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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate mit einer kovalenten Verkniipfung eines oder mehrerer auf
gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierender Polypeptidmolekile und eines oder mehrerer funktioneller Be-
standteile. Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Konjugates
sowie die Verwendung des Konjugates in der Diagnostik, Therapie und Chromatographie.

Stand der Technik

[0002] Gamma-ll-Kristallin gehort zur Familie der beta-gamma-Kristalline und ist ein Strukturprotein der Au-
genlinse mit ubiquitarer Verbreitung in Vertebraten (Jaenicke & Slingsby, 2001). Beta-gamma-Kristalline bilden
eine hoch homologe Proteinfamilie, die sich durch zwei strukturell identische Doméanen auszeichnet und weit-
gehend aus beta-Faltblattstrukturen besteht (Wistow & Piatigorsky, 1988). Das Ubergeordnete Strukturmotiv
aller beta-gamma-Kristalline ist die so genannte greek key Topologie. Sie besteht aus vier antiparallelen be-
ta-Strangen, von denen zwei Ubereinander liegend eine Domane der Kristalline bilden (Blundell et al., 1981).

[0003] Die natirliche Funktion der Kristalline beruht auf der Erzeugung eines hohen Brechungsindex in der
Augenlinse, was durch eine extrem hohe, lokale Proteinkonzentration von bis zu 860 mg/ml erreicht wird (Ku-
maraswamy et al., 1996). Bedingt durch die rdumliche Struktur sind Kristalline sehr stabile und gut I16sliche Pro-
teine, die eine hohe Proteaseresistenz aufweisen. Die Lokalisierung im Inneren der Augenlinse hat weiterhin
zur Folge, dass gamma-Kristalline keinem protein turn over unterliegen. Beta-gamma-Kristalline weisen damit
eine der héchsten Lebensdauern auf, die fir Proteine bekannt ist (Jaenicke, 1996).

[0004] Der am besten charakterisierte Vertreter dieser Proteinfamilie ist das bovine gamma-Kristallin. Die
Raumstruktur konnte fir den Wildtyp des Proteins bei verschiedenen Auflésungen und fur eine ganze Reihe
von Punktmutanten bestimmt werden (Najmudin et al., 1993; Kumaraswamy et al., 1996; Norledge et al.,
1996). Dabei zeigte sich, dass das Protein tber eine hydrophobe Spalte zwischen den beiden Domanen sta-
bilisiert wird. Gebildet wird diese Spalte durch die intramolekularen Wechselwirkungen von sechs hydrophoben
Resten, bestehend aus drei Resten in der N-terminalen Doméane und den topologisch identischen drei Resten
in der C-terminalen Domane (Wistow et al., 1983). Die Stabilitdt gegenlber chemischen Agenzien ist weitge-
hend unabhangig von dem kurzen Peptid, das die beiden Doméanen verbindet (Mayr et al., 1994).

[0005] Bovines gamma-Kristallin weist eine Grof3e von ca. 20 kDa auf und zeichnet sich durch eine aul3erge-
wohnlich hohe Stabilitat aus. Es ist gegentiber 8 M Harnstoff bei neutralem pH-Wert resistent. Im pH-Bereich
von 1 bis 9 liegt es in seinem nativen Zustand vor (Rudolph et al., 1990; Sharma et al., 1990), und selbst bis
zu einer Temperatur von 75°C ist das Protein in 7 M Harnstoff stabil (Jaenicke, 1994). Die rekombinante, cyto-
solische Expression von gamma-Kristallinen in E.coli gelingt mit sehr hohen Ausbeuten (Mayr et al., 1994).

[0006] Die proteinchemischen Eigenschaften — hohe Stabilitat, geringes Molekulargewicht, hohe cytosolische
Expressionsraten — machen die Proteinklasse der gamma-Kristalline zu attraktiven Kandidaten fir die Gene-
rierung alternativer Bindemolekiile.

[0007] Durch Fiedler & Rudolph wurde eine Phagemid-Bibliothek (GCUC1) auf der Grundlage des bovinen
gamma-lI-Kristallins als Gerustprotein erstellt, wobei acht oberflachenexponierte Aminosauren in den Positio-
nen 2, 4, 6, 15, 17, 19, 36 und 38 (ohne Startmethionin) auf DNA-Niveau randomisiert wurden. Nach diversen
Selektionsrunden mittels Phage Display konnten Varianten mit einer spezifischen Bindung an Ostradiol und
einer Affinitat im uM-Bereich nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass auf dem bovinen gam-
ma-II-Kristallin vorher nicht vorhandene Bindungseigenschaften de novo generiert werden kénnen und gam-
ma-Kristalline sich generell als Geristproteine (scaffold) zur Isolierung von alternativen Bindemolekiilen eig-
nen (siehe Patent DE 19932688 A1).

[0008] In folgenden Arbeiten wurde eine neue Bibliothek auf der Grundlage des humanen gamma-l|-Kristall-
ins erstellt. Die Wahl des humanen gamma-II-Kristallins als scaffold und die damit verbundene Konstruktion
einer neuen Bibliothek hat entscheidende Vorteile: 1. Das humane gamma-II-Kristallin weist im Vergleich zum
bovinen Protein eine entscheidend héhere Stabilitdt gegentiber denaturierenden Einflissen auf, 2. Der huma-
ne Ursprung des Proteins sollte zu einer sehr geringen Immunogenizitat von entsprechenden Varianten bei
therapeutischen Anwendungen fiihren und 3. Eine neu konstruierte Bibliothek mit hdherer Komplexitat sollte
es ermdglichen, héher affine Bindemolekule zu isolieren (Ling 2003). In Anlehnung an die Bibliothek GCUC1
wurden die gleichen acht Aminosaure-Positionen (ohne Berucksichtigung des Startmethionins Position 2, 4, 6,
15, 17, 19, 36, 38) zur Randomisierung ausgewabhlt. Die mit beschriebenen Methoden (Patent DE 19932688
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A1) erstellte neue Bibliothek CR20 auf der Grundlage des humanen gamma-II-Kristallins besitzt eine theoreti-
sche GroRe von 5 x 108 unabhangigen Varianten, die jeweils ca. 130 mal in der Bibliothek vertreten sind. Nach
Sequenzierung von uber 200 unabhangigen Varianten zeigte sich, das Gber 80 % aller Varianten nur in den
acht randomisierten Positionen Substitutionen aufwiesen. Des weiteren zeigten die Sequenzen der Varianten
in den substituierten Positionen, ausgenommen die dritte Codon-Position, nahezu eine Gleichverteilung aller
moglichen Nukleotide. Damit ist diese Bibliothek, die in den acht randomisierten Positionen alle 32 mdgliche
Codone aufweist, qualitativ sehr hochwertig.

[0009] Als zweites scaffold (Gerlst) Protein fiir die Generierung alternativer Bindemolekiile findet humanes
Ubiquitin Anwendung. Ubiquitin ist ein kleines, monomeres und zytosolisches Protein, das — in seiner Sequenz
hochkonserviert — von den Protozoen bis zu den Vertebraten in allen bekannten eukaryotischen Zellen vor-
kommt. Es spielt im Organismus eine grundlegende Rolle bei der Regulation des kontrollierten Abbaus zellei-
gener Proteine.

