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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Molekdle, die in der Lage sind, eine spezifische Wechselwirkung mit
Zielmolekilen einzugehen.

Stand der Technik

[0002] Molekiile, die zu einer spezifischen Wechselwirkung mit Zielmolekilen in der Lage sind, sind im Stand
der Technik bekannt.

[0003] Insbesondere sind Antikorper I8sliche und stabile Molekiile, von denen bekannt ist, dass sie die Fa-
higkeit einer Wechselwirkung mit Zielmolekilen aufweisen, die zur gleichen Zeit spezifisch und wirksam ist.

[0004] Solche Molekile werden dementsprechend zur Modulierung der Akkumulierung und/oder Expression
von Zielmolekulen in einer Vielzahl von Anwendungen in der Biologie, Medizin und Landwirtschaft verwendet.

[0005] Es istim Allgemeinen in diesen Anwendungen wiinschenswert, einen Antikérper mit einer hohen Sta-
bilitdt zu haben.

[0006] Insbesondere gibt es Anwendungen, bei denen es notwendig ist, einen Antikérper zu haben, der be-
sonders stabil ist, bei dem die Wechselwirkung in einer extrem reduzierenden Umgebung durchgefihrt werden
soll oder kann, wie dem Cytoplasma, zum Beispiel Anwendungen, die durchgefihrt werden, um innerhalb ei-
nem intrazellularen Kompartiment:
— Wechselwirkungen zwischen Makromolekdilen zu blockieren oder stabilisieren (z. B. Protein-Protein- oder
Protein-DNA-artige);
—enzymatische Funktionen zu modulieren, die die aktive Stelle betreffen, das Substrat zuriickzuhalten oder
ein Enzym in seiner aktiven oder inaktiven Struktur blockieren;
— Proteine in ihr normales zelluldres Kompartiment zu entfernen, z. B. Transkriptionsfaktoren im Cytoplas-
ma zurtickzuhalten oder Membranrezeptoren in dem endoplasmatischen Reticulum zurtickzuhalten;
— mit Pathogen-abgeleiteten Molekiilen zu wechselwirken, um den relevanten infektidsen Prozess zu st6-
ren;
— cytoplasmatische Molekile in vivo fur diagnostische oder therapeutische Zwecke zu binden (z. B. Onco-
genprodukte).

[0007] Unter den Antikdrpern, von denen auf dem Gebiet bekannt ist, dass sie diese Merkmale aufweisen, ist
scFv(F8), ein im scFv (,einzelkettiges Ketten-variables Fragment") Format entwickelter Antikorper, einer der
reprasentativsten (Tavladoraki et al. 1993).

[0008] scFv(F8) zeigt tatsachlich eine signifikante molekulare Stabilitat, wie durch Messungen der freien En-
ergie (AG) in Denaturierungs- und Renaturierungsexperimenten in vitro nachgewiesen wurde (Tavladoraki et
al. 1999).

[0009] Dieses Molekil wird auch durch das Folgende charakterisiert:
— hohe Effizienz bei der Faltung (Tavladoraki et al. 1999);
— lange Halbwertszeit innerhalb des Cytoplasma (Tavladoraki et al. 1999);
— Funktionalitat in dem Cytoplasma in Bezug auf die Fahigkeit zur Erkennung von Antigenen und Wechsel-
wirkung mit der Replikation des AMCV Virus (Tavladoraki et al. 1993);
— grofRe Expressionsmengen als I8sliches Protein in Bakterien- und Pflanzencytoplasma (Tavladoraki et al.
1999);
— die Fahigkeit zur Wechselwirkung mit seinem Antigen in dem Cytoplasma eukaryontischer Zellen in vivo,
wie durch Experimente gezeigt wurde, die in dem Hefe ,,zwei-Hybrid"-System durchgefiihrt wurden (Visintin
et al. 1999).

[0010] Untersuchungen des Redoxzustandes des Proteins haben zudem gezeigt, dass keine Disulfidbindung
in dem Protein innerhalb des Cytoplasmas ausgebildet wird (Tavladoraki et al. 1999).

[0011] ScFv(F8)istein sehr interessantes Molekl fiir biotechnologische Anwendungen, insbesondere fir die
oben aufgezeigten.
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[0012] scFv(F8) als solches hat jedoch ein relativ eingeschranktes Anwendungsgebiet, da es nur in der Lage
ist, mit AMCYV Virus zu wechselwirken.

[0013] Im Gegensatz dazu waren ,scFv(F9)- ahnliche" Antikérper (vom funktionellen Gesichtspunkt her), die
in der Lage sind, mit Zielmolekulen zu wechselwirken, die nicht AMCV sind, von grolem Interesse. Sie wirden
eine Anzahl von Anwendungen mit spezifischen Zielmolekilen in dem Plasma ermoglichen, oder bei gegebe-
ner Stabilitdt in anderen verschiedenen Umgebungen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0014] Die Aufgabe der Erfindung sind Peptide, die in der Lage sind, Stabilitdt und Léslichkeit in einem Anti-
korper zu vermitteln, einschlieRlich der Antikorper.

[0015] Gemal der vorliegenden Erfindung wird diese Aufgabe durch ein Peptid gel6st, das dadurch gekenn-
zeichnet ist, dass es eine Sequenz aufweist, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus den Sequenzen be-
steht, die in der beigefligten Sequenzauflistung von SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 8 gezeigt werden, und das
in einer variable Region eines scFv-Antikdrpers mit umfasst ist und den besagten Antikérper in cytoplasmati-
schem Medium I6slich und stabil macht.

[0016] Um besagten Antikdrper stabil und I6slich zu gestalten, sollen die Peptide mit den Sequenzen SEQ ID
NO: 1 (H-FR1), SEQ ID NO: 2 (H-FR2), SEQ ID NO: 3 (H-FR3) und SEQ ID NO: 4 (H-FR4), die hierin auch als
H-FR-Peptide bezeichnet werden, in der variablen Region der schweren Kette von besagtem Antikérper
(VH-Region) mit umfasst sein, kovalent an Peptide mit den Sequenzen gebunden, die in der beigefligten Se-
quenzauflistung von SEQ ID NO: 88 (H-CDR1), SEQ ID NO: 89 (H-CDR2) und SEQ ID NO: 90 (H-CDR3) ge-
zeigt werden, die hierin auch als H-CDR-Peptide bezeichnet werden, in der Reihenfolge:

SEQ ID NO: 1 (H-FR1) - SEQ ID NO: 88 — (H-CDR1) - SEQ ID NO: 2 (H-FR2) - SEQ ID NO: 89 (H-CDR2) -
SEQ ID NO: 3 (H-FR3) — SEQ ID NO: 90 (H-CDR3) — SEQ ID NO: 4 (H-FR4).

[0017] GemaR der Anordnung, die in Eig. 4 gezeigt wird.

[0018] Die Peptide mit den Sequenzen SEQ ID NO: 5, (L-FR1), SEQ ID NO: 6, (L-FR2), SEQ ID NO: 7,
(L-FR3) und SEQ ID NO: 8 (L-FR4), die im Allgemeinen als L-FR-Peptide bezeichnet werden, sollen stattdes-
sen in der variablen Region der leichten Kette von besagtem Antikérper (VL-Region) mit umfasst sein, kovalent
gebunden an Peptide mit den Sequenzen, die in der beigefligten Sequenzauflistung von SEQ ID NO: 91
(L-CDR1), SEQ ID NO: 92 (L-CDR2) und SEQ ID NO: 93 (L-CDR3) gezeigt werden, die hierin auch als
L-CDR-Peptide bezeichnet werden, in der Reihenfolge:

SEQ ID NO: 5 (L-FR1) - SEQ ID NO: 91 — (L-CDR1) — SEQ ID NO: 6 (L-FR2) — SEQ ID NO: 92 (L-CDR2) -
SEQ ID NO: 7 (L-FR3) — SEQ ID NO: 93 (L-CDR3) — SEQ ID NO: 8 (L-FR4).

[0019] Die H-FR- und L-FR-Peptide werden hiern im Aligemeinen auch FR(GerUstregion)-Peptide genannt.

[0020] Ein Vorteil der FR-Peptide der Erfindung ist die Tatsache, dass sie Uberraschenderweise die Fahigkeit
gezeigt haben, Ldslichkeit und Stabilitat auf jeglichen Antikdrper zu Ubertragen, einschliellich derer in den
oben genannten Reihenfolgen. Besagte stabilisierende Fahigkeit kann zu mindestens in dem Antikérper des
scFv-Typs besagten Antikorper sogar in einem reduzierenden Medium, wie dem Cytoplasma, stabil und I6slich
machen.

[0021] Die durch einen scFv-Antikdrper mit dieser Anordnung gemaf dem in Tavladoraki et al.1999 beschrie-
benen Verfahren vermittelte thermodynamische Stabilitat liegt tatsachlich in der gleichen GréRenordnung wie
bei dem scFv(F8) mit Werten an freier Energie (AG) zur Denaturierungs- und Renaturierungsreaktion in vitro
in der gleichen Grofenordnung wie bei den fir scFv(F8) festgestellten (Tavladoraki et al. 1999).

[0022] Insbesondere bei pH 7,2 sind die AG-Werte grofier als oder gleich 7 kcal/Mol und insbesondere Werte
im Bereich zwischen 7,8 und 10,5 kcal/Mol.

[0023] Eine analoge Stabilitdt kann fir Fv- und Dab-Antikérper, die die FR-Peptide der Erfindung umfassen,
erzielt werden.

[0024] In jedem Fall werden alle Antikérper, die die oben genannten Peptide umfassen, als eine Wirkung des
relevanten Mitumfasstseins in der variablen Region der schweren Kette oder leichten Kette stabilisiert. Insbe-
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sondere wird dieses bei Konstrukten gezeigt, die als ein Grundgerist die konstanten Regionen des Immunglo-
bulin-artigen 1gG oder IgA verwenden oder auch bei Antikdrpern wie Fab, bei denen die Stabilitat dieses Kon-
strukts in jedem Fall verbessert ist.

[0025] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der H-Fr-Peptide der Erfindung ist Xaa in Position 24 von
H-FR1 (SEQ ID NO: 1) Ala; Xaa in Position 12 von H-FR2 (SEQ ID NO: 2) ist Leu; Xaa in Position 2 von H-FR3
(SEQ ID NO: 3) ist Pro; Xaa in Position 3 von H-FR3 (SEQ ID NO: 3) ist Asp; Xaa in Position 13 von H-FR3
(SEQ ID NO: 3) ist Arg; Xaa in Position 18 von H-FR3 (SEQ ID NO: 3) ist Asn; Xaa in Position 20 von H-FR3
(SEQ ID NO: 3) ist Leu; Xaa in Position 12 von H-FR7 (SEQ ID NO: 7) ist Arg; Xaa in Position 15 von H-FR7
(SEQ ID NO: 7) ist Phe.

[0026] Gemal der Erfindung kénnen alle diese Peptide durch die Mittel einer Reihe von konventionellen
Techniken, die auf dem Gebiet bekannt sind, hergestellt werden, wie z. B. rekombinante DNA, aber auch Kon-
struktionen von synthetischen Polypeptiden.

[0027] Das relevante Verfahren zur Herstellung von Peptiden, die einen Antikorper stabilisieren, einschlief3-
lich derselben in einer variablen Region, umfassend die folgenden Schritte:
— die Herstellung eines Polypeptides aus einem monoklonalen Antikérper,
— die mutagene Veranderung besagten Polypeptids durch Techniken wie der hierarchischen Mutagenese,
Fehler-bedingter PCR, DNA-Mischen oder Ribosomen-Display,

ist als Gegenstand der Erfindung mit umfasst.

[0028] Alternativ dazu kénnen besagte Peptide durch chemische Synthese hergestellt werden, wie z. B.
durch Translatieren eines Polynukleotids, das diese kodiert.

[0029] Die H-CDR- und L-CDR-Peptide der Erfindung werden hierin auch als CDR-(Komplementaritats-be-
stimmende Regionen)-Peptide bezeichnet. CDR-Peptide gemal der vorliegenden Erfindung korrespondieren
mit den Teilen der Regionen VH und VL des Antikérpers, die die Bindungsspezifitat des Antikérpers bestim-
men. Insbesondere H-CDR-Peptide korrespondieren mit den Teilen von VH, und L-CDR-Peptide korrespon-
dieren mit den Teilen von VL, die die Bindungsspezifitat des Antikdrpers bestimmen.

[0030] Die strukturellen Eigenschaften des CDR-Peptids sind derart, dass wenn es in den Polypeptiden VH
und VL mit umfasst ist, kovalent an die FR's der Peptide gemaf} der oben genannten Anordnung gebunden
sind, dass diese Spezifitat an einen Antikérper vermitteln, der sie umfasst, ohne seine Stabilitat und Ldslichkeit
zu verandern.

[0031] Dem entsprechend hangen deren Sequenzen von dem Antigen ab, das der Antikérper, in dem sie um-
fasst sind, spezifisch bindet.

[0032] Um Peptide herzustellen, die als VH- oder VL-Region eines Antikorpers geeignet sind, kann ein Ver-
fahren zur Herstellung eines Polypeptids verwendet werden, das als eine variable Region eines Antikérpers
geeignet ist, sowie spezifisch fir ein vorbestimmtes Antigen ist, das die folgenden Schritte umfasst:
— die Herstellung eines Antikdrpers, der als eine variable Region der schweren Kette das Polypeptid auf-
weist, das die Sequenz hat, die in der Sequenzauflistung als SEQ ID NO: 101 genannt wird, und als eine
variable Region der leichten Kette, das Polypeptid mit der Sequenz, die in der beigefligten Sequenzauflis-
tung als SEQ ID NO: 102 genannt wird;
— das in Kontakt bringen von besagtem Antikérper mit besagtem Antigen und
— das Auswahlen des Antikorpers, der besagtes Antigen bindet,
— das Isolieren des Polypeptids der variablen Region der schweren Kette und/oder des Polypeptids der va-
riablen Region der leichten Kette des Antikdrpers, der besagtes Antigen bindet.

[0033] Dieses Verfahren, welches ein Gegenstand der Erfindung ist, umfasst in einer bevorzugten Ausfih-
rungsform zudem den Schritt:
— der Sequenzierung der variablen Regionen von besagtem Antikorper, der besagtes Antigen bindet.

[0034] Das zuvor bestimmte Antigen des Verfahrens der Erfindung kann jegliches Antigen von Interesse sein,
insbesondere virale, und speziell die Antigene, die mit HIV, HCV und HPV assoziiert sind, wie Tat-, Rev-, E7-
oder NS3-Protein, die als bevorzugt angesehen werden. Andere Antigene wie Rinderserumalbumin, Lysozym,
AMCV-Virus, ,gefleckter welker Tomatenvirus" oder ,Gurkenmosaikvirus" werden in einer bevorzugten Ausfuh-
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rungsform der Erfindung verwendet.

[0035] Gegenstand der Erfindung sind zusatzlich die Polypeptide, die durch das oben genannte Verfahren
herstellbar sind, die zur Herstellung der variablen Region der schweren Kette (VH) oder der leichten Kette (VL)
eines gegebenen Antikorpers geeignet sind.

[0036] Bezlglich der Polypeptide der Erfindung werden Polypeptide, die zur Herstellung der VH-Region eines
Antikérpers geeignet sind, hierin auch als VH-Polypeptide bezeichnet, Polypeptide, die zur Herstellung der
VL-Region eines Antikdrpers geeignet sind, werden hierin auch als VL-Polypeptide bezeichnet.

[0037] Insbesondere sind diesbezliglich die folgenden VH- und VL-Polypeptide Gegenstand der vorliegenden

Erfindung:
—VH-F8 (SEQ ID NO: 31) und VL-F8 (SEQ ID NO: 32), die jeweils die VH- und VL-Regionen von spezifi-
schen AMCV-Antikérpern darstellen, und insbesondere von scFv(F8);
—VH-LYS/P5 (SEQ ID NO: 33) und VL-LYS/P5 (SEQ ID NO: 34), die jeweils die VH- und VL-Regionen von
Antikdrpern konstituieren, die spezifisch fir das Lysozym sind;
— VH-LYS/M1E (SEQ ID NO: 35) und VL-LYS/11E (SEQ ID NO: 36), die die VH- und VL-Regionen jeweils
von spezifischert Antikdrpem fir das Lysozym konstituieren;
— VH-BSA/9F (SEQ ID NO: 37) und VL-BSA/9F (SEQ ID NO: 38), die jeweils die VHund VL-Regionen von
Antikdrpern konstituieren, die spezifisch fir Rinderserumalbumin sind;
- VH-TSWV (BR01)/6H (SEQ ID NO: 39) und VL-TSWV (BR01)/6H (SEQ ID NO: 40), die jeweils die VH-
und VL-Regionen von Antikdrpem konstituieren, die spezifisch fir den "gefleckten welken Tomatenvirus"
sind;
— VH-TSWV (P105)/1C (SEQ ID NO: 41) und VL-TSWV (P105)/1C (SEQ ID NO: 42), die jeweils die VH-
und VL-Regionen von Antikdrpem konstituieren, die spezifisch fur den ,gefleckten welken Tomatenvirus"
sind;
—VH-CMV/4G (SEQ ID NO: 43) und VL-CMV/4G (SEQ ID NO: 44), die jeweils die VHund VL-Regionen von
Antikdrpem konstituieren, die spezifisch fir den ,Gurkenmosaikvirus" sind;
- VH-CMV/4B (SEQ ID NO: 45) und VL-CMV/4B (SEQ ID NO: 46), die jeweils die VHund VL-Regionen von
Antikdrpem konstituieren, die spezifisch fur den ,Gurkenmosaikvirus" sind; und
—VH-CMV/2G (SEQ ID NO: 47) und VL-CMV/2G (SEQ ID NO: 48), die jeweils die VHund VL-Regionen von
Antikdrpem konstituieren, die spezifisch fur den ,Gurkenmosaikvirus" sind.

[0038] Auf der Basis der Polypeptide der Erfindung kénnen spezifische CDR-Peptide hergestellt werden, die
Bindungsspezifitat den Antikdrpern vermitteln, die diese umfassen.

[0039] Besagte CDR-Peptide kdnnen durch ein Verfahren zur Herstellung eines Peptids hergestellt werden,
das einem Antikdrper Bindungsspezifitat flr ein vorbestimmtes Antigen vermittelt, das die folgenden Schritte
umfasst:
— die Herstellung eines Antikdrpers, der als eine variable Region der schweren Kette das Polypeptid auf-
weist, das die Sequenz hat, die in der Sequenzauflistung als SEQ ID NO: 101 gezeigt wird, und als eine
variable Region der leichten Kette das Polypeptid mit der Sequenz, die in der Sequenzauflistung als SEQ
ID NO: 102 genannt wird;
— das in Kontakt bringen von besagtem Antikérper mit besagtem Antigen und
— das Auswahlen des Antikorpers, der besagtes Antigen bindet,
— das Isolieren des Polypeptids der variablen Region der schweren Kette und/oder des Polypeptids der va-
riablen Region der leichten Kette des Antikdrpers, der besagtes Antigen bindet;
—das Isolieren des Teils von besagtem Antikorper, der die Bindungsspezifitat des besagten Antikérpers ver-
mittelt.

[0040] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst das oben genannte Verfahren zusatzlich den folgen-
den Schritt:
— des Sequenzierens der variablen Regionen von besagtem Antikérper, der besagte Antigen bindet.

[0041] Das Antigen kann jegliches Antigen sein und ist vorzugsweise eines der oben beschriebenen.

[0042] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch all diejenigen Peptide, die durch das oben be-
schriebene Verfahren herstellbar sind.

[0043] Insbesondere die Peptid-CDRs, die die folgende Bindungsspezifitat fir:
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— ACMV (Artischocken — Flecken — Krauselvirus) in dem Antikdrper scFv (F8) mit jeweils den Sequenzen
SEQ ID NO: 9 (H-CDR1-F8), SEQ ID NO: 10 (H-CDR2-F8), SEQ ID NO: 11 (H-CDR3-F8), SEQ ID NO: 12
(L-CDR1-F8), SEQ ID NO: 13 (L-CDR2-F8) und SEQ ID NO: 14 (L-CDR3-F8);

— Lysozym (insbesondere Lysozym aus Huhnereialbumin) mit den Sequenzen SEQ ID N: 97
(H-CDR1-LYS/P5), SEQ ID NO: 98 (H-CDR2-LYS/P5), SEQ ID NO:15 (H-CDR3-LYS/P5), SEQ ID NO: 99
(L-CDR1-LYS/P5), SEQ ID NO: 100 (L-CDR2-LYS/P5) und SEQ ID NO: 16 (L-CDR3-LYS/P5) ergeben,

sind weitere Gegenstande der Erfindung.

[0044] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch all die Peptid- H-CDR3 und L-CDR3, wie sie oben
definiert werden, die Bindungsspezifitat an die Antikorper, die diese in den VH- und VL-Polypeptiden umfas-
sen, flr Antigene, die sich von ACMV unterscheiden, vermitteln, wobei das urspriingliche H-CDR3-F8 und
L-CDR3-F8 zusammen mit anderen Peptiden H-CDR1, H-CDR2 und L-CDR2 von F8 und mit den Peptiden
L-CDR1-MUT (SEQ ID NO: 76) substituiert wird, die anstatt des Peptids L-CDR1-F8 mit umfasst sind, geman
der Anordnung, die in Fig. 7 gezeigt wird.

[0045] Unter diesen sind ein besonderer Gegenstand der Erfindung die Peptide H-CDR3 und L-CDR3, die die
folgende Spezifitat ergeben:
— Lysozym (H-CDR3-LYS/11 E, SEQ ID NO: 17 und L-CDR3-LYS/11 E, SEQ ID NO: 18),
— Rindersen.imalbumin (H-CDR3-BSA/9F, SEQ ID NO: 19 und L-CDR3-BSA/9F, SEQ ID NO: 20),
— ,geflecktes welkes Tomatenvirus"- Nukleoprotein (H-CDR3-TSWV (BR01)/6H, SEQ ID NO: 21 und
L-CDR3-TSWV (BR01)/6H, SEQ ID NO:22; H-CDR3-TSVW (P105/1C, SEQ ID NO: 23 und L-CDR3-TSWV
(P105)/1C, SEQ ID NO: 24), und
- ,Gurkenmosaikvirus" (H-CDR3-CMV/4G, SEQ ID NO: 25 und L-CDR3-CMV/4G, SEQ ID NO: 26; jedoch
auch H-CDR3-CMV/4B, SEQ ID NO: 27 und L-CDR3-CMV/4B, SEQ ID NO:28; und letztendlich
H-CDR3-CMV/2G, SEQ ID NO:29 und L-CDR3-CMV/2G, SEQ ID NO:30).

