
RVila WYRQADGKGLELYG LIRNKANGYTREYSASVKG
RVID  meeemm - Hee e
RVHe —  ~---- Pocmeees U
RVHd  ----- Pov-n- Moo mmemmmmcmeemmme e
RVHe e - =PPe---- Hee emmeememeea—eooo-
RVH L mmeePefeHes e
RVHlg ----- Peun-- e EREEEEE R
RVIEh  mmemeee oo Weo e em e

FR2 CDR2

10/81



DE 695 35243 T2 2007.05.10

Tabelle 4: Entwurf der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4 (folgend auf Tabelle 3)

7 8 9 10

67890123456783012ABC345678901234 5678904a8C12.
WS-41  RFTISRDDSGSILYLQHNTLRGEDSATYYCAR ENYRYDVELAY
YDU26 RLTISREDSKNTLYLQMSSLKTEDLAVYYCAR
RVHa RLTISREDSKNTLYLQHSSLKTEDLAVYYCAR ENYRYDYVELAY
RVID  sommememmmmmemmsemanoaees e mmeeaeeeaos
RVllc weemmmee-- T EE T
RVIA  meememmmmmmmmemmeemeeeeeaoeoos oo
RVlle —emem-eenmme- e
RVHE  emeeeee-- e EEEEEEEES e
RVllg R R i
RVIlh N N

FR3 CDR3
11

34567890123 -
WS-41l . WGAGTLYTVSA
484 WGOGTLYTYSS

RYHa~h H'GGGTLVTVSS
FR4
Anmerkung: RVHa-h gibt RVHa, RVHb, RVHc, RVHd, RVHe, RVHf, RVHg und RVHh an.

[0057] Die Aminosauren werden durch Verwendung des Einzelbuchstabencodes bezeichnet. Die Aminosau-
re-Nummern entsprechen der Definition von Kabat et al.

[0058] Herstellung von DNA, die fiir die V-Region des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers kodiert
Die Herstellung der V-Region des umgeformten menschlichen WS-4-Antikdrpers wird im Detail im Beispiel 5
beschrieben.

[0059] DNAs, die fiir die entsprechenden ersten Versionen der L-Kette und H-Ketten-V-Region des umge-
formten WS-4-Antikorpers kodieren, wurden synthetisiert. Es wurde dann geprift, dass die Gesamt-DNA-Se-
quenz der Version ,a" der V-Regionen der L-Kette und H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikor-
pers fir die korrekte Aminosauresequenz kodiert, indem eine Sequenzbestimmung durchgefiihrt wurde. Die
Sequenz der Version ,a@" der L-Ketten-V-Region des umgeformten menschlichen WS-4-Antikdrpers wird in
SEQ-ID Nr. 72 gezeigt, wahrend die Sequenz der Version ,a" der V-Region der H-Kette des umgeformten
menschlichen WS-4-Antikdrpers in SEQ-ID Nr. 40 gezeigt wird.

[0060] DNAs, die fiir andere Versionen der V-Region des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers ko-
dieren, wurden unter Verwendung einer geringfiigigen Variierung des 6ffentlich offenbarten PCR-Mutations-In-
duktionsverfahrens (Kammann, M. et al., Nucleic Acids Res., 17, 5404, 1989) hergestellt, wobei die erste Ver-
sion ,a" als Matrize verwendet wurde. Wie zuvor im Zusammenhang mit dem Entwurf der V-Region des um-
geformten menschlichen WS-4-Antikorpers beschrieben worden ist, wurde DNA, die fiir eine zusatzliche Ver-
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sion der V-Region der Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers (Version ,b"), sowie DNA, die
fur sieben zusatzliche Versionen der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers
kodiert (Versionen "b", "c", "d", "e", "f", "g" und "h") hergestellt.

[0061] Diese zusétzlichen Versionen enthielten leichte Anderungen in einer Reihe von Aminoséuresequen-
zen der ersten Version, und diese Anderungen in den Aminoséuresequenzen wurden durch Durchfiihren ge-
ringer Veranderungen in der DNA-Sequenz unter Verwendung der PCR-Mutations-Induktion erzielt. Ein
PCR-Primer, der die benétige Anderung in die DNA-Sequenz einschleust, wurde entworfen. Nach einer Reihe
von PCR-Reaktionen wurde das PCR-Produkt kloniert, gefolgt von einer Sequenzbestimmung, um zu bestati-
gen, dass die Anderungen in der DNA-Sequenz, so wie entworfen, aufgetreten sind. Die Sequenz der Version
,d" der V-Region der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikoérpers wird in SEQ-ID Nr. 76 gezeigt,
wahrend die Sequenz an der Versionen ,b" bis ,h" der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen
WS-4-Antikorpers in den SEQ-ID Nr. 44, 48, 50, 54, 58, 62 bzw. 64 gezeigt sind.

[0062] Nach dem Uberpriifen der DNA-Sequenzen zahlreicher Versionen der V-Region des umgeformten
menschlichen WS-4-Antikdrpers durch Sequenzbestimmung, wurden die DNAs, die flir die V-Region des um-
geformten menschlichen WS-4-Antikdrpers kodieren, in Sdugerzell-Expressionsvektoren subkloniert, die be-
reits DNA enthalten, die fur die menschliche C-Region kodiert. Das bedeutet, dass DNA, die fir die L-Region
der V-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers kodiert mit einer DNA-Sequenz verbunden wur-
de, die fur die C-Region der menschlichen L-Kette kodiert, wahrend DNA, die fir die V-Region der H-Kette des
umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers kodiert, mit einer DNA-Sequenz verbunden wurde, die fur die
menschliche Cy1-Region kodiert.

[0063] Als nachstes wurden alle Kombinationen der Version ,a" oder ,b" der V-Region der menschlichen
L-Kette und der Versionen ,a" bis ,h" der V-Region der H-Kette auf ihre Bindung an menschliches IL-8 getestet.
Im Ergebnis, wie in Eig. 7 gezeigt, wiesen beide umgeformten menschlichen Antikérper, die die Version ,a"
oder ,b" der L-Kette enthalten sowie die Version ,g" (RVLa/RVHg und RVLb/RVHg) der H-Kette die Fahigkeit
auf, an menschliches IL-8 in gleichem Mafe zu binden, wie der chimare WS-4-Antikorper.

[0064] Jedes Expressionssystem, einschlief3lich eukaryontischer Zellen, wie Tierzellen oder etablierter
Saugerzellen, Pilzzellen, Hefezellen und prokaryontischer Zellen, wie Bakterienzellen (z. B. Escherichia coli)
kann verwendet werden, um den umgeformten menschlichen Antikérper gegen humanes IL-8 herzustellen.
Vorzugsweise wird der umgeformte Antikorper jedoch in Saugerzellen, wie COS-Zellen oder CHO-Zellen ex-
primiert. In diesen Zellen kann ein passender, gewohnlich verwendeter Promotor verwendet werden, um in
Saugerzellen zu exprimieren. Beispielsweise ist es bevorzugt, den Menschen-Cytomegalie-Immediate-Early
(HCMV)-Promotor zu verwenden. Beispiele der Expressionsvektoren, die HCMV-Promotoren enthalten,
schlieRen HCMV-VH-HCy1 und HCMV-VL-HCK ein, sowie die, die von pSV2neo stammen (Internationale Pa-
tentanmeldung Verdéffentlichung Nr. WO 92-19759).

[0065] Zusatzlich schlieBen Beispiele anderer Promotoren fur die genetische Expression in Sdugerzellen, die
verwendet werden kdénnen, Viruspromotoren ein, wie von einem Retrovirus, Poliomavirus, Adenovirus und Af-
fen-Virus 40 (SV40), wie auch Promotoren, die aus Saugerzellen stammen, wie den menschlichen Polypeptid-
ketten-Verlangerungsfaktor 1a (HEF-1a). Beispielsweise kann eine Expression im Falle der Verwendung des
SV40-Promotors durch das Befolgen des Verfahrens von Mulligan, R. C. et al. (Nature, 277, 108-114, 1979)
durchgefiihrt werden, oder im Fall der Verwendung eines HEF-1a-Promotors kann eine Expression durch das
folgende Verfahren von Mizushima, S. et al. (Nucleic Acids Res., 18, 5322, 1990) durchgefuhrt werden.

[0066] Ein anderes spezifisches Beispiel fur einen nitzlichen Promotor ist der HEF-1a-Promotor.
HEF-VH-gy1 und HEF-VL-gk (Fig. 1) sind in einem Expressionsvektor enthalten, der diesen Promotor enthalt.
DNA-Sequenzen, die aus einem Polyomavirus, Adenovirus, SV40 oder Rinderpapillomavirus (BPV) und so
weiter stammen, kénnen als Replicatorpunkte verwendet werden. Auferdem kénnen zur Amplifizierung der
Anzahl an genetischen Kopien in den Wirtszellen Aminoglucosid-3'-phosphotransferase, das neo-resistente
Gen, Thymidinkinase (TK)-Gen, E.coli Xanthin-guanin phosphoribosyl-transferase (XGPRT)-Gen oder Dihy-
drofolatreductase (dhfr) als Selektionsmarker verwendet werden.

[0067] Zwei Arten an Expressionsvektoren werden fir die Produktion des umgeformten Antikérpers herge-
stellt. Das bedeutet, dass ein Expressionsvektor, DNA enthalt, die fir die zuvor definierte umgeformte mensch-
liche L-Kette unter Kontrolle eines Enhancer-/Promotortyps der Expressionskontrollregion wie auch ein ande-
rer Expressionsvektor, der eine DNA enthalt, die fiir die zuvor definierte umgeformte menschliche H-Kette unter
Kontrolle eines Enhancer-/Promotortyps der Expressionskontrollregion hergestellt werden. Als nachstes wer-

12/81



DE 695 35243 T2 2007.05.10

den Wirtszellen, wie Saugerzellen, gleichzeitig durch diese Expressionsvektoren transformiert und die trans-
formierten Zellen werden entweder in vitro oder in vivo kultiviert, um den umgeformten menschlichen Antikor-
per zu produzieren.

[0068] Alternativdazu wird DNA, die fiir die umgeformte menschliche L-Kette und DNA, die fiir die umgeform-
te menschliche H-Kette kodiert, in einen einzelnen Expressionsvektor eingeschleust, es werden Wirtszellen
unter Verwendung dieses Vektors transformiert und die transformierten Zellen werden dann entweder in vitro
oder in vivo kultiviert, um den gewlinschten umgeformten menschlichen Antikdrper herzustellen.

[0069] Der umgeformte menschliche Antikdrper, der auf diese Weise hergestellt wird, kann in Ubereinstim-
mung mit Routineverfahren isoliert und gereinigt werden.

[0070] Umgeformte menschliche Antikdrper F(ab'),, Fab oder Fv, oder einzelkettige Fv, die sowohl Fv der
H-Kette und L-Kette verbinden, kénnen in einem geeigneten Wirt hergestellt werden und fir bekannte Zwecke
verwendet werden (siehe z. B. Bird, R. E. et al., TIBTECH, 9, 132-137, 1991).

[0071] Ein einzelkettiger Fv wird durch Verbinden der V-Region der H-Kette und der V-Region der L-Kette ei-
nes umgeformten menschlichen Antikérpers gegen menschliches IL-8 zusammengesetzt. In diesem Einzelket-
ten-Fv sind die V-Region der H-Kette und die V-Region der L-Winkel durch ein Verbindungsstiick verbunden,
bevorzugt durch ein Peptidverbindungsstlick (Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 5879-5883,
1988).

[0072] Die V-Region der H-Kette und die V-Region der L-Kette dieses Einzelketten-Fv werden aus den Ami-
nosauresequenzen ausgewahlt, die in den SEQ-ID Nr. 63, 73 und 77 beschrieben sind (siehe WO 88-01649).

[0073] Diese V-Regionen werden vorzugsweise durch eine Peptidverbindung verbunden. Beispiele flir Pep-
tidverbindungen, die verwendet werden, schliel3en jedes zufallige einzelkettige Peptid ein, das beispielsweise
aus 12-19 Resten zusammengesetzt ist (sieche WO 88-09344).

[0074] DNA, die fir einzelkettige Fv kodiert, wird gewonnen, indem DNA, die fir die H-Kette oder die V-Re-
gion der H-Kette kodiert, und DNA, die fiir die L-Kette oder die V-Region der L-Kette des oben erwahnten um-
geformten menschlichen Antikorpers als Matrize kodiert, verwendet wird, wobei ein Teil der gewlinschten DNA,
die fUr diese Aminosauresequenz kodiert, amplifiziert wird, indem ein Primerpaar, das in einer PCR beide En-
den festlegt, und Kombinieren eines Primerpaares, das die DNA definiert, die fir einen Polypeptidlinker kodiert
zusammen mit beiden seiner Enden, um so die H- und L-Ketten zu verbinden, verwendet wird.

[0075] Zusatzlich kann, sobald die DNA, die fur den einzelkettigen Fv kodiert, hergestellt worden ist, ein Ex-
pressionsvektor, der diese zusammen mit einem Wirt enthalt, welcher mit diesem Expressionsvektor transfor-
miert ist, nach Routineverfahren gewonnen werden. Zusatzlich kann der einzelkettige Fv nach Routineverfah-
ren unter Verwendung dieses Wirts gewonnen werden.

[0076] Im Vergleich mit Antikbrpermolekilen besitzen einzelkettige Fv eine bessere Permeabilitét in Gewebe,
und es wird erwartet, dass sie in der Bildgebung, indem sie mit einem Radioisotop markiert werden, und als
therapeutisches Mittel mit ahnlichen Funktionen wie ein umgeformter menschlicher Antikérper verwendet wer-
den kénnen.

[0077] ELISA (Enzyme-linked immunosorbant assay), EIA (Enzyme immunoassay), RIA (radioimmunoassay)
oder Floureszenz-Antikdrpertechniken kénnen verwendet werden, um die Bindungsaktivitat des umgeformten
menschlichen Antikdrpers zu bestatigen, und der F(ab'),, Fab, Fv oder Einzelketten-Fv gegen IL-8 der vorlie-
genden Erfindung zu bestatigen. Beispielsweise wird im Fall der Verwendung eines Enzym-Immunoassays mit
umgeformtem menschlichem Antikdrper menschliches IL-8 zu einer Platte gegeben, die mit einem polyklona-
len Antikérper gegen Menschen-IL-8 beschichtet ist, ein Uberstand oder eine gereinigte Probe von Zellen, die
den umgeformten menschlichen Antikérper gegen menschliches IL-8 produzieren, hinzugegeben, und dann
wird ein geeigneter Sekundar-Antikdrper hinzugegeben, der mit einem Enzym, wie alkalischer Phosphatase,
markiert ist. Nach dem Inkubieren und dem Waschen der Platte wird ein Enzymsubstrat, wie Nitrophenylphos-
phat, hinzugegeben, gefolgt von einer Messung der Absorption, um die Antigen-Bindungsfahigkeit zu untersu-
chen.

[0078] Die Fahigkeit des umgeformten menschlichen Antikdrpers und der F(ab'),, Fab, Fv oder Einzelket-
ten-Fv gegen menschliches IL-8 die Bindung von IL-8 an IL-8-Rezeptoren zu inhibieren, wird durch ein ge-
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wohnliches Liganden-Rezeptor-Bindungsinhibitionstestverfahren untersucht. Um beispielsweise die Inhibie-
rung der Bindung von IL-8 an IL-8-Rezeptoren auf Neutrophilen zu untersuchen, wird eine Zellsuspension nach
dem Abtrennen von Neutrophilen, die aus Heparin-Blut durch Zentrifugieren oder andere Mittel gewonnen wor-
den sind, hergestellt, die eine passende Anzahl an Zellen hat, die in dem oben erwahnten Test verwendet wer-
den kann.