[0010] Die Polypeptidkette des Ubiquitins besteht aus 76 Aminosauren, die in einer duflerst kompakten al-
pha/beta-Struktur gefaltet sind (Vijay-Kumar, 1987): Nahezu 87 % der Polypeptidkette sind durch Wasserstoff-
briicken an der Ausbildung der Sekundarstrukturelemente beteiligt. Als prominente Sekundarstrukturen kon-
nen dreieinhalb alpha-helikale Windungen sowie ein aus funf Strdngen bestehendes, antiparalleles Beta-Falt-
blatt gelten. Die charakteristische Anordnung dieser Elemente — ein zu einer Oberflache des Proteins expo-
niertes antiparalleles Beta-Faltblatt, welches auf seiner Rickseite von einer senkrecht dartber liegenden al-
pha-Helix bedeckt wird, — gilt generell als sogenanntes Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv. Ein weiteres Merkmal
der Struktur ist ein ausgepragter hydrophober Bereich im Inneren des Proteins zwischen alpha-Helix und be-
ta-Faltblatt.

[0011] Die kinstliche Herstellung von Ubiquitin ist aufgrund der geringen Gréf3e sowohl durch chemische
Synthese, als auch mittels biotechnologischer Verfahren mdglich. Wegen der gunstigen Faltungseigenschaf-
ten kann Ubiquitin bei der gentechnischen Gewinnung mit Hilfe von Mikroorganismen wie z. B. E.coli in ver-
haltnismaRig groflen Mengen wahlweise im Zytosol oder dem periplasmatischem Raum produziert werden.

[0012] Die einfache und effiziente bakterielle Herstellung erméglicht die Verwendung von Ubiquitin als Fusi-
onspartner fur andere herzustellende Fremdproteine, deren Produktion problematisch ist. Durch die Fusion mit
Ubiquitin kann eine verbesserte Loslichkeit und damit eine verbesserte Ausbeute erzielt werden (Butt et al.,
1989).

[0013] Ausgehend von vorliegenden Kristallstrukturdaten (PDB Datenbankeintrag 1UBI) konnten mittels
rechnergestltzter Analyse die Positionen solcher Aminosauren im Ubiquitin-Proteingerust lokalisiert werden,
deren Seitenketten oberflachenexponiert d. h. dem Losungsmittel oder einem potentiellen Bindungspartner zu-
gewandt sind. Die ausgewahlten Positionen befinden sich in raumlicher Nahe zueinander am Beginn des ers-
ten aminoterminalen beta-Faltblattstrangs (Pos. 2, 4, 6) sowie im loop (Pos. 62, 63) bzw. am Beginn des car-
boxyterminalen beta-Faltblattstrangs (Pos. 64, 65, 66) und bilden mit ihren Aminosaureseitenketten einen zu-
sammenhangenden Bereich auf der Oberflache des Ubiquitins. Durch zufallige Aminosaure-Substitutionen in
der analysierten Region wurde so ein hypervariabler oberflachenexponierter Bereich auf der weiterhin intakten
Proteinstruktur des Ubiquitins generiert (PCT/EP2004/005730, nicht verdffentlicht).

[0014] Die Generierung einer kinstlichen Bindungsflache auf einem beta-Faltblatt Protein stellt eine neuarti-
ge und interessante Alternative zu herkdmmlichen Antikérpern dar. Es konnte der Beweis erbracht werden, das
eine neue, kunstlich generierte Bindungsstelle auf der Oberflache von gamma-Kristallinen oder Ubiquitin-ahn-
lichen Proteinen zu funktionsfahigen Bindemolekilen fiihrt (DE 19932688 A1) (PCT/EP2004/005730, nicht
veroffentlicht).

[0015] Jedoch fehlte bisher jede Anregung oder Hinweis darauf, diese Polypeptidmolekile zur Bildung eines
Konjugat an einen weiteren Bestandteil zu koppeln, um sie fir diagnostische, therapeutische und analytische
Anwendungen brauchbar zu machen, ohne dabei einen Funktionsverlust eines der beiden oder beider Be-
standteile zu erleiden.

Aufgabenstellung
[0016] Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Konjugat aus einem auf gam-

ma-Kristallin oder Ubiquitin basierenden Polypeptid und einem funktionellen Bestandteil bereitzustellen, wobei
das jeweilige Polypeptidmolekiil eine gegenliber dem Wildtyp-Polypeptid veranderte Bindungseigenschaft zur
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spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist, wobei beide Bestandteile des Konjugates nach Kopplung
aneinander ihre Funktionalitéat beibehalten oder diese durch die Kopplung sogar gesteigert wird.

[0017] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Verfahren bereitzustellen, mit dem solche
Konjugate identifiziert, hergestellt und auf ihre funktionellen Eigenschaften tberprift werden kénnen.

[0018] Diese Aufgaben werden durch den Gegenstand der unabhangigen Anspriche geldst. Bevorzugte
Ausfuhrungsformen ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen.

[0019] Die vorliegende Erfindung betrifft die ortsspezifische und selektiv, ungerichtete Kopplung von neuarti-
gen Bindeproteinen, die auf gamma-Kristallin und Ubiquitin basieren, an verschiedenste Molekiile, wie z.B.
Proteine (chromophore Proteine und Enzyme), Matrices (z.B. Dextran, Polymethacrylat, Agarose, Sepharose,
Polystyrenderivate und Cellulose) und kleine Molekiile (beispielweise Fluoreszenzmarker, Biotin, Digoxigenin,
Radioisotope, Antibiotika u.a.). Diesen, so genannten Affilin™ Molekiilen eigen ist das de novo Design einer
Bindungsregion in Beta-Faltblattstrukturen der Proteine. Somit unterscheiden sie sich von der prominentesten
Klasse an Bindeproteinen in der Natur, den Antikdrpern, bei denen die Bindungsregion in flexiblen loop-Berei-
chen (CDR's) des Proteins lokalisiert ist. Ein weiterer Unterschied zwischen Affilin™ und Antikdrpern ist die Mo-
lekulgréRe. Die beiden als Basis fiir die erste Komponente des erfindungsgemaflen Konjugates eingesetzten
Polypeptide besitzen ein Molekulargewicht von 20 (gamma-Kristallin) bzw. 10 kDa (Ubiquitin), Antikdrper ein
Molekulargewicht von 150 kDa (IgG).

[0020] Die vorliegende Erfindung beinhaltet Verfahren zur Herstellung von Konjugaten aus diesen Polypepti-
den und den entsprechenden Kopplungspartnern sowie deren Einsatz in verschiedenen Anwendungen und
zeigt Uberraschenderweise, dass diese Kopplungsmethoden weder zum Verlust der biologischen Aktivitat des
Kopplungspartners noch zum Verlust der Bindungseigenschaften der Polypeptide an ihre Liganden flhren.