[0046] Der Begriff ,H-CDR3" in Eig. 7 zeigt die Position der Peptide H-CDR3-LYS/11E, H-CDR3-BSA/9F,
H-CDR3-TSWV (BR01)/6H, H-CDR3-TSWV (P105)/1C, H-CDR3-CMV/4G, H-CDR3-CMV/4B in der VH-Regi-
on. Der Begriff ,L-CDR3" zeigt die Position der Peptide L-CDR3-LYS/11 E, L-CDR3-BSA/9F, L-CDR3-TSVW
(BRO1)/6H, L-CDR3-TSWV (P105)/1 C, L-CDR3-CMV/4G und L-CDR3-CMV/4B in der VH-Region.

[0047] Das L-CDR1-MUT-Peptid (SEQ ID NO: 94) stellt auch einen Gegenstand der vorliegenden Erfindung
dar.

[0048] All die oben genannten CDR-Peptide kénnen zum Nachweis von Molekulen von Interesse in einer Pro-
be gemal den auf dem Gebiet bekannten Techniken verwendet werden; besagte Verwendung wird als von
dem Gegenstand der Erfindung mit umfasst angesehen.

[0049] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung wird auch durch all diejenigen Antikdrper gege-
ben, die mindestens eines der oben erwahnten VH- und VL-Polypeptide der vorliegenden Erfindung umfassen.

[0050] Diesbezuglich sind nicht nur hergestellte Antikdrper des scFv-Typs, sondern auch hergestellte Antikor-
per des Fab-, Fv, dAb-Typs sowie alle Immunglobuline, insbesondere diejenigen des IgG- und IgA-Typs, Ge-
genstand der vorliegenden Erfindung.

[0051] Insbesondere sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung der hergestellte Antikdrper scFv (F8)
(SEQ ID NO: 49) und die scFv-Antikorper: scFv (P5) (SEQ ID NO: 50), scFv (LYS11E), scFv (BSA9F), scFv
(BRO1-6H), scFv (P105-1C), scFv (CMV-4G, scFv (CMV4B) und scFv (CMV-2G).

[0052] Solche scFv-Antikdrper sind durch das Verbinden der jeweiligen VH- und VL-Polypeptide mit einem
Linker herstellbar, der kovalent an das carboxyterminale Ende des VH-Polypeptids durch sein aminoterminales
Ende und an das aminoterminale Ende des VL-Polypeptids durch sein carboxyterminales Ende gebunden ist
(siehe das Diagramm in Fig. 2).

[0053] Dieser Linker kann einer von denjenigen Linkern sein, von denen auf dem Gebiet bekannt ist, dass sie
fur die Verbindung von VH- und VL-Polypeptiden geeignet sind. Insbesondere kann der Linker derjenige mit
der Sequenz sein, die als SEQ ID NO: 51 in der Auflistung der Sequenzen in der Anlage gezeigt wird.

[0054] Alle Varianten der oben erwahnten Peptide und Polypeptide oder der Antikdrper, die diese enthalten,
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mussen auch
— ein Mutein der oben genannten FR- und CDR-Peptide, VH- und VL-Polypeptide und Antikorper, die diese
umfassen,
— ein Molekil, das mindestens eines der oben genannten FR- und CDR-Peptide, VHund VL-Polypeptide
und Antikorper, die diese umfassen, oder zu mindestens eines der relevanten Muteine, umfasst
— ein Fragment oder ein Teil der oben genannten FR- und CDR-Peptide, VH- und VL-Polypeptide und An-
tikorper, die diese umfassen, oder mindestens eines der relevanten Muteine,
— ein Fragment oder ein Teil der Molekiile, das mindestens eines der oben genannten FR- und CDR-Pep-
tide, VH- und VL-Polypeptide und Antikorper, die diese umfassen, oder mindestens eines der relevanten
Muteine umfasst,

wobei alle im Wesentlichen aus mindestens einem der oben genannten FR- und CDR-Peptide, VH- und VL-Po-
lypeptide und Antikdrpern, die diese umfassen, bestehen.

[0055] Jedes Molekill, das direkt oder indirekt aus einem der Peptide, Polypeptide oder Antikorper der vorlie-
genden Erfindung abgeleitet ist und insbesondere diejenigen mit den Sequenzen, die in der beigefligten Se-
quenzauflistung genannt werden, muss als im Wesentlichen aus einem der besagten Peptide, Polypeptide und
Antikdrper bestehend angesehen werden, wenn:
— Varianten der oben genannten Peptide/Polypeptide in Antikérpern enthalten sind, die zu mindestens in
dem Cytoplasma einer Zelle funktionell und stabil sind;
— Varianten der oben genannten Antikérper selbst ein Antikérper sind, der zu mindestens in einem cytoplas-
matischen Kompartiment funktionell und stabil ist.

[0056] Fur die Zwecke der vorliegenden Anmeldung ist ein Mutein der oben genannten Peptide / Polypeptide
/ Antikorper ein zu dem urspriinglichen Peptid / Polypeptid / Antikorper ahnliches, so dass es als eine Ableitung
des zweiten von dem ersten angesehen werden kann.

[0057] Ein Fragment von mindestens einem der oben genannten Peptide / Polypeptide / Antikdrper oder ei-
nem seiner Muteine oder eines groReren Molekils, das dieses umfasst, wird fur die Zwecke der Erfindung
durch ein Molekul wiedergegeben, bei dem eine oder mehrere Aminosauren des ursprunglichen Peptids oder
Muteins trunkiert wurden.

[0058] In Bezug auf das grofiere Molekil, das mindestens eines dieser Peptide / Polypeptide / Antikérper
und/oder Muteine umfasst, kann der Anteil des Molekdls, der sich von diesen Peptiden und/oder Muteinen un-
terscheidet, teilweise oder vollstandig mit der Sequenz von scFv (F8) Gbereinstimmen.

[0059] Alle diese Molekile kénnen durch Mittel einer Reihe konventioneller Techniken, die auf dem Gebiet
bekannt sind, hergestellt werden, wie z. B. durch rekombinante DNA, aber auch durch Konstruktionen von syn-
thetischen Polypeptiden.

[0060] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung wird durch Polynukleotide wiedergegeben (so-
wohl Polydeoxyribonukleotide wie auch Polyribonukleotide), die fir die Peptide / Polypeptide der vorliegenden
Erfindung oder deren Varianten kodieren. Insbesondere sind die Polynukleotide mit den folgenden genannten
Sequenzen:

SEQ ID NO: 52 (H-FR3-F8), SEQ ID NO: 54 (H-FR2-F8), SEQ ID NO: 56 (H-FR3-F8), SEQ ID NO: 58
(H-FR4-F8), SEQ ID NO: 60 (L-FR1-F8), SEQ ID NO: 62 (L-FR2-F8), SEQ ID NO: 64 (L-FR3-F8), SEQ ID NO:
66 (L-FR4-F8), SEQ ID NO: 68 (H-CDR1-F8), SEQ ID NO: 70 (H-CDR2-F8), SEQ ID NO: 72 (H-CDR3-F8),
SEQ ID NO: 74 (L-CDR1-F8), SEQ ID NO: 76 (L-CDR2-8) und SEQ ID NO: 78 (L-CDR3-F8), SEQ ID NO: 80
(VH-F8) und SEQ ID NO: 82 (VL-F8), SEQ ID NO: 95 (L-CDR1-MUT) in dem Gegenstand der vorliegenden
Erfindung mit umfasst.

[0061] Von der vorliegenden Erfindung mit umfasst sind auch Polynukleotide, die fiir die hergestellten Anti-
korper kodieren, die unter Verwendung der Peptide / Polypeptide der vorliegenden Erfindung erhalten werden,
und insbesondere diejenigen mit den Sequenzen SEQ ID NO: 84 (scFv (F8) und SEQ ID NO:8 6 (scFv (P5)).

[0062] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung wird durch Peptide / Polypeptide, hergestellte
Antikérper, insbesondere flr die Therapie von allen pathologischen Zustanden wiedergegeben, die mit der Ak-
kumulierung von mindestens einem Molekiil in einer intra- oder extrazellularen Umgebung assoziiert sind. Hier
wird insbesondere auf infektidse, Tumor-, metabolische und immunbedingte (insbesondere autoimmunbeding-
te) Pathologien hingewiesen. In Bezug auf die infektidésen Pathologien wird insbesondere auf solche aufmerk-
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sam gemacht, die mit Viren assoziiert sind, entweder in Tieren (siehe z. B. Pathologien, die mit HIV, insbeson-
dere HIV-1, HPV, Herpesvirus oder HCV-Virus im Menschen assoziiert sind) oder in Pflanzen (siehe z. B. die
Pathologien, die mit CMV oder TSWV-Viren in Tomaten assoziiert sind).

[0063] Zudem auch die pharmazeutischen Zusammensetzungen, die eine therapeutisch wirksame Menge
von mindestens einem der oben genannten Peptide, Polypeptide, Antikdrper und/oder Varianten davon
und/oder eine therapeutisch wirksame Menge von mindestens einem der oben genannten Polynukleotide und
ein pharmazeutisch geeignetes Tragermittel umfassen.

[0064] Das pharmazeutisch vertragliche Tragermittel oder Hilfsmittel kann jegliches Tragermittel oder Hilfs-
mittel sein, von dem auf dem Gebiet bekannt ist, dass es zur Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzun-
gen geeignet ist, oder ein Material, das die oben genannten Molekiile enthalt. Insbesondere kann gemaf der
Erfindung solch ein Tragermittel ein flissiges oder festes Tragermittel sein, die verwendet werden, oder von
dem ein Fachmann auf dem Gebiet weil3, dass es fir Protein und Antikorper geeignet ist.

[0065] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren fiir die Behandlung von Pathologien,
die mit der Akkumulierung eines Molekduls innerhalb oder auRerhalb einer menschlichen, tierischen Zelle as-
soziiert sind, das den folgenden Schritt umfasst:
— die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge eines oben genannten Antikdrpers oder einer
Variante davon an ein Subjekt, das dessen bedarf.

[0066] Insbesondere kann besagte Verabreichung parenteral zur Behandlung von Krebs und Pathologien, die
damit assoziiert sind, oder durch den oralen Weg als passive Immuntherapie gemafR den dem Fachmann auf
dem Gebiet bekannten Verabreichungstechniken verabreicht werden.

[0067] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur Behandlung von Pathologien, die
mit der Akkumulierung eines Molekdils innerhalb oder auRerhalb einer menschlichen, tierischen oder pflanzli-
chen Zelle assoziiert sind, das den folgenden Schritt umfasst:
— die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge der oben genannten Polynukleotide oder einer
Variante davon, die fir die Antikdrper der vorliegenden Erfindung kodieren, an ein Subjekt, das deren be-
darf.

[0068] Besagte Verabreichung soll durch das Einfligen besagter Polynukleotide in Vektoren durchgefihrt
werden, die zur Transfektion geeignet sind. GemaR der vorliegenden Erfindung kdnnen jegliche Vektoren ver-
wendet werden, insbesondere die viralen, die derzeit von einem Fachmann auf dem Gebiet zur Behandlung
eines Subjekts, das dessen bedarf, fiir diesen Zweck adaptiert werden.

[0069] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der oben genannten Antikérper und/oder
Polynukleotide oder Varianten davon zur Behandlung von Pathologien, die mit der Akkumulierung eines Mole-
kils innerhalb oder au3erhalb der menschlichen, tierischen oder pflanzlichen Zelle assoziiert sind.

[0070] Die Verwendung von diesen oben genannten Peptiden /Polypeptiden / Antikdrpern oder einer Variante
davon zur Diagnose dieser Pathologien ist auch von dem Gegenstand der vorliegenden Erfindung mit umfasst.

[0071] Insbesondere kdnnen solche Molekiile, die an Gene fusioniert sind, die fir ein Protein, das eine enzy-
matische Aktivitat (d. h. alkalische Phosphatase) aufweist, oder Reporterproteine, wie griines fluoreszierendes
Protein, kodieren, in diagnostischen Anwendungen verwendet werden. Andere Reportergene oder Proteine,
die auf dem Gebiet bekannt sind, kénnen genauso gut in der diagnostischen Anwendung verwendet werden.

[0072] Unter den diagnostischen Anwendungen, bei denen die Antikdrper der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden kdnnen, ist das Bild-gebende Verfahren besonders bevorzugt.

[0073] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein diagnostischer Kit, der die oben genannten Molekile
als Reagenzien umfasst, und insbesondere ein diagnostischer Kit fur infektiose Pathologien, der dahingehend
charakterisiert ist, dass er mindestens eine Zusammensetzung umfasst, die mindestens eines der oben ge-
nannten Polynukleotide, Peptide, Polypeptide, Antikdrper und/oder eine Variante davon umfasst.

[0074] Mit umfasst in dem Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung der oben ge-
nannten Antikorper zur Identifizierung neuer Molekiile und/oder deren relevanter Funktion.
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[0075] Eine solche Identifizierung kann z. B. gemaR Techniken durchgefiihrt werden, die auf dem Gebiet be-
kannt sind, die als Genomstudien und Proteomstudien bezeichnet werden.

[0076] Insbesondere ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung der oben genannten Pep-
tide / Polypeptide / Antikorper oder einer Variante davon zur Herstellung von Molekilen, die in der Therapie
von infektidser Pathologie verwendet werden sollen und der relevante Kit unmfasst mindestens eines dieser
Peptide / Polypeptide / Antikdrper oder eine Variante davon als ein Reagenz.

[0077] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine Zusammensetzung, die flr experi-
mentelle Anwendungen geeignet ist, die mindestens eines der oben genannten Molekile und einen damit che-
misch kompatiblen Trager umfasst.

[0078] Dieser chemisch kompatible Trager kann jeglicher Trager sein, der auf dem Gebiet dahingehend be-
kannt ist, dass er flr pharmazeutische Zusammensetzungen geeignet ist, oder ein Material, das die oben ge-
nannten Molekiile enthalt.

[0079] Insbesondere kann gemal der Erfindung ein solcher Trager ein flissiger oder fester Trager sein, der
verwendet wird, von dem ein Fachmann auf dem Gebiet jedoch weil3, dass er fiir Protein und Antikérper ge-
eignet ist.

[0080] Die Erfindung wird besser mit Hilfe der Figuren im Anhang beschrieben werden.
Beschreibung der Figuren

[0081] FEia. 1 zeigt die Anordnung der Peptide der vorliegenden Erfindung in den VH- und VL-Polypeptiden
eines Antikdrper gemaR der vorliegenden Erfindung.

[0082] Fig. 2 zeigt die Verbindung der VH- und VL-Polypeptide der vorliegenden Erfindung in Antikérpern des
scFv-Typs.

[0083] Fig. 3 zeigt das zusammenfassende Diagramm der Modifikationen der Sequenz von scFv(F8), die die
tatsachlichen Eigenschaften der Stabilitat des Antikdrpers nicht verandern. Die Regionen (FR und CDR) sind
gemal’ AbM (Oxford Molecular Ltd) individualisiert und die Nummerierung entspricht Kabat (Kabat et al. 1991).

[0084] Die in grau gefarbten Quadraten gezeigten Reste sind die Reste, die unverandert verbleiben missen,
die Reste, die in schwarz gefarbten Quadraten gezeigt werden, sind die Reste, die mit jeglicher Aminosaure
substituiert werden kénnen, die Reste, die in weillen Quadraten gezeigt werden, sind wie folgt modifizierbar:
— der Rest VH 24 ist mit Resten von aquivalenter chemischer Natur substituierbar;
— der Rest VH 47 ist mit Resten von aquivalenter chemischer Natur substituierbar;
—der Rest VH 52 ist mit Resten von aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher chemischer Na-
tur substituierbar oder kann durch Deletion eliminiert werden;
—der Rest VH 60 ist mit Resten von aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher chemischer Na-
tur substituierbar;
— der Rest VH 61 ist mit Resten aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher chemischer Natur
substituierbar;
— der Rest VH 71 ist mit Resten aquivalenter chemischer Natur substituierbar;
— der Rest VH 76 ist mit Resten aquivalenter chemischer Natur substituierbar;
— der Rest VH 78 ist mit Resten aquivalenter chemischer Natur substituierbar;
— die Reste VH 100 — 1000 sind mit Resten aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher Natur
substituierbar oder kénnen durch Deletion eliminiert werden;
—die Reste VL 27C - 29 sind mit Resten aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher chemischer
Natur substituierbar oder kdnnen durch Deletion eliminiert werden;
— der Rest VL 68 ist mit Resten aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher chemischer Natur
substituierbar;
— der Rest VL 71 ist mit Resten aquivalenter chemischer Natur oder unterschiedlicher chemischer Natur
substituierbar.

[0085] Fig. 4 zeigt ein zusammenfassendes Diagramm der Strategie der Mutagenese, die mittels rationaler

Substitutionen der VH- und VL-Polypeptide des Antikérpers scFv(F8) verwendet wurde. Die tatsachlichen Ami-
nosaurereste der Sequenz von scFv(F8) werden in normalen Buchstaben gezeigt, die Aminosauren der Se-
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quenz von scFv (D1.3) (Bhat et al. 1990) werden in unterstrichenen Buchstaben gezeigt. Die Sequenzen wer-
den fir alle Produkte der intermediaren Mutagenese (P1, P2, P3 und P4) gezeigt und firr das letzte Produkt
der Mutagenese (P5), so dass die Anderungen (Substitutionen und Deletionen), die mit der urspriinglichen Se-
quenz von scFv(F8) durchgefiihrt worden sind, durch Unterstreichung markiert sind.

[0086] Fig. 5 zeigt die Modifikation, die auf dem CDR1 des VL gemal dem Ansatz zufalliger Mutationen fir
die Herstellung von Mutanten von scFv(F8) bewirkt wurde.

[0087] Fig. 6 zeigt die Oligonukleotide, die als Primer fir die Herstellung der ,Monoscaffold"-Bibliothek, wie
sie in den Beispielen beschrieben wird, verwendet wurde.

[0088] Der Begriff ,N" bedeutet jegliches Nukleotid, der Begriff ,M" zeigt das dATP- oder dCTP-Nukleotid an.

[0089] Fig. 7 zeigt die Struktur der Peptide der vorliegenden Erfindung in den VH- und VL-Polypeptiden der
Antikorper, in denen die Bindungsspezifitat insbesondere durch die H-CDR3- und L-CDR3-Peptide vorgege-
ben wird.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0090] Wie oben erwahnt, sind die Peptide der vorliegenden Erfindung in der Lage, die Antikorper, die diese
umfassen, sogar in einer reduzierenden Umgebung stabil zu gestalten.

[0091] Regionen, die die Komplementaritat (CDR) mit dem Antigen bestimmen sowie Geristregionen (FR)
des scFv(F8)-Antikorpers wurden durch Sequenzieren gemal den auf dem Gebiet bekannten Kriterien identi-
fiziert.

[0092] ScFv(F8) wurde als ein Gerlst verwendet, auf das neue Spezifitadten entweder durch ,loop grafting”
(,rationaler Ansatz") oder durch Mutation und Selektion durch Repertoiregenerierung (,molekulare Evolution")
hergestellt wurden. Antikorper, die durch positionsgerichtete Mutagenese hergestellt wurden, wurden analy-
siert, um die Beibehaltung der Stabilitdt und Léslichkeit in cytoplasmatischer Umgebung zu verifizieren sowie
die Annahme einer Bindungsspezifitat, die sich von AMCV unterscheidet.

[0093] In dem ,rationalen Ansatz" wurden Reste von sowohl CDR- wie auch FR-Regionen mit Resten von
scFv (D1.3) substituiert, die Lysozym erkennen, wohingegen bei der ,molekularen Evolution" Reste der
CDR3-Regionen zufallig substituiert wurden und die Bindungseigenschaften des resultierenden scFv Uberprift
wurden. Diese Experimente zeigten, dass das scFv(F8) Gerust die Substitution definierter Reste in sowohl den
CDR- wie auch FR-Regionen toleriert, die neu in Bezug auf die Beibehaltung der Stabilitdt des Antikorper
scFv(F8) (siehe insbesondere Fig. 3) definiert werden kénnen.

~,Rationaler Substitutions"- Ansatz

[0094] Die Erfinder substituierten scFv(F8)-Aminosauren mit Aminosauren der CDRs und FRs von
scFv(D1.3), die Lysozym erkennen. Diese Substitutionen wurden in einer rationalen Weise durchgefiihrt, wobei
jeder Rest auf der Basis einer theoretischen Konstruktion, die mittels molekularer Modellierung entwickelt wur-
de, modifiziert wurde.

[0095] Gemal diesem Ansatz wurden ausgiebige Aminosadurenmodifikationen durchgefiihrt, einschlieflich
aller CDRs von VH und VL. Diese Regionen wurden (mittels der auf dem Gebiet als ,,Pfropfen" bekannten Tech-
nik) mit den korrespondierenden Regionen eines anderen Antikdrpers von ,normalem Typ" substituiert (der
nicht die jeweilige Stabilitat oder cytoplasmatische Funktionalitat aufzeigt), der ein anderes Zielmolekil bindet,
das Lysozym, Rinderserumalbumin, das Nukleoprotein des ,gefleckten welken Tomatenvirus", ,Gurkenmosa-
ikvirus" oder jegliches andere Zielmolekil von Interesse sein kann.

[0096] Das in Fig. 4 gezeigte Diagramm fasst die Strategie der Mutagenese zusammen, die fir ein scFv(F8)
Antikérperpfropfen verwendet wurde.