[0079] Eine Losung, die IL-8 enthalt, welches mit 2°l und so weiter markiert ist, und nicht markiertes I1L-8 wird
mit einer Loésung gemischt, die den Antikérper oder dessen Fragmente enthalt, die in einer geeigneten Kon-
zentration hergestellt worden sind, gefolgt von der Zugabe dieser Mischung zur oben erwahnten Neutrophi-
len-Suspension. Nach einem gewissen Zeitraum werden die Neutrophilen abgetrennt, und die Aktivitat der
Markierung bei den Neutrophilen wird untersucht.

[0080] Routinegemal bekannte Verfahren, wie das Verfahren, das in Grob, P. M. et al., J. Biol. Chem., 265,
8311-8316, 1990, beschrieben ist, kénnen flr die Untersuchung der Inhibierung der Neutrophilen-Chemotaxis
durch den Antikdrper oder dessen Fragmente verwendet werden.

[0081] Im Fall der Verwendung einer kommerziell erhaltlichen Chemotaxis-Kammer, wird IL-8 nach dem Ver-
dinnen des erfindungsgemafen Antikérpers oder dessen Fragmenten mit einem geeigneten Kulturmedium
zur Kammer hinzugegeben, gefolgt von der Zugabe des verdinnten Antikdrpers oder der Fragmente. Als
nachstes wird die hergestellte Neutrophilen-Suspension zur Kammer hinzugegeben, und es wird ermdglicht,
fur einen gewissen Zeitraum stehen zu bleiben. Da migrierende Neutrophile am Filter adhéarieren, das in der
Kammer angebracht ist, kann die Anzahl solcher Neutrophiler durch gewoéhnliche Verfahren gemessen wer-
den, z. B. durch Farbung oder Fluoreszenzantikérperverfahren. Zusatzlich kann eine Messung ebenfalls durch
mikroskopische Untersuchung mit einem Mikroskop oder durch automatisierte Messung unter Verwendung ei-
ner Maschine durchgefiihrt werden.

[0082] Nach dem Sterilisieren durch Filtrieren unter Verwendung eines Membranfilters, kann der umgeformte
menschliche Antikérper, und das F(ab'),, Fab, Fv oder Einzelketten-Fv-Fragmente gegen menschliches IL-8
als pharmazeutisches therapeutisches Agens vorzugsweise parenteral, beispielsweise durch intravendse In-
jektion, intramuskulare Injektion, intraperitoneale Injektion oder subkutane Injektion oder transtracheal, bei-
spielsweise durch Verwendung eines Zerstaubers, verabreicht werden. Obwohl sie nach dem Alter und den
Symptomen des Patienten variieren kann, ist die normale Dosis beim Menschen 1-1.000 mg/Kérper, wobei
eine geteilte Dosierung von 1-10 mg/kg/Woche ausgewahlt werden kénnen.

[0083] Nach der Untersuchung der Bindungsaktivitat nach Aufreinigung kénnen der umgeformte menschliche
Antikdrper und dessen F(ab'),, Fab, Fv oder Einzelketten-Fv-Fragmente gegen menschliches IL-8 in einem
pharmazeutischen therapeutischen Mittel durch routinemafig verwendete Verfahren hergestellt werden, die
fur die Herstellung von Praparaten physiologisch aktiver Proteine verwendet werden. Beispielsweise besteht
ein Praparat zur Injektion aus dem Losen des verbesserten umgeformten menschlichen Antikérpers oder des-
sen F(ab'),, Fab, Fv oder Einzelketten-Fv-Fragementen gegen menschliches IL-8 in einem Losungsmittel wie
physiologischer Salzlésung oder Puffer, gefolgt von der Zugabe eines Anti-Adsorptionsmittels wie Tween 80,
Gelatine oder menschlichem Serum Albumin (HSA). Alternativ dazu kann dieses Praparat ebenfalls fir die L6-
sung gefriergetrocknet und vor der Verwendung rekonstituiert werden. Beispiele fur Trager, die flr das Gefrier-
trocknen verwendet werden kénnen, schlieRen Zuckeralkohole oder Zucker ein, wie Mannitol und Glucose.

Beispiele

Beispiel 1: Klonierung von DNA, die fur die V-Region eines monoklonalen Antikérpers der Maus gegen
menschliches IL-8 kodiert

[0084] DNA, die fur die variable Region eines monoklonalen Antikérpers der Maus gegen menschliches IL-8
kodiert, wurde in der unten beschriebenen Weise kloniert.

1. Herstellung gesamter RNA
[0085] Die gesamte RNA wurde vom Hybridom WS-4 durch Modifizierung des Casiumchlorid-Dichtegradien-
ten-Zentrifugationsverfahren von Chirgwin, J. M. et al., beschrieben in Biochemistry, 18, 5294-5299, 1979, her-
gestellt.

[0086] Das bedeutet, dass 1 x 10" Hybridom-WS-4-Zellen vollstéandig in 25 ml 4 M Guanidinthiocyanat (Fluka)
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homogenisiert wurden. Das Homogenat wurde tber eine 5,7 M Casiumchloridlésung in einem Zentrifugenrohr-
chen geschichtet, gefolgt von einer Prazipitierung der RNA durch Zentrifugieren fur 14 h bei 20°C bei 31.000
upm in einem Beckman SW40-Rotor.

[0087] Das RNA-Prazipitat wurde mit 80 % Ethanol gewaschen, und dann in 200 pl 20 mM Tris-HCI (ph 7,5)
geldst, das 10 mM EDTA enthalt und 0,5 % Natrium-N-laurylsarcosinat. Nach Zugabe von Protenase (Boehrin-
ger) in einer Konzentration von 0,5 mg/ml wurde das erhaltene Gemisch in ein Wasserbad fiir 30 min. bei 37°C
inkubiert. Das Gemisch wurde mit Phenol und Chloroform extrahiert, und die RNA wurde mit Ethanol prazipi-
tiert. Als nachstes wurde das RNA-Prazipitat in 200 pyl 10 mM Tris-HCI (ph 7,5), enthaltend 1 mM EDTA, gel6st.

2. Extraktion der Messenger-RNA (mRNA)

[0088] Um mRNA zu extrahieren, die fir die H-Kette des monoklonalen Antikérpers WS-4 der Maus kodiert,
wurde poly(A)-positive mMRNA aus der Gesamt-RNA extrahiert, die in Schritt 1 oben gewonnen wurde, indem
ein Fast Track mRNA-Isolations-Kit Version 3.2 (Invitrogen) verwendet wurde, und gefolgt wurde von dem Ver-
fahren, das in den Anweisungen des Herstellers angegeben ist.

3. Synthese einzelstrangiger cDNA

[0089] Einzelstrangige cDNA wurde aus ungefahr 40 ng der in dem Schritt 2 oben gewonnenen mRNA syn-
thetisiert, indem der cDNA-Cycle-Kit (Invitrogen) verwendet wurde, und dem Verfahren gefolgt wurde, das in
den Anweisungen beschrieben ist. Das erhaltene Produkt wurde dann verwendet, um die cDNA zu amplifizie-
ren, die fur die V-Region der H-Kette der Maus kodiert. AuRerdem wurde einzelkettige cDNA aus ungefahr 10
ug der oben erwahnten gesamten RNA synthetisiert, um cDNA zu amplifizieren, die fir die V-Region der L-Ket-
te der Maus kodiert.

4. Amplifizierung des Gens, das fir die variable Region des Antikdrpers kodiert, mittels PCR
(1) Amplifizierung der cDNA, die flr die V-Region der H-Kette der Maus kodiert

[0090] MHV (mouse heavy variable)-Primer 1 bis 12, die in den SEQ-ID Nr. 13 bis 24 gezeigt sind, und MHC
(mouse heavy constant)-Primer, der in SEQ-ID Nr. 25 gezeigt ist (Jones, S. T. et al., Bio/Technology, 9, 88-89,
1991) wurden als PCR-Primer verwendet. 100 uyl der PCR-Ldsung, die 10 mM Tris-HCI (ph 8,3), 50 mM KCl,
0,1 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1,5 mM MgCl,, 0,001 % (w/v) Gelatine, 5 Einheiten DNA-Polyme-
rase AmpliTaq (Perin Elmer Cetus), 0,25 pM eines der MHV-Primer, die in SEQ-ID Nr. 13 bis 24 gezeigt sind,
75 pM des MCH-Primers, der in SEQ-ID Nr. 25 gezeigt ist, und 1,5 pl der einzelstrangigen cDNA-L6sung, die
in Schritt 3 oben gewonnen wurde, wurden verwendet. Die PCR-Lésungen wurden fir jeden der MHV-Primer
1-12 hergestellt. Nach dem Bedecken jeder Lésung mit 50 pl Mineraldl, wurde diese in einer Grofienordnung
von 3 Minuten bei der anfanglichen Temperatur von 94°C erwarmt, gefolgt von einem Zyklus aus 1 Minute bei
94°C, 1 Minute bei 55°C und 1 Minute bei 72°C. Nach dem Wiederholen dieser Warmezyklen tber 30 Male,
wurde das Reaktionsgemisch weiter fiir 10 Minuten bei 72°C inkubiert.

(2) Amplifizierung der cDNA, die fur die V-Region der L-Kette der Maus kodiert

[0091] MKV (mouse kappa variable)-Primer 1 bis 11, die in den SEQ-ID Nr. 1 bis 11 gezeigt sind, und MKC
(mouse kappa constant)-Primer, die in SEQ-ID Nr. 12 gezeigt ist (Jones, S. T. et al., Bio/Technology, 9, 88-89,
1991), wurden als PCR-Primer verwendet.

[0092] Die Amplifizierung der cDNA wurde mit 2,0 pl der einzelstrangigen cDNA durchgefuhrt, die in Schritt 3
oben gewonnen wurde, indem das gleiche Verfahren verwendet wurde, das fir die Amplifizierung des Gens
fur die V-Region der H-Kette in Schritt 4 Teil (1) oben durchgefihrt worden ist, mit der Ausnahme, dass die
Amplifizierung unter Verwendung von 0,25 uM jeweils der MKV-Primer-Mischungen und 3,0 uM des MCK-Pri-
mers durchgefihrt wurde.

5. Reinigung und Fragmentierung des PCR-Produktes
[0093] Die entsprechenden DNA-Fragmente der V-Region der H-Kette und der V-Region der L-Kette, die mit-
tels PCR amplifiziert worden sind, wie oben beschrieben wurde, wurden durch Agarosegel-Electrophorese un-

ter Verwendung von 1,5 % niedrigschmelzender Agarose (Sigma) aufgetrennt. Agarosestlicke, die ein
DNA-Fragment der H-Kette von ungefahr 450 bp Lange und ein L-Ketten-DNA-Fragment von ungefahr 400 bp
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Lange enthalten, wurden getrennt ausgeschnitten und fir 5 Minuten bei 65°C aufgeschmolzen, gefolgt von der
Zugabe des gleichen Volumens 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), enthaltend 2 mM EDTA und 300 mM NaCl.

[0094] Diese Mischung wurde durch Phenol und Chloroform extrahiert, die DNA-Fragmente wurden durch
Ethanol-Prazipitierung gewonnen, und in 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) geldst, die 1 mM EDTA enthalten. Als nachs-
tes wurden die Fragmente fur 3 Stunden bei 37°C unter Verwendung von 5 Einheiten Restriktionsenzym Xmal
(New England BioLabs) in 10 mM Tris-HCI (pH 7,9), enthaltend 10 mM MgCl, und 1 mM Dithiothreitol, verdaut.
Als nachstes wurden die DNA-Fragmente fur 2 Stunden bei 37°C mit 40 Einheiten des Restriktionsenzyms Sall
(Takara Shuzo) verdaut, und die erhaltenen DNA-Fragmente wurden durch Agarosegel-Electrophorese unter
Verwendung von 1,5 %iger niedrig schmelzender Agarose (Sigma) aufgetrennt.

[0095] Die Agarosestiicke, die DNA-Fragmente enthalten, wurden ausgeschnitten und fiir 5 Minuten bei 65°C
geschmolzen, gefolgt von der Zugabe eines gleichen Volumens an 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), enthaltend 2 mM
EDTA und 300 mM NaCl. Dieses Gemisch wurde dann aus Phenol und Chloroform extrahiert, die DNA-Frag-
mente wurden durch Ethanolprazipitierung gewonnen und in 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), enthaltend 1 mM EDTA,
gelost.

[0096] Auf diese Weise wurde jeweils ein DNA-Fragment, das ein Gen enthalt, das fir Maus k-Typ L-Ketten
V-Region kodiert, und ein DNA-Fragment, das ein Gen enthalt, das fir die V-Region der H-Kette der Maus ko-
diert, gewonnen. Die oben erwahnten DNA-Fragmente haben beide eine Sall-Anheftungsstelle an ihrem
5'-Terminus und eine Xmal-Anhangungsstelle an ihrem 3'-Terminus.

6. Ligierung und Transformation

[0097] Ungefahr 0,3 ug des Sall-Xmal DNA-Fragments, das das Gen enthalt, das fir die V-Region der L-Kette
vom kappa-Typ der Maus kodiert, welches auf die oben beschriebene Weise hergestellt worden ist, wurden mit
ungefahr 0,1 ug pUC19-Vektor (Takara Shuzo) gemischt, welches durch einen Verdau mit Sall, Xmal und al-
kalischer Phosphatase von Escherichia coli (BAP; Takara Shuzo), tiber 4 Stunden bei 16°C in einem gepuffer-
ten Reaktionsgemisch, enthaltend 1 Einheit T4 DNA-Ligase (Gibco BRL) und einen zusatzlichen Puffer zum
Verbinden hergestellt wurde.

[0098] Als nachstes wurden 5 pl der oben erwahnten Ligationsmischung zu 50 yl kompetenter Zellen von
E.coli DH5a (GIBCO BRL) hinzugegeben, worauf die Zellen fir 30 Minuten auf Eis stehen gelassen wurden,
fur 1 Minute bei 42°C und wieder fir 1 Minute auf Eis. Als nachstes wurden 400 pl 2 x YT-Medium (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook, et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) hinzugegeben.
Nach dem Inkubieren fur 1 Stunde bei 37°C wurden die E.coli auf 2 x YT Agarmedium (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Sambrook, et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), enthaltend 50 pg/ml Ampi-
cillin (Meiji Seika) ausgebreitet, gefolgt von einer Inkubation Gber Nacht bei 37°C, um die E.coli-Transformante
zu erhalten. AnschlieRend wurden dieses Mal 50 ug X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-p-D-galactosid, Takara
Shuzo) als Selektionsmarker hinzugegeben.

[0099] Diese Transformante wurde Gber Nacht bei 37°C in 10 ml 2 x YT Medium, enthaltend 50 pg/ml Ampi-
cillin inkubiert, und die Plasmid-DNA wurde aus dieser Kultur unter Verwendung des QIA-GEN-Plasmid-Mi-
ni-Kits (QIAGEN) und dem Verfahren, das in den Anweisungen beschrieben ist, hergestellt.

[0100] Das Plasmid, das das Gen enthalt, das fir die V-Region der L-Kette vom k-Typ der Maus kodiert, wel-
ches aus dem Hybridom WS-4 stammt, das so gewonnen wurde, wurde als pUC-WS-4-VL bezeichnet.

[0101] Ein Plasmid, das das Gen enthalt, welches fiir die V-Region der H-Kette der Maus kodiert, die aus dem
Hybridom WS-4 stammt, wurde aus dem Sall-Xmal DNA-Fragment gewonnen, indem das gleiche Verfahren,
wie oben beschrieben, befolgt wurde, auRer, dass JM109 als kompetente E.coli-Zellen verwendet wurden. Das
erhaltene Plasmid wurde als pUC-WS4-VH bezeichnet.