[0021] Beispielhaft fur die Erfindung werden die Kopplung der Polypeptid-Komponenten an eine Dextranma-
trix im BIACORE System, die Kopplung an den Fluoreszenzfarbstoff Oyster®556, das chromophore Protein
Phycoerythrin (PE) und das Enzym Meerrettich-Peroxidase, sowie die Immobilisierung eines Polypeptides an
ein Tragermaterial zur Verwendung in der Affinitdtschromatographie beschrieben. Erfindungsgemaf wurden
die Kopplungen dabei entweder direkt an das Polypeptid-Molekiil, z.B. an nucleophile Seitenketten der Prote-
ine, oder zielgerichtet an C-terminale Peptidlinker realisiert. Uberraschenderweise waren die Kopplungsmetho-
den auf beide scaffolds Gbertragbar und flhrten zu keiner Beeintrachtigung der Bindungseigenschaften dieser
Molekile. Gerade die Kopplung der relativ kleinen Polypeptid-Molekiile (10 bzw. 20 kDa) mit groRen Proteinen
wie z.B. Phycoerythrin (240 kDa), bei gleichzeitiger Beibehaltung der Bindungsaktivitat, war nicht zu erwarten.

[0022] Die so erhaltenen Konjugate schranken die Bindungsfahigkeit der Affilin™ Molekdle Giberraschender-
weise nicht ein, vielmehr konnte bei bestimmten Konjugaten eine Erhéhung der makroskopischen Dissoziati-
onskonstante beobachtet werden (Aviditatseffekt), was weitere Méglichkeiten fir den Einsatz der Polypep-
tid-Molekdile in z.B. der Therapie bietet. Auerdem zeigte sich, dass diese Polypeptid-Molekule auch nach
Kopplung an wasserunlésliche Matrices Bindungsaktivitat zeigen und nach Behandlung mit denaturierenden
Agenzien wie Harnstoff, Guanidinium, Ethanol, Natronlauge oder Salzsaure regenerierbar sind, das heillt ihre
Bindungseigenschaften wieder hergestellt werden kénnen.

[0023] Durch detaillierte Analyse der Strukturdaten von gamma-Kristallin und Ubiquitin basierter Molekdle er-
offnete sich die Mdéglichkeit, die unspezifische Kopplung selektiv zu gestalten, indem gezielt Lysinreste ange-
steuert werden. Die Strukturanalyse zeigte, dass sich Lysine beim gamma-Kristallin in der C-terminalen D6-
mane des Proteins befinden und damit fur eine Kopplung geeignet sein sollten (Abb. 1). Auch beim Ubiquitin
gelang die Identifizierung solcher Lysinreste. Allerdings muss fiir solche Kopplungsstrategien sichergestellt
sein, dass sich keine weiteren Lysine in der Bindungsregion befinden.

[0024] Fur die vorliegende Erfindung wurden aus einer humanen gamma-Kristallin Bibliothek (CR20) Poly-
peptide mit einer spezifischen Bindung an IgG-Fc (humanen Ursprungs) oder proNGF und aus der humanen
Ubiquitin Bibliothek (UB10) ein NGF-bindendes Polypeptid selektiert und nachfolgend gereinigt. Durch Einfih-
rung eines speziellen C-terminalen Peptidlinkers definierter Lange inklusive eines Cysteins gelang es Polypep-
tid-Molekile so zu modifizieren, dass eine selektive Kopplung ohne Beeintrachtigung der Bindungsaktivitat er-
halten wurde. Fur eine effiziente Kopplung ist es notwendig, alle restlichen zuganglichen Cysteine zu eliminie-
ren. Bei der unspezifischen Kopplungsmethode der Polypeptid-Molekiile gelang es iberraschenderweise so-
wohl die Bindungsaktivitat der Polypeptide zu erhalten und darlber hinaus eine Erhdhung der Affinitat durch
Aviditat zu erreichen und damit ein sehr attraktives Polypeptid-basiertes Molekilkonjugat fir Diagnostik und
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Therapie herzustellen.

[0025] Solche alternativen Bindemolekiile lassen sich vielseitig in der Therapie, der Diagnostik und der Chro-
matographie einsetzen. Durch die Kopplung von Polypeptiden an unterschiedlichste Partner eréffnet sich die-
sen neuartigen Bindemolekilen ein noch breiteres Einsatzgebiet.

[0026] Die vorliegende Erfindung umfasst insbesondere die folgenden Aspekte und Ausfiihrungsformen:
Gemal eines ersten Aspektes betrifft die vorliegende Erfindung ein Konjugat, das die folgenden Bestandteile
umfasst:

ein oder mehrere auf gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierende Polypeptidmolekdle (1), mit jeweils einer ge-
genuber dem Wildtyp-Polypeptid veranderten Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Ligan-
den, und, damit kovalent verknulpft, einen oder mehrere funktionelle Bestandteile (IlI), wobei nach Kopplung
von (I) an (Il) die Funktionalitat aller Bestandteile erhalten bleibt.

[0027] Mit anderen Worten umfasst das erfindungsgemafRe Konjugat nicht Ubiquitin oder gamma-Kristallin in
ihrer Wildtyp-Form, sondern nur in an den speziellen Liganden angepasster Form. Diese speziell angepasste
Form sieht gegentiber der Wildtyp-Fom veranderte (verbesserte) Bindungseigenschaften an den jeweiligen Li-
ganden vor. Als gemeinsames Prinzip der auf gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierenden Polypeptidmoleku-
le sei darauf hingewiesen, dass bei beiden die Generierung einer kiinstlichen Bindungsflache auf einer Be-
ta-Faltblatt-Struktur erfolgt, um eine spezifische Bindung an einen Liganden von Interesse zu ermdglichen.

[0028] Ein Konjugat bezeichnet in diesem Zusammenhang die posttranslationale, kovalente Verknipfung ei-
nes Polypeptidmolekiiles mit einem weiteren Bestandteil und unterscheidet sich daher z.B. von einer Fusion
von Polypeptiden auf genetischer Ebene. Fusionspolypeptide sind das Ergebnis einer sog. Translationsfusion.

[0029] Das auf Ubiquitin basierende Polypeptid-Molekil wird erfindungsgemal bevorzugt aus der Gruppe
ausgewahlt, bestehend aus Proteinen der Protein-Superfamilie ,ubiquitin-like proteins", Proteinen, die ein Ubi-
quitin-artiges Faltungsmotiv aufweisen sowie Fragmenten oder Fusionsproteinen hiervon, die je das Ubiqui-
tin-artige Faltungsmotiv besitzen, wobei das Protein unter Beibehaltung des Ubiquitin-artigen Faltungsmotivs,
aufgrund einer oder mehrerer Modifikationen von Aminosauren in zumindest einem oberflachenexponierten
Bereich des Proteins, der mindestens einen beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs und wahlweise
Nicht-Beta-Faltblattbereiche beinhaltet, eine vorher nicht vorhandene Bindungsaffinitadt gegeniber einem vor-
bestimmten Bindungspartner bzw. Liganden aufweist.