[0097] Die Analyse der mutagenisierten Produkte in dem spezifischen Fall, der in der Figur gezeigt wird, der
sich auf die direkte Mutagenese eines Antikorpers bezieht, der Lysozym bindet, zeigte den Erfolg der Pfrop-
fenstrategie. Tatsachlich waren die resultierenden chimaren Antikérper (P2, P3, P4 und P5 genannt) in der La-
ge, spezifisch Lysozym zu erkennen, wie durch die molekulare Entwicklung vorausgesagt worden war. Zur glei-
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chen Zeit wurde die Kapazitat des scFv(F8)-Gerust zur Unterstiitzung ausgiebiger Mutationen nachgewiesen,
insbesondere auf der Ebene der CDRs ohne die Beeintrachtigung molekularer Stabilitdt. Tatsachlich zeigten
sich die neuen bindenden Molekiile, die durch diesen Ansatz erhalten wurden, als I6slich und funktionell in der
reduzierenden Umgebung des Zellzytoplasmas genau so wie der erkennende scFv(F8).

[0098] Als ein Ergebnis war auRer einigen FR-Resten, die modifiziert wurden, um die korrekte Faltung der
Regionen zu erlauben, die in der neuen Antigenerkennung involviert sind, die Geruststruktur von scFv(F8)
nicht wesentlich verandert, Es wurde die Struktur identifiziert, die in der Lage ist, als ,zentraler Nukleus" zu
funktionieren, auf der es mdglich ist, mittels Proteinentwicklung Sequenzen zu pfropfen, die in der Lage sind,
eine Bindungsfahigkeit fur neue Antigene zu vermitteln. Dieser zentrale Nukleus besteht aus den FR-Peptiden,
die in der Zusammenfassung der Erfindung beschrieben wurden.

[0099] Die Eigenschaft dieser mutierten Molekiile wurde durch die Erfinder mittels Techniken der Analyse der
Expression in sowohl Periplasma wie auch Cytoplasma von Escherichia coli verifiziert, was in den Beispielen
besser erklart und ausgefiihrt wird. Insbesondere hat die Analyse der Expression in dem bakteriellen Cytoplas-
ma es moglich gemacht, die Fahigkeit der gepfropften Antikérper zu beurteilen, das neue Antigen zu erkennen.
Die Expression in dem bakteriellen Cytoplasma hat es stattdessen ermoglicht, die Proteinl6slichkeit und Funk-
tionalitat in reduzierender Umgebung zu analysieren.

[0100] In dem Fall von Antikbrpem, die auf Lysozymspezifitdt mutagenisiert wurden, zeigte der ELISA (Enzy-
me Linked Immunosorbent Assay)- Test, der mit periplasmatischen Extrakten durchgefiihrt wurde, die auf Ge-
samtproteingehalt normalisiert wurden, dass alle Produkte der Mutagenese mit Ausnahme von P1 (Mutante
mit der geringsten Anzahl von Substitutionen) in der Lage waren, Lysozym zu erkennen. Die P3-Mutante, die
die CDRs von scFv (D1.3) und einige Substitutionen in den Gerlsten aufweist, zeigte die héchste Bindungs-
aktivitat. Die fur P3 beobachtete Lysozymerkennung war etwas geringer als die durch scFv (D1.3) gezeigte
(ungefahr 15 % weniger). Diese Daten wurden mit der Westem Blot-Analyse verbunden, die vergleichbare Ex-
pressionsmengen der verschiedenen Produkte der Mutagenese und zwischen Mutageneseprodukten und
dem urspringlichen scFv(F8) und scFv (D1.3) zeigte. Dieses zeigt, dass die Unterschiede des Signals, das in
dem ELSA beobachtet wurde, ausschlieBlich auf die unterschiedliche Spezifitat fir das Antigen zuriickzufih-
ren sind, anstatt auf unterschiedliche Expressionsmengen.

[0101] Beziglich der Expression in bakteriellem Cytoplasma ergab ein ELISA, der mit Extrakten durchgefihrt
wurde, die auf Gesamtproteinen normalisiert wurden, eine héhere Aktivitat fur die P5-Mutante, die durch die
héchste Anzahl an Aminosauresubstitutionen gekennzeichnet ist. Eine schwache Bindungsaktivitat, in jedem
Fall eine héhere als die fiir scFv(D1.3) gemessene, wurde auch fir P3 und P4 festgestellt.

[0102] Sogar in diesem Fall zeigten Westem Blot-Analysen eine gleichwertige Expression der scFv-Mutan-
ten, die in dem Cytoplasma exprimiert wurden, was wiederum bestatigt, dass die Unterschiede des ELISA-Si-
gnals auf die unterschiedliche Fahigkeit zur Erkennung des Lysozyms zurlickzufihren sind.

,Molekularer Evolutions"-Ansatz

[0103] Aufder Basis der in dem rationalen Substitutionsansatz erhaltenen Indikationen wurde eine Bibliothek
neuer Molekiile, die aus scFv(F8) abgeleitet wurden, hergestellt.

[0104] Der Ausgangspunkt fur die Herstellung der Bibliothek war scFv(MUT-VL1), ein Derivat des
scFv(F8)-Antikorpers, das in den CDRs modifiziert worden war. Die CDR1 der VL-Domane wurde gekiirzt und
teilweise gemal einem Modell-unterstitzten Konstruktionsdesign verandert. Zudem wurden 9 Aminosauren
aus dem ungewohnlich langen CDR3 der VH-Domane des urspriinglichen scFv (s. Fig. 5) entfernt.

[0105] Es wurde eine strukturelle Variabilitat durch gezielte zufallige PCR-Mutagenese in 4 Aminosaureposi-
tionen in der CDR3 von sowohl den VH- wie auch den VL-Domanen eingeflhrt. Es wurden degenerierte Oli-
gonukleotide, die Reste zwischen und einschlie3lich 95 und 98 von VH und 91 und 94 von VL zufallig variieren,
verwendet. Nach der Mutagenese wurde ein Repertoire mit einer geschatzten Diversitat von 5 x 107 unter-
schiedlichen Phagenklonen erhalten.

[0106] Der Pool an Molekilen, der so erhalten wurde, wurde auf einen Phagen in einer Bibliothek zur Selek-
tion auf Antigene hin Ubertragen, die sich von AMCV unterscheiden, das urspringlich von scFv(F8) erkannt
wurde. Diese ,Bibliothek", die unter Verwendung eines einzelnen Ausgangsantikérpers (,Monoscaffold Biblio-
thek") als Basisstruktur konstruiert wurde, stellte Antikdrper mit unterschiedlicher Spezifitat zur Verfliigung, die
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zur gleichen Zeit die besonderen Eigenschaften der Stabilitat des scFv(F8)-Molekiils beibehalten (cytoplasma-
tische Loslichkeit, Denaturierung und Renaturierung in vitro). Diese Schlussfolgerungen wurden durch Guani-
diniumchlorid-Denaturierungs /Renaturierungs-Studien mit isolierten scFv-Molekulen erhalten. Die Expression
der gleichen ScFv-Fragmente in dem Escherichia coli Cytoplasma als I6sliche und funktionelle Molekile be-
statigte die Stabilitat dieser Proteine auch in einem in vivo-System.

[0107] Zudem wurde fiir einige von diesen (scFv(CMV)4B und scFv(CMV)4G) gezeigt, dass sie als I8sliche
und funktionelle Molekule auch in Pflanzencytosol exprimiert werden. Das Vorhandensein von scFv(CMV)4B-
oder scFv(CMV)4G-Antikérpem in der 16slichen Fraktion von Kartoffelvirus X (PVX)- infizierten Tabakpflanzen
zeigt, dass diese Molekdle, anders als die meisten Antikdrper, in Pflanzencytoplasma gefaltet und stabil sind.
Identische Ergebnisse wurden in transgenen Tomatenpflanzen erhalten, die die Fahigkeit einer korrekten Fal-
tung in einer reduzierenden Umgebung bestatigen. Diese Antikrper stéren den CMV-Zusammenbau und/oder
die Replikation und stellen eine konstruierte Resistenz gegen den Virus zur Verfiigung (,Pflanzenkérper-ver-
mittelte Resistenz").

[0108] Aus der Bibliothek isolierte und charakterisierte CDR3-Sequenzen der VH- und VL-Domanen der An-
tikorper (siehe Tabelle | infra) zeigten, dass die Substitution der Reste in den oben genannten Positionen voll-
standig zufallig ist. Zudem zeigte die Aminosaurezusammensetzung und Verteilung in den mutierten CDR3,
dass Ladung und Hinderung von Aminosauren die Faltung und Loslichkeit dieser scFv-Fragmente nicht we-
sentlich betrifft.

[0109] Die aus der Herstellung und aus der Analyse der ,Monoscaffold"-Bibliothek erhaltenen Daten zeigten
die Mdglichkeit der Verwendung des Gerlstes von scFv(F8) zur Herstellung einer Sammlung von polyvalenten
Antikérpern mit der gleichen intrinsischen Stabilitat wie der urspriingliche Antikdrper scFv(F8). Diese Bibliothek
ist fur alle Anwendungen vorgesehen, bei denen die Expression von Antikdrpern in dem Cytoplasma notwen-
dig ist, oder bei denen besondere Eigenschaften der molekularen Stabilitat essentiell sind.

[0110] Als ein Ergebnis dieser Experimente wurden die stabilen Antikérpermolekile mit einer neuen Bin-
dungsspezifitat und insbesondere diejenigen, die in der Zusammenfassung der Erfindung beschrieben wer-
den, erhalten.

Schlussfolgerung

[0111] Die Ergebnisse all dieser experimentellen Ansatze werden in dem in der folgenden Tabelle | gezeigten
Diagramm zusammengefasst.

[0112] In dieser Tabelle werden die Ergebnisse und die Information, die als Ergebnis der Herstellung von Mu-
tanten durch den Ansatz zufélliger Substitutionen erhalten wurden, berichtet. Die nicht polaren Reste werden
mit doppelt unterstrichenen Buchstaben gezeigt. Die Reste mit polarer R-Gruppe ohne Ladung werden in nor-
malen Buchstaben gezeigt; die sauren Reste (negative Ladung) werden mit gestrichelter Unterstreichung ge-
zeigt und die basischen Reste (positive Ladung) werden mit einfachem Unterstreichen gezeigt.
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Tabelle |

Klon Spezifitat VH CDR3® VL CDR3*
scFv(F8) AMCV RRNYPRYYYGSRGY SNED
scFV(LYS-11E) Lysozym TREY VTYK
scFv(BSA-9F) BSA ERWD ALSP
scFv(BRO1-6H) Nukl. von TSWV aus BRO1 NWRR GAS]
scFv(P105-1C) Nukl. von TSWV aus P105 GRHK YGRR
scFv(CMV-4G) CMV NNWS GQRK
scFv(CMV-4B) CMV NNYS GRRA
scFv(CMV-2G) CMV VTYN SRRP

@ bedeutet: wenn auf scFv(F8) Bezug genommen wird, die Positionen von Rest 95 bis Rest 100 J; wenn auf
Klone Bezug genommen wird, die aus der ,Monoscaffold"-Bibliothek isoliert wurden, die Positionen der Reste
95 bis Rest 98 (Nummerierung gemaf Kabat et al., 1991).

® zeigt Positionen von Rest 91 bis Rest 94 (Nummerierung geman Kabat et al., 1991).

[0113] Auf der Basis der oben gezeigten Ergebnisse wurden die Peptide, Polypeptide, Antikdrper, die in der
Zusammenfassung der Erfindung genannt werden, nach dem auch hierin genannten Verfahren erhalten

[0114] Die dadurch erhaltenen besonderen Antikérper haben eine verbesserte Stabilitdt aufgezeigt und die
Antikérper des Typ FAB, Fv, dAb, IgG oder IgA haben insbesondere bedingt durch die Gegenwart der Peptide
der Erfindung in den VH- und VL-Regionen eine verbesserte Stabilitét aufgezeigt.

[0115] Bis zu diesem Punkt wurde eine allgemeine Beschreibung der vorliegenden Erfindung gegeben. Mit
Hilfe der folgenden Beispiele wird nun eine detaillierte Beschreibung zur Verfigung gestellt, um Umfang, Ei-
genschaften, Vorteile und Durchfihrungsverfahren zu erklaren.

Beispiele
Beispiel 1: Bestimmung der Sequenz von scFv(F8)

[0116] Der einzelkettige Antikdrper scFv(F8) leitet sich aus einem mAb (Sezernierung durch eine Hybridom-
zelle) der Klasse IgG2b ab, der gegen das Hillprotein des Pflanzenvirus AMCV gerichtet ist (Artischocken Fle-
cken Krauselvirus). Um diesen Antikérper zu erhalten, wurden Balb/c-Mause mit dem aufgereinigten Virus im-
munisiert. Die Techniken zur Isolierung der Lymphozyten und Herstellung der Hybridomzelle waren Standard-
techniken, die in der Literatur bekannt sind (Harlow und Lane 1988). Die Hybridomzellline, die diesen Antikor-
per exprimiert, wurde durch ELISA auf der Basis ihrer hohen Affinitat fur das Antigen ausgewahlt. Zur Isolie-
rung der Gene der schweren (H) und leichten (L)-Kette dieses Antikdrpers wurde die vollstdndige cDNA geman
einem verdffentlichten Protokoll ausgewahlt (Tavladoraki et al. 1993). Die variablen Regionen (VH und VL) wur-
den mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) unter Verwendung universeller Primer fur die variablen Regionen
amplifiziert und anschlieend in unterschiedliche Arten von Vektoren kloniert (Tavladoraki et al. 1993). Diese
Sequenz wurde gemafll dem Sanger-Verfahren (Sambrook et al. 1989) nach dem Protokoll des Sequanase
Kits (USB) bestimmt.

Beispiel 2: Bestimmung der positionsspezifischen Mutaaenese in dem rationalen Ansatz
[0117] Die Mutagenese wurde mit dem Plasmid pMUT-VL1, das das Gen enthalt, das fur einen Antikérper
kodiert, der aus scFv(F8) abgeleitet wurde, durchgefihrt, bei dem nur das CDR1 der VL teilweise in der Ami-

nosaurezusammensetzung verandert wurde und um vier Aminosauren verringert wurde.

[0118] Es wurde das Stratagene (,Quick Change Site-directed Mutagenesis Kit")-System zur Mutagenese
nach den vom Hersteller zur Verfigung gestellten Instruktionen verwendet. Dieses System basiert auf der en-
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zymatischen Verldngerung von zwei komplementaren Primern, die mutierte Sequenzen enthalten, unter Ver-
wendung von pMUT-VL1 als Template. Das Plasmid wurde denaturiert, was die Bindung der zwei Oligonukle-
otide an die gegeniberliegende DNA-Strange ermdglicht, um die Verlangerungsreaktion der pFU-DNA-Poly-
merase vorzubereiten. Das Ergebnis ist ein Plasmid mit einer Doppelhelix, die die Oligonukleotide eingebaut
wurde, was die gewilinschte Mutation bewirkt.

[0119] Die bakterielle Stammlésung von E. Coli XL1-Blue, die fur die Aufreinigung des plasmidischen Vektors
verwendet wurde, hat Methyl-Transferaseaktivitat, daher resultiert das aus Bakterien extrahierte DNA-Plasmid
methyliert. Im Gegensatz dazu enthalten mutierte Plasmide, die durch Verlangerung der Pfu-DNA-Polymerase
erhalten werden, keine Methylierungen. Dieses ermoglichte die Auswahl von mutierten Plasmiden durch Ver-
dau der Reaktionsprodukte mit dem Endonukleaseenzym Dpnl, das haufige spezifische Sequenzen methylier-
ter DNA in dem Elternplasmid erkennt. Die Produkte der Reaktion wurden in E. Coli XL1-Blue transfiziert, bei
dem die ,Nick"-Stellen, die wahrend der Synthese des mutierten Plasmids in vitro hergestellt werden, durch
zellulare Reparatursysteme phosphoryliert werden.

[0120] Die Mutagenesereaktion wurde in 25 pl durchgefihrt, enthaltend: 2,5 yl Reaktionspuffer 10 x, 2,5 mM
dNTP, 10 ng DNA-Template, 62,5 ng von jedem Primer, 1,25 U Pfu DNA-Polymerase (Stratagene).

[0121] Die verwendeten Bedingungen waren die folgenden: Denaturierung bei 95 °C fir 30 "; 18 Zyklen: De-
naturierung bei 95 °C fiir 30 ", Bindung bei 55 °C fiir 1 ' und enzymatische Verlangerung bei 68 °C fir7"; 5"
bei 68 °C zur Vervollstandigung der Verlangerung. Die Reaktion wurde unter Verwendung einer Perkin Elmer
| Cetus-Vorrichtung durchgeflhrt.

[0122] Die Produkte der Reaktion wurden fur eine Stunde bei 37 °C mit 5 U des Restriktionsenzyms Dpnl
(Stratagene) inkubiert und durch Elektrophorese auf Agarosegel analysiert.

[0123] Die Produkte der Mutagenese wurden in den pGEM-7Zf(+)- Vektor (Promega) kloniert und in E. Coli
XL1-Blue gemaly den konventionellen Verfahren der Molekularbiologie transfiziert. Die Mutagenese wurde
durch Sequenzierung verifiziert.

[0124] Die durch mutierte Sequenzen exprimierten Proteine wurden nach dem Klonieren in den Expressions-
vektor pDN332 (Neri et al. 1996) und Induktion der Expression in Bakterien gemaf der in den folgenden Bei-
spielen beschriebenen Technik analysiert.

[0125] Die Funktionalitat der Antikdrper und die Léslichkeit in cytoplasmatischer, reduzierender Umgebung
wurde mittels eines Western Blots und ELISA, wie unten beschrieben wird, analysiert.

Beispiel 3: Extraktion des Proteins das in E Coli Periplasma exprimiert wird

[0126] Einzelne Kolonien von E. Coli HB2151, die scFv-Antikdrper exprimieren, wurden in 50 ml SB-Kultur-
medium, enthaltend 100 pg/ml Ampicillin und 2 % Glukose inokuliert und fur 16 Stunden bei 37 °C wachsen
gelassen. Diese Vorkultur wurde auf einen Liter mit frischem SB-Medium verdiinnt und bei 37 °C fiir zwei zu-
satzliche Stunden geschuittelt (bis As,, nm = 0,7 — 0.8). Die Zellen wurden bei Raumtemperatur bei 3000 g fir
15 ' zentrifugiert.

[0127] Die Induktion des lacZ-Promotors wurde durch Resuspendierung des bakteriellen Prazipitats in 1 Liter
SB-Medium erreicht, das 100 pg/ml Ampicillin und 1 mM IPTG enthalt und Schitteln bei 30 °C fur 3 Stunden.
Die Kultur wurde dann bei 3000 g fiir 15' bei 4 °C zentrifugiert, um die Zellen zu fallen.

[0128] Ldosliche Proteine wurden aus bakteriellem Periplasma durch osmotischen ,Schock” extrahiert. Die
pelletierten Zellen wurden in 15 ml TES-Pufferlésung (0,5 M Saccharose, 0,2 M Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH
8,0), die Proteasehemmer enthalt (,Complete Mini", Boehringer) resuspendiert.

[0129] Dann wurden 22,5 mlder 1 : 5 verdiinntes TES und Proteasehemmer hinzugefiigt. Die bakterielle Sus-
pension wurde einer langsamen Rotation fur 15 ' bei Raumtemperatur ausgesetzt. Der Extrakt wurde dann bei
15.000 g bei 4 °C fiir 20 'zentrifugiert, um periplasmatische Proteine, die in dem Uberstand vorhanden sind, zu
gewinnen.
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Beispiel 4: Expression von Proteinen in E Coli Cytoplasma
a. Herstellung intrazellularer Extrakte

[0130] Um die Expression von scFv-Fragmenten in dem bakteriellen Cytoplasma zu erhalten, wurden signal-
sequenzlose Konstrukte hergestellt. Die Sequenz, die scFv(F8) kodiert, die kein PelB-Sezernierungssignal
enthalt (Tavladoraki et al., 1993), wurde in Hindlll — Notl-Stellen des pDN332 Phagemids einkloniert, was den
pDN-F8 intra genannten Phagemid ergibt. Konstrukte von scFv-Genen, die zur intrazellularen Expression vor-
gesehen sind, wurden durch Substitution eines Pstl — Notl — 744 Bp — Fragments von pDN-F8 intra, korrespon-
dierend zu dem scFv(F8)-Gen mit den analogen Pstl — Notl — Restriktionsfragmenten, die durch Verdau von
mutierten scFv-Genen erhalten wurden, hergestellt. Plasmide, die die signalsequenzlose Version der scFv-Ge-
ne enthalten, wurden verwendet, um E. coli HB2151 zu transformieren.

b. Expression von rekombinantem Protein in E. Coli

[0131] 50 ml 2 x TY-AG wurden in einer Uber-Nacht-Kultur bei Ay, .., = 0,05 inokuliert. Die Zellen wurden bei
37 °C bis Agp nm = 0,6 wachsen gelassen, dann wurden sie pelletiert und in 50 ml SB-Mesium resuspendiert,
das 100 pg/ml Ampicillin und 0,4 mM IPTG enthalt. Nach 3 h Induktion bei 30 °C wurden Bakterien in 2,5 ml
Extraktionspuffer (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 10 mM Jodacetamid, pH 8) gesammelt, bei —20 °C gefroren /
aufgetaut und dann fiir 3 Min. bei 150 Watt Leistung (Soniprep 150, Sonyo) auf Eis Ultraschall-behandelt. Die
I6sliche Fraktion wurde durch Zentrifugation fir 30 Min. bei 18.000 g gesammelt.

[0132] Das Pellet, das Inklusionskérper enthalt, wurde in Elektrophoresepuffer (20 % Glycerin, 2 % SDS, 0,06
M Tris-HCI, pH 6,8, 0,02 % Bromphenol blau, 5 % B-Mercaptoethanol) resuspendiert, fir 5' gekocht und der
erhaltene Uberstand wurde nach einer kurzen Zentrifugation auf ein Polyacrylamidgel geladen.

Beispiel 5: Analyse von rekombinanten Antikdrpern
a. Bestimmung der Proteinkonzentration

[0133] Die Konzentration des Gesamtproteins, das in den Extrakten vorhanden war, wurde unter Verwendung
des BioRad-Reagenzes und Rinderserumalbumin als Standard bestimmt.