Beispiel 2: Bestimmung der DNA-Nucleotidsequenz

[0102] Die Nucleotidsequenz der kodierenden Region der cDNA in den oben erwahnten Plasmiden wurde un-
ter Verwendung des M13-Primers RV und M13-Primers M4 (beide Takara Shuzo) als Sequenzierprimer, mit
einem automatisierten DNA-Sequenziergerat (Applied Biosystems Inc.) und dem Tag Dye Deoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Inc.) und unter Befolgung des Protokolls, das durch die Hersteller
angegeben worden ist, bestimmt. Die Nucleotidsequenz des Gens, das fur die V-Region der L-Kette des
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Maus-WS-4-Antikorpers kodiert, das in dem Plasmid pUC-WS4-VL enthalten ist, ist in SEQ-ID Nr. 26 gezeigt.
Zusatzlich ist die Sequenz des Gens, das die V-Region der H-Kette des Maus-WS-4-Antikorpers kodiert, das
in dem Plasmid pUC-WS4-VH enthalten ist, in SEQ-ID Nr. 8 gezeigt.

Beispiel 3: Bestimmung des CDR

[0103] Die Grundstruktur der V-Regionen der L- und H-Ketten hat gemeinsame Ahnlichkeiten, wobei jede vier
Rahmenbereiche aufweist, die durch drei hypervariable Regionen verbunden sind, d. h. Komplementari-
tats-bestimmende Regionen (CDR). Obwohl die Aminosauresequenz der Rahmenbereiche relativ gut konser-
viert ist, ist die Variabilitat der Aminosauresequenz der CDR-Regionen extrem hoch (Kabat, E. A. et al., ,Se-
quences of Proteins of Immunological Interest", US Dept. of Health and Human Services, 1991).

[0104] Auf Grundlage dieser Tatsache wurde der CDR wie in Tabelle 5 gezeigt, durch Untersuchen ihrer Ho-
mologie bestimmt, indem versucht wurde, die Aminosauresequenz der variablen Region des Maus-monoklo-
nalen Antikdrpers gegen menschliches IL-8 mit der Datenbank an Aminosauresequenzen der Antikorper, die
von Kabat et al. hergestellt worden sind, zu vergleichen.

Tabelle 5: CDR in der L-Ketten-V-Region und H-Ketten-V-Region des Maus-WS-4-Antikorpers

Plasmid Sequenz-Nr. CDR 1 CDR 2 CDR 3
pUC-WS4-VL 26 24-34 50-56 89-97
pUC-WS4 -VH 28 31-35 50-68 101-111

Beispiel 4: Bestimmung der Expression der klonierten cDNA (Herstellung des chimaren WS-4-Antikorpers)

[0105] Um einen Vektor herzustellen, der chimaren WS-4-Antikérper exprimiert, wurden die cDNA-Klone
pUC-WS4-VL und pUC-WS4-VH, die fir die V-Region der L-Kette bzw. der H-Kette des Maus-WS-4 kodieren,
durch PCR modifiert. Diese wurden dann in einen HEF-Expressionsvektor eingeschleust (Bezug genommen
wird auf die zuvor beschriebene WO 92-19759 und Fig. 1).

[0106] Der Rickwarts-Primer (SEQ-ID Nr. 30) der V-Region der L-Kette und der Riickwarts-Primer (SEQ-ID
Nr. 31) der V-Region der H-Kette wurden jeweils mit DNA hybridisiert, die fiir den Beginn der Leader-Sequenz
der V-Region kodiert und so entworfen worden sind, dass sie eine Kozak-Konsenssequenz (Kozak, M. et al.,
J. Mol. Biol., 196, 947-950, 1987) sowei eine HindllI-Restriktionsschnittstelle haben. Der Vorwartsprimer
(SEQ-ID Nr. 32) der V-Region der L-Kette und der Vorwartsprimer (SEQ-ID Nr. 33) der V-Region der H-Kette
wurden mit einer DNA-Sequenz hybridisiert, die fir das Ende der J-Kette kodiert, und so entworfen, dass sie
eine Splice-Donor-Sequenz und eine BamHI-Restriktionsschnittstelle hinzufligen.

[0107] 100 pl einer PCR-Reaktionsmischung enthaltend 20 mM Tris-HCI (pH 8,2), 10 mM KCI, 6 mM
(NH,),SO,, 1 % Triton X-100, 100 uM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 100 pM jedes Primers, 100 ng der Matrizen-DNA
(pUC-VL oder pUC-VH) und 2,5 U AmpliTag-Enzym wurden mit 50 pl Mineraldl bedeckt. Nach einer anfangli-
chen Denaturierung fir 3 Minuten bei 94°C wurde ein Erwarmungszyklus, der aus 1 Minute bei 94°C, 1 Minute
bei 55°C und 1 Minute bei 72°C bestand, 30-mal wiederholt, gefolgt von einer endgiiltigen Inkubation fir 10
Minuten bei 72°C.

[0108] Das PCR-Produkt wurde unter Verwendung eines 1,5-%igen Gels aus niedrigschmelzender Agarose
gereinigt, gefolgt von einem Verdau mit Hindlll und BamHI. Die V-Region der L-Kette wurde in den HEF-Ex-
pressionsvektor HEF-VL-gk kloniert, wahrend die V-Region der H-Kette in den HEF-Expressionsvektor
HEF-VH-gy1 kloniert wurde. Nach der Bestimmung der DNA-Sequenzen wurden Plasmide, die das DNA-Frag-
ment enthalten, das die korrekte DNA-Sequenz hat, als HEF-chWS4L-gk beziehungsweise HEF-chWS4H-gy1
bezeichnet.

Transfektion in COS-Zellen

[0109] Um die transiente Expression des primaren WS-4-Antikérpers zu beobachten, wurden die oben er-
wahnten Expressionsvektoren in COS-Zellen getestet. HEF-chWS4L-gk und HEF-chWS4H-gy1 wurden durch
Electroporation unter Verwendung eines Genpuls-Systems (BioRad) gleichzeitig in COS-Zellen transfiziert.
Jede DNA (10 pg) wurde in einem 0,8 ml Aliquot enthaltend 1 x 107 Zellen/ml in PBS hinzugegeben, und dann
mit 1,5 kV mit einer Kapazitat von 25 uF pulsiert.
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[0110] Nach dem Einrdumen eines Erholungszeitraums fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die elec-
troporierten Zellen in 15 ml DMEM Kulturmedium (GIBCO) suspendiert, das 5 y-Globulin-freies fotales Kalber-
serum enthalt, welches in ein Gewebekulturgefalt gegeben wurde. Nach dem Inkubieren fir 96 Stunden wurde
das Kulturmedium eingesammelt, die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugieren entfernt, und der Uberstand
wurde dann mit einem Scheibenfilter mit einem Porendurchmesser von 0,45 pm (Gelman Science) filtriert.

ELISA

[0111] Die ELISA-Platten zur Messung der Antigenbindung und der Antikérperkonzentration wurden wie un-
ten beschrieben hergestellt. Die ELISA-Platten zur Messung der Antigen-Bindungsfahigkeit wurden auf folgen-
de Weise hergestellt. Nach dem Ausbilden einer festen Schicht in jeder Vertiefung einer 96-Well-Platte (Nunc)
mit 100 pl eines polyclonalen Ziege-Anti-Mensch IL-8-Antikdrpers (R & D Systems), welcher in einer festen
Schicht Puffer mit einer Konzentration von 2 ug/ml (0,1 M Natriumbicarbonat, 0,02 % Natriumazid) gel6st war,
und Blockieren mit 200 pl Verdiinnungspuffer (50 mM Tris-HCI (pH 7,2), 1 % Rinderserumalbumin (BSA), 1 mM
MgCl,, 0,15 M NaCl, 0,05 % Tween 20 und 0,02 % Natriumazid), wurden 100 pl rekombinantes menschliches
IL-8 (Amersham) (5 ng/ml) hinzugegeben.

[0112] Eine gereinigte Probe des chimaren Antikdrpers oder des Kulturiiberstands der COS-Zellen, die diese
exprimierten, wurden seriell verdiinnt und in jede Vertiefung gegeben. Als nachstes wurden 100 pl Alkalische
Phosphatase markierter Ziege-Anti-Mensch IgG-Antikdrper (TAGO) (1 pg/ml) hinzugegeben. Nach einer Inku-
bation und Waschen wurde eine Substratlésung (1 mg/ml p-Nitrophenyl-phosphat) hinzugegeben, gefolgt von
einer Messung der Absorption bei 405 nm.

[0113] Zur Messung der Antikorperkonzentration, nach dem Ausbilden einer festen Schicht in den Vertiefun-
gen der 96-Wellplatte mit 100 pl Ziege-Anti-Maus IgG-Antikérper (TAGO) bei einer Konzentration von 1 pg/mi
und Blockieren wurde eine gereinigte Probe des chimaren Antikdrpers oder Kulturmediums der COS-Zellen,
die diese exprimierten, seriell verdiinnt und zu jeder Vertiefung hinzugegeben. Als nachstes wurden 100 pl Al-
kalische Phosphatase markierter Ziege-Anti-Maus 1gG-Antikérper (TAGO) (1 pg/ml) hinzugegeben. Nach der
Inkubation und Waschen, wurde eine Substratlésung (1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat) hinzugegeben, und die
Absorption wurde bei 405 nm gemessen.

[0114] Da der chimare Antikorper WS-4 im Ergebnis eine spezifische Bindung an IL-8 zeigte, wurde davon
ausgegangen, dass dieser chimare Antikorper die korrekte Struktur der V-Region des Maus-monoklonalen An-
tikérpers WS-4 hat (siehe Eig. 2).

[0115] Des Weiteren wurde Escherichia coli mit dem oben erwahnten Plasmid HEF-chWS4L-gk als Escheri-
chia coli DH5a (HEF-chWS4L-gk) hinterlegt und die Escherichia coli mit dem oben erwahnten Plasmid
HEF-chWS4H-gy1 wurden als Escherichia coli JM109 (HEF-chWS4H-gy1) beim Bioengineering Industrial
Technology Research Institute of the Agency of Industrial Science and Technology (1-1-3 Higashi, Tsukuba,
Ibaraki, Japan) am 12. Juli 1994 unter den jeweiligen Bezeichnungen FERM BP-4739 beziehungsweise FERM
BP-4740 gemafl den Vorschriften der Budapester Konvention hinterlegt.

Beispiel 5: Herstellung eines umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers
Herstellung der V-Region der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers

[0116] DNA, die fur die V-Region der H-Kette des umeformten menschlichen WS-4-Antikérpers kodiert, wur-
de in der unten beschriebenen Weise entworfen. Vollstandige DNA, die fir die V-Region der H-Kette des um-
geformten menschlichen WS-4-Antikorpers kodiert, wurde so entworfen, dass bekannte DNA-Sequenzen, die
jeweils fur FR1 bis FR3 des menschlichen Antikérpers VDH26 und FR4 des menschlichen Antikérpers 4B4 ko-
dieren, an die DNA-Sequenz gebunden werden, die fiir die CDR der V-Region der H-Kette des Maus-WS-4-An-
tikdrpers kodiert.

[0117] Als nachstes wurde eine HindllI-Erkennungsschnittstelle/Kozak Konsensus-Sequenz und eine BamHI
Erkennungsschnittstelle/Splice-Donor-Sequenz jeweils an die 5'- bzw. 3'-Enden dieser DNA-Sequenz ange-
hangt, gefolgt von der Einschleusung in einen HEF-Expressionsvektor. Die DNA-Sequenz, die auf diese Weise
entworfen worden ist, wurde dann in vier ungefahr gleiche Oligonucleotide unterteilt, worauf die Sekundar-
struktur dieser Oligonucleotide, fir die es die Moglichkeit gibt, dass sie den Zusammenbau dieser Oligonucle-
otide beeintrachtigen, mittels Computer analysiert wurden.
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[0118] Die vier Oligonucleotidsequenzen werden in den SEQ-ID Nr. 34 bis 37 gezeigt. Diese Oligonucleotide
haben Langen von 113 bis 143 Basen, und die benachbarten Oligonucleotide haben eine Uberlappregion, die
jeweils aus 20 Basen besteht. HF1 (SEQ-ID Nr. 34) und HF3 (SEQ-ID Nr. 36) dieser vier Oligonucleotide haben
eine Sense-DNA-Sequenz, wahrend HF2 (SEQ-ID Nr. 35) und HF4 (SEQ-ID Nr. 37) eine Antisense-DNA-Se-
quenz haben. Diese Oligonucleotide wurden durch ein automatisiertes DNA-Synthesegerat (Applied Biosys-
tems) synthetisiert.

[0119] Zuséatzlich ist das Verfahren des Zusammenbaus dieser vier Oligonucleotide durch PCR in Fig. 3 dar-
gestellt. Ungefahr 100 ng jedes der HF1 und HF2 wie auch HF3 und HF4 wurden zusammengegeben und in
ein PCR-Reaktionsgemisch mit einem endgiltigen Volumen von 98 pl und 2,5 U der Pfu DNA-Polymerase ent-
halten, gegeben. Nach anfanglichem Denaturieren fiir 3 Minuten bei 94°C wurden die Lésungen fiir 2 Zyklen
inkubiert, wobei jeder Zyklus aus einer Inkubation fur 2 Minuten bei 94°C, 2 Minuten bei 55°C und 2 Minuten
bei 72°C besteht.

[0120] Nach dem Ersetzen von jeweils dem halben Volumens der PCR-Reaktionslésungen wurde die Inku-
bation fir zusatzliche zwei Zyklen fortgesetzt. Nach dem Hinzugeben von jeweils 100 pM RVHS5'-Primer
(SEQ-ID Nr. 38) und RVH3'-Primer (SEQ-ID NR. 39) als externer Primer wurden die PCR-Reaktionslésungen
mit 50 pl Mineraldl bedeckt. Nach anfanglichem Denaturieren flir 3 Minuten bei 94°C wurden die Reaktionslo-
sungen fur 45 Zyklen aus 1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 95°C und 1 Minute bei 72°C inkubiert, gefolgt von
einer endgultigen Inkubation fur 10 Minuten bei 72°C.

[0121] Ein DNA-Fragment, das ungefahr 450 Basenpaare enthalt, wurde aus einem 1,5 %igen niedrigschmel-
zenden Agarosegel gereinigt, mit Hindlll und BamHI verdaut und in den HEF-Expressionsvektor HEF-VH-gy1
(Eig. 1) kloniert. Nach dem Bestimmen der DNA-Sequenz unter Verwendung des EF-1-Primers (SEQ-ID Nr.
78) und des HIP-Primers (SEQ-ID Nr. 79) wurde das Plasmid, das ein DNA-Fragment enthalt, das flr die kor-
rekte Aminosauresequenz der V-Region der H-Kette kodiert, als HEF-RVHa-gy1 bezeichnet. Die Aminosaure-
sequenz und die Nucleotidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVHa-gy1 enthalten
sind, werden in SEQ-ID Nr. 41 und 40 gezeigt.

[0122] Jede der Versionen "b", "c", "d", "e", "f", "g", und "h" der V-Region der H-Kette des umgeformten
menschlichen WS-4-Antikdrpers wurde in der unten beschriebenen Weise hergestellt.

[0123] Version ,b" (RHVb) wurde mittels PCR unter Verwendung der Mutagenprimer LTW1 (SEQ-ID Nr. 42)
und LTW2 (SEQ-ID NR. 43) amplifiziert, die so entworfen sind, dass Leucin an der Position 47 durch Trypto-
phan ersetzt wird, RVH5' (SEQ-ID Nr. 38) und RVH3' (SEQ-ID Nr. 43) fur Primer, die beide Enden definieren,
und, das Plasmid HEF-RVHa-gy1 als Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHb-gy1 zu gewinnen. Die Ami-
nosauresequenz und die Nucleotidsequenz der H-Ketten V-Region, die in diesem Plasmid HEF-RVHb-gy1 ent-
halten ist, sind in den Sequenzen SEQ-ID Nr. 45 und 44 gezeigt.