[0030] Die Erfindung umfasst somit auch ein durch Substitution, Insertion, Deletion, chemische Modifikation
oder Kombinationen hiervon modifiziertes Protein, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Protei-
nen der Protein-Superfamilie ,ubiquitin-like proteins", Proteinen, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv auf-
weisen sowie Fragmenten oder Fusionsproteinen hiervon, die alle jeweils ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv
aufweisen, wobei das Protein aufgrund dieser Modifikation eine vorher nicht vorhandene Bindungsaffinitat ge-
genuber einem vorbestimmten Bindungspartner besitzt, erhaltlich durch folgendes Verfahren:

a) Auswahlen eines zu modifizierenden Proteins;

b) Bestimmen eines Bindungspartners;

¢) Auswahlen von Aminosauren in zumindest einem oberflachenexponierten Bereich des Proteins, der min-

destens einen beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs und wahlweise Nicht-Beta-Faltblattbereiche

beinhaltet;

d) Modifizieren der ausgewahlten Aminosauren durch Substitution, Insertion, Deletion und/oder chemische

Modifikation, unter Beibehaltung des Ubiquitin-artigen Faltungsmotivs,

e) Inkontaktbringen des modifizieren Proteins mit dem in Schritt b) bestimmten Bindungspartner;

f) Ermitteln derjenigen Proteine, die eine Bindungsaffinitat gegenliber dem in Schritt b) vorbestimmten Bin-

dungspartner aufweisen.

[0031] Weiterhin sind entsprechende Verfahren zur Gewinnung von oben genannten Ubiquitin-basierten mo-
difizierten Proteinen und Verwendungen fiir diese modifizierten Proteine beschrieben.

[0032] Die Erfindung beschreibt somit auch ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins, ausgewahlt aus der
Gruppe, bestehend aus Proteinen der Protein-Superfamilie ,ubiquitin-like proteins”, Proteinen, die ein Ubiqui-
tin-artiges Faltungsmotiv aufweisen sowie Fragmenten oder Fusionsproteinen hiervon, die alle jeweils ein Ubi-
quitin-artiges Faltungsmotiv aufweisen, wobei das Protein aufgrund einer oder mehrerer Modifikationen eine
vorher nicht vorhandene Bindungsaffinitat gegenuber einem vorbestimmten Bindungspartner aufweist, erhalt-
lich durch folgendes Verfahren:
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a) Auswahlen eines zu modifizierenden Proteins;

b) Bestimmen eines Bindungspartners;

¢) Auswahlen von Aminosauren in einem oberflachenexponierten Bereich des Proteins, der mindestens ei-
nen beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs und wahlweise Nicht-Beta-Faltblattbereiche beinhaltet;
d) Modifizieren der ausgewahlten Aminosauren, bevorzugt durch Substitution, Insertion, Deletion und/oder
chemische Modifikation, unter Beibehaltung des Ubiquitin-artigen Faltungsmotivs;

e) Inkontaktbringen des modifizierten Proteins mit dem in Schritt b) bestimmten Bindungspartner;

f) Ermitteln derjenigen Proteine, die eine Bindungsaffinitat gegenliber dem in Schritt b) vorbestimmten Bin-
dungspartner aufweisen.

[0033] Das im erfindungsgemafRen Konjugat eingesetzte auf Ubiquitin basierende Polypeptid-Molekiil (1) wird
folglich vorzugsweise durch Modifikation von Proteinen bzw. Polypeptiden hergestellt werden, welche ein Ubi-
quitin-artiges Faltungsmotiv, wie es in der vorliegenden Anmeldung definiert wird, besitzen. Hierzu gehdren die
Proteine der Protein-Superfamilie "ubiquitin-like-proteins", alle Proteine, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv
besitzen und Fragmente oder Fusionsproteine dieser Proteine, vorausgesetzt, sie besitzen ebenfalls ein Ubi-
quitin-artiges Faltungsmotiv. Ausgehend von diesen Proteinen bzw. Polypeptiden werden ein oder mehrere
Aminosauren im urspringlichen Protein bzw. Polypeptid modifiziert. Die Modifikationen umfassen insbesonde-
re den Austausch von Aminosauren, aber auch Insertionen und Deletionen von ein oder mehreren Aminosau-
ren sowie chemische Modifikationen von Aminosauren. Diese Modifikationen werden in mindestens einem
oberflachenexponierten Bereich des zu modifizierenden Proteins vorgenommen. Die Modifikation zumindest
einer Aminosaure umfafltt mindestens einen Beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs, wobei der Be-
ta-Faltblattstrang an der Oberflache des Proteins lokalisiert sein muB}, so daR er fur den Bindungspartner bzw.
Liganden, der mit einer bestimmbaren Affinitdt an das modifizierte Protein binden kann, zuganglich ist. In einer
weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung werden, zusétzlich zu den Anderungen im Beta-Faltblattstrang des
Beta-Faltblattbereichs, auch nicht-beta-Faltblattbereiche modifiziert, welche bevorzugt oberflachenexponiert
sind, um die Bindungsaffinitadt gegenuber dem vorbestimmten Bindungspartner zu beeinflussen, insbesondere
zu erhdhen und damit die Spezifitat zu steigern.

[0034] Dem Fachmann stehen verschiedenste, an sich bekannte Techniken zur Modifikation einer oder meh-
rerer Aminosauren zur Verfiigung. Diese werden nachfolgend detaillierter beschrieben. Erganzend wird auch
hingewiesen auf die Veroffentlichungen von Ausuebel et al., 1994, sowie Sambrook et al., 1989.

[0035] Modifikationen von Aminosauren des nicht oberflachenexponierten Kernbereichs des Ubiquitins sind
bereits bekannt (Finucane et al., 1999; Lazar et al., 1997). Die dort vorgenommenen Anderungen betreffen Po-
sitionen, die aufgrund der Lokalisation im hydrophoben Kern nicht an Bindungen beteiligt sind, da sie dem L6-
sungsmittel oder mdglichen Bindungspartnern nicht zuganglich sind.

[0036] Im folgenden soll erlautert werden, was unter dem Begriff ,vorher nicht vorhandene Bindungseigen-
schaft" bzw. de novo generierte, kiinstliche Bindungsstelle bzw. ,gegeniber dem Wildtyp-Polypeptid verander-
te Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden" in dieser Erfindung verstanden wird.
Hierunter ist zu verstehen, dass das modifizierte Protein an dem modifizierten Bereich vorher keine Bindungs-
eigenschaft zu einem vorbestimmten Bindungspartner oder einem naturlichen Bindungspartner von Ubiquitin
aufweist.

[0037] Die Bindungspartner, die auch als Liganden definiert werden kdnnen, weisen eine meRbare Affinitat
zum erfindungsgemaf modifizierten Protein auf. Als Mindestwert fur das Vorliegen einer quantifizierbaren Bin-
dungseigenschaft, d.h der Affinitat, mit welcher der Partner gebunden wird, kann erfindungsgemaf eine Dis-
soziationskonstante fiir den gebildeten Komplex von K, = 10° M oder kleiner angesehen werden. Ab einem
Weit von 10~° M kann von einer quantifizierbaren Bindungsaffinitit ausgegangen werden. Bevorzugt ist je nach
Anwendung ein Wert von 10 M bis 1072 M, weiterhin bevorzugt 107 bis 10™"" M fiir z. B. chromatographische
Anwendungen oder 10~° bis 1072 M fiir z. B. diagnostische oder therapeutische Anwendungen. Weitere bevor-
zugte Bindungsaffinitaten liegen im Bereich von 10~ bis 107'°M, bevorzugt bis 10~"'"M. Die Verfahren zur Be-
stimmung der Bindungsaffinitaten sind an sich bekannt und werden auf den nachfolgenden Seiten weiter be-
schrieben.