[0134] Die Konzentration des scFv nach Aufreinigung wurde auf der Basis der Absorption bei 280 nm berech-
net. Nach elektrophoresischer Trennung wurden Proteinbanden mit Silbernitrat oder Coomassie Blau- Farbe-
verfahren sichtbar gemacht.

b. Elektrophorese auf denaturierendem Polyacrylamid Gel (SDS — PAGE)

[0135] Die Analyse der Antikdrperfragmente, die nach der Aufreinigung erhalten wurden, wurde mittels SDS
— PAGE, gemal} dem auf dem Gebiet bekannten Protokoll, durchgefiihrt. Das Trenngel wurde unter Verwen-
dung von Polyacrylamid (Acrylamid-Bisacrylamid 29 : 1) mit 12 % Endkonzentration in der Gegenwart von 2 %
SDS hergestellt. Beladungspuffer (Endkonzentrationen: 10 % Glycerin, 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,025 %
Bromphenol Blau, 2 % SDS und 5 % B-Mercaptoethanol) wurde auf die Proben vor dem Sieden fiir 5' hinzu-
geflgt. Die Elektrophorese wurde unter Verwendung der MiniProtean (BioRad)- Vorrichtung bei 100 Volt durch-
gefihrt.

c. Western Blot-Analyse

[0136] Nach Trennung auf SDS — PAGE wurden die Proteine dann von dem Gel auf eine Nitrozellulosemem-
bran (Hybon-C Super, Amersham) bei 100 Volt fiir eine Stunde bei 4 °C elektrotransferiert.

[0137] Die Nitrozellulosemembran wurde dann in PBS-Puffer (0,2 M NaH,PO,, 0,2 M Na,HPO,, 0,15 M NaCl),
enthaltend 0,1 % Tween-20 (PBST) und 4 % entrahmte Milch bei 4 °C fiur 16 Stunden blockiert.

[0138] Nach drei Waschungen mit PBST, jeweils fur 30", 5', 5' und einer Waschung von 5' in PBS, wurde die
Membran in PBS, 2 % entrahmte Milch (PBSM), enthaltend 2,5 pg/ml monoklonale Antikdrper anti-Flag M2
(Sigma) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde gewaschen und der Immunnach-
weis wurde durch Inkubation fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in PBSM realisiert, das biotinylierten Anti-Maus
IgG Antikérper (Amersham) enthalt, gefolgt durch Inkubation in PBSM mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase-
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konjugat (Amersham). Die Signalentwicklung wurde durch verstarkte Chemilumineszenz (ECL Plus,
Amersham) erhalten.

d. ELISA-Test

[0139] Immunplatten (Maxisorp, Nunc) wurden mit Antigenen (100 pg/ml Lysozym (Sigma) und 3 pg/ml AM-
CV) in 100 pl Carbonatpuffer (50 mM NaHCO,, pH 9,6) bei 4 °C flr 16 Stunden inkubiert.

[0140] Nach drei Waschungen mit PBST und einer Waschung mit PBS wurden die Platten mit PBSM fiir 2
Stunden bei 37 °C blockiert. Jedes Well wurde dann gewaschen und mit 80 pl Extrakt aus induzierten bakteri-
ellen Kulturen und 20 pyl PBSM, enthaltend 2,5 pug/ml Anti-FlagM2 (Sigma) gefillt. Die Platten wurden fir 16
Stunden bei 4 °C inkubiert und gewaschen. 100 yl PBSM wurde dann zu jedem Well hinzugeflgt, das einen
Ziegeanti-Maus Antikorper enthalt, der an Peroxydase konjugiert ist (KPL). Die Platten wurden bei 37 °C fir
eine Stunde inkubiert und gewaschen. Zur Signalentwicklung wurden 100 pl einer 1 : 1 LOsung Peroxydase-
substrat, ABTS [2'2'-Azinbi(3-ethylbenzthiazolin)sulphonsaure] : H,0, (KPL) verwendet. Die Signale wurden
bei 405 nm Absorption mittels eines ELISA-Lesegerates (Labsystem Multiscan Plus) gemessen.

Beispiel 6: Herstellung und Klonierung der ,Monoscaffold"-Bibliothek

[0141] Als ein Template fir die Herstellung der Phagenbibliothek wurde das in Beispiel 2 beschriebene Plas-
mid pMUT-VL1 verwendet. Die Bibliothek wurde durch das Einfuhren einer Variabilitat in der CDR3 des VH und
VL durch die zufallige Modifikation der Sequenz hergestellt, die fiir die 4 Aminosaurereste in den in Tabelle 1
angezeigten Positionen kodiert. Fiir diesen Zweck wurden teilweise degenerierte Oligonukleotide synthetisiert,
die entwickelt wurden, um die Einfihrung von Transkriptionsstopcodons zu vermeiden und die Lange des
CDR3 des VH von 13 auf 4 Aminosauren zu verringern. Die Mutagenese wurde mittels einer PCR durchge-
fuhrt, wobei die kodierenden Sequenzen fir die VH- und VL-Domanen unabhangig voneinander jeweils unter
Verwendung der Primer VHa und VHf und VLa und VLf (Eig. 6) amplifiziert wurden. Die PCR-Reaktion wurde
wie folgt vorbereitet: 300 ng pMUT-VL1, 0,4 mM Senseprimer (VHa oder VLa), 0,8 uM degenerierter Antisen-
seprimer (VHf oder VLf), 250 uM von jedem dNTP in 50 pl Inkubationspuffer 1 x Appligene (Oncor); 2,5 U Taq
DNA Appligene Polymerase (Oncor), wurden bei 94 °C (Heif3start) hinzugefiigt. Die Amplifikationsreaktion wur-
de gemal dem folgenden Programm durchgefuhrt: 94 °C fur 3 Minuten; 25 Zyklen: 94 °C fir 1 Minute, 60 °C
fur 1 Minute, 72 °C fir 1 Minute; 72 °C fur 2 Minuten. Die Amplifikationsprodukte wurden aus Agarosegel unter
Verwendung des QIAquick-Gel-Extraktionskits (QIAgen) unter Eluieren in 30 ml 3 mM Tris/HCI, pH 8,0 aufge-
reinigt. Der Zusammenbau der scFv-Antikorper wurde mittels PCR unter den gleichen, wie den oben beschrie-
benen Bedingungen durchgefihrt, unter Verwendung von 10 pg der aufgereinigten VH- und VL-Fragmente,
0,8 uM Senseprimer (VHa) und 0,8 pM Antisenseprimer (VLg) in einem Endvolumen von 500 pl, das in 10 Re-
aktionen von 50 pl unterteilt wurde. Die zusammengesetzten scFvs wurden unter Verwendung des QlAquick
PCR-Aufreinigungskits (QlAgen) aufgereinigt. Nach Ncol-Notl-Verdau wurde das gesamte Produkt des Zu-
sammenbaus in Vektor pDN332 kloniert.

[0142] Ligationsprodukte wurden durch Elektroporation in den E. Coli TG1-Stamm unter Verwendung der fol-
genden Bedingungen transfiziert: 200 Ohm, 25 mF, 2,5 kVolt. Die Transformanten wurden auf 2 x YT + 2 %
Glucose + Ampicillin 100 g/ml ausgewahlt. Die Phagen wurden gemafl dem durch Nissim et al. (1994) be-
schriebenen Verfahren hergestellt.

Beispiel 7: Selektion der Mutanten aus der Monoscaffold"-Bibliothek und Analyse von deren Eigenschaften
a. Selektion der Bibliothek

[0143] Eine Antigenimmobilisierung wurde auf Immunréhrchen (Maxisorp, NUNC) in PBS (8 mM NarHPO, -
12 H,0 + 1 mM NaH,PO, - H,0 + 0,15 M NaCl) oder in Carbonatpuffer 50 mM (CB) unter Inkubation fiir 16
Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4 °C bei einer Konzentration durchgefuhrt, die zwischen 10 und 100
pg/ml, abhangig von dem Antigen, variiert.

[0144] 10'>-10' Phagen in 4 ml PBS + 2 % Milch (PBS-M) wurden fir jeden Selektionszyklus bei Inkubation
fur 2 Stunden verwendet, wobei die ersten 30 Minuten leicht geruhrt wurde. Nach 10 — 15 Waschungen mit
PBS + 0,1 % Tween20 und 10-15 Waschungen mit PBS wurde die Elution mit 1 ml 100 mM Triethylamin durch-
gefihrt, das sofort mit 0,5 ml 1 M Tris/HCI, pH 8,0 neutralisiert wurde. Die Phagensuspension wurde dann ver-
wendet, um 10 ml exponentiell wachsenden E. Coli TG1-Stamm (37 °C fur 30 Minuten) zu infizieren. Nach Zen-
trifugation wurden die Bakterien resuspendiert und auf Platten ausplattiert, die Agarmedium enthalten: 2 x YT

16/78



DE 600 14 575 T2 2005.10.13
+ 100 pg/ml Ampicillin + 1 % Glukose (2 x YT — AG).

[0145] Die Charakterisierung der einzelnen Klone auf Bindungsfahigkeit, die aus den letzten Selektionsdurch-
gangen abgeleitet wurden, wurde in einigen Fallen mit Klonen durchgefiihrt, die in der Form eines Phagen ex-
primiert wurden, und mit anderen, die als 16sliche scFv exprimiert wurden.

[0146] In dem Fall der Phagenklone wurden 96 einzelne Kolonien, die aus dem letzten Selektionszyklus er-
halten wurden, in 150 ml 2 x YT — AG inokuliert und bei 30 °C unter Riihren fiir 16 Stunden wachsen gelassen.
Dann wurde eine Probe von 10 ml von jeder Vorkultur verwendet, um 150 ml 2 x YT — AG zu inokulieren, bis
expontielles Wachstum erreicht wurde. Die Herstellung von Phagen wurde durch Infizieren mit ungefahr 10"
t.u. (transformierende Einheiten) des ,Helfer'-Phagen VCSM13 (Stratagene) und Inkubieren bei 37 °C fiir 30
Minuten erhalten. Die infizierten Bakterien wurden zentrifugiert, in 150 ml 2 x YT + 100 pg/ml Ampicillin + 25
pg/ml Kanamicin resuspendiert und fir 16 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Kulturiberstande wurden durch
ELISA analysiert, wobei die Antigene unter den gleichen Bedingungen, die fur die Immunréhrchen verwendet
wurden, immobilisiert wurden. Nach Inkubieren flr 2 Std. bei 37 °C wurde ein Peroxidase-konjugierter mono-
klonaler Antikorper anti-M13 (Pharmacia) 1 :5000 in PBS-M fiir 1 Stunde bei 37 °C verwendet. Die colorimet-
rische Reaktion wurde unter Verwendung des ,ABTS Peroxidasesubstratsystems" (KPL) entwickelt. Positive
Klone, die aus dieser ersten Selektion erhalten wurden, wurden weiter analysiert, um die Funktionalitat als 16s-
liche scFvs zu verifizieren. Fir diesen Zweck wurden Plasmide aus positiven Klonen mittels des QIAprep Spin
Miniprep (QIAGEN) Systems extrahiert, sequenziert und in den E. Coli NB2151-Stamm transfiziert. Kompeten-
te Bakterien wurden durch Resuspendierung bei 0 °C in TSS hergestellt (fir 100 ml : 1 g Bacto-Tripton, 0,5 g
Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 10 g PEG 3350, 5 ml DMSO, 50 mM MgCl,, pH 6,5). DNA-Plasmid (1 — 5 ng) wurde
zu 1 ml kompetenter Zellen hinzugefligt und auf Eis fur 45 Minuten inkubiert. Nach einem kurzen Schock bei
42 °C fur 2 Minuten wurde 1 ml LB hinzugefiigt, dann wurden die Zellen fiur 1 Stunde bei 37 °C gerihrt und auf
LB + 100 pg/l Ampicillin plattiert. Die Analyse der Expression der einzelnen Kolonien aus der Transformation
wurden durch ELISA gemaflt dem unten beschriebenen Verfahren durchgeflihrt.

[0147] Zur Auswabhl als I6sliche scFvs wurden 10-100 pl Phagen, die aus dem letzten Auswahlschritt mit An-
tigenen eluiert wurden, verwendet, um Zellen des E. Coli NB2151-Stammes in exponentielles Wachstum zu
infizieren. 96 einzelne Kolonien wurden mit 150 pl 2 x YT — AG fir 16 Stunden unter Ruhren inokuliert. 10 pl
von jeder Vorkultur wurden in 150 pl 2 x YT + 100 pg/ml Ampicillin + 0,1 % Glukose verdiinnt und bei 37 °C fur
eine Stunde wachsen gelassen. Die Proteinexpression wurde durch die Zugabe von 1 mM IPTG und 16 Stun-
den Inkubation induziert. Einzelkulturiberstéande (enthaltend 2,5 ug/ml eines anti-FLAG M2 monoklonalen An-
tikorper, Sigma, in PBS-M) wurden zwei Std. bei 37 °C inkubiert und durch ELISA analysiert. Ein 1 : 10.000 in
PBS-M verdunnter Kaninchen-anti-Maus-Antikérper (KPL), der an die Peroxydase konjugiert war, wurde dann
fur 1 Stunde bei 37 °C hinzugeflugt.

b. Analyse der Kreuzreaktivitat

[0148] Positive Klone, die aus der ELISA-Untersuchung abgeleitet wurden, wurden weiterhin auf deren Bin-
dungsspezifitat fir Antigene analysiert, die nicht der Auswahl entsprach.

[0149] 50 ml E. Coli HB2151-Stamm in exponentiellem Wachstum in SB-A (35 g/l Tripton + 20 g/I Hefeextrakt
+ 5 g/l Natriumchlorid + 100 pug/ml Ampicillin, pH 7,5) wurden bei 30 °C fir 3 Stunden durch die Zugabe von 1
mM IPTG induziert. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 500 pl TES (0,2 M Tris-HCI, pH 8 + 0,5 mM EDTA
+ 0,5 M Saccharose) resuspendiert, das Protease-Hemmer (Complete®, EDTA-frei, Boehringer) enthalt. Dann
wurden 750 pl 1 : 5 verdiinntes TES hinzugefligt und die Probe wurde unter orbitaler Agitation fir 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Proteinextrakte, die als Uberstand nach Zentrifugation fir 20 Minuten bei
18.000 g bei 4 °C erhalten wurden, wurden in einem ELISA-Test mit unterschiedlichen Antigenen verwendet.
In jedes ELISA-Well wurden 80 pl periplasmatischer Extrakt geladen, anschlielRend 20 yl PBS + 10 % Milch.
Der Nachweis wurde wie bereits beschrieben durch Verwendung des Antikdrpers anti-FLAG M2 durchgeflhrt.

¢. Sequenzierung

[0150] Plasmide aus ausgewahlten positiven Klonen wurden an beiden DNA-Strangen durch Verwendung ei-
ner 373 DNA-Sequenziervorrichtung (Applied Biosystems) sequenziert.

d. Aufreinigung des scFv

[0151] Um groRe Mengen an scFv herzustellen, wurde eine Einzelkolonie von E. Coli HB2151 in 100 pg/ml
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SB inokuliert, der 100 pg/ml Ampicillin und 2 % Glukose (SB-AG) enthalt. Nach 16 Stunden Inkubation bei 30
°C wurde die Kultur mit 900 ml SB-AG verdunnt und flr eine weitere Stunde rihren gelassen (bis zu einer
0.D .44 = 0,9). Nach Zentrifugation wurden die Pellets in SB-A + 1 mM IPTG resuspendiert und fiir 3 Stunden
bei 30 °C induziert. Nach Zentrifugation wurden die Bakterien in 10 ml TES + Proteasehemmer resuspendiert,
anschlieBend wurden 1 : 5 verdinnte 15 ml TES + Proteasehemmer hinzugefiigt und die Probe wurde fur 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (20 Minuten bei 18.000 g bei 4 °C) wurde der Uber-
stand zurtick gewonnen (Fraktion 1A) und das Pellet wurde in 15 ml MgSO, + Proteasehemmer fiir eine weitere
Proteinextraktion resuspendiert. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde ein zweiter Zentrifu-
gationsschritt durchgefiihrt und der Uberstand wurde als Fraktion 2A getrennt gesammelt. Die Fraktionen 1A
und 2A wurden unabhéangig voneinander durch Ultrafiltration auf einer Diaflo YM10-Membran (Amicon) aufkon-
zentriert und durch Affinitdtschromatographie auf Protein-L Sepharose (Actigen) oder auf Ni-NTA (QlAgen) ge-
malf den von den Herstellern vorgeschlagenen Protokollen aufgereinigt. Eine Quantifizierung wurde durch Ab-
lesen der Absorption bei 280 nm durchgefiihrt und die Proteinreinheit wurde auf SDS-PAGE, gefolgt von
AgNO,-Farbung, verifiziert.

e. Analyse der thermodynamischen Stabilitat
i) Entfaltungs- und Faltungsstudien mit scFv-Mutanten.

[0152] Gleichgewichtsentfaltungsexperimente wurden bei 20 °C durch Inkubation von jeder scFv-Mutante (35
pg/ml) bei sich erhéhenden Guanidiniumchlorid (GdmCl)-Konzentrationen (0 —4 M) in PBS durchgefihrt. Nach
3 h wurden intrinsische Fluoreszenzemissionsspektren bei 20 °C aufgenommen. Zur Uberpriifung der Umkehr-
barkeit der Entfaltung wurden Mutanten (0,70 mg/ml) bei 20 °C in 4 M GdmCl in PBS fir 3 Std. entfaltet. Die
erneute Faltung wurde durch 20-fache Verdinnung bei 20 °C in Lésungen des gleichen Puffers, der fir die
Entfaltung verwendet wurde, der sich verringernde GdmCI-Konzentrationen enthalt, gestartet. Nach 3 h wur-
den intrinsische Fluoreszenzemissionsspektren bei 20 °C aufgenommen. Gleichgewichtsentfaltungsexperi-
mente unter reduzierenden Bedingungen wurden durch Inkubation von 35 pg/ml scFv(HEL-11E) in 20 mM
Tris-HCI, pH 9,0, 0,15 M NaCl, 2 mM DTT und 0,1 mM EDTA bei sich erhdhenden GdmCl-Konzentrationen (0
—4 M) fir 3 h bei 20 °C vor der Aufnahme der Fluoreszenzemissionsspektren durchgefiuhrt. Fur Entfaltungs-
expermiente wurde die Mutante (0,70 mg/ml) 3 hin 4 M GdmCl, 18 mM DTT und 1,0 mM EDTA bei pH 9,0 ent-
faltet, die L6sung wurde dann 25-fach in abfallenden GdmClI-Konzentrationen verdiinnt und Fluoreszenzemis-
sionsspektren wurden 3 h danach aufgenommen. Die Funktionalitat aller Mutanten, die unter reduzierenden
Bedingungen riickgefaltet wurden, wurde durch ELISA (s. oben) untersucht.

ii) Datenanalyse

[0153] Die Anderungen in den intrinsischen Fluoreszenzemissionsspektren bei sich erhéhenden GdmCl-Kon-
zentrationen wurden bei der intensitatsdurchschnittlichen Emissionswellenlange “A (Roger et al., 1993) quan-
tifiziert, die gemaf der folgenden Gleichung berechnet wird:

A=3 (i A/ E (li) Gl. 1

worin Ai und li die Emissionswellenlange und deren korrespondierende Fluoreszenzintensitat bei besagter
Wellenlénge ist. Basislinien- und Ubergangsregionsdaten fiir scFv(F8) GdmCl-Denaturierung wurden an ein
Zwei-Zustands- (Santoro et al., 1988) lineares Extrapolationsmodell (LEM) gemaR der folgenden Gleichung
angepasst:

AG

= AGM, + "g [GAmCI] = RT"™® Gl. 2

entfalten
worin AG, . die freie Energiednderung zur Entfaltung flr eine gegebene denaturierende Konzentration ist,
AGH,° ist die freie Energiednderung zur Entfaltung in der Abwesenheit des Denaturierungsmittels und m ist die
Steigung, die die Anderung in AG,, ..., Pro Konzentrationseinheit des Denaturierungsmittels wiedergibt, R ist
die Gaskonstante, T ist die Temperatur und K_ ..., ist die Gleichgewichtskonstante zur Entfaltung. Das Modell
druckt das Signal als eine Funktion der Konzentration des Denaturierungsmittels aus:
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Gl 3
Y+ my [X]i+ (Yo + mp [X])*exp [(-AGHzo =My [X] ) Rn

1+ exp [(-AG",° - my [X] ) I RT]

[0154] Worin Y, das beobachtete Signal ist, Y, und Y, sind die Basislinienschnittpunkte, die jeweils mit den
nativen und denaturierten Proteinen korrespondieren, m, und m, sind die korrespondierenden Basislinienstei-
gungen, [X]; ist die Konzentration des Denaturierungsmittels nach der i-ten Zugabe, AG",° ist die extrapolierte
freie Energie der Entfaltung in der Abwesenheit von Denaturierungsmittel, m, ist die Steigung einer AGg e,
gegen [X] Graphik, R ist die Gaskonstante, T ist die Temperatur. Die [GdmCI], ; ist die denaturierende Konzen-
tration am Mittelpunkt des Ubergangs und wird geman Gl. 2 wie folgt berechnet:

[GdmClI],5 = AG",° / m Gl. 4
f. Affinitatsmessungen

[0155] Affinitats-aufgereinigte scFvG4- und scFvB4-Antikorper gegen den Gurkenmosaikvirus (CMV) wurden
auf 100 mg/ml unter Annahme einer OD,, .., von 1,0 aufkonzentriert, von der angenommen wird, dass sie mit
einer scFv-Konzentration von 0,7 mg/ml korrespondiert. Die Bindungseigenschaften wurden unter Verwen-
dung von Oberflachenplasmonresonanz (SPR) bewertet. Eine Echtzeitwechselwirkungsanalyse wurde in dem
BlAcoreX Biosensorsystem (Pharmacia Biosensor AB) durchgefuhrt.

[0156] Ungefahr 5.400 Resonanzeinheiten (RU) von aufgereinigtem CMV (200 ng/ul in 7 mM Acetatpuffer, pH
4,0) wurden an einen CM5-Sensorchip unter Verwendung des Aminkopplungskits (Biacore AB) verbunden, um
das Antigen zu immobilisieren. Die kinetische Analyse wurde unter kontinuierlichem Fluss von 20 pl/Min.
durchgefiihrt. Nach jeder Bindungsmessung wurde die Oberflache mit 10 mM HCI regeneriert. Die Geschwin-
digkeitskonstanten wurden auf der Basis eines Einzelpositionsmodells unter Verwendung der BlAevaluation
2.1 Software (Biacore AB) gemessen. Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten (k,,) wurden aus einer
Grafik aus In(dR/dt) / t gegen die Konzentration Giber einen Bereich von sechs Konzentrationen (120, 150, 250,
300, 400 und 450 nM) fir beide scFvs bestimmt. Die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante (k) wurde aus
der Dissoziationsphase in dem Sensorgramm unter Verwendung der folgenden Gleichung bestimmt:

In Rty / Rt = kg (t - t,)

worin Rt, die Reaktion 30 s nach Beendigung der Antikdrperinjektion ist. Eine lineare Graphik von In Rt / Rt,
gegen (t —t,) ergibt k ; direkt als Messung der Steigung. Die Gesamtaffinitatskonstanten (k;) wurden aus den
Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten als k, = k4 / k,, berechnet. Affinitdtswerte waren
60 nM fir scFvG4 und 10 nM fiir scFvB4.