[0124] Version ,c" wurde mittels PCR unter Verwendung der Mutagenprimer QTP 1 (SEQ-ID Nr. 46) und QTP2
(SEQ-ID Nr. 47) amplifiziert, die so entworfen wurden, dass Glutaminsaure an der Position 41 durch Prolin er-
setzt ist, und das Plasmid HEF-RVHa-gy1 als Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHc-gy1 zu gewinnen.
Die Aminosauresequenz und die Nucleotidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RV-
Hc-gy1 enthalten sind, sind in den SEQ-ID Nr. 49 und 48 gezeigt.

[0125] Version ,d" wurde mittels PCR unter Verwendung der Mutagenprimer QTP1 und QTP2 und Plasmid
HEF-RVHb-gy1 als die Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHd-gy1 zu gewinnen. Die Aminosauresequenz
und die Nucleotidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVHd-gy1 enthalten sind,
sind in den SEQ-ID Nr. 51 und 50 gezeigt.

[0126] Version ,e" wurde unter Verwendung der Mutagenprimer ATP1 (SEQ-ID Nr. 52) und ATP2 (SEQ-ID Nr.
53), die so entworfen wurden, dass Alanin an der Position 40 durch Prolin ersetzt ist, und das Plasmid HEF-RV-
Hd-gy1 als die Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHe-gy1 zu gewinnen. Die Aminosauresequenz und die
Nucleotidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVHe-gy1 enthalten sind, sind in den
SEQ-ID Nr. 55 und 54 gezeigt.

[0127] Version ,f" wurde unter Verwendung der Mutagenprimer GTA1 (SEQ-ID Nr. 56) und GTA2 (SEQ-ID Nr.
57), die so entworfen wurden, dass Glycin an der Position 44 durch Alanin ersetzt ist, und das Plasmid
HEF-RVHd-gy1 als die Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHf-gy1 zu gewinnen. Die Aminosduresequenz
und die Nucleotidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVHf-gy1 enthalten sind, sind
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in den SEQ-ID Nr. 59 und 58 gezeigt.

[0128] Version ,g" wurde unter Verwendung der Mutagenprimer LTF1 (SEQ-ID Nr. 61) und LTF2 (SEQ-ID Nr.
61), die so entworfen wurden, dass Leucin an der Position 67 durch Phenylalanin ersetzt ist, und das Plasmid
HEF-RVHd-gy1 als die Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHg-gy1 zu gewinnen. Die Aminosauresequenz
und die Nucleotidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVHg-gy1 enthalten sind,
sind in den SEQ-ID Nr. 63 und 62 gezeigt.

[0129] Version ,h" wurde unter Verwendung der Mutagenprimer LTF1 und LTF2 und Plasmid HEF-RVHb-gy1
als die Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVHh-gy1 zu gewinnen. Die Aminosauresequenz und die Nucle-
otidsequenz der V-Region der H-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVHh-gy1 enthalten sind, sind in den
SEQ-ID Nr. 65 und 64 gezeigt.

Herstellung der L-Ketten V-Region des umgeformten menschlichen WS-4-Antikorpers

[0130] DNA, die fur die V-Region der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers kodiert, wur-
de in der unten beschriebenen Weise entworfen. Vollstandige DNA, die die V-Region der L-Kette des umge-
formten menschlichen WS-4-Antikérpers kodiert, wurde so entworfen, dass eine DNA-Sequenz, die fur den FR
des menschlichen Antikdrpers REI kodiert, mit der DNA-Sequenz verbunden wird, die fur den CDR der V-Re-
gion der L-Kette des Maus-WS-4-Antikdrpers kodiert.

[0131] Als nachstes wurden jeweils eine Hindlll-Erkennungsschnittstelle/Kozak Konsensus-Sequenz und
BamHI-Erkennungsschnittstelle/Splice Donor-Sequenz an die 5'- und 3'-Enden dieser DNA-Sequenz ange-
hangt, um ihr so zu ermdglichen, dass sie in einen HEF-Expressionsvektor eingeschleust wird. Die DNA-Se-
quenz, die auf diese Weise entworfen wurde, wurde dann in vier ungefahr gleiche Oligonucleotide aufgeteilt,
worauf die Sekundarstruktur dieser Oligonucleotide, bei denen die Méglichkeit besteht, dass sie den Zusam-
menbau dieser Oligonucleotide behindern, mit einem Computer analysiert wurde.

[0132] Die vier Oligonucleotidsequenzen sind in SEQ-ID Nr. 66 bis 69 gezeigt. Diese Oligonucleotide haben
Langen von 106 bis 124 Basen, und die benachbarten Oligonucleotide haben eine liberlappende Region, die
im Wesentlichen aus 19 bis 23 Basen besteht. LF1 (SEQ-ID Nr. 66) und LF3 (SEQ-ID Nr. 68) dieser vier Oli-
gonucleotide haben eine Sense-DNA-Sequenz, wahrend die anderen LF2 (SEQ-ID Nr. 67) und LF4 (SEQ-ID
Nr. 69) eine Antisense-DNA-Sequenz haben. Diese Oligonucleotide wurden unter Verwendung des gleichen
Verfahrens synthetisiert, das fir die oben erwahnten HF 1 bis HF4 benutzt wurde.

[0133] Zum Zusammenbau wurden nach anfanglichem Denaturieren fir 3 Minuten bei 94°C 98 pl einer
PCR-Mischung, die 100 ng jedes der vier Arten der Nucleotide und 5 U Ampli Taq enthalt, wurde die Mischung
fur zwei Zyklen inkubiert, wobei jeder Zyklus aus einer Inkubation fir 2 Minuten bei 94°C, 2 Minuten bei 55°C
und 2 Minuten bei 72°C besteht. Nach dem Zugeben von 100 pM von dem RVL5'-Primer (SEQ-ID Nr. 70) und
dem RVL3'-Primer (SEQ-ID Nr. 71) als externem Primer wurde die PCR-Reaktionsmischung mit 50 pl Mineraldl
bedeckt. Nach anfanglichem Denaturieren fir 3 Minuten bei 94°C wurde die Reaktionslésung fir 30 Zyklen aus
1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 55°C und 1 Minute bei 72°C unterworfen, schliel3lich gefolgt von einer Inkuba-
tion fir 10 Minuten bei 72°C (siehe Fig. 3).

[0134] Ein DNA-Fragment, das ungefahr 400 Basenpaare enthalt, wurde unter Verwendung von einem 1,5
%igen niedrigschmelzenden Agarosegel gereinigt, mit Hindlll und BamHI verdaut und in den HEF-Expressi-
onsvektor HEF-VL-gk (Fig. 1) kloniert. Nach dem Bestimmen der DNA-Sequenz unter Verwendung des
EF-1-Primers (SEQ-ID Nr. 78) und des KIP-Primers (SEQ-ID Nr. 80) wurde das Plasmid, das ein DNA-Frag-
ment enthalt, welches fir die korrekte Aminosauresequenz der V-Region der L-Kette kodiert, als HEF-RVLa-gk
bezeichnet. Die Aminosauresequenz bzw. die Nucleotidsequenz der V-Region der L-Kette, die in diesem Plas-
mid HEF-RVLa-gk enthalten sind, sind in SEQ-ID Nr. 73 und 72 gezeigt.

[0135] Version ,b" (RVLb) wurde mittels PCR unter Verwendung der Mutagenprimer FTY1 (SEQ-ID Nr. 74)
und FTY2 (SEQ-ID Nr. 75) amplifiziert, die so entworfen wurden, dass Phenylalanin an der Position 71 durch
Tyrosin ersetzt wurde, RVLS' (SEQ-ID Nr. 70) und RVL3' (SEQ-ID Nr. 71) als Primer, die beide Enden definie-
ren, das Plasmid HEF-RVLa-gk als Matrizen-DNA, um das Plasmid HEF-RVLb-gk zu erhalten. Die Aminosau-
resequenz bzw. die Nucleotidsequenz der V-Region der L-Kette, die in diesem Plasmid HEF-RVLb-gk enthal-
ten ist, wird in den SEQ-ID Nr. 77 und 76 gezeigt.

[0136] Um die Antigen-Bindungsfahigkeit jeder Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers zu
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untersuchen, wurden COS-Zellen zuerst gleichzeitig in der zuvor beschriebenen Weise, mit dem Expressions-
vektor HEF-RVLa-gk fir die Version ,a" der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers, und
dem Expressionsvektor HEF-chWS4H-gy1 fir die H-Kette des chimaren WS-4-Antikdrpers transfiziert. Nach
dem Einsammeln des Kulturmediums, wie oben beschrieben wurde, wurden die Menge des hergestellten An-
tikérpers und die Antigen-Bindungsfahigkeit der hergestellten Antikdrper unter Verwendung des Verfahrens,
das in dem Abschnitt Gber die ELISAs in obigem Beispiel 4 beschrieben worden ist, gemessen. Diese Ergeb-
nisse sind in Fig. 4 gezeigt. Wie in Fig. 4 gezeigt wird, wurde bestatigt, dass es keinen Unterschied in der An-
tigen-Bindungsfahigkeit zwischen dem chiméaren Antikdrper (chL/chH), der als Positivkontrolle verwendet wur-
de, und dem Antikérper gab, der aus einer umgeformten L-Kette und einer chimaren H-Kette bestand (RV-
La/chH).

[0137] Um zum gleichen Zeitpunkt die Kombination des Expressionsvektors HEF-chWS4L-gk der L-Kette des
chimaren WS-4-Antikoérpers und die Version ,a" der H-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikor-
pers zu ermitteln, wurden beide gleichzeitig in COS-Zellen cotransfiziert, und die Menge des hergestellten An-
tikorpers und die Antigen-Bindungsfahigkeit wurden fir den erhaltenen Antikorper unter Verwendung des Ver-
fahrens, das in dem Abschnitt ,ELISA" im obigen Beispiel 4 beschrieben worden ist, gemessen. Antigenbin-
dungsfahigkeit wurde fur diesen Antikdrper (chL/RVHa) (siehe Fig. 4) nicht nachgewiesen.

[0138] Wie zuvor beschrieben worden ist, wurde die Untersuchung jeder Version aller umgeformten H-Ketten
durch gleichzeitiges Transfizieren von COS-Zellen mit jeder Version der umgeformten H-Kette und der Version
.a" der L-Kette des umgeformten WS-4-Antikorpers (RVLa) durchgefihrt, da die Version ,a" der L-Kette des
umgeformten menschlichen WS-4-Antikdrpers Antigen-Bindungsfahigkeit aufwies, die der L-Kette des chima-
ren WS-4-Antikdrpers entspricht.

[0139] Das Ergebnis war, dass die Antikérper, die die Version ,b", ,d", ,e", ,f", ,9" und ,h" der umgeformten
H-Kette haben, eine Antigen-Bindungsfahigkeit aufwiesen, die mit der des chimaren WS-4-Antikdrpers
(chL/chH) vergleichbar ist, welcher als Positivkontrolle verwendet wurde, was darauf hindeutete, dass diese
Kombination eine funktionale Antigen-Bindungsstelle des menschlichen Antikérpers bildet. Jedoch werden be-
zuglich der Menge des Antikdrpers, der hergestellt wurde, alle Versionen in geringeren Mengen hergestellt, als
der WS-4-Antikérper (chL/chH), mit der Ausnahme der Version ,g" (RVHg). Auflerdem wurde beim Antikérper
mit der H-Kette Version ,c" keine Antigen-Bindungsfahigkeit beobachtet (siehe Fig. 5).

[0140] Auf Grundlage dieser Befunde wurde geschlussfolgert, dass der Antikérper mit der Version ,a" der
L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikoérpers (RVLa) und der Version ,g" der H-Kette des umge-
formten menschlichen WS-4-Antikorpers eine funktionale Antigen-Bindungsstelle bildet, die eine glinstige An-
tigen-Bindungsfahigkeit aufweist, und dass die Menge des Antikdrpers, der nach einer simultanen Transfektion
in COS-Zellen hergestellt wird, vergleichbar ist mit dem chimaren WS-4-Antikdrper (chL/chH).

[0141] Als nachstes wurde eine Untersuchung der Version ,b" der L-Kette des umgeformten humanen
WS-4-Antikérpers (RVLb) durch gleichzeitiges Transfizieren von COS-Zellen mit jeder Version der H-Kette und
der Version ,b" der L-Kette des umgeformten menschlichen WS-4-Antikérpers (RVLb) durchgefihrt. Das Er-
gebnis zeigte, dass nur der Antikdrper mit der Version ,g" der H-Kette des umgeformten menschlichen
WS-4-Antikérpers (RVLb/RVHg) einer Antigen-Bindungsfahigkeit aufwies, die mit der des chimaren WS-4-An-
tikérpers (chL/chH) vergleichbar ist, der als Positivkontrolle verwendet wurde, und es wurde geschlussfolgert,
dass diese Kombination eine funktionale Antigen-Bindungsstelle eines menschlichen Antikdrpers bildet. Zu-
satzlich wurden bezuglich der Menge des hergestellten Antikdrpers alle Versionen in geringeren Mengen als
der chimare WS-4-Antikorper (chL/chH) hergestellt, ausgenommen die Version ,g" (RVHg) (siehe Fig. 6).

[0142] Bei der oben erwahnten Untersuchung wurden die zwei Arten des umgeformten menschlichen Anti-
korpers (RVZa/RVHg und RVLb/RVHg), die eine Bindungsaktivitat gegenuber IL-8 des Menschen und eine
Produktionsmenge, die mit der des chimaren WS-4-Antikdrpers (chL/chH) vergleichbar ist, aufwiesen, jeweils
mit einer Protein-A-Saule gereinigt, worauf die Bindungsaktivitat genau untersucht wurde, indem das Verfah-
ren verwendet wurde, das in dem Abschnitt Giber den ELISA in Beispiel 4 beschrieben ist. Das Ergebnis zeigte,
dass der chimare WS-4-Antikérper (chL/chH) RVLa/RVHg-Antikérper und RVLb/RVHg-Antikdrper alle die glei-
chen Ausmale an Bindungsfahigkeit aufwiesen (siehe Fig. 7).

[0143] Auf Grundlage dieser Befunde wurde geschlussfolgert, dass nach simultaner Transfection in COS-Zel-
len ein Antikdrper entweder mit der Version ,a" (RVLa) oder Version ,b" (RVLb) der L-Kette des umgeformten
menschlichen WS-4-Antikérpers und der Version ,g" (RVHg) der H-Kette des umgeformten menschlichen
WS-4-Antikdrpers eine funktionale Antigen-Bindungsstelle bildet, die eine guinstige Antigen-Bindungsfahigkeit,
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und eine Antikdrper-Produktionsmenge aufweist, die dem des chimaren WS-4-Antikérpers (chL/chH) ver-
gleichbar ist, erhalten wurde.

[0144] Die inhibitorische Aktivitat der IL-8-Bindung an IL-8-Rezeptoren des umgeformten menschlichen Anti-
korpers, der aus der Version ,a" (RVLa) der H-Kette und der Version ,g" (RVLg) der H-Kette des umgeformten
menschlichen WS-4-Antikérpers oder der Version ,b" (RVLb) der L-Kette und der Version ,g" (RVHg) der
H-Kette bestand, wurde durch einen Liganden-Rezeptor-Bindungsinhibitions-Assay untersucht.