[0038] Unter Modifikation sind erfindungsgemaf Substitutionen von Aminosauren, Insertionen, Deletionen
oder chemische Modifikationen zu verstehen.

[0039] Als zu modifizierende Proteine kommen erfindungsgemaf Proteine der Superfamilie "ubiquitin-like
proteins" in Frage. Diese Superfamilie umfasst erfindungsgemaf die in Murzin et al. (1995) aufgezahlten Un-
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tergruppen. Hierzu gehéren bspw. die Protein-Familien "ubiquitin-related proteins", ,UBX domain", ,GABA-
RAP-like", RAS-binding domain" etc. Bevorzugt werden Proteine der Protein-Familie "ubiquitin-related prote-
ins" eingesetzt. Erfindungsgemal sind auch solche Proteine umfasst, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv
aufweisen. Beispiele hierfir sind SUMO-1, FAU, NEDD-8, UBL-1 und GDX sowie Rub1, APG8, ISG15, URM1,
HUB1, Elongin B, PLIC2. (N-terminale Domane), human Parkin (N-terminale Doméane).

[0040] Die erfindungsgemal einsetzbaren Proteine der Superfamilie ubiquitin-like proteins sind genauestens
definiert. Nur beispielsweise wird auf folgende Internetseite hingewiesen: http://bip.weizmann.ac.il/scop/in-
dex.html. Danach ist die Familie der ubiquitin-like proteins als Superfamilie definiert, zu welcher die Familie der
ubiquitin-related-proteins gehort. Alle Mitglieder dieser Superfamilie zeichnen sich hauptsachlich durch antipa-
rallel angeordnete -Faltblatter aus, die in a- und B-Abschnitte unterteilt sind. Die Faltung wird als beta-Grasp
und damit ubiquitin-ahnlich definiert. Der Kernbereich ist wie folgt definiert: beta(2)-alpha-beta(2), wobei die
Ziffern die Anzahl der Strange bezeichnen, wobei die Summe der Strange das B-Faltblatt bildet. Die Anordnung
des mixed-beta-sheets ist 2143, worunter die Lage der Strange bei Aufsicht auf das Faltblatt von links nach
rechts (Aminoterminus unten, Carboxyterminus oben) bezeichnet wird. Charakteristisch fir die Mitglieder der
ubiquitin-like-proteins ist damit ein zu einer Oberflache des Proteins exponiertes antiparalleles 3-Faltblatt, wel-
ches auf seiner Riickseite von einer senkrecht dariiberliegenden a-Helix bedeckt wird. Dieses ubquitin-artige
Faltungsmotiv ist charakteristisch fiir die erfindungsgemal einsetzbaren und modifizierbaren Proteine und
grenzt die Mitglieder der Familie von anderen Proteinen eindeutig ab. Unter Berlcksichtigung dieser Definition
werden von der Erfindung auch umfaft die ubiquitin-dhnliche N-terminale Doméane von PLIC-2 und die ubiqu-
itin-ahnliche Doméane von Parkin.

[0041] Der Fachmann kann entweder anhand von Sequenzvergleichen, sogenannten Alignments oder Struk-
turiiberlagerungen erste Schlisse ziehen, ob es sich bei den Proteinen um ein Mitglied der Protein-Superfa-
milie der ubiquitin-like-proteins handelt. Letzte Sicherheit bietet natirlich immer eine Strukturanalyse, bei-
spielsweise eine rontgenkristallographische Strukturanalyse oder multidimensionale Kernresonanz-Spektros-
kopie. Gute Voraussagen lassen sich mittlerweile auch durch Strukturanalysen mit Hilfe genetischer Algorith-
men erzielen.

[0042] Weitere Informationen Uber die Ubiquitin-Superfamilie finden sich beispielsweise in der Veroéffentli-
chung von Larsen et al., 2002. Erganzend sei auch auf die Veroffentlichung von Buchberger et al., 2001, hin-
gewiesen. Buchberger beschreibt die typische p-Grasp-Faltung als Charakteristikum fiir ubiquitin-like-proteins
mit einer Sekundarstruktur der Organisation beta-beta-alpha-beta-beta-alpha-beta, d.h. die Anordnung von
funf beta-Strangen in Form einer "mixed-sheet" in der Anordnung 21534. Bemerkenswert ist hierbei, dass UBX
keine signifikanten Homologie in der Primarsequenz zu z. B. Ubiquitin aufweist (Buchberger et al., 2001), trotz-
dem aber — aufgrund seiner dreidimensionalen Struktur, die identisch zu der von z. B. Ubiquitin ist — unter die
ubiquitin-like proteins subsummiert wird. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass im Ubiquitin
die Aminosauren an Positionen 48 und 49 z. T. ebenfalls als eigenstandiger beta-Strang angesehen werden
(Vijay-Kumar, 1987). Dieser funfte Strang, welcher in der Struktur des Ubiquitins nach der Helix lokalisiert ware
und dem ,mixed sheet" die Anordnung 21534 gabe, weist allerdings nur zwei Aminosauren auf, und es ist
durchaus zweifelhaft, diesen aus zwei Aminosauren bestehenden Strang als beta-Faltblatt-Strang zu bezeich-
nen. Nach Buchberger et al. (2001) kdnnten jedoch wie oben angefliihrt auch Proteine mit der Anordnung
21534 zwanglos unter die Superfamilie der ubiquitin-like-proteins subsummiert werden. Fiir die vorliegende Er-
findung wurde fir die Anordnung der beta-Strange im Ubiquitin die oben naher beschriebene 21543-Definition
gewabhlt.

[0043] Die Proteine der genannten Familie und Superfamilie sind in der Regel hochkonserviert. Bspw. weist
Ubiquitin nach bisherigen Erkenntnissen in allen Saugern die identische Aminosauresequenz auf. Ubiquitin
aus Hefe weist lediglich eine Abweichung in drei Aminosauren davon auf. Humanes Ubiquitin bzw. Ubiquitin
aus Saugern besteht aus 76 Aminosauren und hat die eingangs beschriebene Struktur.

[0044] Das erfindungsgemal eingesetzte modifizierte Protein sollte eine mindestens 30%ige, bevorzugt min-
destens 40%ige oder 50%ige, weiterhin bevorzugt mindestens 60%, mindestens 70%, mindestens 80%, min-
destens 90%, oder mindestens 95%ige Ubereinstimmung in der Aminosduresequenz zum Ausgangsprotein,
welches modifiziert wird, z.B. zu humanem Ubiquitin, aufweisen, wobei das Protein jedenfalls ein Ubiquitin-ar-
tiges Faltungsmotiv, wie es oben eingehend definiert wurde, aufweist.