Beispiel 8: Expression von Proteinen in dem Pflanzencvtoplasma
a. Klonierung in PVX-abgeleitetem Vektor und Expression in N. benthamiana- Pflanzen

[0157] Wir brachten die scFvs-Konstrukte durch einen Kartoffelvirus X (PVX)-abgeleiteten Vektor (Chapman
et al., 1992) in Pflanzen ein, um die hdchsten Expressionsmengen zu erhalten. Sequenzen, die die scFvs ko-
dieren, wurden unter Verwendung von Oligonukleotiden amplifiziert, die entwickelt wurden, um die Erken-
nungsstellen Clal, Sphl und Xbal stromaufwarts (PVX CSC back = TTC ATC GAT TTG CAT GCT CTA GAC
ATG CAG GTG CAG CTG CAG) und die Erkennungsstelle Sall stromabwarts (PVX flap = TCC GTC GAC CTA
CTT GTC GTC GTC GTC TCC GTA GTC) der scFv-Gene einzufiigen. Die scFv-Gene wurden dann als Clal -
Sall — Fragmente in den Polylinker des Vektors pPVX201 (Baulcombe et al., 1995) eingefiigt, einem Derivat
des pGC3-Vektors (Chapman et al., 1992), der einzelne Klonierungsstellen enthalt, die stromabwarts des
PVX-Hillprotein doppelsubgenomischen Promotors und einem CaMV (Blumenkohl Mosaik Virus) 35S-Promo-
tors liegen. Somit wurden PVXscFv(G4)- und PVXscFv(B4)-Konstrukte erhalten. Diese Plasmide kénnten di-
rekt als Inokulum verwendet werden. DNA von jedem Konstrukt (40 pg) wurde verwendet, um mechanisch zwei
Blatter pro Pflanze von N. benthamiana-Pflanzen im 3- bis 4-Blattstadium zu inokulieren. Es wurden vier ge-
trennte Experimente durchgefiihrt, bei denen mindestens 10 Pflanzen mit jedem Konstrukt infiziert wurden.

[0158] Symptome erschienen an den oberen Blattern Gblicherweise 7 — 9 Tage nach Inokulierung. Sympto-
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matische Blatter wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlief3end in PBS-Puffer homogenisiert, der
einen Cocktail aus Proteasehemmem enthielt (Complete®, EDTA-frei, Boehringer). Nach Zentrifugation bei
20.000 x g fir 30 Min. bei 4 °C wurden die Uberstande verwendet, um die gesamte I6sliche Protein (TSP)-
Konzentration unter Verwendung des Bio-Rad Proteinassays und BSA als Standard zu bestimmen. Western
Blots wurden unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers anti-FLAG M2 (Sigma) durchgefiihrt. Immun-
blots bestatigten das Vorhandensein eines 30 K-Moleklls, das mit scFvB4 oder scFvG4 in der I8slichen Frak-
tion korrespondiert.

b. Tomatentransformation

[0159] Die scFvB4- und scFvG4-Gene wurden anschlieend aus den PVXscFv(G4)- und PVXscFv(B4)- Kon-
strukten als Xbal I- Sal I-Fragmente in einen pBl-abgeleiteten Vektor unter der Kontrolle des CaMV 35S-Pro-
motors subkloniert. Die Plasmide wurden dann in den Agrobacferium tumefaciens- Stamm EHA105 durch
Elektroporation transferiert und fuir Blattdisktransformation auf dem Miniatur Lycopersicon esculentum cultivar,
Micro-Tom (microtomato) (Meissner et al., 1997) verwendet. Transgene Microtomatenpflanzen wurden, im We-
sentlichen wie beschrieben, (van Roekel et al., 1993) regeneriert.

[0160] Die Transformation der Pflanzen umfasste drei unabhangige Experimente fir beide Konstrukte und
primare Transformanten wurden auf funktionelle Expression hin ausgewahlt. Signale, die zu den scFvB4- und
scFvG4-Antikdrpem korrespondieren, wurden sowohl durch ELISA wie auch durch Immunblotten nachgewie-
sen. Insbesondere wurde der ELISA-Test gemaR dem folgenden Verfahren durchgefiihrt: 5 ug/ml des aufge-
reinigten CMV-Antigens in PBS wurden O/N bei 4 °C auf eine Mikrotiterplatte beschichtet. Nach dem Blockie-
ren mit 5 % Milch in PBS wurden I6sliche Pflanzenextrakte (wie oben beschrieben erhalten) O/N bei 4 °C hin-
zugefugt. Die funktionelle Bindung wurde durch Verwendung des monoclonalen Antikérpers anti-FLAG M2 (2,5
pg/ml) und eines Kaninchen- anti- Maus- Peroxidase-konjugierten Antikérpers (KPL) bewertet. Zur Signalent-
wicklung wurde ABTS Peroxidase-substrat (KPL) verwendet. Verschiedene transgene Pflanzen, die den re-
kombinanten Antikdrper exprimieren, wurden hergestellt und mit dem Virus herausgefordert.
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Sequenzauflistung

<110> Ente per le Nuove Tecnologie, 1'Energia e l1'Ambiente (ENEA)
<120> Stabilisierung von Peptiden, Polypeptiden und Antikérpern, die diese
umfassen

<130> RM/X89713/EP-EBR

<140> EP 00204725.6

<141> 2000-12-21

<150> IT RM99A000803

<151> 1999-12-30

<160> 102

<170> PatentIn version 3.0

<210> 1

<211> 25

<212> PRT .

<213> Artifizielle Sequenz

220> Diverses Merkmal

<222> (24)..(24)

<223>

<400>

1l

<210>
<211>

Xaa ist Ala oder eine nicht polare Aminoséure_

1

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Xaa Ser
20 25

2

14

PRT

<212>
<213>

<220>
<221>

<222>
<223>

<400>

1

<210>
<21l1>

Artifizielle Sequenz

Divefse_s Merkmai

(12)..(12) ) o
Xaa ist Leu oder eine nicht polare Aminosaure

2
Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Xaa Val Ala
5 10
3
39
" PRT

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Artifizielle Sequenz
Diverses Merkmal

(2)..(2)
Xaa ist Pro, eine nicht polare Aminoséure oder eine Aminoséure ohne Ladung no
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<220> :

<221> Diverses Merkmal

<222> (3)..(3)

223> yaaist Asp, eine Aminosaure oder polare Aminosaure ohne Ladung

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (13)..(13)..
223> yaaist Arg oder eine basnsche Ammosaure

<220> .
<2215 Diverses Merkmal . -

<222> (18)..(18)
<223>  Xaa ist Asn odef polare Aminoséure ohne Ladung

Tt e e,

<220> . . L
<221> Diverses Merkmal

<222> (20)?;(2o)f )
<223> Xaa ist Leu oder eine nicht polare Aminosaure

<400> 3

Tyr Xaa Xaa Ser Val Lys Gly Axrg Phe 'I‘hr Ile Ser Xaa Asp Asn Ala
1 5 15

Lys Xaa Thr Xaa Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr
20 25

Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Arxrg
35

<210> 4
<211> 11
<212> PRT
<213> Afifizielle Sequenz
<400> 4
Trp Gly Gln Gly Thxr Thr val Thr val Ser Ser
1 5 10
<210> 5
<211> 23
<212> PRT -
<213> Artifizielle Sequenz
<400> 5
Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20
<210> 6
<211> 15
<212> PRT

<213> Artifizielle Séquenz

22/78



DE 600 14 575 T2 2005.10.13

- <400> 6
Txp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Glan Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 S 10 15
<210> 7
<211> 32
<212> PRT

<213> Artifizielle Sequenz

<220> . '
<221 Diverses Merkmai

<222> (12)..(12) :
<223> Xaaist Arg, eine basische Aminoséure oder eine polare Aminoséure ohne Ladung

<220>
<221 Diverses Merkmal

<222> (15)..(15)

<223> Xaa ist Phe, eine nicht polare Aminosaure oder eine polare Aminosaure 0hne Ladung

<400> 7

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Xaa Thr Asp Xaa Thr .
1 S 10 : 15

Leu Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr 'ryr Cys
: 30

20 25
<210> 8
<211l> 11
<212> PRT
<213> Artifizielle Sequenz
<400> 8
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
1 5 10
<210> 9
<211> 10
<212> PRT
<213> Artifizielle Sequenz
<400> 9
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 S 10
<210> 10
<211> 10
<212> PRT
<213> Ariifizielle Sequenz
<400> 10
Thr Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Phe
1 s 10
<210> 11
<211> 16
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<212> PRT

<213> Artifizielle Sequenz

<400> 11

Arg Arg Asn Tyr Pro Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10 15 -
<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213>  Artifizielle Sequenz

<400> 12

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His
1 5 . 10 15
<210> 13

<21l1l> 7

<212> PRT

<213>  pqifizielle Sequenz

<400> 13

Arg Ala Leu Asn Leu Glu Ser

1 5

<210> 14 L

<211l> 9 5

<212> PRT =

<213>  pgifizielle Sequenz -

<4005 14 -

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Trp Thr

1 5

<210> 15

<211l> 8~

<212> PRT

<213>  arifizielle Sequenz

<400> 15

Glu Arg Asp Tyr Arg Leu Asp Tyr
1 S

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Afifizielle Sequenz

<400> 16 e~

Gln His Phe Trp Ser Thr Pro Arg Thr
1 S

<210> 17

<211> 7

<212> PRT
<213> . Aftifizielle Sequenz

<400> 17

Thr 'Arg Pro Tyr Phe Asp Tyr
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1 ' 5
<210> 18
<211> 9

<212> PRT .
<213> Artifizielle Sequenz

<400> 18

Gln Gln Val Thr Tyr Lys Pro Trp Thr
1 S

<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213> pifizielle Sequenz

<400> 19

Glu Arg Trp Asp Phe Asp Tyr
1 5

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Afifizielle Sequenz

<400> 20

Gln Gln Ala Leu Ser Pro Pro Trp Thr
1 S '
<210> 21

<211> 7
<212> PRT

<213> Artifizielle Sequenz
<400> 21

Asn Trp Axrg Arg Phe Asp Tyr
1l 5

<210> 22
<211> 9
<212> PRT

<213>  pdifizielle Sequenz
<400> 22

Gln Gln Gly Ala Ser Ile Pro Trp Thr
1 S

<210> 23

<211> 7

<212> PRT

<213>  Afifizielle Sequenz

<400> 23

Gly Arg His Lys Phe Asp Tyr
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213>" Aifizielle Sequenz
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<400> 24

Gln Gln Tyr Gly Arg Arg Pro Trp Thr
1 5

<210> 25

<21l1> 7

<212> PRT

<213> Afifizielle Sequenz

<400> 25

Asn Asn Trp Ser Phe Asp Tyr
1 -3

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> pfifizielle Sequenz -
<400> 26

Gln Gln Gly Gln Arg Lys Pro Txp Thx
1 s

<210> 27

<211> 7

<212> PRT

<213> Aftifizielle Sequenz

<400> 27

Asn Asn Tyr Ser Phe Asp Tyr
1 )

<210> 28

<211> 9

<212> PRT

<213>  Arifizielle Sequenz
<400> 28

Gln Gln Gly Arg Arg Ala Pro Trp Thr
1 S

<210> 28

<211> 7

<212> PRT -
<213> Artifizielle Sequenz

<400> 29

Vval Thr Tyr Asn Phe Asp Tyr
1 5

<210> 30
<211> 9
<212> PRT

<213>  pptifizielle Sequenz
<400> 30

Gln Gln Ser Arg Arg Pro Pro Trp Thr
1 5
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31
125
PRT

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

<400> 31

Gln Val Gln

1

Leu

Sexr Leu Lys Leu

Gly
35

Ala
50

Lys Gly Arg

65

Leu

Ala

20

Met Ser Trp

Thxr Ile Asn

Phe

Gln Met Ser

Arg Arg Arg

100

Asp Tyr Trp Gly
115

<210> 32
<211> 112
<212> PRT
<213>
<400> 32

Asp Ile Glu Leu

1

Gln Arg Ala

Gly Asn Ser
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser
65

Pro Val Glu
Glu Asp Pro
<210> 33
<211> 116
<212> PRT
<213>

<400> 33

Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala

Trp
100

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Artifizielle Sequenz

Gln Glu
S

Ser Cys
Val Arg
Ser Asn

Thr Ile
70

Sexr Leu
85

Asn Tyr

Gln.Gly

Artifizielle Sequenz

Thr Gln
5

Ile Ser

Met His

Tyr Arg

Ser Gly
70

Asp Asp
85

Thr Phe

Artifizielle Sequenz

e

ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Pro

Thx

Ser

Trp
Ala
55

Ser

val

Gly

Gly

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Thr
120

Pro

Axrg

40

Leu

Ala

Gly

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

105

Val

Ala
Ala
25

Gln

Asn

Thr

Gly
105

Asp Leu Val

10

Gly Phe

Asp Lys Arg

Thr Phe

60

Ala
75

Asn Lys

Asp Thr Ala

S0

Gly Ser

Thr vVal Ser

Ser Leu

10
Glu

Ser Ser

Gln Lys Pro

Glu Ser

60

Leu

Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys
90

Asp

Thr Lys Leu

27/78

Ala:

Gln
Phe
Leu

45

Pro

Asn’

Met

Ser

125

val
val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Pro Gly Gly
15

Ser Ser Tyx
30

Glu Leu val
Asp Ser Vval

Thr Leu Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

.Gly Tyr Phe

110 :

Ser Leu Gly

15

Ser Tyr
30 »

Gln Pro Pro

Ile Pro Ala

Thr Ile Asn

80
Gln Ser Asn
95

Ile
110

Lys Axg



Gln Vval Gln

1

Ser Leu Lys

Asn
35

Gly val

Ala Met Ile

50
Gly Axg Phe
65

Gln Met Ser

Arg Glu Arg

Thr Val Ser
115

34
108
PRT

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

<400> 34

Asp Ile Glu
1

Gln Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Tyr Thr
50

Ser Gly Ser

65

Asp Asp Val

Thr Phe Gly

35
116
PRT

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

<400> 35

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Leu Glan Glu

S
Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Trp Gly Asp

Ser
70

Thr Ile

Ser Leu
85

Asp Tyr
100

Lys
Arg

Ser

Artifizielle Seduenz

Leu Thr Gln
5

Thr Ile Ser
20

Tyr Gln Gln
Thx Thr Leu

Gly Thr Asp

70

Ala Thr Tyr
8s

Gly Gly Thr
100

Artifizielle Sequenz

Gln Val Gln Leu Gln Glu

1

Ser Leu Lys

5

Leu Ser Cys
20

Gly Met Ser Trp Val Arg

Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ala
Gln
Gly
55

Lys

Ser

Leu

Ser
cys
Lys
Ala
55

Tyr

Lys

Ser
Ala

Gln

val

Thx
40

Asn
Asp

Glu

Asp

Pro
Arg
Pro

40

Asp

Cys

Leu

Gly

Ala

Thr

Ser
25

Pro

Asn

Asp

105

Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser
25

Pro

10

Gly
Asp
Asp

Ala

90

Trp

Ser
10

Ser
Gln
Ile

Thr

His
90

Ile

Asp
10

Gly

Asp

Phe

Lys

75
Ala

Gly‘

Leu
Gly
Pro
Pro
Ile
75

Phe

Lys

Leu
Phe

Lys

28/78

Ser

Arg

Asn'

Ser

Met

Gln

Ala

Asn

Pro

Ala
60

Asn

Arg

Val

Thr

Arg

15

Leu Thr lcly Tyr
30

Leu Glu Trp Vval
45

Ser Ser Val Lys

Thr Val Tyr Leu
80

Tyx Tyr Cys Ala
95

Gly Thr Thr Val
110

Val Ser Leu Gly
15

Ile His Asn Tyr
30

Lys Leu Leu Ile
45

Arg Phe Ser Gly

Pro Val Glu Ala
80

Ser Thr Pro Arg
95

Gln Pro Gly Gly
15

Phe Ser Ser Tyr
30

Leu Glu Leu Val
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35

Ala Thr Ile Asn Ser Asn Gly

50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65

70

Leu Gln Met Ser Ser Leu

85

Ala Arg Thr Arg Pro Tyr

100

Thr Val Ser Ser

<210>
<211l>
<212>

115

36
108
PRT

<213> Aftifizielle Sequenz

<400>

36

Asp Ile Glu Leu Thr Gln

1 .

Gln Arg

Met His

Tyr Arg
50

5

Ala Thr Ile Ser
20

Trp Tyr Gln Gln
35

Ala Leu Asn Leu

Ser Gly Ser Arg Thr Asp

65

70

Asp Asp Val Ala Thr Tyr

Thxr Phe

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

<400>

85

Gly Gly Gly Thr
100

37
116
PRT

Artifizielle Sequenz

37

Gln Val Gln Leu Gln Glu

1

5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys

20

Gly Met Ser Trp Val Arg

35

Ala Thr Ile Asn Ser Asn

S0

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65 -

70

55

Ser

Lys

Phe

Ser
Cys
Lys
Glu

55

Phe

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly

55

Ser

40

Gly Ser

Axg

Ser

Asp

Arg
Pro
40

Ser
Thx

Cys

Leu

Gly
Ala
Thr
40

Gly

Arg

Asp

Glu

Tyr
105

Ala
Ala
25

Gly

Gly

Gln

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro

Ser

Asp

Thr
Asn

Asp
se

Trp

Ser
10

Ser
Gln

Ile

Gln
90

Ile

Asp
10

'Gly

Asp

Asn

45

Phe Tyr Pro Asp Ser Val
60

Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
75 80

Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly Thr Thr Val
110

Leu Ala Val Ser Leu Gly
Glu Ser Val His Asn Tyr
30

Pro Pro Lys Leu Leu Ile
45 :

Pro Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ile Asn Pro Val Glu Ala
75 80

val

;
3

Lys Pro Trp
95

i

Lys

Leu Val Gln Pro Gly Gly
Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
30

Lys Arg Leu Glu Leu Val
45

Phe Tyr Pro Asp Ser Val
60

Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
75 80

29/78
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Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Sexr Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Arg Glu Arg Trp Asp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
100

Thr Val Ser Ser

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

<400>

1l

Gln
Met
Tyx

50

Serxr
65

Asp
Thr

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

<400>

Gln Vval
1

Ser Leu

Gly Met

Thr
50

Ala

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

115

38
108
PRT

Artifizielle Sequenz
38

39
116
PRT

Artifizielle Sequenz
39 '

Gln
Lys
Ser

35

Ile

Arg

Met

Arg Ala Thr

20

His Trp Tyr
35

Arg Ala Leu

Gly Ser Arg

Asp Val Ala

Phe Gly Gly

100

T e

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Trp
100

Asp Ile Glu Leu Thr Gln

5

Ile Ser
Gln Gln
Asn Leu

Thr Asp
70

Thx Tyx
85

Gly Thr

g

Gln Glu
5

Ser Cys
Val Arg
Ser Asn

Thr Ile
70

Sexr Leu
85

Arg Arg

Ser
Cys
Lys
Glu

55

Phe

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Lys

Phe

Pro
40

Ser

Cys

Leu

Gly
Ala

Thx
40

Gly

Arg

Ser

Asp

105

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Serxr

Asp

Glu

105

Ser
10
Ser

Gln

Ile

Gln
920

Ile

10

Gly

Asp

Asn

Asp
90

Trp

Leu Ala

Glu Ser
Pro

Ala
60

Pro

Ile
15

Asn

Ala

Lys

Leu Val

Phe Thr

Lys

Phe
60

Ala
75

Lys

Ala

Gly Gln

30/78

val
Val
Lys
4S

Axg

Pro

Serx

Gln

Phe

110

Ser

30

Phe

vVal

Pro

Pro

Ser

.30

Leu

45

Asn

Met

Gly

Glu

Asp

Thr

Thr
110

Leu Gly
1s

‘Asn Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Glu Ala

80

Pro Trp
95

Gly Gly:
Ser Tyr
Leu Val

Ser Val

Leu Tyrxr
80

Tyr Cys
95

Thr Val
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Thr Val Ser Ser

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

<400>

115

40
108
PRT

Artifizielle Sequenz
40 '

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala

1

S

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys

Met His

Tyr Arg Ala Leu Asn Leu Glu
50

20

Trp Tyr Gin Gln Lys
35 '

55

Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe

65

70

Asp Asp Val Ala Thr.Tyr Tyr
85 .