[0145] Ungefahr 100 pl einer heparinisierten Blutprobe normaler Individuen wurde in 35 ml Aliquots auf 15 ml
Mono-Poly-Trennlésung (ICN Biomedicals) geschichtet, und die Schicht mit den menschlichen Neutrophilen
wurde durch Zentrifugieren gemaf den beigefligten Instruktionen isoliert. Nach dem Waschen dieser Zellen
mit RPMI-1640 Medium, enthaltend 1 % BSA, wurde die kontaminierenden Erythrozyten durch 150 mM Am-
moniumchloridlésung entfernt. Nach dem Zentrifugieren wurden die Zellen mit RPMI-1640 Medium, enthaltend
1% BSA, gewaschen, und in einer Konzentration von 2 x 107 Zellen/ml resuspendiert. Der Neutrophilen-Gehalt
in dieser Zellsuspension nach einer Messung nach der Farbung der Schmierproben, die unter Verwendung ei-
ner Cytospin (Shandon) mit Diff-Quik stain (Green Cross) hergestellt worden sind, betrug 95 % oder mehr.

[0146] Die oben erwahnte Neutrophilen-Suspension wurde zentrifugiert und in einer Konzentration von 2 x
107 Zellen/ml mit Bindungspuffer (auf D-PBS enthaltend 1 % BSA und 0,1 % Natriumazid) resuspendiert. Zu
diesem Zeitpunkt wurden der chimare SK2 Antikdrper mit einem Fc-Teil, der mit dem menschlichen Antikérper
der vorliegenden Erfindung (siehe Internationale Patentanmeldung Nr. PCT/JP94/00859) identisch ist und des-
sen Antigen, menschliches IL-6, in Konzentrationen von ungefahr 50 pug/ml bzw. 40 ng/ml zugegeben, und zum
Zweck einer Varsattigung der Fc-Rezeptoren auf den Neutrophilen inkubiert fir 30 Minuten in einem Eisbad.

[0147] IL-8, welches radioaktiv mit '°| markiert ist (74 TBg/mmol, Amersham) und nicht-markiertes 1L-8
(Amersham) wurden durch Mischen in Bindungspuffer auf Konzentrationen von jeweils 4 ng/ml hergestellt. Der
chimare WS-4-Antikorper (chL/chH), der umgeformte menschliche Antikérper (RVLa/RVHg und RVLb/RVHg),
der Negativ-Kontroll-Antikérper des Menschen (PAESEL + LOREI) oder die Positiv-Kontroll-Antikbrper-Maus
WS-4 wurden jeweils mit Bindungspuffern in Konzentrationen zwischen 2.000 ng/ml und ungeféhr 8 ng/ml in
schrittweisen 2-fach-Verdinnungen verdinnt. 50 pl der IL-8-Lésung und 50 pl jeder der Antikdrper-Losungen
wurden fur 30 Minuten in einem Eisbad inkubiert. Als nachstes wurden 100 pl der oben erwdhnten Neutrophi-
len-Suspension hinzugegeben und eine Inkubation wurde fiir 1 Stunde unter Mischen nach jeweils 15 Minuten
fortgesetzt. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension auf 200 pl einer 20 %igen Saccharoselésung ge-
schichtet, gefolgt vom Zentrifugieren und Einfrieren. Um das IL-8 zu messen, das an die Zellen gebunden war,
wurde das Zellsediment abgetrennt, und die Radioaktivitat wurde mit einem Gamma-Strahlengerat (Aroka) ge-
messen. Die Ergebnisse sind in Eig. 8 gezeigt.

[0148] Antikdrper mit der Version ,a@" der L-Kette (RVLa) und der Version ,g" der H-Kette (RVHg) des umge-
formten menschlichen WS-4-Antikorpers oder der Version ,b" dieser L-Kette und der Version ,g" dieser H-Kette
zeigten klar, dass sie eine Bindungs-inhibierende Wirkung haben, die mit der des chiméaren Antikérpers
(chL/chH) bezuglich der Bindung von IL-8 an die IL-8-Rezeptoren vergleichbar ist.

[0149] Des Weiteren wurden Escherichia coli mit dem oben erwahnten Plasmid HEF-RVLa-gk als Escherichia
coli DH5a (HEF-RVLa-gk) hinterlegt, und Escherichia coli, die das Plasmid HEF-RVHg-gy1 enthalten, wurden
als Escherichia coli JM109 (HEF-RVHg-gy1) beim Bioengineering Industrial Technology Research Institute der
Agency of Industrial Science and Technology (1-1-3 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan) am 12. Juli 1994 unter
den Namen FERM BP-4738 bzw. FERM BP-4741 auf Grundlage der Vorschriften des Budapester Vertrags hin-
terlegt.

Referenzbeispiel 1: Herstellen des Hybridoms WS-4

[0150] Ein Hybridom, das einen monoklonalen Antikérper gegen menschliches IL-8 produziert, wurde durch
Fusionieren von Milzzellen von BALB/c-Mausen, die mit menschlichem IL-8 immunisiert worden sind, und
Maus-Myelomzellen P3x63-Ag8.653 gemal Routineverfahren unter Verwendung von Polyethylenglycol her-
gestellt. Die Durchmusterung wurde unter Verwendung der Aktivitat der Bindung mit menschlichem IL-8 als Kri-
terium durchgefihrt, um das Hybridom WS-4 herzustellen (Ko, Y. C. et al., J. Immunol. Methods, 149, 227-235,
1992).

[0151] Liste der Microorganismen, die nach den Voraussetzungen des Artikels 13 bis des Patent-Zusammen-
arbeitsvertrages, Internationale Hinterlegungsstelle, hinterlegt sind:
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[0152] Name: National Institute of Bioscience and Human-Technology Agency of Industrial Science and Tech-
nology Adresse: 1-3 Higashi 1-chome, Tsukuba, Ibaraki, Japan

Hinterlegungsnummern und Hinterlegungsdaten:

(1) Escherichia coli DH5a (HEF-RVLa-gk)
Hinterlegungs-Nr. FERM BP-4738
Hinterlegungs-Datum 12. Juli 1994

(2) Escherichia coli DH5a (HEF-chWS4L-gk)
Hinterlegungs-Nr. FERM BP-4739
Hinterlegungs-Datum 12. Juli 1994

(3) Escherichia coli JM109 (HEF-chWS4H-gy1)
Hinterlegungs-Nr. FERM BP-4740
Hinterlegungs-Datum 12. Juli 1994

(4) Escherichia coli JM109 (HEF-RVHg-gy1)
Hinterlegungs-Nr. FERM BP-4741
Hinterlegungs-Datum 12. Juli 1994
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SEQUENZLISTE

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER

A) NAME: CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA
B) STRASSE: 5-1, UKIMA 5-CHOME

C) ORT: KITA-KU

E) LAND: JAPAN

F) POSTLEITZAHL: 115/JP

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Rekonstituierter

menschlicher Antikdrper gegen menschliches Interleukin-8
(iid) ANZAHL DER SEQUENZEN: 80

(iv) COMPUTERLESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Disgkette
(B) COMPUTER: IBM-PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Ausgabe #1.0, Version #1.30
(EPO)

(v) DATEN DER VORLIEGENDEN ANMELDUNG::
ANMELDUNG Nr.: EP 95 925 116.6

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 1

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
A) LANGE: 40 Basenpaare
) ART: Nucleinsaure
STRANGFORM: einzeln
) TOPOLOGIE: linear

~—

(
(B
(C
(D

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 1:
ACTAGTCGAC ATGAAGTTGC CTGTTAGGCT GTTGGTGCTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 2
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 2:
ACTAGTCGAC ATGGAGCAGA CACACTCCTG TATGGGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 3
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 40 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 3:
ACTAGTCGAC ATGAGTGTGC TCACTCAGGT CCTGGSGTTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 4
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 43 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 4:
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ACTAGTCGAC ATGAGGRCCC CTGCTCAGWT TYTTGGMWTC TTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 5
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 40 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 5:
ACTAGTCGAC ATGGATTTWC AGGTGCAGAT TWTCAGCTTC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 6
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinséure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 6:
ACTAGTCGAC ATGAGGTKCY YTGYTSAGYT YCTGRGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 7
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinséure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 7:
ACTAGTCGAC ATGGGCWTCA AGATGGAGTC ACAKWYYCWG G

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 8
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 41 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 8:
ACTAGTCGAC ATGTGGGGAY CTKTITTYCMM TTTTTCAATT G

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 9
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 35 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(1i) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 9:
ACTAGTCGAC ATGGTRTCCW CASCTCAGTT CCTTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 10
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B)
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

ART: Nucleinsaure

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
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(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 10:
ACTAGTCGAC ATGTATATAT GTTTGTTGTC TATTTCT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 11
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 38 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 11:
ACTAGTCGAC ATGGAAGCCC CAGCTCAGCT TCTCTTCC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 12
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 27 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetische DNA™

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 12:
GGATCCCGGG TGGATGGTGG GAAGATG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 13
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
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(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 13:
ACTAGTCGAC ATGAAATGCA GCTGGGTCAT STTCTTC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 14
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 36 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 14:
ACTAGTCGAC ATGGGATGGA GCTRTATCAT SYTCTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 15
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsiure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 15:
ACTAGTCGAC ATGAAGWTGT GGTTAAACTG GGTTTTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 16
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 35 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsdure
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(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 16:
ACTAGTCGAC ATGRACTTTG GGYTCAGCTT GRTTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 17
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 40 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"“

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 17:
ACTAGTCGAC ATGGACTCCA GGCTCAATTT AGTTTTCCTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 18
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 18:
ACTAGTCGAC ATGGCTGTCY TRGSGCTRCT CTTCTGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 19
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
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A) LANGE: 36 Basenpaare
B) ART: Nucleinsaure
C) STRANGFORM: einzeln
D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA®

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 19:
ACTAGTCGAC ATGGRATGGA GCKGGRTCTT TMTCTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 20
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 33 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(1i) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 20:
ACTAGTCGAC ATGAGAGTGC TGATTCTTTT GTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 21
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(p) LANGE: 40 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 21:
ACTAGTCGAC ATGGMTTGGG TGTGGAMCTT GCTATTCCTG
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 22
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
B) ART: Nucleinsaure
C) STRANGFORM: einzeln
D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 22:
ACTAGTCGAC ATGGGCAGAC TTACATTCTC ATTCCTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 23
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 38 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(o) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 23:
ACTAGTCGAC ATGGATTTTG GGCTGATTTT TTTTATTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 24
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 24:
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ACTAGTCGAC ATGATGGTGT TAAGTCTTCT GTACCTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 25
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 28 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 25:
GGATCCCGGG CCAGTGGATA GACAGATG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 26
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 382 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: pUC-WS4-VL

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: mat peptide
(B) LAGE: 61..382

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig peptide
(B) LAGE: 1..60
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(D) SONSTIGE ANGABEN: /note = ,Mat peptide“
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..382

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 26:

ATG AGT GTG CTC ACT CAG GTC CTG GGG TTG CTG CTG CTG TGG CTT ACA 48
Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

-20 ~15 -10 -5
GOT GCC AGA TGT GAC ATC CAG ATG ACT CAG TCT CCA GCC TCC CTA TCT 96
Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser

1 5 10
GCA TCT GTG GGA GAA ACT GTC ACC ATC ACA TGT CGA GCA AGT GAG ATT 144
Ala Ser Val Gly Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ile
15 20 25
ATT TAC AGT TAT TTA GCA TGG TAT CAG CAG AAA CAG GGA AAA TCT CCT 182
Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala Trxp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro
30 35 40

CAG CTC CTG GTC TAT AAT GCA AAA ACC TTA GCA GAT GGT GTG TCA TCA 240
Gln Leu Leu Val Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Asp Gly Val Ser Ser

45 50 55 60
AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCA GGC ACA CAG TTT TCT CTIG CGG ATC AGC ) 288

Arg Phe Sexr Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Gln Phe Ser Leu Arg Ile Ser

€5 70 75
AGC CTG CAG CCT GAA GAT TTT GGG AGT TAT TAC TGT CAA CAT CAT TTT 336
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gln His His Phe
3¢} 85 90
GGT TTT CCT CGG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA CTC AAA C 382
Gly Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
95 100 105

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 27
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 127 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear
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(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

Met Ser Val Leu Thr

-20

Gly Ala Arg

Ala Ser val
15

Ile Tyr Ser

Gln Leu Leu
45

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Gly Phe Pro
95

Cys

Gly

Val

Gly

Pro

80

Arg

Ser
65

Glu

Thr

Gln
-15
Ile

Thr

Gly

Asp

Phe

Val Leu Gly Leu

Gln

val

Trp

as
ala
sSer

Phe

Gly

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
LANGE:

(A)
B)
C)

(
(
(D)

ART: Nucleinsaure

Met

Thr

20

Tyr

Lys

Cly

Gly

Gly
100

28

Thr Gln
s

Ile Thr
Gln Gln
Thr Leu

Thy Gln
70

Ser Tyr
85

Gly Thr

424 Basenpaare

STRANGFORM: doppelt

TOPOLOGIE:

linear

Leu
-10

Ser

Cys

Lys

Ala

58

Phe

Lys

27 :

Leu

Pro

Gln

40

Asp

ser

Cys

Leu

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
ORGANISMUS: Maus

(A)

(vii)

UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: pUC-WS4-VH
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Trp

Ser

10

Ser

Lys

Val

Arg

His

90

Leu

Leu

Leu

Glu

Ser

Serxr

Ile

75

Hisg

Lys

Thr

-5

Ser

Ile

Pro

Sexr

60

Sexr

Phe



(ix)

(ix)

(ix)

(x1i)
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MERKMAL :

(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LAGE: 1..57
MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LAGE: 58..424
MERKMAL :

(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LAGE: 1..424

sig peptide

mat peptide

CDS

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 28:
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ATG
Met
-19

ATC
Ile

cCcT
Pro

AGT
Ser
30

GAG
Glu

TAC

Gln

GCC
Ala

GCT
Ala
110

AAG
Lys

CAG
Gln

felele)
Gly
1s

GAT
Asp

TGG
Trp

AGT
Ser

AGC
Ser

ACT
Thr
95

TAC

TTG
Leu

TGT
Cys

GAT
Asp

TAC

GTG
val

GCA
Ala

ATC
Ile
80

TAT

TGG
Trp

Trp

GAG
Glu

TCT
Sex

TAC

GGT
Gly

TCT
Ser
65

cTC
Leu

TAC

GGC
Gly

TTA
Leu
~15

GTG
val

CTG
Leu

CTG
Leu

CTC
Leu

50
GTG
val

TAT

TGT
Cys

Gln

AAC
Asn

Lys

AGA
Arg

AGC
Ser
35

ATT
Ile

ARG
Lys

Leu

GCA
Ala

GGG
Gly
115
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TGG
Trp

CTG
Leu

cTC
Leu
20

TGG
Trp

AGA
Axg

GGT
Gly

Gln

CGA
Arg
100

ACT
Thr

GTT
val

GTG
val

TCC
Ser

GTe
val

ARC
Asn

elcle
Arg

ATG
Met
85

GAG
Glu

ey \e]
Leu

ANGABEN ZzU SEQ ID NR:
(1)

(ii) ART

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
LANGE:

(A)
(B)
(D)

TTT
Phe

GAG
Glu

TGT
Cys

olcle
Arg

Lys

TTC
Phe
70

ARC
Asn

AAC
Asn

GTC

val’

29

CIT
Leu
~10

TCT

Serx

GTA
val

CAG
Gln

GCC
Ala
55

ACC
Thr

ACC
Thr

TAT

ACT
Thr

GCTG
val

Gly

ACC
Thr

cerT
Pro
40

ART
Asn

ATC
Ile

CTG
Leu

AGG
Arg

GTC
Val
120

141 Aminosauren

ART: Aminosaure

TOPOLOGIE:

linear

DES MOLEKULS: Protein

37/81

2007.05.10

ACA
Thr

Gly

TCT
Ser

25
CCA
Pro

GGT
Gly

TCC
Ser

AGA
Arg
TAC
105

TcT
sS5er

CTT
Leu

GGC
Gly
10

GGG
Gly

GGA
Gly

TAC

AGA
Arg

GGT
Gly
20

GAC
Asp

GCA
Ala

TTA
Leu

6
Leu

e
Phe

ARG
Lys

ACA
Thr

GAT
Asp
75

GAG
Glu

GTA
Val

29:

ATA
Ile

ACC
Thr

GCA
Ala

AGA
Arg
60

GAT
Asp

GAC
Asp

GAG
Glu

Gly

CAG
Gln

Tre
Phe

CTT
Leu
45

GAG
Glu

TCC
Ser

AGT
Ser

CTT
Leu

48

g6

144

192

240

288

336

384

424



Met

-19

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Ala
110

(2)

(2)
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Asn

-5

Ile

Thr

Ala

Arg

60

Asp

Asp

Glu

Lys Leu Trp Leu Asn Trp Val Phe Leu Val Thr Leu Leu
-15 -10
Gln Cys Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 S 10
Gly Asp Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Thr Ser Gly Phe
15 20 25
Asp Tyr Tyr Leu Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys
35 40
Trp Val Gly Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr
50 55
Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Axrg Asp
65 70 75
Ser Ile Leu Tyr Leu Gln Met Asn Thr Leu Arg Gly Glu
80 85 90
Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asn Tyr Arg Tyr Asp val
95 100 108
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120
ANGABEN ZU SEQ ID NR: 30
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 34 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™“

(x1i)

ANGABEN ZU SEQ ID NR:

(1)

31

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

38/81

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:
ACAAAGCTTC CACCATGAGT GTGCTCACTC AGGT

30:

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Ser

Leu
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A) LANGE: 37 Basenpaare
B) ART: Nucleinsaure
C) STRANGFORM: einzeln
D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 31:
GATAAGCTTC CACCATGAAG TTGTGGTTAA ACTGGGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 32
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 32:
CTTGGATCCA CTCACGTTTG AGTTCCAGCT TGGTGCC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 33
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 33:
GTCGGATCCA CTCACCTGCA GAGACAGTGA CCAGAGT

39/81
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 34
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(a) LANGE: 137 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsiure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 34:

TAAGCTTCCA CCATSGAGTT TGCGCTCAGC TGEGTTTTCC TTGTTGCTAT TTTAAAGGGT
GTCCAGTGTG AAGTGCAGCT GTTGCAGTCT GGGGGAGGCT TGGTCCAGCC TGGGGGTTCT

CTGAGACTCT CATGTGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 35
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 143 Basenpaare
) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 35:

GCACTGTACT CTCTTGTGTA ACCATTGGCT TTGTTTICTAA TGAGACCCAC CAACTCTAGC
CCTTTCCCTT GAGCTTGGCG GACCCAGCTC AGGTAGTAAT CACTGAAGGT GAATCCAGAG

GCAGCACATG AGAGTCTCAG AGA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 36
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 113 Basenpaare

40/81

60

120

137

60

120

143
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(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 36:

TACACAAGAG AGTACAGTGC ATCTGTGAAG GGCAGACTTA CCATCTCAAG AGAAGATTCA

AACAACACGC TGTATCTGCA AATGAGCAGC CTGAAAACCG AAGACTTGGC CGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 37
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 117 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 37:

TCGGATCCAC TCACCTGAGG AGACGGTGAC CARGGGTTCCC TGGCCCCAGT AAGCAAGCTC

TACGTCGTAG CGATAGTTCT CTCTAGCACA GTAATACACG GCCAAGTCTIT CGGTTTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 38
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 37 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

41/81
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113
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117
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 38:
GATAAGCTTC CACCATGGAG TTTGGGCTGA GCTGGGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 39
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 31 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNAM

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 39:
GTCGGATCCA CTCACCTGAG GAGACGGTGA C

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 40
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 424 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™“

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT :
(B) CLON: HEF-RVHa-gyl

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..424
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ATG
Met

GTC
val

CcCT
Pro
158

AGT

Ser-

Glu

TAC

Lys

GCC
Ala
235

GCT
Ala

(x1)

GAG
Glu

CAG
Gln

TTT
Phe
125

TGT
cys

140

Gly

GAT
Asp

TTG
Leu

AGT
sex
AAC
220
GTG

val

TAC
Tyr

GGT
Gly

TAC
Tyr

GTG
val

GCA
Ala
205

ACG

TAT

TGG
Trp

SEQUENZBESCHREIBUNG:

GGG CTG AGC
Gly Leu Ser

GAA
Glu

TCT
Sex

TAC

GGT
Gly
150

CcT
Ser

CT6G
Leu

TAC

GGC
Gly

GTG
Val

CTG
Leu

Leu
17s

cre
Leu

GTG
Val

TAT

TGT
Cys

Gln
255

CAG
Gln

AGA
Arg
160

AGC
Ser

ATT
Ile

AAG
Lys

cTG
Leu

GCT
Ala
240

GGA
Gly
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TGG
Trp

CTG
Leu
145

CTC

Leu

TGG
Trp

AGA
Arg

GGC
Gly

Gln
225

AGA

ACC
Thr

GTT TTC CTT GTT

val
130

TTG
Leu

TCA
Ser

GTC
val

AAC
Asn

AGA
Arg
210

ATG
Met

GAG
Glu

CTG
Leu

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
(1)

(ii) ART DES MOLEKULS:

(x1)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
LANGE :

(7)
(B)
(D)

141 Aminosauren

Phe

GAG
Glu

TGT
Cys

cGe
Aryg

Lys
195

CTT
Leu

AGC
Ser

ARC
Asn

GTC
val

41

ART: Aminosaure

TOPOLOGIE:

SEQ ID NR:

Leu

TCT
Ser

GCT
Ala

Gln
i80

GCC
Ala

ACC
Thr

AGC
Ser

TAT

ACC
Thr
260

linear

val

Gly

GCC
Ala
165

GCT
Ala

AAT
Asn

ATC
Ile

TG
Leu

elele)
Arg
245

GTC
vVal

Protein

GCT
Ala

GGA
Gly
150

TCT
Ser

Gln

GGT
Gly

TCA
Ser

Lys
230

TAC

TCC
Ser

ATT
lle
135

GGC
Gly

GGA
Gly

GGG
Gly

TAC

AGA
Arg
215

ACC
Thx

GAC
Asp

TCA
Ser

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:
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40 :

TTA
Leu

TTG
Leu

Tre
Phe

Lys

ACA
Thr
200

Glu

Glu

GTA
val

41 :

ARG
Lys

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly
185

Arg

GAT
Asp

GAC
Asp

GAG
Glu

TTC
Phe
170

CTA
Leu

GAG
Glu

TCA
Serxr

TTG
Leu

CIT
Leu
250

48

1S

144

192

240

288

336

384

424



Met

val

Pro

Ser

Glu

65

Lys

Ala

Ala

(2)

GGCTAGAGTG GGTGGGTCTC ATTAGAAACA AAGC

(2)
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Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys
5 10 15
Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
20 25 30
Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
35 40 45
Asp Tyr Tyr Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Gln Gly Lys Gly
50 55 60
Leu val Gly Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Arg
70 75
Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Leu Thr Ile Ser Arg Glu Asp
85 90 98
Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Thr Glu Asp
100 105 110
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asn Tyr Arg Tyr Asp Val Glu
115 120 125
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135 140
ANGABEN ZU SEQ ID NR: 42
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 34 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 42:

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE:
(B) ART: Nucleinsaure

(1)

43

36 Basenpaare

44/81

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

80

Ser

Leu

Leu
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(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 43:
GAGACCCACC CACTCTAGCC CTTTCCCTTG AGCTTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 44
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 424 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: HEF-RVHb-gyl

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..424

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 44:

45/81



ATG
Met

GTC
val

ccT
Pro

AGT
Ser
180

GAG
Glu

TAC

GAG TTT
Glu Phe

CAG TGT
Gln Cys
160

GGG GGT
Gly Gly
175

GAT TAC
Asp Tyr

TGG GTG
Trp Val

elelel
Gly
145

GAA
Glu

TCT
Ser

TAC
Tyr

GGT
Gly

CTG AGC
Leu Ser

GTG .CAG
Val Gln

CTG AGA
Leu Arg

CTG AGC
Leu Serxr
195

CTC ATT
Leu Ile
210

AGT GCA TCT GTG AAG

Tyr Ser Ala Ser Val Lys

Lys

GCC
Ala

GCT
Ala
270

(2)

AAC ACG
Asn Thr
240

GTG TAT

vVal Tyr
255

TAC TGG
Tyr Trp

225

CTG
Leu

TAC

GGC
Gly

TAT CTG
Tyr Leu

TGT GCT

CAG GGA
Gln Gly
275
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TGG
TXp

CTG
Leu

CTC
Leu
180

TGG
Txp

AGA
Arg

GGC

GTT TTC
Val Phe
150

TTG GAG
Leu Glu
165

TCA TGT
Ser Cys

GTC CGC
Val Arg

AARC AAA
Asn Lys

AGA CTT

CTT GTT GCT

Leu

Ser

GCT
Ala

Gln

GCC
Ala
215

ACC

val

GGG
Gly

GCC
Ala

GCT
Ala
200

AAT
Asn

ATC

Ala

Gly

TCT
Ser
185

CAA
Gln

GGT
Gly

TCA

ATT TTA AAG GGT
Ile Leu Lys Gly
155

GGC TTG GTC CAG
Gly Leu Val Gln
170

GGA TTC ACC TTC
Gly Phe Thr Phe

GGG AAA GGG CTA
Gly Lys Gly Leu
205

TAC ACA AGA GAG
Tyr Thr Arg Glu
220

AGA GAA GAT TCA

Gly Arg Leu Thr Ile Ser Arg Glu Asp Ser

Gln

AGA
Arg
260

ACC
Thr

230

ATG AGC
Met Ser
245

GAG AAC
Glu Asn

CTG GTC
Leu Val

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 45

(1)

(i1)

(x1i)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE:

(B ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS:

AGC
Ser

TAT

ACC
Thr

CTG
Leu

cGe

GTC
val
280

141 Aminosauren

Protein

Lys

TAC

Tyr
265

TCC
Ser

235

ACC GAA GAC TTG
Thr Glu Asp Leu
250

GAC GTA GAG CTT
Asp Val Glu Leu

TCA G
Ser

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 45:

46/81

48

96

144

182

240

-288

336

384

424



Met

val

Pro

Ser

Glu

65

Lys

Ala

Ala

(2)

Glu

Gln

Gly

Asp

50

Trp

Ser

val

130

Phe

Cys

Gly

35

Tyr

val

Ala

Thr

118

Trp

Gly
Glu
20

Ser

Gly

Ser

Leu

100

Gly

Leu

val

Leu

Leu

val
85

Tyr

Cys

Gln
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Serx

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Gly

Trp Val Phe Leu

Leu

Leu

Trp

55

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr
135

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1)

(ii)

(x1)

(A)

(
(
(

ART
(n)

LANGE :

Leu
Ser
40

val

Arg

Met

Glu

120

Leu

46

10

Glu Ser
25

Cys Ala

Arg Gln

Lys Ala

Leu Thr

90

Ser Ser
105

Asn Tyr

Val Thr

32 Basenpaare

B) ART: Nucleinsaure
C) STRANGFORM:
D) TOPOLOGIE: linear

DES MOLEKULS:
BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

einzeln

TGGGTCCGCC AAGCTCCAGG GAAAGGGCTA GA

(2)

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 32 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure

(1)

47

47/81

val

Gly

Ala

Ala

75

Ile

Leu

Arg

val

Ala

Gly

Ser

Gln

&0

Gly

Ser

Lys

Sexr
140

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 46:

Ile

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Arg

Thr

Asp

125

Ser

andere Nucleinsdure

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Thr

Glu

Glu

110

val

Lys

15
val
Thr
Gly
Arg
Asp

95

Asp

Glu

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

80

Ser

Leu

Leu
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(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 47:
TCTAGCCCTT TCCCTGGAGC TTGGCGGACC CA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 48
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 424 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™“

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: HEF-RVHc-gyl

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..424

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 48:

48/81
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ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG GTT TTC CIT GIT GCT AIT TTA AAG GGT
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly -
145 150 155 ’

GTC CAG TGT GAA GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAG 96
val Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
160 165 170

CCT GGG GGT TCT CTG AGA CTC TCA TGT GCT GCC TCT GGA TTC ACC TTC l4a4
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
175 180 185

AGT GAT TAC TAC CTG AGC TGG GTC CGC CAA GCT CCA GGG ARA GGG CTA 192
Ser Asp Tyr Tyr Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
180 195 200 205

GAG TTG GTG GGT CTC ATT AGA AAC ARA GCC AAT GGT TAC ACA AGA GAG 240

Glu Leu Val Gly Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Arg Glu
210 215 220

TAC AGT GCA TCT GTG AAG GGC AGA CTT ACC ATC TCA AGA GAA GAT TCA 288

Tyr Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Leu Thr Ile Ser Arg Glu Asp Ser
+ 228 230 235

AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AGC AHC CTG AAA ACC GAA GAC TTIG 336
Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Thr Glu Asp Leu
240 245 250

GCC GTG TAT TAC TGT GCT AGA GAG AAC TAT CGC TAC GAC GTA GAG CTT k}:13

Ala val Tyxr Tyr Cys Ala Arg Glu Asn Tyr Arg Tyr Asp Val Glu Leu
255 260 265

GCT TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCC TCA G ’ 424
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
270 275 280

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 49
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 141 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 49:

49/81



Met
1

Vval

Pro Gly

Sexr Asp

Glu Leu

65

Tyr Ser

Lys Asn

Ala val

Ala Tyr

(2)

Glu Phe

Gln Cys

Gly

35

50

Tyr

Val

Ala

Thr

Tyr

DE 695 35243 T2 2007.05.10

Glu val Gln Leu

20

Ser Leu Arg Leu

Tyr Leu Ser Trp

55

Gly Leu Ile Arg

70

Ser val Lys Gly

85

Leu Tyr Leu Gln

100

115

130

Trp

Gly Gln Gly Thr

135

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
LANGE: 424 Basenpaare
ART: Nucleinsaure
STRANGFORM: doppelt
TOPOLOGIE: linear

(1)

(ii)

(vi)

(vii)

(A)

DES MOLEKULS:

BESCHREIBUNG: /desc =

Leu
Ser
40

Val

Asn

Arg

Met

Glu

120

Leu

50

Glu
25

Cys

Arg

Lys

Leu
Ser
105

Asn

Val

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu

10

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr
90

Ser

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

Asn
75

Ile

Leu

Arg

val

Ala

Gly

Serx

Pro

60

Gly

Ser

Lys

Ser
140

Ile
Gly
Gly

45

Gly

Tyr

Arg

Thr

Asp

125

Ser

andere Nucleinsaure

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
ORGANISMUS: Maus und Mensch

(A)

(B)

UNMITTELBARE HERKUNFT :
CLON: HEF-RVHd-gyl

50/81

Leu
Leu
30

Phe

Lys

Thx

Glu

Glu
110

val

Lys
15
Val

Thr

Gly

Asp
95

Asp

Glu

»Synthetische DNA"“

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu
80

Sex

Leu

Leu



ATG
Met

GTC
val

ccT
Pro

AGT
Ser
190

Glu

TAC

Lys

GCC
Ala

GCT
Ala
270

(2)

(ix)

(x1i)

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE:

DE 695 35243 T2 2007.05.10

1..424

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 50:

GAG TTT GGG CTG AGC

Glu

CAG
Gin

Gly
178

GAT
Asp

TGG
Trp

AGT
Ser

Asn

GTG
val
255

TAC
Tyr

Phe

TGT

Cys
160

Gly

TAC
Tyx

GTG
val

GCA
Ala

ACG
Thr
240

TAT
Tyr

TCG
Trp

Gly Leu Ser
145

GAA GTG CAG
Glu Val Gln

TCT CTG AGA
Ser Leu Arxrg

TAC CTG AGC
Tyr Leu Serxr
185

GGT CTC AIT
Gly Leu Ile
210

TCT GTG AAG
Ser Val Lys

225

CTG TAT CTG
Leu Tyr Leu

TAC TGT GCT
Tyxr Cys Ala

GGC CAG GGA
Gly Gln Gly
275

TGG
Trp

foy e}
Leu

cTC
Leu
180

TGG
Trp

AGA
Arg

GGC
Gly

Gln

Arg
260

ACC
Thr

GTT
Vval

TIG
Leu
165

TCA

Serxr

GTC
Val

AAC
Asn

Arg

ATG
Met
245

GAG
Glu

CTG
Leu

ANGABEN ZU SEQ ID NR:

(1)

(a) LANGE:

T™IC
Phe
150
GAG
Glu

TGT
Cys

cGe

Lys

CTT
Leu

2130

AGC
Ser

AAC
Asn

GTC
Val

51

CTT
Leu

TCT
Ser

ceT
Ala

Gln

GCC
Ala
218

ACC
Thr

AGC
Ser

TAT

ACC
Thr

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

GTT
val

GGG
Gly

Gee
Ala

GCT
Ala
200

AAT
Asn

ATC
Ile

CTG
Leu

cGe
Arg

GTC
val
280

141 Aminosauren

(B) ART: Aminosaure

51/81

GCT ATT
Ala Ile

GGA GGC
Gly Gly
170

TCT GGA
Ser Gly
185

CCA GGG
Pro Gly

GGT TAC

Gly Tyr

TCA AGA
Sexr Arg

AARA ACC
Lys Thr
250

TAC GAC

Tyr Asp
265

TCC TCA
Ser Ser

TTA
Leu
155

TG
Leu

TTC
Phe

Lys

ACA
Thr

GARA
Glu

235
GAR GAC
Glu Asp

GTA GAG
val Glu

ARG
Lys

GTC
val

ACC
Thr

GGG
Gly

AGA
Axg
220

GAT
Asp

GGT
Gly

CAG
Gln

TTIC
Phe

CTA
Leu
205

GAG
Glu

TCA .