[0045] Gemal der vorliegenden Erfindung ist das Protein, das zur Herstellung des modifizierten Proteins aus-

gewahlt wird, bevorzugt humanes Ubiquitin oder Ubiquitin anderen Ursprungs, bspw. ein anderes Sauger-Ubi-
quitin. Als Sauger-Ubiquitine kommen insbesondere Ubiquitine von Nagetieren, von Haustieren und Nutztieren

7/63



DE 10 2004 049 479 A1 2006.04.13

im Bereich der Saugetiere in Frage. Ist das Einsatzgebiet der erfindungsgemal hergestellten Proteine be-
kannt, d.h. soll beispielsweise das modifizierte Protein als Arzneimittel zur Behandlung von Erkrankungen beim
Menschen eingesetzt werden, kann bevorzugt ein humanes Protein als zu modifizierendes Ausgangsprotein
eingesetzt werden; diese gilt analog fir entsprechende Einsatzgebiete.

[0046] Humanes bzw. Sauger-Ubiquitin weist 76 Aminosauren auf. Die Aminosauren der vier Betastrange,
die zu Bildung des antiparallelen beta-Faltblatts beitragen, sind erfindungsgemafn entsprechend der Struktur
1UBQ in der PDB-Datenbank (http://www.rcsb.org/pdb/index.html) die folgenden Aminosaurepositionen: Ers-
ter (aminoterminaler) Strang: 2 bis 7; zweiter beta-Faltblattstrang: 12 bis 16; dritter Strang: 41 bis 45; vierter
(carboxyterminaler) Strang: 66 bis 71. Die Lage der Strange bei Aufsicht auf das Faltblatt (Aminoterminus un-
ten, Carboxyterminus oben) von links nach rechts ist: 2., 1., 4., 3., Strang, wobei die Polypeptidkette zwischen
1. und 4. Strang die alpha-Helix bildet.

Auswahl und Modifikation der zu modifizierenden Aminosauren:

[0047] Ausgehend von entsprechenden Strukturdaten, wie sie z. B. in der Protein Data Bank™ (Berman et
al., 2000; http://www.rcsb.org/pdb) frei verfigbar sind, kénnen mittels rechnergestutzter Analyse die Positionen
solcher Aminosauren im Ausgangsprotein, z.B. im Ubiquitin-Proteingerist, lokalisiert werden, deren Seitenket-
ten oberflachenexponiert, d. h. dem Lésungsmittel oder einem potentiellen Bindungspartner zugewandt, sind.
Weiterhin kénnen durch rechnergestitzte Analyse solche Aminosauren im Ausgangsprotein, z.B. im Ubiquitin,
identifiziert werden, deren zufallige Substitution vermutlich keinen oder nur einen geringen negativen Effekt auf
die Stabilitdt des Proteingeriistes haben konnte.

[0048] Diese Informationen kénnen einen ersten Anhaltspunkt fir die Eignung jeder einzelnen Aminosaure
als Element einer Bindungsstelle darstellen, was dann einer Uberpriifung in der Praxis bedarf. In einer bevor-
zugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung wurden bspw. aufgrund ihrer Oberflachenexposition und
der Toleranz der Gesamtstruktur gegeniber ihrem zufalligen Austausch die Aminosauren an den Positionen
2,4,6, 62,63, 64, 65 und 66 im humanen Ubiquitin ausgewahlt.

[0049] Die genannten Positionen befinden sich in raumlicher Nahe zueinander am Beginn des ersten amino-
terminalen beta-Faltblattstrangs (Pos. 2, 4, 6) sowie im Loop (Pos. 62, 63) bzw. am Beginn des carboxytermi-
nalen Beta-Faltblattstrangs (Pos. 64, 65, 66) und bilden mit ihren Aminosaureseitenketten einen zusammen-
hangenden Bereich auf der Oberflache des Ubiquitins (Abb. 1). Durch zuféallige Aminosaure-Substitutionen
(,Randomisierung") in dem analysierten Bereich kann so — analog zu der Antigen-Bindungsstelle von Antikor-
pern — ein hypervariabler oberflachenexponierter Bereich auf der weiterhin intakten Proteinstruktur des Ubiqu-
itins generiert werden.

[0050] Mit Hilfe der ProSAll-Software (,Protein Structure Analysis"; Proceryon Biosciences, Salzburg) konnte
bspw. die Proteinstabilitat von 10* Varianten im Vergleich zum Ubiquitin (WT) und einer gleichgroRen Stichpro-
be von Varianten, bei denen die Reste eines ,Kontrollepitopes" (randomisierte Positionen 24, 28, 31, 32, 35,
37, 38, 39) substituiert wurden, bestimmt werden. Dabei weisen ca. 19 % der in silico generierten Varianten,
die im Bereich der Bindungsstelle zufallig substituiert worden waren, eine mindestens so hohe Stabilitat wie
Ubiquitin (WT) auf, wahrend ca. 90 % stabiler als die Trager des ,Kontrollepitopes" waren (Abb. 2). Dieses
rechnergestltzte Ergebnis kann dann als Hinweis fur die Auswahl geeigneter Aminosauren dienen.

[0051] Bevorzugt wurden — ausgehend von den verfligbaren Strukturdaten des humanen Ubiquitins — zu-
nachst acht Aminosaurepositionen im Bereich der zu generierenden Bindungsstelle ausgewahlt. Durch zufal-
lige Veranderungen der Primarsequenz in diesem Bereich (Random-Mutagenese) und anschlielende spezifi-
sche Auswahl (Selektion) wurden solche Varianten gewonnen, welche die gewlinschte Bindungsaktivitat fur
ein vorgegebenes Hapten oder Antigen bzw. allgemein einen vorbestimmten Bindungspartner aufweisen. Ob-
wohl den erhaltenen modifizierten Proteinen auf diese Weise eine de novo Bindungseigenschaft verliehen
wird, bleiben sie hinsichtlich Struktur und proteinchemischen Eigenschaften weitestgehend mit dem Ausgangs-
protein identisch. Damit weisen sie Vorteile wie z.B. geringe GroR3e, hohe Stabilitat, kostenguinstige Herstellung
sowie einfache Modifizierbarkeit, gepaart mit hoher Affinitat und Spezifitat fir einen vorher definierten Liganden
auf. Die Eignung des Ubiquitins als GerUststruktur fir die Generierung kinstlicher Bindungsproteine war dabei
nicht vorhersehbar, da 1.) die Toleranz des Gerlsts gegeniber den umfangreichen Aminosaure-Austauschen
aufgrund der geringen Grof3e des Ubiquitins nicht zu erwarten war und 2.) die Funktionalitat der kiinstlichen
Bindungsstelle unter Einbeziehung des als starr und unflexibel angesehenen beta-Faltblatts nicht von vorne-
herein gegeben scheint.
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[0052] Erfindungsgemal werden alternativ gamma-Kristallin basierte Polypeptidmolekiile eingesetzt.