Thr Phe Gly Gly Gly 'Thr Lys

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<400>

100

41
116
PRT

Artifizielle Sequenz
41

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser

1

5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln

35

Arg

Pro
40

Serxr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Ala Thr Ile Asn Ser Asn Gly Gly

50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65

70

Leu Gln Met Sexr Ser Leu Lys

85

Ala Arg Gly Arg His Lys Phe

100

Thr Val Ser Ser

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

115

42
108
PRT

Artifizielle Sequenz

Ser

Asp

Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Serxr
Asp

Glu

Tyx
105

Ser Leu

10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90 -

Ile

Asp
10

Gly
Asp
Thr

Asn

Asp
90

Trp

Glu

Pro

Pro
Ile
75

Gly

Lys

Leu
Phe
Lys
Phe
Ala
75

Thr

Gly

31/78

Ala Val Ser
Ser Val His
30

Pro Lys Leu
45

Ala Arg Phe
60

Asn Pro Val
Ala Ser Ile

Arg

Val Gln Pro

Thr Phe Serxr
30

Arg Leu Glu
45

Tyr Pro Asp
60

Lys Asn Thr

Ala Met Tyr

Leu Gly
15

Asn Tyr
Leu Ile.
Ser Gly
Glu Ala

80

Pro Txp

Gly Gly
15

Sexr Tyr
Leu Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly Thr Thr Val

110



<400>

Asp Ile Glu Leu

1

Gln Arg Ala Thr
Met His Trp Tyr
35

Tyr Arg Ala Leu

50

Ser Gly Ser Arg

65

Asp Asp Val Ala

Thr Phe Gly

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<400>

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

a2

Thr
5
Ile Ser
20

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

70

Thr
85
Gly Gly Thrx
100

43
118
PRT

Artifizielle Sequenz
43

Gln val Gln Leu Gln Glu

1

Ser
Gly

Ala
S0

Lys
65

Leu
Ala
Thr

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

<400>

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala

1

Gln 'Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala

Leu

Met

Thr

Gly

Gln

Arg

val

5
Lys Leu Ser Cys
20
Ser Trp Val Arg
35
Ile Asn Ser Asn

Arg Phe Thr Ile
70

Met Ser Ser Leu
85

Asn Asn Trp Ser
100

Ser Ser
115

44
108
PRT

Artifizielle Sequenz

44

5

Gln

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Lys

Ser

Ala

Gln
Gly
S5

Ser
Lys

Phe

Pro
Arg
Pro
40

Sex
Thr

Cys

Leun

Gly
Ala
Thr

40

Gly

Ser

Asp

Ala

Ala
25

Cly

Gly

Gln

Glu
108

Gly

Serxr
25

Ser

Asp

Glu

105

Ser
10

Ser

Gln

Ile

Gln
90

Ile

Asp
10

Gly

Asp

Asn

Asp
20

Trp

Leu Ala
Glu Ser
Pro Pro

Pro Ala
60

Ile Asn
75

Tyr Gly

Lys Arg

Leu Val
Phe Thxr
Lys Arg
Phe Tyx
60

Ala Lys
75

Thr Ala

Gly Gln

Val Ser Leu Gly

15

.Val His
30

Asn- Tyr

Lys Leu Leu Ile

45

Arg Phe Ser Gly

Glu Ala
80

Pro Val

Arg Pro Trp

95

Arg

Gln Pro Gly Gly
15

Phe Ser Ser Tyr

30
Leu Val

Leu Glu

45

Pro Ser Val

Asn Leu Tyr

80

Met Tyx Tyr Cys
95

Gly Thr Thr val
110

Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

10

15

Ser Glu Ser Val His Asn Tyr

32/78
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20

Met His Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Leu Asn Leu
S0

Sexr Gly Ser Arg Thr Asp
65 70

Asp Asp Val Ala Thr Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

45
116
PRT

Artifizielle Sequenz
45

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

<400>

Gln Glu
s

Gln Val Gln Leu

1

Leu
20

Trp

Ser Leu Lys

Met Ser Val Arg

35

Gly

Thr Ile Asn Ser Asn
50

Ala

Thr Ile
70

Lys Gly Arg Phe

65

Ser Leu
85

Leu Gln Met Ser

Arg Asn Asn Tyr Ser
100

Ala

Vval Ser Ser

‘115

Thrx

46

108

PRT

Artifizielle Sequenz

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

<400> 46

Asp Ile Glu Leu Thr Gln
1 5

Gln Arg Ala Thr Ile Ser
20

Met His Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Leu Asn Leu
50

Ser Cys |

Lys

Glu
55

Phe

Lys

Serxr
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Lys

Phe

Ser

Cys

Lys

Glu
55

Pro
40

Ser

Cys

Leu

Gly
Ala
Thx
40

Gly
Axrg

Ser

Asp

Pro
Arg
Pro

40

Ser

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly
Ser
25

Pro
Ser

Asp

Glu

105

Ala

Ala

Gly

Gly

Gln
Ile
Thr
Gln

90

Ile

Asp
Gly
Rsp
Thr
Asn
Asp

90

Trp

Ser
10

Ser

Gln

Ile

Gly

Pro Pro Lys
45

Ala

60

Pro Arg

Ile
75

Asn

Gln

Lys

Leu Val Gln

Phe Thr Phe

Leu
45

Lys Arg

Phe Pro

60
Ala Asn
75

Lys

Thr Ala Met

Gly Gln Gly

Leu Ala val

Glu Ser Vval

Pro Lys

4S5

Pro

Ala
60

Pro Arg

33/78

Glu

30

Leu Leu Ile
Phe Ser Gly

Glu Ala
80

val

Pro Trp
95

Lys

Pro Gly Gly
15

Ser
30

Ser Tyr
Leu Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

80
Tyxr Tyr Cys
9s

Thr Thr Val
110

Ser Leu Gly
is

His Asn Tyrx
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly
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Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu

65 70
Asp Asp Val Ala Thr Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 47

<21l> 116

<212> PRT

<213> Artifizielle Sequenz

<400> 47

Gln Val Gln Leu Gln Glu

1 5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys
20

Gly Met Ser Trp Val Arg

' 35

Ala Thr Ile Asn Ser Asn

50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65 70

Leu Gln Met Ser Ser Leu

85

Ala Arg Val Thr Tyr Asn
100

Thr Val Ser Ser

115

<210> 48

<211> 1108

<212> PRT

<213>  Agifizielle Sequenz

<400> 48

Asp Ile Glu Leu Thr Gln
1 5

Gln Arg Ala Thr Ile Ser
20

Met His Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Arg Ala Leu Asn Leu
50

Ser Gly Ser Arg Thr Asp
65 70

Asp Asp Val Ala Thr Tyr
85

Tyr

Lys

sSer
Ala
Gln
Gly
sS

Ser
Lys

Phe

Ser
Cys
Lys
Glu

55

Phe

Tyr

Cys Gln Gln Gly

Leu Glu
105

Gly Gly

Ala Ser

25

Thr
40

Pro
Gly Ser
Arg Asp
Glu

Ser

Asp
105

Pro Ala

Ala
25

Axg

Pro
40

Gly
Sexr Gly
Thr Leu

Cys Gln

Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala

75

90

Ile Lys

Asp Leu
10

Gly Phe
Asp Lys
Thr Phe

Asn Ala
75

Asp Thr
S0

Trp Gly

Ser Leu
10

Sexr Glu

Gln Pro

Ile Pro

Thr Ile
75

Gln Serx
90

34/78

80

Arg Arg Ala Pro Trp

Arg

val Gln

Phe

Leu
45

Pro

Lys Asn

Ala Met

Gln Gly

Ala val

Sexr Val

Pro Lys
45

Ala
60

Arg
Pro

Asn

Arg Arg

Pro
Serxr
30

Glu

Asp

“Thr

Thr
110

Serxr
His
30

Leu
Phe

val

Pro

95’

Gly Gly
15

Ser Tyr -
Leu Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Val

Leu Gly
15

Asn Tyr
Leu Ile
Ser Gly

Glu Ala
80

Pro Trp
95



Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

<210> 49
<21l1l> 252
<212> PRT

<213>

<400> 49

Gln
1

Ser
Gly
Ala
Lys
65

Leu
Ala
Asp

Gly

Thr

145

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp
225

Val Gln

Leu Lys

Met Ser
35

Thr 1le
50

Gly Arg

Gln Met

Arg Arg

Tyr Trp
115

Ser Gly
130

Gln Ser
Sex Cys

His Trp
Arg Ala
195

Gly Ser
210

Asp Val

100

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Ser

Axg

100

Gly

Gly

Pro

Axg

180

Leu

Axg

Ala

Thr Phe Gly Gly

<210> SO
<211> 239
<212> PRT

<213>

<400> SO

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Asn

Gln

Gly

Ala

Ala

165

Gln

Thr

Thr

Gly
245

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Artifizielle Sequenz

Glu

cys

Asn-
Ile
70

Leu

Gly

Gly

Ser

150

Serx

Gln

Leu

Asp

230

Thr

Artifizielle Sequenz

Gln Val Gln Leu Gln Glu

Ser

Ala

Gln

Gly

Ala

- 40

Gly
55
Ser

Lys

Pro

Ser
135
Leu
Glu
Lys

Glu

Phe
215

Lys

Ser

Gly

Ser

120

Gly
Ala
Sex
Pro
Ser

200

Thr.

Cys

Gly

105

Gly

Ser
25

Glu,
105
val
Gly
val
Vval
Gly
p%:13
Gly
Leu

Gln

Glu

Gly

Asp

Gly

Asp

Gly
Ser
Asp
170

Gln

Ile

Gln

Ile
250

Asp

Leu

Phe

Lys

Phe

Ala

75

Gly

Val

Gly

Leu

155

Serxr

Pro

Pro

Ile

Ser

235

Lys

Leu

35/78

val

Thr

60

Lys

Ala

Ser

Ser

Ser

140

Gly

220

Asn

Arg

Glx;
Phe
Leu
45

Asn
Met
Axg
Ser
125
Asp
Gln
Gly
Lys
205

Pro

Glu

Pro Gly Gly
1s

Ser Ser Tyx
30

Glu Leu Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr
80

Tyx Tyr Cys
95

Gly Tyr Phe
110

Gly Gly Gly
Ile Glu Leu

Arg Ala Thr ‘
160 .

Asn Ser Phe
175

Leu Leu Ile
190

Phe Ser Gly

Val Glu Ala

Asp Pro Trp
240

Val Gln Pro Gly Gly



Ser

Gly

Gly
65

Gln

Thr
Gly
Serxr

145

His

Phe

val

Leu

val

Met
50

Arg
Met
Glu
val
Gly
130
Leu
Asn
Leu

Ser

Glu
210

Thxr Pro

225

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

<400>

Lys.

Asn
35

Ile
Phe
Ser
Arg
Ser
115

Ser

Gly

Ile

Gly
195

Ala

Axrg

51
15
PRT

Leu
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

100

Ser

Asp

Gln

Leu

180

Ser.

Asp

Ser

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

cys

val Axg

Gly

Ile

Leu

85

Gly

Ile

Ala

165

Gly

Asp

Phe

Asp
Serxr
70

Lys
Arg
Gly

Glu

Ala
150

Ser

Val

Gly
230

Artifizielle Sequenz

51

Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

52
75
DNA

CDs

5

(1)..(75)
Kodierend fiir H-FR1-F8

52

Attifizielle Sequenz

Ala

Gln

Gly
S5

Lys

Sex

Leu

Gly

Leu
13s

Gly
Ala
218

Gly

Gly

val

Thr
40

Asn

Asp

Glu

Asp

Gly

120

Thr

Ile

Gln

:

200

f

Gly

Gly

Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
105
Ser
Gln
Ser
Gln
Leu
185

Asp

Tyr

Thr

10

Gly Phe
Asp Lys

Asp Tyr

Ala Lys
75

90

Trp Gly
Gly Gly
Ser Pro

Cys Arg
155

Lys Pro
170

Ala Asp
Tyr Thr
Tyr Cys

Lys Leu
235

Ser Leu

Arg

Asn.

60

Ser
Met
Gln
Gly
Ala
140
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln

220

Glu

Gly Ser Gly Gly

10

36/78

Leu
45

Ser

Thr

Gly
Gly
125
Serx
Ser
Gln
Ile
Thr
20S
His

Ile

Gly

15
Thr Gly Tyr
30
Glu Trp Val
Ser Val Lys
Val Tyr Leu.

80

Tyr Cys Ala
CT

Thxr Thr Val

110

Ser Gly Gly
Leu Ala Val
Giy Asn Ile

160

Pro Pro Lys
175

Pro Ala Arg
190
Ile Asn Pro

Phe Trp Ser

Lys Arg

Gly Sef
15
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cag gtg cag ctg cag gag tct ggg gga gac tta gtg cag cct gga ggg

48 .
Gln Val Gln Leu Glan Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15
tcc ctg aaa cte tec tgt gca gec tct
75
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
<210> 53
<211> 25
<212> PRT

<213> rtifizielle Sequenz

<400> 53

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

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 54
<211> 42

<212> DNA

<213> pgifizielle Sequenz

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(42)

<223> yodierend fur H-FR2-F8

<400> 54
tgg gtt cgc cag act cca gac aag agg ctg gag ttg gtc gca

42
Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Leu Val Ala

1 5 10

<210> 55
<21l> 14
<212> PRT

<213> anifizielle Sequenz
<400> 5SS

Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Leu Val Ala
1 . 5 ' 10

<210> 56
<211> 117
<212> DNA

<213> Ariifizielle Sequenz
<220>

<221> CDS
<222> (1),.(117)

<223> Kodierend fur H-FR3-F8

37/78



<400> 56
tat cca gac
48

Tyxr Pro Asp
1

aag aac acc
96

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

agt gtg.aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat gcc

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
s 10 15

ctg tac ctg caa atg agc agt ctg aag tct gag gac aca

Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr
20 25 30

tac tgt gca aga

Tyr Cys Ala Arg

<213> agifizielle Sequenz

Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
. 5 . 10 .15

Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thx
20 25 30

Tyr Cys Ala Arg

<213> Afifizielle Sequenz

Lys Asn Thr
gcec atg tat
117
Ala Met Tyr
35
<210> 57
<211l> 39
<212> PRT
<400> 57
Tyr Pro Asp
1
Lys Asn Thr
Ala Met Tyr
35
<210> 58
<211> 33
<212> DNA
<220>
<221> CBS

<222> {1)..(33)
<223> yodierend fir H-FR4-F8

<400> 58

tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gte tec teca
33

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Vval Ser Ser

5 10

<213>  priifizielle Sequenz

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Vval Thr Val Ser Ser

1

<210> 59
<211> 11
<212> PRT
<400> 59
1

<210> 60

5 10

38/78
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<211> 69
<212> DNA

<213> Artifizielle Sequenz

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(69)

<223>  yodierend fiir L-FR1-F8

<400> 60 :
gac atc gag ctc act cag tct cca get tct ttg gect gtg tce cta ggg

48
Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1l 5 10 - 15

cag agg gcc acc ata tcc tge

69
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210> 61

<211> 23

<212> PRT

<213> ppifizielle Sequenz

<400> 61

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val .Ser Leu Gly
1 ] 10 15

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210> 62
<211> 45
<212> DNA

<213> A fifizielle Sequenz

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(45)

<223> Kogdierend fur L-FR2-F8

<400> 62 .
tgg tac cag cag aaa cca gga cag cca ccc aaa ctc cte atc tat

45
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 63
<211l> 15
<212> PRT

<213> ppifizielle Sequenz
<400> 63

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 1s

39/78
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<210> 64

<211> 96

<212> DNA

<213>  Agifizielle Sequenz
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(96)
<223> yodierend fir L-FR3-F8

<400> 64
ggg atc cct gecc agg ttc agt ggc agt ggg tct agg aca gac tte acc

48
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr

1 5 10 15

cte acc att aat cct gtg gag gct gat gat gtt gca acc tat tac tgt

96

Leu Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 65

<21l1l> 32

<212> PRT

<213> fifizielle Sequenz

<400> 65

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr

1 1s

Leu Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25
<210> 66
<211> 33
<212> DNA
<213> ftifizielle Sequenz
<220>
<221> CDS

<222> (1)..(33)
<223>  Kodierend fiir L-FR4-F8

<400> 66

ttc ggt gga ggc acc aag ctc gag atc aaa cgg
33

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
1 10
<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Arifizielle Sequenz
<400> 67

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
1 5 10
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<210> 68
<211> 30

<212> DNA

<213> Aftifizielle Sequenz

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(30)

<223> Kodierend fir H-CDR-1-F8

<400> 68

gga ttc act ttec agt agc tat ggc atg tct
30

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 S 10

<210> 69
<211> 10
<212> PRT

<213> pifizielle Sequenz
<400> 69

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210> 70
<211> 30
<212> DNA

<213> Apifizielle Sequenz

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(30)

<400> 70
acc att aat agt aat ggt ggt agc acc ttt

30
Thr Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Phe

1 S 10
<210> 71

<211> 10

<212> PRT

<213> Artifizielle Sequenz

<400> 71

Thr Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Phe
1 S 10
<210> 72

<211> 48

<212> DNA

<213>  pqifizielle Sequenz

<220> -

<221> CDS

<222> (1)..(a8)

41/78
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<400> 72 -
aga agg aat tac ccc tat tac tac ggt agt aga ggc tac ttt gac tac

48 ‘
Arg Arg Asn Tyr Pro Tyxr TyT Tyxr Gly Ser Arg Gly Tyr Phe Asp Tyr
5 10 15

1

<210> 73

<211> 16 e
<212> PRT -
<213> Artifizielle Sequenz

<400> 73

Arg Arg Asn Tyr Pro Tyr TyT Tyr Gly Ser Arg Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10 . 15

<210> 74
<211> 45
<212> DNA

<213> Afifizielle Sequenz

<220> -
<221> CDS
<222> (1) .. (45)

<400> 74
aga gcc agt gaa agt gtt gat agt tat ggc aat agt ttt atg cac

45 .
Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

1 5 10 1s
<210> 75

<211> 15

<212> PRT

<213> nifizielle Sequenz

<400> 75

Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His
1 5 10 15
<210> 76

<211> 21

<212> DNA ‘

<213> aifizielle Sequenz

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(21)

<400> 76

cgt gca tta aat cta gaa tct

21 .

Arg Ala Leu Asn Leu Glu Ser

1 5

<210> 77

<21l1l> 7

<212> PRT

<213> Apifizielle Sequenz

42/78
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cag caa agt aat gag gat ccg tgg acg

Glu Asp Pro Trp Thr
5

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Trp Thr

cag gtg cag ctg cag

48

Gln val Gln Leu Gln

1

5

tce ctg aaa cte tce

96

Ser Leu Lys Leu Ser

20

ggc atg tct tgg gtt

144

Gly Met Ser Trp Val

35

gca acc att aat agt

192

Ala Thr Ile Asn Ser

50

aag ggc cga ttc acc

gag
Glu

tgt

cys

cge

Axg

aat

Asn

atc

<400> 77

Arg Ala Leu Asn Leu Glu Ser
1 s
<210> 78

<211> 27

<212> DNA

<213> Aftifizielle Sequenz
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(27)
<400> 78

27

Gln Gln Ser Asn

1

<210> 79

<211> 9

<212> PRT

<213>. rifizielle Sequenz
<400> 79

1 5
<210> 80

<211> 375

<212> DNA

<213> Artifizielle Sequenz
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(375)
<223> | odierende DNA fiir VH-F8
<400> 80

tct

Ser

gca

Ala

cag

Gln

ggt

Gly
SS

tcc

g99
Gly

gce

Ala

act

Thr
40

ggt
Gly

aga

gga
Gly

tect

Ser
25

cca

Pro

agc

Ser

gac

gac

Asp

gga

Gly

gac

Asp

acc

Thr

aat

2005.10.13

tta

Leu

ttc

Phe

aag

Lys

ttt

Phe

gcc

43/78

gtg cag cct gga ggg

val

act

Thr

agg

Arg

tat

Tyr
60

aag

Gln

ttc

Phe

ctg

Leu
45

cca

Pro

aac

Pro Gly Gly

agt

Sexr
30

gag
Glu

gac

Asp

acc

15
agc

Ser

ttg

Leu

agt

Ser

ctg

tat

Tyx

gtc

Vval

gtg
vVal

tac



240
Lys
65

Gly

ctg caa
288

Leu Gln

gca aga
336

Ala

gac tac
375

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Thr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Asp Tyr

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

<220>
<221

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Arg Phe

70
agt ctg

atg agc

Ser Leu

85

Met Ser

tac

Tyr

aga agg aat

Arg Asn

100

tgg caa ggg

Trp
115

ggc

Gly . Gln Gly

81
125
PRT

Artifizielle Sequenz

81
Gln Leu Gln Glu
5

Lys Leu Ser Cys
20

Sexr Trp Val Arg
35

Ile Asn Ser?hsn

Arg Phe Thr Ile
70

Met Ser Ser Leu
85

Arg Arg Asn Tyr
100

Trp Gly Gln Gly
115

82
336
DNA

Artifizielle Sequenz

CcDS

Thr Ile Ser Arg

aag

Lys

ccce

acc

Ser

Ala

Gln .

Gly

Ser

Lys

Pro

Thr

Asp

tct gag

Ser Glu

tat tac

Asn

gac

Asp
90

tac

105

acg gtc

Thr Val

120

Gly Gly

Ala Ser
25

Pro
Gly Ser

Arg Asp

Ser Glu

Tyr Tyr
105

Thr Val.:
120

ace

Asp

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

Thx

Ala Lys
75

aca gcc

Thr Ala

ggt agt

Gly Ser

gtc tcc

Val Ser

Leu Val
Phe
Lys
Phe

Ala
75

Lys
vThr Ala
Serxr

Gly

Val Ser

44/78

Asn Thr Leu Tyr
80

atg tat tac tgt

Met Tyr Tyr Cys
95 -

aga ggc tac ttt

Arg Gly Tyr Phe
110

tca

Ser
125

Gln Pro'Gly Gly
s .

Phe Ser Sexr Tyr

30

Leu
45

Glu Leu Val

Pro Asp Ser Val

Asn Thr Leu Tyr

80

Met Tyr Tyrxr Cys
95

Gly Tyr Phe
110

Ser
125



<222>

<400>
gac atc gag

48

(1) ..(336)

82

Asp Ile Glu

1

cag
96
Gln

ggc
144
Gly

aaa
192
Lys

agg
240
. Arg
65

cct
288
Pro

gag
336
Glu

agg
Axg

aat

Asn

cte

Leu
50

ttc

Phe

gtg

val

gat

Asp

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

<400>

Asp Ile Glu Leu Thr Gln

1

Gln Arg Ala Thr Ile Ser

Gly Asn Ser Phe Met His

Lys Leu Leu Ile Tyr Arxrg

Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65

50

gce
Ala
agt
Serxr
35

ctc

Leu

agt

Sexr

gag
Glu

ccg

Pro

83
112
PRT

83

35

ctce

Leu

acc

20
ttt

Phe

atce

Ile

ggc
Gly

gct
Ala

tgg

100

20

act

Thx
5

ata

Ile

atg

Met

tat

agt

Ser

gat

Asp

acg

5
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cag

Gln

tece

Sex

cac

999

Gly

70
gat

Asp

ttc

Phe

Attifizielle Sequenz

70

tct

Ser

tgc
Cys

tgg

gca

Ala
55

tct

Ser

gtt
val

ggt
Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

S5

Ser

cca

Pro

aga

Arg

tac

40
tta

Leu

agg

gca.