Ser

TG
Leu

CTT
Leu

48

96

144

132

240

288

336

384

424



Met

vVal

Pro

Ser

Glu

65

Lys

Ala

Ala

(2)

DE 695 35243 T2 2007.05.10

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi)

Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe

Gln

Gly

Asp

50

Trp

Ser

Asn

val

130

Cys

Gly
35

Tyr

val

Ala

Thr

Tyr

115

Trp

5

Glu Val Gln Leu Leu Glu

S

20 25

er Leu Arg Leu Ser Cys
40 .

Tyr Leu Ser Trp Val Arg

55

Gly Leu Ile Arg Asn Lys

S

70

er Val Lys Gly Arg Leu
85

Leu Tyr Leu Gln Met Ser

1

00 105

Tyr Cys Ala Arg Glu Asn

120

Gly Gln Gly Thr Leu Val

135

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 52
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A)

(1)

LANGE: 26 Basenpaare
ART: Nucleinsaure
STRANGFORM: einzeln
TOPOLOGIE: linear

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

51:

Leu Val Ala

10

Ser

Gln

Ala

Thr

90

Ser

Thr

Gly

Ala

Ala

75

Ile

Leu

Arg

val

Gly

Ser

Pro

60

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser
140

Ile

Gly

Gly

a5

Gly

Thr

Asp
125

Ser

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

52/81

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Thr

Glu

Glu

110

val

Lys

15

val

Thr

Gly

Arg

Asp

95

Asp

Glu

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

80

Ser

Leu

Leu
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 52:
TGGGTCCGCC AACCTCCAGG GAAAGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 53
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 26 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 53:
CCTTTCCCTG GAGGTTGGCG GACCCA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 54
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 424 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: HEF-RVHe-gyl

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..424

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 54:

53/81
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ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG
Met Glu Phe Gly Leu Ser Txp

GTC
val

CcCT
Pro

AGT
Ser
190

GAG
Glu

TAC

Lys

eleley
Ala

GCT
Ala
270

Gln

GGG
Gly
175

GAT
Asp

TGG
Trp

AGT
Ser

ARC
Asn

GTG
val
2585

TAC
Tyr

TGT
Cys
160
GGT
Gly

TAC

GTG
val

GCA
Ala

ACG
Thr
240

TAT

TGG
Trp

145

GAA
Glu

T
Ser

TAC

GGT
Gly

TCcT
Ser
225

cra
Leu

TAC

GGC
Gly

GTG
val

CTG

CI16
Leu

CTC
Leu
210

GTG
val

TAT

TGT
Cys

CAG
Gln

CAG
Gln

AGA
Arg

AGC
Ser
195

ATT
Ile

AAG
Lys

CTC
Leu

GCT
Ala

GGA
Gly
275

CTG
Leu

cTC
Leu
180

TGG
Trp

AGA
Arg

GGC
Gly

Gln

AGA
Arg
260

ACC
Thr

GTT
val

TTG
Leu
165

TCA

Ser

GTC
val

AAC
Asn

AGA

ATG
Met
245

GAG
Glu

cT6
Leu

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
(1)

(i1)

(x1i)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
LANGE:

(A)
(B)
(D)

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

TTC
Phe
150

GAG
Glu

TGT
Cys

CGC
Arg

Lys

cTT
Leu
230

AGC
Sex

ARC
Asn

GTC
val

55

CTT
Leu

TCT
Ser

GCT
Ala

Gln

(elaled
Ala
215

ACC

AGC

Serxr

TAT

ACC

GTT
Val

GGG
Gly

GCC
Ala

ccT
Pro
200

ART
Asn

ATC
Ile

CTG
Leu

cac

GTC
val
280

141 Aminosauren

ART: Aminosaure

TOPOLOGIE:

DES MOLEKULS:

linear

Protein

54/81

GCT
Ala

Gly

TCT
Ser
185
CCA
Pro

GGT
Gly

TCA
Ser

Lys

TAC
265

TCC
Ser

ATT
Ile

Gly
170

GGA
Gly

Gly

TAC
Tyr

AGA
Arg

ACC
Thr
250

GAC
Asp

TCA
Ser

TTA
Leu
155

TTG
Leu

TTC
Phe

Lys

ACA
Thr

GAA
Glu
235

GAA
Glu

GTA
val

55:

ARG
Lys

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly

AGA
Arg
220

GAT
Asp

GAC
Asp

GAG
Glu

GGT
Gly

Gln

TTC
Phe

CTA
Leu
205

GAG
Glu

TCA
Ser

TTG
Leu

CTT
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

424
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Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly

1 5

10

15

val Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vval Gln

20 25

30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
45

35 40

Ser Asp Tyr Tyr Leu Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

50 55

60

Glu Trp Val Gly Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Arg Glu

€5 70

75

80

Tyr Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Leu Thr Ile Ser Arg Glu Asp Ser

85

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser
100 105

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asn
115 120

Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
130 135

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 56
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 29 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ
CAAGCTCCAG GGAAAGCGCT AGAGTGGGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 57
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 29 Basenpaare

90

Ser Leu Lys

Tyr Arg Tyr

Thr Val Ser

140

85

Thr Glu Asp Leu
110

Asp vVal Glu Leu
125

Sex

Nucleinsaure

ID NR:

55/81

56:
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(B
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

) ART: Nucleinsaure

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 57:
ACCCACTCTA GCGCTTTCCC TGGAGCTTG

(2) ANGABEN zZU SEQ ID NR: 58
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 424 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,,synthetische DNAM

(vi) URS PRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT :
(B) CLON: HEF-RVHf-gyl

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..424

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 58:

56/81
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ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG GTT TTC CTT GTT GCT ATT TTA AAG GGT 48
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
145 150 155

GTC CAG TGT GAA GTG CAG CTG TIG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAG 96
val Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

160 165 170
CCT GGG GGT TCT CTG AGA CTC TCA TGT GCT GCC TCT GGA TTC ACC TTC 144
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

175 180 185
AGT GAT TAC TAC CTG AGC TGGC GTC CGC CAA GCT CCA GGG ARA GCG CTA 192
Ser Asp Tyr Tyr Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Ala Leu
190 195 200 205
GAG TGG GTG GGT CTC ATT AGA AAC AAA GCC AAT GGT TAC ACA AGA GAG 240
Glu Trp Val Gly Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Arg Glu
210 215 220
TAC AGT GCA TCT GTG AAG GGC AGA CTT ACC ATC TCA AGA GAA GAT TChA 288
Tyr Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Leu Thr Ile Ser RArg Glu Asp Ser
225 230 235

AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AGC AGC CTG ABA ACC GAA GAC TTG 336
Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Thr Glu Asp Leu

240 245 250
GCC GTG TAT TAC TGT GCT AGA GAG AAC TAT CGC TAC GAC GTA GAG CTIT 384
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asn Tyr Arg Tyr Asp Val Glu Leu

258 260 265

GCT TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCC TCA G 424
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Sex
270 275 280

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 59
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 141 Aminos&uren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 59:

57/81



Met

val

Pro

Ser

Glu

65

Lys

Ala

Ala

(2)

Glu

Gln

Gly

Asp

50

Trp

Ser

Asn

val

Tyr
130

Phe

cys

Gly

35

val

Ala

Thr

115

Trp

Gly
Glu
20

Ser

Gly

Ser

Leu
100

Tyx

Gly

Leu

val

Leu

Leu

Leu

val

85

cys

Gln

DE 695 35243 T2 2007.05.10

Ser

Gln

Axg

Ser

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Gly

Trp

Leu

Leu

Trp

55

Arg

Gly

Gln

Arg

Thx
135

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1)

(A)

(
(
(

B
c

D

LANGE:

)
) STRANGFORM:
) TOPOLOGIE:

Val Phe Leu Val Ala Ile

Leu

Ser

40

val

Arg

Met

Glu

120

Leu

60

Glu

25

Cys

Arg

Lys

Leu

Ser

105

Asn

val

23 Basenpaare

ART: Nucleinsaure

einzeln

linear

10

Ser

Ala

Gln

Thr
90

Ser

Gly

Asn

75

Ile

Leu

Arg

val

Gly

Ser

Pro

60

Gly

Ser

Lys

Ser
140

Gly

Cly
45

Gly

Thr

AsSp
125

Ser

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetische DNAM

(x1)

(

GTGAAGGGCA GATTTACCAT CTC

(2)

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1)

(A)

LANGE:

SEQUENZBESCHREIBUNG:

61

SEQ ID NR:

23 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure

58/81

60:

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Thr

Glu

Glu

110

val

Lys

15

val

Thr

Ala

Arg

AsSp

95

Asp

Glu

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

80

Ser

Leu

Leu
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(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 61:
GAGATGGTAA ATCTGCCCTT CAC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 62
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 424 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

(1ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™“

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: HEF-RVHg-gyl

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..424

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 62:

59/81



DE 695 35243 T2 2007.05.10

ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG GTT TTC CTT GTT
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val
145 150

GTC CAG TGT GAA GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG
val Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
160 165

COT GGG GGT TCT CTG AGA CTC TCA TGT GCT GCC
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
175 180

AGT GAT TAC TAC CTG AGC TGG GTC CGC CAA GCT

Ser Asp Tyr Tyr Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala
190 195 200

GAG TGG GTG GGT CTC ATT AGA AAC AAA GCC AAT
Glu Trp Val Gly Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn
210 215

TAC AGT GCA TCT GTG AAG GGC AGA TTT ACC ATC
Tyr Ser Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile
225 230

AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AGC AGC CTG
Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu
240 245

GCC GTG TAT TAC TGT GCT AGA GAG AAC TAT CGC

Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asn Tyr Arg
255 260

GCT TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
270 275 280

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 63
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 141 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(1ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ I

60/81

GCT ATT
Ala Ile

GGA GGT
Gly Gly
170

TCT GGA
Ser Gly
185"

CCA GGG
Pro Gly

GGT TAC
Gly Tyr

TCA AGA
Sexr Arg

AAA ACC
Lys Thr
250

TAC GAC GTA GAG CTT
Tyr Asp Val Glu Leu

265

TTA
Leu
185

TTG

Leu

TTC
Phe

Lys

ACA
Thy

Glu
235

GAA
Glu

TCC TCA G

Ser Ser

D NR:

63:

ARG
Lys

GTC
val

ACC
Thr

GGG
Gly

AGA
Arg
220

GAT
Asp

GAC
Asp

GGT
Gly

CAG
Gln

T7C
Phe

CTA
Leu
205

GAG
Glu

TCA
Ser

TTG
Leu

48

S$6

144

192

240

288

336

384

424



Met

val

Pro

sSer

Glu
65

Lys

Ala

(2)

Glu

Gln

Gly

Asp

50

Trp

Ser

Asn

val

TyT
130

Phe

Cys

Gly
3s

Tyr

Val

Ala

Thr

115

Trp

Gly
Glu
20

Ser

Gly

Ser

Leu

100

Gly

Leu

Val

Leu

Leu

Leu

val
85

cys

Gln

DE 695 35243 T2 2007.05.10

Ser

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Gly

Trp Val

Leu Leu

Leu Ser
40

Trp Val
55

Arg Asn

Gly Axg

Gln Met

Arg Glu

120

Thr Leu
135

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 64
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1)

(A)
(B)
(C)
(D)

LANGE:
ART: Nucleinsaure
STRANGFORM: doppelt
TOPOLOGIE: linear

Phe Leu
10

Glu Ser
25

Cys Ala

Arg Gln

Lys Ala

Phe Thr
S0

Ser Ser
105

Asn Tyr

val Thr

424 Basenpaare

val

Gly

Ala

Ala

Asn

75

Ile

Leu

Arg

val

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser
140

Ile

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Arg

Thr

Asp

125

Ser

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

(vi)

(A7)

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:

(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii)

(B)

UNMITTELBARE HERKUNFT:

CLON: HEF-RVHh-gyl

61/81

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Thr

Glu

Glu
110

val

Lys

15

vVal

Thr

Gly

Arg

Asp

95

Asp

Glu

BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

80

Ser

Leu

Leu



ATG
Met

GTC
val

ccr
Pro

AGT
Ser
190

GAG
Glu

TAC
Tyr

Lys

Gce
Ala

GCT
Ala
270

(2)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(x1i)

GAG
Glu

CAG
Gln

Gly
175

GAT
Asp

TGG
Trp

AGT
sSer

AAC
Asn

GTG
val
258

TAC

TTT
Phe

TGT
Cys
160

GET
Gly

TAC

cTG
val

GCA
Ala

ACG
Thy
240

TAT

TGG
Trp

(B)

GGG
Gly
145
GAA
Glu

TCT
Ser

TAC

Gly

TCT
Ser
228
CTG
Leu

TAC

Gly

LAGE:

DE 695 35243 T2 2007.05.10

1..424

CTG AGC TGG GTT
Leu Ser Trp Val

GTG CAG
val Gln

CTG AGA

CTG AGC
Leu Ser
185

CTC ATT
Leu Ile
210

GTG ARG
Val Lys

TAT CTG
Tyr Leu

TGT GCT
Cys Ala

CAG GGA
Gln Gly
275

TG
Leu

cTe
Leu
180
TGG
Trp

AGA
Axg

GGC
Gly

Gln

AGA
260

ACC

TTG
Leu
165

TCA
Serx

GTC
val

AAC
Asn

AGA
Arg

ATG
Met
245

GAG
Glu

CTG
Leu

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1)
(A)
(B)
(D)
(ii) ART

LANGE :