[0053] gamma-Kristalline, eine Klasse der Kristalline bei Vertebraten, sind — wie eingangs angesprochen —
monomere Proteine mit einer Molekularmasse von etwa 22 kDa. Das Hauptstrukturmotiv der gamma-Kristalli-
ne ist das antiparallele Beta-Faltblatt (Hazes und Hol, 1992, Richardson et al., 1992, Hemmingsen et al., 1994).
Gamma-Kristalline bestehen aus zwei sehr dhnlichen globularen Domanen, einer N- und einer C-terminalen
Domane, die miteinander durch ein V-férmiges Linkerpeptid verbunden sind. Das fiir gamma-Kristalline cha-
rakteristische Faltungsmuster (,Greek Key-Motiv, Slingsby, 1985, Wistow und Piatigorsky, 1988) ist hdchst-
wahrscheinlich die Ursache flr die betrachtliche Thermostabilitat sowie die Stabilitdt gegentiber Denaturie-
rungsmitteln (Mandal et al., 1987).

[0054] Gamma-ll-Kristallin weist im normal gefalteten Zustand keinerlei Bindungseigenschaften auf. Die Ver-
anderung (Mutagenese) einer ausgewahlten, I6sungsmittelexponierten Region dieses Proteins, die aus dem
Strukturmotiv des Beta-Faltblattes besteht, fihrte (berraschenderweise zur Veranderung der Oberflachen-
struktur und dem Ladungsmuster des Proteins und somit zur Herstellung neuer Bindungseigenschaften. Dabei
wurden nur Bereiche oder Aminosaurepositionen ausgewahlt, die nicht ma3geblich an der Strukturerhaltung
des Proteins beteiligt sind. Die Mutagenese eines kleinen Beta-Faltblatt-Proteins (Riddle et al., 1997) hat ge-
zeigt, dall Proteine trotz erheblichen Sequenzanderungen zu einem hohen Prozentsatz korrekt die native
Struktur des Beta-Faltblatts ausbilden kénnen.

[0055] Bei dem hier beschriebenen Verfahren wird an einem Protein ohne jegliche Bindungseigenschaften in
dem starren Bereich des Beta-Faltblatts eine gezielte Mutagenese durchgefiihrt. Dadurch wurde unerwarteter-
weise ein Protein mit erheblicher Stabilitdt und mit spezifischen Bindungseigenschaften, vergleichbar mit An-
tikérpermolekilen, erzeugt.

[0056] Als geeignetes System flir die Isolierung mutagenisierter Beta-Faltblatt-Proteine mit neu entstandenen
Bindungseigenschaften dient das Phage Display-System. Das System ermdglicht ein sehr effizientes Scree-
ning eines grof3en Repertoires an Proteinvarianten auf spezifische Bindungseigenschaften (Smith, 1985). Da-
bei wird jeweils eine Proteinvariante auf der Oberflache eines filamentésen Phagen dargestellt und kann mit
den Zielmolekulen, die an einer Festphase immobilisiert sind, in Wechselwirkung treten. An das Zielmolekdl
bindende Proteine kénnen durch Elution der Phagen erhalten werden. Nach Isolierung der Phagen-DNA kann
die DNA-Sequenz der spezifisch bindenden Proteinvarianten bestimmt werden. Neben dem Phage Dis-
play-System kénnen auch andere Selektions-Systeme, wie z. B. das Bakterien-Display (Stahl und Uhlen,
1997) oder das Ribosomen-Display (Hanes et al., 1997), Anwendung finden.

[0057] Mit dem beschriebenen Vorgehen gelingt es lberraschenderweise, beispielsweise das sehr stabile
Beta-Faltblatt-Protein Gamma-II-Kristallin durch gezielte ortsspezifische Mutagenese im Beta-Faltblatt an der
Oberflache so zu verandern, daf} aus dem nicht-bindenden Protein ein Protein mit spezifischen Bindungsei-
genschaften entsteht. Durch eine Randomisierung von acht Aminosaurepositionen erfolgt damit erstmals eine
Mutagenese in einem Gerustmolekul innerhalb eines relativ starren Bereich des Proteins. Somit wird aus dem
Beta-Faltblatt-Protein gamma-ll-Kristallin eine bezuglich ihrer spezifischen Bindungseigenschaften ,antikor-
perahnliche" Proteinspezies hergestellt. Gamma-II-Kristallin oder andere kleine, stabile Beta-Faltblatt-Proteine
kénnen mit dem beschriebenen Verfahren generell als neuartige Gerlstmolekiile fiir das Design neuartiger
Bindungseigenschaften verwendet werden. Die modellierten Beta-Faltblatt-Proteine kénnen z.B. rekombinan-
te Antikdrper in verschiedenen Applikationen ersetzen.

[0058] Weitere und eingehendere Informationen hierzu finden sich in der WO 01/04144, auf die hier vollin-
haltlich Bezug genommen wird.

[0059] Der Begriff ,Ligand", wie hierin definiert bedeutet eine Substanz, die von einem, auf gamma-Kristallin
oder Ubiquitin basierenden Polypeptidmolekil spezifisch gebunden wird.

[0060] Als ein solcher Bindungspartner, dem sogenannten Liganden, kdnnen alle biochemisch, biotechnolo-
gisch, diagnostisch und therapeutisch relevanten Molekile eingesetzt werden.

[0061] Die Liste der méglichen Liganden umfalRt dabei mehrere Stoffklassen, wie Polypeptide und Proteine
(z.B. Immunglobuline und Immunglobulinderivate, Proteine, die aus Blutplasma gewonnen werden kénnen,
Blutgerinnungsfaktoren- und -inhibitoren, Wachstumsfaktoren, Interleukine, Cytokine, Rezeptorproteine, virale
Proteine und Oberflachenzellmarker, wie CD14, CD25, CD34), Peptide (z.B. Affinitdtsanhangsel, wie S-Tag,
T7-Tag, His-Tag, Strep-Tag, Myc-Tag, FLAG-Tag und Peptide viralen Ursprungs), niedermolekulare Substan-
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zen (z.B. Steroide, Cholesterol und Schadstoffe, wie halogenierte Kohlenwasserstoffe), Lipide (z.B. bakterielle
Lipopolysaccharide, Liposomen und Lipoproteine), Zucker (z.B. Oberflachenzellmarker wie Lewis Y), Nuklein-
sauren (DNA, RNA) organische und anorganische Polymere, sowie Derivate dieser Substanzen. Siehe hierzu
auch die bevorzugten Ausflihrungsformen, die unten dargestellt sind.

[0062] Der Begriff ,funktioneller Bestandteil", wie hierin verwendet, definiert den zweiten Bestandteil des Kon-
jugates, der kovalent an das auf gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierende Polypeptidmolekil bindet. Mit dem
Ausdruck ,funktionell" soll zum Ausdruck kommen, dass es sich um einen zum Einsatz in der Diagnose, The-
rapie, Chromatographie und Analytik geeigneten und moglicherweise bereits bekannten Bestandteil handelt.
Allgemein ausgedriickt ist ein ,funktioneller Bestandteil" als jegliche Komponente mit messbaren Eigenschaf-
ten definiert, z.B. eine Enzymaktivitat, eine spektroskopisch messbare Eigenschaft oder eine toxische Eigen-
schaft. Die Struktur und Funktion des funktionellen Bestandteils im vorliegenden Konjugat ist davon abgese-
hen nicht beschrankt. Das einzige Erfordernis besteht darin, dass nach der kovalenten Bindung von Polypep-
tid-Molekdl und funktionellem Bestandteil die Funktionalitat aller Bestandteile erhalten bleibt. Diese Funktiona-
litat ist im Falle des Polypeptid-Molekiils die Bindungsfahigkeit an den speziellen Liganden, im Falle des funk-
tionellen Bestandteils beispielsweise seine Wirkung als Farbstoff.