Ala

gga
Gly

Pro

Arg

Arg

gct

Ala

gce

Ala
25

cag

Gln

aat

Asn

aca

acc

Thr

ggce-

Gly
105

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thxr

tct

Ser
10

agt

Ser

cag

Gln

cta

Leu

‘gac

Asp

tat

Tyx
90

acc

Thr

Ser
10

Ser
Gln

Leu

Asp

ttg gct

Leu

gaa

Glu

aaa

Lys

gaa

Glu

tte

Phe
75

tac

Tyx

aag

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

45/78

Ala

agt

Ser

cca

Pro
tct

Ser
60

acce

tgt
Cys

ctc

Leu

Ala

Sexr

Pro

Ser

60

Thx

gtg
Val

gtt
Val

gga

Gly
45

ggg
CGly

ctc

Leu

cag

Gln

gag

Glu

val

val

Gly

Gly

Leu

tct

Ser

gat

Asp
30

cag

Gln'

atc

Ile

acc

caa
Gln
atc

Ile
110

Ser
Asp
30

Gln

Ile

cta ggg

Leu Gly
15

agt tat

Sex Tyr

cca ccc

Pro Pro

cct gcece

Pro Ala

att aat

Ile Asn
80

agt aat

Ser Asn
95

aaa cgg

Lys Axrg

Leu Gly
15

Ser Tyr

Pro Pro

Pro aAla

Ile Asn
80
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Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn
85 90 9s

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110

<210> 84
<211> 756
<212> DNA

‘213>_J Attifizielle Sequenz

<220>
<221> (DS
<222> (1)..(756)

<400> 84
cag gtg cag ctg cag gag tct ggg gga gac tta gtg cag cct gga ggg

48 .
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 ] 10 15

tce ctg aaa ctc tcc tgt gca gec tet gga tte act tte agt age tat

96 .
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Sexr Gly Phe Thr Phe Ser Sexr Tyr

20 25 30

ggc atg tct tgg gtt cgc cag act cca gac aag agg ctg gag ttg gtc

144
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu .Leu Val

35 40 45

gca acc att aat agt aat ggt ggt agc acc ttt tat cca gac agt gtg

192 .
Ala Thr Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Phe Tyr Pro Asp Ser val

50 55 60

aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat gcc aag aac acc ctg tac

240
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 _ 75 80

ctg caa atg agc agt ctg aag tct gag gac aca gcc atg tat tac tgt

288
Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

gca aga aga agg aat tac ccc.tac tac tac ggt agt aga ggc tac ttt

336
Ala Arg Arg Arg Asn Tyr Pro Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Gly Tyr Phe
100 105 110

gac tac tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gtc tcc tca ggt gga ggce

384
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

115 120 125

ggt tca ggc gga ggt ggc tet ggc ggt ggc gga tcg gac atc gag ctce

432
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Glu Leu
130 138 140

act cag tct cca gct tct ttg gect gtg tet cta ggg cag agg gec acc

480
Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr

46/78



145

ata tcc tgc aga

528
Ile Arg

Ser Cys

atg cac tac
576

Met

tgg
His Trp

180
tat tta
624

cgt gca

' Ala
1985

Leu

agt tet agg
672

Ser

g99

Gly
210

Ser

gat gtt gca
720
Asp

225

gat

Asp Val Ala

acg ttc ggt gga

756

Thr Gly

Phe Gly

85
252
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 85

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Lys Leu
: 20

Gly Met Ser Trp
35

Ala Thr Ile Asn
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Sex

Ala-Arg Arg Arg
100

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

150

gcc agt

Ala Ser

165

cag cag

Gln Gln

aat cta

Asn Leu

aca gac

Asp

acc tat

Thr
230

ggc acc

Gly Thr
245

Artifizielle Sequenz

Gln Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Ser Asn

Thr Ile
70

Ser Leu
85

Asn Tyr

gaa

Glu

aaa

Lys

gaa

Glu

ttc

Phe
215

tac

aag

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Serxr

Lys

Pro

agt

Serxr

cca

Pro
tct

Ser
200

acc

Thr

tgt

cte

Leu

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

gtt gat

Val Asp
170

gga cag

Gly Gln
185

gg9g atc

Gly Ile

ctc acc

Leu Thr

cag caa

Gln Gln

gag atc

Glu Ile

250

Gly Asp

10

Ser
25

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Glu Asp

90

105

155
agt

Ser

ceca

Pro

cct

Pro

att

Ile
agt

Sexr
235

aaa

Lys

Leu

Phe

Lys

Phe

Ala

75

Thr

47/78

tat

ccc

Pro

gcc

Ala

aat

Asn
220

aat

Asn

cgg
Arg

val

Lys

Ala

Tyr Gly Ser

ggc aat

Gly Asn

aaa ctc

Leu
190

Lys

agg ttc
Phe
205

cct gtg

Pro Val

gag gat

Glu Asp

Gln Pro

Phe Ser

30

Leu Glu

45

Asn Thr

Met Tyx

Arg Gly
110

160
agt ttt

Sex Phe
175

ctc atce

Leu Ile

agt ggc
Ser Gly

gag gct
Glu ‘Ala

ceg tgg

Pro Trp

240

Gly Gly
15

Sex
val

Leu

Ser Val
Leu

Cys

Tyr Phe



Tyr Trp
115

Asp

Ser Gly

130

Gly

Thr Gln Ser

145

Ile Ser Cys

Met His Trp

Ala
195

Tyr Arg

Ser Gly Ser

210

Asp val

225

Asp
Phe Gly

86
717
DNA

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

<220>
<221>
<222>
<223>

CcDS

<400> 86
cag gtg cag
48

Gln val Gln
1

tcc ctg aaa
96

Ser Leu Lys

ggc gtg aat
144
Gly Val Asn

35

gca atg att

Gly

Gly

Pro

Axg

is0

Leu

Arg

Ala

Gly

ctg

Leu

cte

Leu
20

tgg

Trp

tgg

Gln

Gly

Ala

Ala

165

Gln

Asn

Thr

Gly
245

(1)..(727)
Kodierende DNA fir scFv (P5)

cag

Gln
5

tece

Ser

gtt

Val

ggt

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Gly Thr Thr Val Thr

120

Ser Gly

135

Gly

Ser Leu Ala

150

Ser Glu Serx

Pro

Gln Lys

Ser
200

Leu Glu

Phe Thr

215

Tyr Cys
230

Thr Lys Leu

Artifizielle Sequenz

gag tct ggg

Glu

tgt gca gtc

Cys Ala Val

cgc cag act

Arg Gln Thr
40

gat ggt aac

Ser Gly.

Gly

Val

val

Gly
185

Gly

Leu

Gln

Glu

gga
Gly

tct

Ser
25

CcCa

Pro

acc

Gly
Ser
Asp
170
Gln
Ile
Thx

Gln

Ile
250

gac

Asp-

10

gga
Gly

gac

Asp

gat

Val Ser Ser Gly Gly Gly

Gly

Leu
155

Sex

Pro

Pro

Ile

Ser
23s

Lys

tta

Leu

tte
Phe

aag

Lys

tat

48/78

125

Ser Asp
140

Gly Gln

Tyr Gly
Pro Lys

Ala Arg

205

Asn Pro

220

Asn Glu

gtg cag

Vval Gln

agt ttg

Ser Leu

agg ctg

Leu
45

Axg

aat tcc

Ile Glu Leu

Thrx

Axg Ala
: 160

Asn Ser Phe
175

Leu Leu Ile
180

Phe Ser Gly
Val Glu Ala

Asp Pro Txp
240

cct gga ggg
Pro Gly Gly
15

act

Thr Gly Tyr
30

ggc tat

gag tgg gtc

Glu Trp Val

agt gtg aag



1192
Ala

ggc
240

Gly

caa
288
Gln

aga
336

acc
384
Thr

ggc
432

Gly

tct
480
Ser
145

cat
528
His

ctc
576
Leu

tte
624
Phe

gtg
672
val

act
717
Thr
225

Met
50

cga

Axrg

atg

Met

gaa

Glu

gte
val

gga

Gly
130

cta

Leu

aat

Asn

ctc

Leu

agt

Ser

gag

Glu
210

ccg

Pro

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

<400>

Ile

ttec

Phe

agc

Ser

agg

tcc

Ser
115

tcg

Ser

ggg
-Gly

tat

ate

Ile

ggc

Gly
195

gct
Ala

agg

Arg

87
239
PRT

Trp

acc

Thr

agt

Ser

gat

Asp
100

tca

Ser

gac

cag

Gln

ttg

Leu

tat

180
agt

Ser

gat

Asp

acg

Thx

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Gly Asp

atc

Ile

Ctg

Leu
85

tac

ggt
Gly

atc

Ile

agg

gcc

Ala
165

tat

999
Gly

gat
Asp

ttc

Phe

tcc

ser
70

aag

Lys

cgce

Arg

gga
Gly

gag
Glu
gce

Ala
150

tgg

aca

Thr

tct

Ser

val

ggt

Gly
230

Artifizielle Sequenz

87

Gly
5SS

aaa

Lys

tct

Ser

ctt

Leu

gge
Gly

ctc

Leu
135

acc

Thr

tac

aca

ggg9
Gly

gca

Ala
215

gga
Gly

Asn

gac

Asp

gag
Glu

gac

Asp

ggt

Gly
120

act

Thxr

ata

Ile

cag

Gln

act

aca

Thx
200

acc

Thr

ggc
Gly

Thr Asp Tyr Asn Ser

aat

Asn

gac

Asp
tac

105
tca

Ser

cag
Gln
tce
Ser
cag

Gln

cta

Leu
185

gac

Asp

tat

acc

Thx

gcc

Ala

aca

20

tgg

ggc
Gly

tct

Ser

tgc

aaa

Lys
170

gca

Ala

tac

Tyr

tac

Tyr

aag

Lys

aag

Lys
75

gce

Ala

ggc
Gly

gga
Gly

cca

Pro

aga

Arg
155

cca

Pro

gat

Asp

accg

Thr

tgt

Cys

ctc

Leu
235
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60
agc

Ser

atg

Met

caa

Gln

ggt
Gly

get

Ala
140

gcc

Ala

gga
Gly

ggg
Gly

cte

Leu

cag

Gln
220

gag

Glu

acc

Thr

tat

999
Gly

gge

Gly
125

tct

Ser

agt

Ser

cag

Gln

ate

Ile

ace

205

cac

atc

Ile

Ser Val Lys

gtg tac ctg

Val Tyr Leu

tac

Tyr

acc

Thx
110

tct

Ser

ttg
Leu
gga
Gly

cca’

Pro

cct

190
att

Ile

tte

Phe

aaa

Lys

tgt
Cys
95

acg

Thr

ggc
Gly

gct
Ala

aat

Asn

ccc

Pro
175

gee

Ala

aat

Asn

tgg

cgg
Axg

80
gca
Ala
gtc.

vVal

ggt
Gly

gtg
Val
att
Ile

160

Lys

agg
Arg

cct

Pro

tcg

Ser



Gln

Ser

Gly
35

Ala
50

Gly Arg Phe Thr

65

Gln

Thx
115

Gly
130

Ser
145

Leu

Phe
195
Val Glu Ala Asp
210
Thr Pro Arg Thr
225
<210> 88
<21l1> 10
<212> PRT
<213y

Val Gln Leu Gln
Leu Lys Leu
Val Asn Trp

Met Ile Trxp

Met Ser Ser
Glu Arg Asp
val Sér Ser
Gly Ser Asp
Leu Gly Gln
Asn Tyr Leu
Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Gly

Cys

Arg

Asp

Ser

Lys

Gly

Glu

Ala

150

Thr

Ser

val

Gly
230

Artifizielle Sequenz

Ala

Gln

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

Leu

135

Thx

Gly

Ala
215

Gly

val

Asn
Asp
Glu
Asp
Gly
120
Thr
Ile

Gln

Thr
200

Thr

Gly

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Asp Lys

Asn Ala Lys

75

Thr Ala

90

Asp

Gly
105

Ser Gly Gly

Gln Ser Pro

Serxr
Axg
Asn
60

Ser
Met
Gln

Gly

Ala

- 140

Ser

Cys
155

Gln Lys Pro

17¢

Leu Ala

185

Asp
Tyr Thr

Asp

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu
235

50/78

Ala

Gly

Gly

Gln
220

Glu

Leu

Leu
45

Ser

Thr

Gly

Gly

125

Ser

Ser

Gln

Ile

Ile

1s

Thr Gly Tyr
30 i

Glu Trp Val
Ser Val Lys

Val Tyr Leu
80

Tyr Cys Ala
85

Thr Thr val
110

Ser Gly Gly
Leu Ala Val.

Gly Asn Ile
160

Pro Pro Lys
178

Pro Ala Arg
190
Ile Asn Pro

Phe Trp Ser

Lys Arg



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223> -

<220>
<2215
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

DE 600 14 575 T2

Diverses Merkmal
(1)..(2)
Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(2)..(2)
Xaa ist jegliche Aminoséaure

Diverses Merkmal
(3)..(3)
- Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
14).:(4)

X:aé ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
. £5)..(5)

Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(6) .. (6)

Xaa ist jegliche Aminoséure

Di\}erses Merkmal
(7)..(7)

Xaa ist jegliche Aminoséure -

Diverses Merkmal
(8)..(8)

Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal . .
‘_?2_3 '_;(,2) .
Xaa ist jegliche Aminoséure

~ Diverses Merkmal
- {10)....(10)

Xaa ist jegliche Aminosaure

88

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
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1 5 10
<210> 89

<211> 10

<212> PRT

<213> agifizielle Sequenz

<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (1)..(1)

<223> yaaist jegliche Aminosaure

<220> )
<221> Diverses Merkmal

<222> (2)..(2)
<223>. Xaa ist jegliche Aminosiure

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223>  Yaaist jegliche Aminosaure

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (4)..(4)
<223>  yaaist jegliche Aminos&ure

<220>
<221> Diverses Mertimal

<222> (5)..(5) _ .
<223>  yaa ist jegliche Aminoséure

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (6)..(6)

<223>  y,g ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (7)..(7)
<223> y a3 ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<223> Xaa ist jegliche Aminosaure

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (9)..(9)
<223> Xaa ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (10)..(10)

223 . N
< > Xaa ist jegliche Aminoséure
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<400> 89
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10
<210> 90
<211> 16
<212> ’PRT
<213> ppifizielle Sequenz
<220>
<221>  Diverses Merkmal
<222? (1) ..¢1)
<223>° yaaist jegliche Ammosaure
<220>
<221> piverses Merkmal
<222> (2)..(2)
223> Xaa ist jegliche Aminosadure
<220> -i
<221> Diverses Merkmal
<222>. (3)..(3)
223 .
< g Xaa ist jegliche Ammosaure
<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (4)..(4)
<223>  y., ist jegliche Aminosaure
<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (5)..(5)
<223> Xaa ist jegliche Aminosaure
220
:221: Diverses Merkmal
<222> (6)..(6) _ -
<223> “yaq ist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden
<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (7)-.(7) ‘ '
<223> . Xaaist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden
N\
<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (8)..(8) .
<223>  Xaa ist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden
<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (9)..19) ) _
<223>  xaa ist jegliche Aminosaure und kann durch Deletion entfernt werden
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<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (10)..(10)

<223>  xaa ist jegliche Aminos4ure und kann durch Deletion entfernt werden

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (11)..(11)
<223>  yaa ist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden

<220>

<221> Diverses Merkmal
222 12)..(12
< > B2 a2 jetion entfernt werden

<223>  Xaa ist jegliche Aminosaure und kann durch De

<220> . '
<221> Diverses Merkmal

<222> (13)..(33)
<223> Xazist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> ,114):.(14)

<223> .
- Xaa ist jegliche Aminoséure

<220> .
<221> Diverses Merkmal
<222> (15)..(15)

<223> .
Xaa ist jeghche Ammosaure :

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (16)..(16)

<223> C .
Xaa ist jegliche Aminosiure

<400> 90

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10 15

<210> 91

<211> 15

<212> PRT

<213>  atifizielle Sequenz

<220> ’

<221> Diverses Merkmal
<222> {(1)..(1)

<223> Xaa ist jegliche Aminoséaure . |

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (2)..{(2)
223 P .
< > Xaaist jegliche Aminoséure

<220>
<221> Diverses Merkmal
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<222> (3})..(3)
<223>  y .3 ist jegliche Aminosaure

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (4)..(4)
223 e :
<223>  yaa ist jegliche Aminosaure

celal !

<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (5)..(S).

<223>  Xaa ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (6)..(6)
<223>  yaa ist jegliche Aminoséure

<220> ) ' '
<221> Diverses Merkmal

<222> (7)..(7)

.<223>  yaa ist jegliche Aminosaure und kann durch Deletion entfernt werden

<220> :
<221> Diverses Merkmal

<222> (8). . (8)

223> Yaaist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden

P

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> {9)..(9)

<223>  yaa ist jegliche Aminoséure und kann durch Deletion entfernt werden

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (10)..(10)

<223>  yg5 st jegliche Aminosdure und kann durch Deletion entfernt werden

<220> .
<221>, Diverses Merkmal

<222>° (11)..(11)
<223>  yaaist jegliche Aminoséure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (12)..(12)
<223> Xaa ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (13)..(13)
<223> ' . S
Xaa ist jegliche Aminosaure

<220>
<2215 Djverses Merkmal
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<222> (14)..(14)
<223> yaa ist jegliche Aminoséure 4

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (15)..(15)
<223> Xaa ist jegliche Aminoséaure

<400> 91

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
<210> 92

<211> 7

<212> PRT

<213> agifizielle Sequenz
<220> .

<221> Diverses Merkmal
<222> (1)..(1)
<223>  yaaist jegliche Aminoséure

<2éO>
<221> Diverses Merkmal

'<223> L .
Xaa ist jegliche Aminoséure

<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> ({3)..{3)

<223> Xaa ist jegliche Aminosaure

<220> .-
<221> Diverses Merkmal
<222> (4)..(84)

<223>  xaa st jegliche A-mindséiu'ré

<220> o
<221> Diverses Merkmal
<222> (5)..(5)

223
<243>  xaa ist jegliche Aminos4ure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (6)..(6)
<223> | Xda ist jegliche Aminosaure

<220> ’
<221> Diverses Merkmal

<222> (7)..(7)
<223> Xaa ist jegliche Aminosaure

<400> 92

Xaa &ga Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 s
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<§20>
<221>

<222> .

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

DE 600 14 575 T2

93
9
PRT
Artifizielle Sequenz

Diverses Merkmal
(1)..(1)

~ Xaa ist jegliche Aminosdure

Diverses Merkmal
(2)..(2)

Xaa ist jegliche Aminqsﬂure

Diverses Merkmal
{3)..(3)

Xaa ist jegliche Aminosaure |

Diverses Merkmal .
(a)..(s) . ,
Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
{5).. (5).

Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(6). .{6)

Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
..M
Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(8).-. (8)
Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(9).. (9)

" Xaa ist jegliche Aminosaure

93

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

<210>

5

94
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<211> 11
<212> PRT

<213> ,difizielle Sequenz

<400> 94

Arg Ala Ser Glu Ser Val His Asn Tyr Met His
1 S 10
<210> 95

<211> 33

<212> DNA .

<213> Artifizielle Sequenz

<220> .

<221> CDS

<222> - (1)..(33)
<223>  odierende DNA fiir L-CDR1-Mut

<400> 95
aga gcc agt gaa agt gtt cat aat tat atg cac

33

Arg Ala Ser Glu Ser Val His Asn Tyr Met His

1 5 10

<210> 96

<211l> 11

<212> ‘PRT

<213>  aifizielle Sequenz :

<400> 96

Arg Ala Ser Glu Ser Val His Asn Tyr Met His

1 5 10

<210> 97

<211> 10

<212> PRT

<213> Artifiziell: Peptid eptide

<400> 97

Gly Phe Ser Leu Thr Gly Tyr Gly Val Asn

1 5 10

<210> 98

<211> 16

<212> PRT

<213>  arifizielle Sequenz

<400> 98

Met Ile Trp Gly Asp Gly Asn Thr Asp Tyr Asn Ser Ser Val Lys Gly
1 5 10 15
<210> 99

<211> 11

<212> PRT

<213>  Aftifizielle Sequenz
<400> 99

Arg Ala Ser Gly Asn Ile His Asn Tyr Leu Ala
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1 S ' 10

<210> 100

<211> 7

<212> PRT

<213>  ppifizielle Sequenz

<400> 100

Tyr Thr Thr Thr Leu Ala Asp

1 5

<210> 101

<211> 125

<212> PRT

<213>  Arifizielle Sequenz

<220> -

<221> Diverses Merkmal

<222> (24)..(24)
2 . .

<223> Xaa ist Ala

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (27)..(27)

<223>  yaa ist jegliche Aminossure
220>

:2 21> Diverses Merkmal

<222> (28)..(28)

<223>  Xaga ist jegliche Aminoséure’

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (29)..(29)

<223> xaa ist jegliche Aminoséure

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (30)..(30)

<223>  yaa ist jegliche Aminoséure

<220> .

<221> Diverses Merkmal

<222> (31)..(31)

<223> xaa ist jegliche Aminosaure

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (32)..(32)

223> Xaaist jegliche Aminosaure

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (33)..1(33)

<223>

Xaa ist jegliche Aminoséaure
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<2235

<220>
<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223> .

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221> -

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>

<223>
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Diverses Merkmal
(34) .. (34)

Xaa ist jegliche Arriinoséuré -

Diverses Merkmal
(35)..(35)

)?aa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(36)..(36)

Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(48) .. (48)

Xaa ist Leu oder eine nicht polare Aminosaure

Diverses Merkmal
(513 ..(51)

Xaa ist jegliche Aminoséure

misc_feature
(52)..(52)

. Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(53)..(53)

Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(54) .. (54)

Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(55)..(55)

' Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(56) .. (56)
Xaa is any amino acid

Diverses Merkmal
(57)..(57)

- Xaa ist jegliche Aminos&ure
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220> .