141 Aminosauren

TTC
Phe
150
GAG
Glu

TGT
Cys

ceC
Arg

Lys

Phe
230

AGC
Ser

Asn

GTC
val

65

ART: Aminosaure

TOPOLOGIE:

DES MOLEKULS:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

CTT GTT GCT ATT
Leu Val Ala

TCT
Ser

acT
Ala

Gln

GCC
Ala
215

ACC
Thr

AGC
Ser

TAT

ACC
Thr

linear

GGG
Gly

GCC
Ala

GCT
Ala
200

AART
Asn

ATC
Tle

Leu

CaC
Arg

GTIC
Val
280

Protein

62/81

GGA
Gly

TCT
Ser
185

CAA
Gln

GGT
Gly

TCA
Ser

Lys

TAC

Tyr
265

TCC
Ser

Ile

Gly
170

GGA
Gly

GGG
Gly

TAC

AGA
Arg

ACC
Thr
250

GAC
Asp

TCA
Ser

64 :

TTA ARG GGT

Leu
155

TTG
Leu

TTC
Phe

Lys

ACA
Thr

GAA
Glu
235

Glu

GTA
val

Lys

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly

AGA
Arxrg
220

GAT
Asp

GAC
Asp

GAG
Glu

Gly

CAG
Gln

Phe

CTA
Leu
208

GAG
Glu

TCA
Ser

TG
Leu

cTT
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

424



Met

1

val

Pro

Ser

Glu

65

Lys

Ala

Ala

(2)
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

Glu Phe Gly Leu Sexr Trp Val

Gln Cys
Gly Gly
38

Asp Tyr
50

Trp Val

Ser Ala

Asn Thr

Val Tyr
115

Tyr Trp
130

Glu
20

Ser

Gly

Ser

Leu
100

Gly

5

Val

Leu

Leu

val
85

Cys

Gln

Gln

Arg

Sex

Ile

70

Lys

Leu

Ala

Gly

Leu

Leu

Trp

55

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr
135

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

Leu
Ser
40

Val

Arg

Met

Glu

120

Leu

66

SEQ

Phe

Glu
25

Cys

Arg

Lys

Phe

Ser

105

Val

ID NR:

Leu Vval
10

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

75

Thr 1le
90

Ser Leu

Thr val

(A) LANGE: 124 Basenpaare
B) ART: Nucleinséaure

C) STRANGFORM: einzeln
D) TOPOLOGIE: linear

(
(
(

(ii) ART DES MOLEKULS:

(A) BESCHREIBUNG: /desc =

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

63/81

65:

Ala

Gly

Ser

Gln

60

Gly

Ser

Lys

Ser
140

66:

Ile

Gly

Gly

45

Gly

Arg

Thr

Asp

125

Ser

andere Nucleinsaure
~Synthetische DNA™“

Leu

Leu
30

Phe

Lys

Thr

Glu

Glu

110

val

Lys

15

vVal

Thr

Gly

Arg

Asp

95

Asp

Glu

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

80

Ser

Leu

Leu
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TTGAAGCTTC CACCATGGGA TGGAGCTGTA TCATCCTCTT CTTGGTAGCA ACAGCTACAG
GTGTCCACTC CGACATCCAG ATGACCCAGA GCCCAAGCAG CCTGAGCGCC AGCGTAGGTG

ACAG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 67
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 122 Basenpaare
(B)
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

ART: Nucleinsaure

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 67:

GCATTGTAGA TCAGCAGCTT TGGAGCCTTT CCTGGCTITCT GCTGGTACCA TGCTAARATAA
CTGTARATAA TCTCGCTTGC TCGACAGGTG ATGGTCACTC TGTCACCTAC GCTGGCGCTC

AG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 68
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 121 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 68:

AGCTGCTGAT CTACAATGCA AAAACCTTAG CAGATGGAGT GCCAAGCAGA TTCAGCGGTA

GCGGTAGCGG TACCGACTTC ACCTTCACCA TCAGCAGCCT CCAGCCAGAG GACATCGCTA

C

64/81
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120

124

60

120

122

60

120

121
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 69
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 106 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 69:

GTAGGATCCA CTCACGTTTG ATTTCGACCT TGGTCCCTTE GCCGAACGTC CGAGGAARAC

CAAAATGATG TTGGCAGTAG TAGGTAGCGA TGTCCTCTGG CTGGAG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 70
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™“

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 70:
TTGAAGCTTC CACCATGGGA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 71
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure

65/81
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(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA®

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 71
GTAGGATCCA CTCACGTTTG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 72
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 379 Basenpaare
(B)
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear

ART: Nucleinsaure

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: HEF-RVLa-gk

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..379

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 72:
ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCR ACA GCT ACA GGT

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
145 150 155

GTC CAC TCC GAC ATC CAG ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC

val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
160 165 170

66/81
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AGC

Ser

TAC

150

CTG
Leu

Phe

cTC
Leu

e
Phe

(2)

GTA
val
175%

AGT

Ser

CTG

AGC
Serxr

CAG
Gln

cCT
Pro
2585

GGT GAC
Gly Asp

TAT TTA
Tyr Leu

ATC TAC
Ile Tyr

GGT AGC
Gly Ser
225

CCA GAG
Pro Glu
240

CGG ACG
Arg Thr

BGA
Arg

GCA
Ala

ART
Asn
210

GGT
Gly

GAC
Asp

TIC
Phe

GTG
val

TGG
Trp
195
GCA
Ala

AGC
Ser

ATC
Ile

Gly

DE 695 35243 T2 2007.05.10

ACC
Thr
18O

TAC
Tyr

AAA
Lys

GGT
Gly

eloyy
Ala

Gln
260

ATC
Ile

CAG
Gln

ACC
Thr

ACC
Thr

ACC
Thr
245

Gly

ANGABEN ZU SEQ ID NR:

(1)
(A)
(B)
(D)
(ii) ART
(x1)

ACC TGT CGA GCA AGC GAG

Thr

Glin

Leu

GAC
Asp
23¢

TAC

ACC
Thr

73

ART: Aminosaure

TOPOLOGIE:

DES MOLEKULS:

Cys

Lys

Ala
215

TTC
Phe

TAC

ARG
Lys

SEQUENZCHARAKTERISTIKA :
LANGE:

linear

Axrg

CCA
Pro
200

GAT
Asp

ACC
Thr

TGC
Cys

GTC
Val

126 Aminosauren

Protein
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Ala
185

GGA
Gly

GGA
Gly

TTrC
Phe

Gln

GAA
Glu
265

Ser

AAG
Lys

GTG
val

ACC
Thr

CAT
His
250

ATC
Ile

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

Glu

GCT
Ala

Pro

ATC
Ile
235

CAT
His

Lys

73:

ATT
Ile

CCA
Pro

AGC
Sar
220

AGC
Ser

Phe

ATT
Ile

AAG
Lys
205

AGA
Arg

AGC
Ser

Gly

144

192

240

288

336

379
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
20 25 30
Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ile Ile
35 ' 40 45
Tyr Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
50 55 €0
Leu Leu Ile Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg
€5 70 75 80
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thx Phe Thr Ile Ser Ser
85 90 9s
Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly
100 105 110
Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
115 ‘ 120 125
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 74
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 38 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 74:

AGCGGTAGCG GTACCGACTA CACCTTCACC ATCAGCAG

ANGABEN ZU SEQ ID NR: 75
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE:

(B) ART: Nucleinsaure

(2)

38 Basenpaare
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(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 75:
CTGCTGATGG TGAAGGTGTA GTCGGTACCG CTACCGCT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 76
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 379 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: doppelt
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Maus und Mensch

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT:
(B) CLON: HEF-RVLb-gk

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..379

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 76:

69/81



ATG
Met

GTC
val

AGC
Ser
TAC
175
CTG

Leu

TTC
Phe

CTC
Leu

TTT
Phe

2)

Gly

CAC
His

GTA
val
160

AGT
Ser

cTa
Leu

AGC

Ser

Gln

Pro
240

TGG
Trp

TCC
Ser
145

GGT
Gly

TAT

ATC
Ile

GGT
Gly

CCA
Pro
228

CGG
Arg

AGC TGT ATC

Ser
130

GAC
Asp

GAC
Asp

TTA
Leu

TAC

AGC
Ser
210

GAG
Glu

ACG
Thr

Cys

ATC
Ile

Arg

GCA
Ala
AAT
195
GGT

Gly

GAC
Asp

TTC
Phe

Ile

CAG
Gln

GTG
Val

TGG

180

Ala

AGC
Ser

ATC
Ile

GGC
Gly
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ATC
Ile

ATG
Met

ACC
Thr
165

TAC

Lys

GGT
Gly

GCT
Ala

Gln
245

cTe
Leu

ACC
Thx
150

ATC
Ile

Gln

ACC
Thy

ACC
Thy

ACC
Thr
230

Gly

ANGABEN ZU SEQ ID NR:
SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1)

(i1)

(x1)

(A)
(B)
(D)

ART

LANGE:

TTC TTG
Phe Leu
135

CAG AGC
Gln Ser

ACC TGT
Thxr Cys

Gln Lys

TTA GCA
Leu Ala
200

GAC TAC
Asp Tyx
215

TAC TAC

ACC ARG
Thr Lys

77

ART: Aminosaure

TOPOLOGIE:

DES MOLEKULS:

linear

GTA
val

Pro

CGA
Arg

CCA
Pro
185

GAT
Asp

ACC
Thr

TGC
Cys

GTC
val

126 Aminosauren

Protein

GCA ACA GCT

Ala

AGC
Ser

GCA
Ala
170

GGA
Gly

GGA
Gly

TTC
Phe

CAA
Gln

Glu
250

Thr

AGC
sexr
155

AGC

Ser

ARG
Lys

GTG
val

ACC

CAT
His
238

ATC
Ile

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR:

Ala
140

cTre
Leu

GRG
Glu

GCT
Ala

CCA
Pro

ATC
Ile
220

His

ARRA
Lys

77

ACA
Thr

AGC
Serx

ATT
Xle

CCA
Pro

AGC
Ser
205

AGC
Ser

Phe

Gly

GCC
Ala

ATT
Ile

Lys
190

AGA
Arg

BRGC
Ser

GGT
Gly

48

96

144

192

240

288

33s

3738

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

10

15

val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

20

25

70/81
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Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Axg Ala Ser Glu Ile Ile
35 40 45

Tyr Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
50 55 60

Leu Leu Ile Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg
65 70 75 B8O

Phe Ser Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser
85 80 25

Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly
100 105 110

Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
115 120 125

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 78
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA“

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 78:
CAGACAGTGG TTCAAAGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 79
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 17 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: einzeln
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleins&ure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA"
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 79:
GCCCCAAAGC CAAGGTC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NR: 80
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B
(C
(D

) ART: Nucleinsaure
) STRANGFORM: einzeln
) TOPOLOGIE: linear

(1ii) ART DES MOLEKULS: andere Nucleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ,synthetische DNA™

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NR: 80:
AACTCAATGC TTTAGGCAAA

Patentanspriiche

1. Umgestalteter menschlicher Anti-Interleukin-8-Antikérper umfassend:
(A) eine L-Kette umfassend:
(1) eine C-Region der menschlichen L-Kette, und
(2) eine V-Region der L-Kette;
(B) eine H-Kette umfassend:
(1) eine C-Region der menschlichen H-Kette, und
(2) eine V-Region der H-Kette;
wobei die V-Region der L-Kette eine in SEQ ID NO: 73 oder 77 gezeigte Aminosauresequenz hat, und die
V-Region der H-Kette eine in SEQ ID NO: 63 gezeigte Aminosauresequenz hat.

2. Umgestalteter menschlicher Anti-IL-8-Antikdrper gemaf Anspruch 1, wobei die C-Region der menschli-
chen L-Kette menschliches Ck und die C-Region der menschlichen H-Kette menschliches Cy1 ist.

3. Umgestalteter menschlicher Anti-IL-8-Antikérper gemaflt Anspruch 1, wobei die C-Region der menschli-
chen L-Kette menschliches Ck und die C-Region der menschlichen H-Kette menschliches Cy4 ist.

4. Fv-Einzelkette, umfassend eine V-Region einer L-Kette und eine V-Region einer H-Kette, die diejenigen
eines Anti-IL-8-Antikérpers gemafl Anspruch 1 sind, wobei die V-Region der L-Kette und die V-Region der
H-Kette mit einem Linker verbunden sind, der eine Lange von 12 bis 19 Aminosauren aufweist.

5. F(ab'), oder Fab, das von einem Antikérper gemaf Anspruch 1 abgeleitet ist.

6. DNA, die eine Fv-Einzelkette gemafl Anspruch 4 codiert, umfassend (i) DNA, die die V-Region einer
L-Kette eines umgestalteten menschlichen Anti-IL-8-Antikdrpers gemal Anspruch 1 codiert, wobei die V-Re-
gion der L-Kette die in SEQ ID NO: 73 oder 77 gezeigte Aminosauresequenz hat, und (ii) DNA, die die V-Re-
gion einer H-Kette eines umgestalteten menschlichen Anti-IL-8-Antikdrpers gemal Anspruch 1 codiert, wobei
die V-Region der H-Kette die in SEQ ID NO: 63 gezeigte Aminsauresequenz hat, wobei die DNA, die die V-Re-
gion der L-Kette codiert, und die DNA, die die V-Region der H-Kette codiert, mit einem DNA-Linker verbunden
sind, der einen Peptid-Linker codiert, der eine Lange von 12 bis 19 Aminosauren aufweist.

7. DNA, die eine Fv-Einzelkette gemafl Anspruch 4 codiert, umfassend (i) DNA, die die V-Region einer
L-Kette eines umgestalteten menschlichen Anti-IL-8-Antikdrpers gemal Anspruch 1 codiert, wobei die Region,
die die V-Region der L-Kette codiert, eine in SEQ ID NO: 72 oder 76 gezeigte Nucleotidsequenz hat, und (ii)
DNA, die die V-Region einer H-Kette eines umgestalteten menschlichen Anti-IL-8-Antikérpers gemafl An-
spruch 1 codiert, wobei die Region, die die V-Region der H-Kette codiert, eine in SEQ ID NO: 62 gezeigte Nu-
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cleotidsequenz hat, wobei die DNA, die die V-Region der L-Kette codiert, und die DNA, die die V-Region der
H-Kette codiert, und die DNA, die die V-Region der H-Kette codiert, mit einem DNA-Linker verbunden sind, der
einen Peptid-Linker codiert, der eine Lange von 12 bis 19 Aminosauren aufweist.

8. Expressionsvektor umfassend DNA gemaf Anspruch 6 oder 7.

9. Wirtszelle, die mit einem Expressionsvektor gemafl Anspruch 8 transformiert ist.

10. Verfahren zur Herstellung eines umgestalteten menschlichen Antikérpers, umfassend den Schritt der
Zuchtung einer Wirtszelle gemafR Anspruch 9.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Bindungsaktivitétan humanes IL-8 (Absorption)
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Fig.2
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Fig.3
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Bindungsaktivitétan humanes IL-8 (Absorption)

Q.7

0.6

0.5)

0.4
0.3
0.2
0.1

0.0

DE 695 35243 T2 2007.05.10

Fi1g.4
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Bindungsaktivitdt an humanes IL-8 (Absorption)
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Fig.h
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Bindungsaktivitatan humanes IL-8 (Absorption)
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Figb
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Bindungsaktivitat ah humanes IL-8 (Absorption)
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Radioaktivitit des gebundenen IL-8 (cpm)

40000

30000

20000

10000

DE 695 35243 T2 2007.05.10

¥

¥

T

—O— Humane Kontroll-
F:48)

—&— chl /chH

—ah— VYL 2 /RVHE

—a— RVLb/RVHg

—— Maus  W5S-4

RS 3 At dodeta L PR S S WA & . T A
0 2 10 100 1060
Antikdrper-Konzentration (ng/ml)

81/81



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