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

charg -

<220>
<221>

<222>

<223>
charg

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
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Diverses Merkmal
(58) .. (58)

Xaa ist jegliche Aminoséure

- Diverses Merkmal
{59)..(59)
Xaa is any amino acid

Diverses Merkmal
(60} .. (60)

Xaa ist jegliche Aminoséure

e

Diverses Merkmal
(62) .. (62)

Xaa ist Pro, eine nicht polare Aminoséure oder eine Aminosiure
ohne Ladung |

Diverses Merkmal

(63)..(63)
Xaa ist Asp, eine nicht polare Aminoséure oder eine Aminoséure

ohne Ladung

1 Diverses Merkmal . ..
(73)..(73)
Xaa ist Arg oder eine basische Aminosdure

Diverses Merkmal
( 78)..(78) )
Xaa ist Asn oder eine polare Ammosaure ohne Ladung

- Diverses Merkmal

(80)..(80)
" Xaa ist Leu oder eine mcht polare Aminosaure

Diverses Merkmal
(99)..(93)

Xaa ist jegliche Aminoséure

Diverses Merkmal
(100) .. (100)
Xaa ist jegliche Aminoséaure

Diverses Merkmal
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' <222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221> -

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220> ¢

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
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(101) .. (101}
Xaa ist jegliche Aminosédure

Diverses Merkmal
(102) .. (102)

-Xaa ist jegliche Aminoséaure :

Diverses Merkmal
(103) .. (103)
Xaa ist jegliche Aminoséure

DiveLses Merkmal
(104) .. (104)

Xaa ist jegliche Aminoséure oder kann durch Deletion entfemt werden

Diverses Merkmal
(105{..(105)

Xaé ist jegliche Aminosé&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
(106) .. (106)
‘ Xaa ist jegliche Aminoséure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
{(107) .. (107)

Xaa ist jegliche Aminosé&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

‘Diverses Merkmal
{108) .. (108)

Xaa ist jegliche Aminoséure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
{109)..(109)

Xaa ist jegliche Aminos&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
(110) .. (210}
Xaa ist jegliche Aminosédure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
(111)..(111)

Xaa ist jegliche Aminos&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
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<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (58)..(s8)
<223> ) .
Xaa ist jegliche Aminosaure

<220> :
<221> Diverses Merkmal
<222>  (59)..(59) .

§<223>  yoa ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (60)..(60)
<223> Xaa ist jegliche Aminosaure

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (62)..(62)

ne Aminosaure ohne Ladung

<223> Xaa ist Pro, eine nicht polare Aminosgure oder ei

<220> ' -
<221> 1 Diverses Merkmal
<222> (63)..(63)

223> eine nicht polare Aminoséaure oder eine Aminoséure oh

charg XaaistAsp, ne Ladung

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (73)..(73)
22 - - - L
<223> ' xaaist Arg oder eine basische Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (78)..(78)
<223> | . . )
Xaa ist Asn, eine polare Aminoséure ohne Ladung

<220> . .
<221> Diverses Merkmal

<222> (80) .. (80)
€223> Xaa ist Leu, eine nicht polare Aminoséure

<220> .
<221> Diverses Merkmal

<222> (99)..(99)
22 S : :
< ﬁ Xaa ist jegliche Aminosaure

<2205
<221> - Diverses Merkmal
<222> (100)..(100)

<223> s a1 . .
Xaa ist jegliche Aminosaure

<220>,
<221> Diverses Merkmal
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<222>
<223>

<2205

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>.

<221>
<222g
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<2203
<221>

DE 600 14 575 T2 2005.10.13

(101) .. (101)
Xaa ist jegliche Aminosaure

1 Diverses Merkmal
(102) .. (102)

Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(103) .. (103)

'Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal

(104) .. (104)
Xaa ist jegliche Aminos&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal

"+ (108) .. (105)

)kaa ist jegliche Ar;winoséure oder kann durch Deletion entfernt werden

) Diverses Merkmal
(106) . . (106)
Xaa ist jegliche Aminosaure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
(107) .. (107)
Xaa ist jegliche Aminosidure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
(108) .. (108)

~ Xaa ist jegliche Aminoséure oder kann .durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal e N

(109) .. (109)
aa ist durch Deletion entfemt werden

Xaa ist jegliche Aminosaure oder kann

1 Diverses Merkmal
(110)..(110)

Xaa ist jegliche Aminos&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal

(111) ..(111)
Xaa ist jegliche Aminosaure oder kann durch Deletion entfernt werden

Diverses Merkmal
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<222> (112)..(112)
<223>  yaq st jegliche Aminosdure

<220>
<221> Diverses Merkmal |
<222> (113)..(113)

<223>  yaa st jegliche Aminoséure

<220> - .
<221> - * Diverses Merkmal
<222> (114)..(114)

223> L P
< Xaa ist jegliche Aminosaure
<400> 101
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 1s
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 . 30
Xaa Xaa Xaa Trp Val Arg Glm Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Xaa Val
3as 40 . 45 .
Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Xaa Asp Asn Ala Lys Xaa Thr Xaa Tyr
65 70 75 - 80
Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 9s
Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 : 120 125
<210> 102
<211> 112
<212> PRT
<213>  Afifizielle Sequenz

<220>
<221> Diverses Merkmal

<223> 7 0 "
Xaa ist jegliche Aminoséaure

<2205
<221> Diverses Meikmial

<222>" (25)..(25)

<223>  yaa ist jegliche Aminoséure

<220>
<221> 1 Diverses Merkmal

<222> (26)..(26)
<223>  xaa ist jegliche Aminos&ure

<220;
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<221> 1Diverses Merkmal
<222> (27)..(27)

<223> ~ Xaa ist jegliche Aminoséure.

<220> )
<221> Diverses Merkmal

<222> (28)..(28)
<223> -xaa ist jegliche Aminosaure

<220>
<221> Diverses Merkmal
<222> (29)..(29)

<223> Xaa ist jegliche Aminoséuré

<220> _ : ‘
<221> Diverses Merkmal

<222> ﬁ30);-(30) _
<223> - xaa ist jegliche Aminoséure oder kann durch Deletion entfernt werden

<220> . . '
<221> . Diverses Merkmal

<222> (31)..(31) :
<223>  Ixaa ist jegliche Aminoséure oder kann durch Deletion entfemt werden

<220> . ‘
<221> Diverses Merkmal

<222> (32)..(32) '
<223>  ¥Xag ist jegliche Aminosaure oder kann durch Deletion entfemt werden

<220>

<221> Diverses Merkmal

<222> (33)..(33)

<223> Xaa ist jegliche Aminos&ure oder kann durch Deletion entfernt werden

<220> . ' '
<221> Diverses Merkmal

<222> (34)..(34)
<223> Xaa is any amino acid

<220> '
<221>- Diyerses Merkmal

<222>  (35)..(35)
223> Xaa ist jegliche Aminoséure

<220>
<221> Diverses Merkmal

<222> (36)..(36)
<223> xaa ist jegliche Aminoséure

<220>
<221> Dijverses Merkmal

<222> (37)..(37)
<223> . as
Xaa ist jegliche Aminosaure

<2205
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<221>
<222>
<2235
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Diyerses Merkmal
(38) ..(38) e
Xaa ist jegliche Aminoséure

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>.

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>
charg

<220>

<221>
<222>
<223>
charg

<220>
<221>
<222>

1 Diverses Merkmal
(54) .. (54)

Xaa_ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(55) .. (55)
Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
{56) ..(56)

-. Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(57)...(57)
Xaa ist jegliche Amjnosﬁure

4

Diverses Merkmal
(58) . .(58)

Xaa ist jegliche Aminosaure

, Diverses Merkmal

(59) ..(59)

Xaa ist jegliche Aminosdure

Diverses Merkmal
(60) . . (60)

Xaa ist jegliche Aminos&ure

Diverses Merkmal
(72) .. (72)

2005.10.13

Xaa ist Arg, eine nicht polare Aminossure oder eine Aminosaure

ohne Ladung

Diverses Merkmal

(75) ..(75)
' Xaa ist Phe, eine nicht polare Aminosaure 0

ohne Ladung

o Diverses Merkmal
(93)..(93)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Asp Ile Glu

1

Gln Arg Ala

Xaa Xaa Xaa

DE 600 14 575 T2

: Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
{94)..(94)

Xaa ist jegliche Aminosaure

y Diverses Merkmal
(95) .. (95)
Xaa ist jegliche Aminosdure

Diverses Merkmal
(96) .. (96)

Xaa ist jegliche Aminosédure

-. Diverses Merkmal
(97)..(97)
? Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
(98) .. (98)
Xaa ist jegliche Aminoséaure

Diverses Merkmal
(99)..(99)

Xaa ist jegliche Aminosaure

Diverses Merkmal
{(100)..(100)

Xaa ist jegliche Aminosaure

1 Diverses Merkmal
(101) .. (101)

Xaa ist jegliche Arriinoséure
102

5 10
20 25

35 40

2005.10.13

Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala
Thr Ile Ser Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

Lys Leu Leu Ile Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

50

Arg Phe - Ser

S5
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Gly Ser Gly Ser Xaa Thr Asp Xaa Thr

vVal Ser Leu Gly
15

Xaa Xaa Xaa Xaa
30

Gly Gln Pro Pro
45

Gly Ile Pro Ala

Leu Thx Ile Asn
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65 70 75 80

Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa
8s 90 95

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105 110

Patentanspriiche

1. Ein Polypeptidpaar, bestehend aus:

— einem Polypeptid, das Gerustpeptide der schweren Kette (H-FR) und Peptide der komplementaritatsbestim-
menden Regionen der schweren Kette (H-CDR) umfasst, wobei H-FR1, H-CDR1, H-FR2, H-CDR2, H-FR3,
H-CDR3, H-FR4 kovalent miteinander in der genannten Reihenfolge verbunden sind, und

— einem Polypeptid, das Gerlstpeptide der leichten Kette (L-FR) und Peptide der komplementaritatsbestim-
menden Regionen der leichten Kette (L-CDR) umfasst, wobei L-FR1, L-CDR1, L-FR2, L-CDR2, L-FRS3,
L-CDRa3, L-FR4 kovalent miteinander in der genannten Reihenfolge verbunden sind, worin H-FR-1 SEQ ID NO:
1 ist, H-FR-2 ist SEQ ID NO: 2, H-FR3 ist SEQ ID NO: 3, H-FR 4 ist SEQ ID NO: 4, L-FR-1 ist SEQ ID NO: 5,
L-FR-2 ist SEQ ID NO: 6, L-FR-3 ist SEQ ID NO: 7 und L-FR-4 ist SEQ ID NO: 8, wobei die genannten Poly-
peptide in der Lage sind, einen Antikdrper im Zytoplasma I6slich und stabil zu machen, wenn das erste in der
variablen Region der schweren Kette und das letztere in der variablen Region der leichten Kette von besagtem
Antikoérper mitumfasst sind.

2. Das Polypeptidpaar gemaR Anspruch 1, worin

das Xaa in Position 24 von SEQ ID NO: 1 Ala ist;

das Xaa in Position 12 von SEQ ID NO: 2 Leu ist;
das Xaa in Position 2 von SEQ ID NO. 3 Pro ist;

das Xaa in Position 3 von SEQ ID NO: 3 Asp ist;

das Xaa in Position 13 von SEQ ID NO: 3 Arg ist;
das Xaa in Position 18 von SEQ ID NO: 3 Asn ist;
das Xaa in Position 20 von SEQ ID NO: 3 Leu ist;
das Xaa in Position 12 von SEQ ID NO: 7 Arg ist; und
das Xaa in Position 15 von SEQ ID NO: 7 Phe ist.

3. Das Polypeptidpaar der Anspriiche 1 oder 2, worin das Polypeptid, das H-FR1, H-CDR1, H-FR2,
H-CDR2, H-FR3, H-CDR3, H-FR4 umfasst, die kovalent miteinander in der genannten Reihenfolge verbunden
sind, mit SEQ ID NO: 101 korrespondiert und das Polypeptid, das L-FR1, L-CDR1, L-FR2, L-CDR2, L-FRS3,
L-CDR3, L-FR4 umfasst, die kovalent miteinander in der genannten Reihenfolge verbunden sind, mit SEQ ID
NO: 102 konespondiert.

4. Das Polypeptid gemaR Anspruch 3, worin besagtes Polypeptid eine Sequenz umfasst, die aus der Grup-
pe ausgewahlt ist, die aus den Sequenzen besteht, die in der Sequenzauflistung von SEQ ID NO: 31 bis SEQ
ID NO: 48 gezeigt werden.

5. Ein Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, das als eine variable Region eines Antikorpers geeig-
net ist, der stabil und I6slich im Zytoplasma ist und spezifisch fiir ein vorbestimmtes Antigen ist, das den fol-
genden Schritt umfasst:

— die Herstellung eines Antikorpers, der als eine variable Region der schweren Kette das Polypeptid aufweist,
das Geristpeptide der schweren Kette (H-FR) und Peptide der komplementaritatsbestimmenden Regionen
der schweren Kette (H-CDR) gemaR den Anspriichen 1 — 3 umfasst, und als eine variable Region der leichten
Kette das Polypeptid, das die Geriistpeptide der leichten Kette (L-FR) und die Peptide der komplementaritats-
bestimmenden Regionen der leichten Kette (L-CDR) gemal den Anspriichen 1 — 3 umfasst;

— das in Kontakt bringen von besagtem Antikdrper mit besagtem Antigen und,

— das Auswahlen des Antikérpers, der besagtes Antigen bindet,

— das Isolieren des Polypeptids der variablen Region der schweren Kette und/oder des Polypeptids der vari-
ablen Region der leichten Kette des Antikorpers, der besagtes Antigen bindet.

6. Das Verfahren gemal Anspruch 5, das zusatzlich den folgenden Schritt umfasst:
— das Sequenzieren der variablen Regionen von besagtem Antikorper, der besagtes Antigen bindet.

7. Das Verfahren gemaf Anspruch 5 oder 6, worin besagtes Antigen das Tat-, Rev-, E7- oder NS3-Protein
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ist.

8. Ein Verfahren zur Herstellung von Peptiden, die einem Antikérper entweder Bindungsspezifitdt gegeni-
ber einem vorbestimmten Antigen oder L3slichkeit und Stabilitdt im Zytoplasma vermitteln, das den folgenden
Schritt umfasst:

— die Herstellung eines Antikorpers, der als eine variable Region der schweren Kette das Polypeptid aufweist,
das Gerlstpeptide der schweren Kette (H-FR) und Peptide der komplementaritatsbestimmenden Regionen
der schweren Kette (H-CDR) gemaf den Ansprichen 1 — 3 umfasst, und als eine variable Region der leichten
Kette das Polypeptid, das die Gerlstpeptide der leichten Kette (L-FR) und die Peptide der komplementaritats-
bestimmenden Regionen der leichten Kette (L-CDR) gemaf den Anspriichen 1 — 3 umfasst;

— das in Kontakt bringen von besagtem Antikdrper mit besagtem Antigen und

— das Auswahlen des Antikorpers, der besagtes Antigen bindet,

— das Isolieren des Polypeptids der variablen Region der schweren Kette und/oder des Polypeptids der vari-
ablen Region der leichten Kette des Antikdrpers, der besagtes Antigen bindet,

— das Isolieren entweder des Teils von besagtem Antikdrpers, der die Bindungsspezifitadt des besagtem Anti-
korper vermittelt oder des Teils, der die Stabilitdt und Léslichkeit im Zytoplasma von besagtem Antikérper ver-
mittelt.

9. Ein Peptid, das Bindungsspezifitat fur ein vorbestimmten Antigen vermittelt, das durch das Verfahren ge-
maRk Anspruch 8 herstellbar ist.

10. Das Peptid gemaf Anspruch 9, das durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass es eine Sequenz um-
fasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus den Sequenzen besteht, die in der beigefiigten Sequenzauf-
listung von SEQ ID NO: 9 — SEQ ID NO: 30 und als SEQ ID NO: 94 gezeigt werden.

11. Ein Antikorper, der eine schwere Kette umfasst, wobei die variable Region von besagter schweren Ket-
te Gerlstpeptide der schweren Kette (H-FR) und Peptide der komplementaritatsbestimmenden Regionen der
schweren Kette (H-CDR) umfasst, wobei H-FR1, H-CD1, H-FR2, H-CDR2, H-FR3, H-CDR3, H-FR4 kovalent
miteinander in der genannten Reihenfolge verbunden sind, und eine leichte Kette umfasst, wobei die variable
Region von besagter leichten Kette Gerustpeptide der leichten Kette (L-FR) und Peptide der komplementari-
tatsbestimmenden Regionen der leichten Kette (L-CDR) umfasst, wobei L-FR1, L-CDR1, L-FR2, L-CDR2,
L-FR3, L-CDR3, L-FR4 kovalent miteinander in der genannten Reihenfolge verbunden sind, worin H-FR-1
SEQ ID NO: 1 ist, H-FR-2 ist SEQ ID NO: 2, H-FR-3 ist SEQ ID NO: 3, H-FR-4 ist SEQ ID NO: 4, L-FR-1 ist
SEQ ID NO: 5, L-FR-2 ist SEQ ID NO: 6, L-FR-3 ist SEQ ID NO: 7 und L-FR-4 ist SEQ ID NO: 8.

12. Ein Antikérper gemafl Anspruch 11, der durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass er als variable
Region der schweren Kette ein Polypeptid umfasst, das die Sequenz umfasst, die in der beigefiigten Sequen-
zauflistung als SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO:
41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45 oder SEQ ID NO: 47 aufgelistet ist, und respektive als variable Region der
leichten Kette ein Polypeptid, das die Sequenzen umfasst, die in der beigefiigten Sequenzauflistung als SEQ
ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 46 oder SEQ ID NO: 48 aufgelistet sind.

13. Ein Antikdrper gemaf Anspruch 11, worin besagter Antikorper ein scFv, FAB, Fv, dAb, IgG oder IgA ist.
14. Ein Antikérper gemaf Anspruch 12, worin besagter Antikérper ein scFv, FAB, IgG oder IgA ist.

15. Ein Antikérper gemal Anspruch 13 oder 14, worin besagter Antikérper ein scFV ist und die Polypepti-
de, die als variable Region der schweren Kette und der leichten Kette mit umfasst sind, durch einen Linker ver-
bunden sind.

16. Ein Antikdrper gemaf Anspruch 15, worin besagter Linker die Sequenz umfasst, die in der beigefiigten
Sequenzauflistung in SEQ ID NO: 51 aufgezeigt wird.

17. Ein Verfahren zur Gewinnung eines Antikdrpers gemal einem der Anspruche 11-16 mit einer Bin-
dungsspezifitat fir ein vorbestimmtes Antigen, das die folgenden Schritte umfasst:
— die Herstellung eines Antikorpers, der als eine variable Region der schweren Kette das Polypeptid aufweist,
das Gerlstpeptide der schweren Kette (H-FR) und Peptide der komplementaritatsbestimmenden Regionen
der schweren Kette (H-CDR) gemaf den Ansprichen 1 — 3 umfasst, und als eine variable Region der leichten
Kette das Polypeptid, das die Gerlstpeptide der leichten Kette (L-FR) und die Peptide der komplementaritats-

70/78



DE 600 14 575 T2 2005.10.13

bestimmenden Regionen der leichten Kette (L-CDR) gemal} den Anspriichen 1 — 3 umfasst;
— das in Kontakt bringen von besagtem Antikérper mit besagtem Antigen und
— das Auswahlen des Antikorpers, der besagtes Antigen bindet.

18. Ein Polypeptid, das durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass es fir ein Polypeptid gemafl einem
der Anspriiche 1 — 4 kodiert.

19. Ein Polypeptid, das durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass es fir ein Polypeptid gemafR einem
der Anspriiche 9 und 10 kodiert.

20. Ein Polynukleotid gemaR Anspruch 18, das eine Sequenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
die aus den Sequenzen besteht, die in der beigefligten Sequenzauflistung als SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ
ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO:
82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 91, SEQ
ID NO: 92, SEQ ID NO: 93 und SEQ ID NO: 95 gezeigt werden.

21. Ein Polypeptid, das durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass es fir einen Antikdrper gemal einem
der Anspriiche 11-16 kodiert.

22. Ein Polynukleotid gemaR Anspruch 21, das eine Sequenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist,
die aus den Sequenzen besteht, die in der beigefligten Sequenzauflistung als SEQ ID NO: 84 bis SEQ ID NO:
86 gezeigt werden.

23. Eine pharmazeutische Zusammensetzung, die durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass sie als ein
aktives Mittel eine therapeutisch wirksame Menge eines Antikorpers gemaf einem der Anspriiche 11-16 zu-
sammen mit einem pharmazeutisch vertraglichen Tragermittel oder Hilfsstoff umfasst.

24. Eine pharmazeutische Zusammensetzung, die durch die Tatsache gekennzeichnet ist, dass sie als ein
aktives Mittel eine therapeutisch wirksame Menge der Polynukleotide gemaf einem der Anspriiche 18 — 22
zusammen mit einem pharmazeutisch vertraglichen Tragermittel oder Hilfsstoff umfasst.

25. Der Antikérper gemaf einem der Anspriiche 11-16 zur Verwendung als ein Medikament.

26. Verwendung des Antikdrpers gemaf einem der Anspriche 11-16 zur Herstellung eines Medikaments
zur Behandlung von Pathologien, die mit der Anhaufung eines Molekuls innerhalb oder aulerhalb einer
menschlichen oder tierischen Zelle assoziiert sind.

27. Ein Polynukleotid gemaR einem der Anspriche 18 — 22 zur Verwendung als ein Medikament.

28. Verwendung des Polynukleotids gemaf einem der Anspriiche 18 — 22 zur Herstellung eines Medika-
ments zur Gentherapie von Pathologien, die mit der Anhaufung eines Molekils innerhalb oder auf3erhalb einer
menschlichen oder tierischen Zelle assoziiert sind.

29. Verwendung der Antikérper gemaf einem der Anspriche 11-16 und/oder der Polynukleotide gemaf
einem der Anspruche 18 — 22 zur in-vitro-Diagnose von Pathologien, die mit der Anhaufung eines Molekdls

innerhalb oder auRerhalb einer menschlichen, tierischen oder pflanzlichen Zelle assoziiert sind.

30. Ein diagnostisches Kit, das als ein Reagenz einen Antikdrper gemal einem der Anspriiche 11-16
und/oder die Polynukleotide gemaf einem der Anspriiche 18 — 22 umfasst.

31. Ein diagnostisches Kit, das als ein Reagenz ein Peptid gemaf Anspruch 9 oder 10 umfasst.
32. Verwendung eines Antikdrpers gemal einem der Anspriche 11-16 und/oder eines Polynukleotid ge-

maRk Anspruch 18 — 22 zur Behandlung von Pathologien, die mit der Anhaufung eines Molekdls innerhalb oder
aufderhalb einer pflanzlichen Zelle assoziiert sind.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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