[0063] Erfindungsgemal kénnen einer oder auch mehrere, z.B. zwei, funktionelle Bestandteile an ein Poly-
peptidmolekil (wie oben definiert) gebunden sein. Um die spezifische Bindung der Bestandteile an das Poly-
peptidmolekil zu erreichen, kann beispielsweise einer der Bestandteile zur spezifischen Bindung an einen Ly-
sin-Rest, der andere an einen Cystein-Rest im Polypeptidmolekil ausgebildet sein. Beispiele fiir zwei derartige
Bestandteile sind Fluoreszenzfarbstoffe, bei denen einer als Fluoreszenzdonor, der andere als Fluoreszenz-
akzeptor dient.

[0064] Details tiber die Art der Bindung der Bestandteile aneinander sowie der bevorzugt in Frage kommen-
den Bindungsbestandteile werden nachstehend erklart.

[0065] Der Nachweis der Bindungsaktivitat des Polypeptidmolekiils an den Liganden und der Aktivitat des
Kopplungspartners (funktioneller Bestandteil) stellt -wie oben angesprocheneinen wichtigen Gesichtspunkt
dar. Der Nachweis der Bindungsaktivitat an den Liganden kann dabei durch verschiedene Methoden erfolgen.
In der ELISA-Technik wird die Bindung mittels Antikdrper-Peroxidase-Konjugate nachgewiesen, dagegen nutzt
das Biacore-System das Phanomen der Oberflachenplasmonresonanz zum Nachweis aus. Weitere Techni-
ken, wie die Fluoreszenztitration, die Fluoreszenzpolarisation oder die Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie
(FCS), beruhen auf den fluorophoren Eigenschaften des Affilin™. Beim Nachweis der Aktivitat des Kopplungs-
partners, dem so gennannten weiteren funktionellen Bestandteil, sind dessen bekannte Eigenschaften aus-
schlaggebend. So werden chromophore oder fluorophore Molekiile, wie Fluoreszenzfarbstoffe oder Phycoery-
thrin, Uber ihre spektralen Eigenschaften analysiert. Enzyme, wie Peroxidase oder alkalische Phosphatase,
werden Uber ihren katalytischen Umsatz von Modellsubstraten getestet. Andere Molekiile, wie Toxine, kdnnen
direkt in Zellkultur-Experimenten auf ihre biologische Aktivitat getestet werden. Bei Radioisotopen kann die Ra-
dioaktivitat mit Hilfe von entsprechenden Countern gemessen werden. Fir eine Reihe weiterer Molekiile, wie
Zucker und Nukleinsauren gibt es kommerziell erhéltliche Nachweisreagenzien.

[0066] GemalR einer Ausflihrungsform findet die Kopplung bzw. Verknupfung von (1) an (II) Gber Aminosaure-
reste von (l) statt. Mit anderen Worten erfolgt hier eine Kopplung Uber Aminosaurereste, die bereits per se im
Polypeptidmolekiil (I) vorhanden waren.

[0067] Die Kopplung erfolgt hierbei ortsspezifisch oder selektiv ungerichtet tber Cystein- oder Lysinseitenket-
ten in (). Der Begriff ,ortsspezifisch" bedeutet hierbei, dass ein Cystein- oder Lysin an genau definierter Stelle
im Molekul (1) vorhanden ist oder eingebracht wird, um eine exakt vorherbestimmte Bindungsstelle zu definie-
ren. ,Selektiv ungerichtet" bedeutet, dass mehrere solcher Reste vorhanden sind, wobei die Bindung an diese
Reste zwar selektiv erfolgt, aufgrund ihrer Anzahl jedoch auch einem gewissen Zufallsfaktor unterliegt.

[0068] Zur Kopplung der beiden Bestandteile des erfindungsgemalen Konjugates, d.h. deren kovalenter Ver-
knipfung, sei Folgendes ausgefiihrt:

Proteine enthalten eine Vielzahl funktioneller Gruppen, ber die eine Kopplung an andere Molekile erreicht
werden kann. Konkrete Beispiele hierfur finden sich unten. Durch die kovalente Verknipfung der Partner, z.B.
Uber ein geeignetes Quervernetzungsreagenz, ist es so maglich, unterschiedliche Aktivitaten in einem Molekiil
zusammenzuflihren. Beispielhaft seien hier Antikdrper genannt, die haufig mit Farbstoffmolekiilen gekoppelt
werden und auf diese Weise leicht detektierbare Nachweisreagenzien liefern, welche anschlieftend in der Di-
agnostik eingesetzt werden.
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[0069] Analog werden Antikdrper auch mit anderen Proteinen, bevorzugt sog. Reporterenzymen wie Alkali-
sche Phosphatase oder Peroxidase, konjugiert. Diese Reporterenzyme setzen ein Substrat um, wodurch ein
durch Absorption, Fluoreszenz oder Lumineszenz detektierbares Signal erhalten wird.

[0070] Durch eine Auswahl von geeigneten Quervernetzungsreagenzien lassen sich Proteine, d.h. auch die
erfindungsgemafen Polypeptid-Molekdle, auch an weitere funktionelle Bestandteile aus vielen anderen Sub-
stanzklassen koppeln: So kommen dafir eine Vielzahl organischer und auch anorganischer Polymere, Prote-
ine, Peptide, Nukleinsauren, Lipide, Zucker und auch niedermolekulare Substanzen in Frage. Bevorzugte
Kopplungspartner aus der Klasse der Polymere sind z.B. Dextran, Polymethacrylat, Sepharose, Agarose, Po-
lystyren, Polyvinyl, Kieselgel, Cellulose oder Polyethylenglykol (PEG). Letztere Modifikation wird beispielswei-
se zur Modulation der pharmakokinetischen Eigenschaften von Biotherapeutika eingesetzt. Eine gro3e Aus-
wahl von PEG-Derivaten, die bereits fir die Kopplung geeignete voraktivierte, funktionelle Gruppen enthalten
sind kommerziell erhéltlich (Nektar Therapeutics). Die anderen genannten Polymer-Materialien dienen als Tra-
gersubstanzen bei vielen biochemischen, biotechnologischen und diagnostischen Verfahren. Hervorzuheben
sind hier z.B. chromatographische Anwendungen, insbesondere Affinitadtschromatographie, wo diese Polymer-
substanzen als Gelmatrix Verwendung finden. Dazu wird die Oberflache von Polymerkugelchen mit geeigne-
ten chemischen Gruppen funktionalisiert und aktiviert, so dal® die Kopplung, z.B. eines Proteins, mit einer ge-
wiinschten Aktivitat moglich ist. Auf diese Weise lassen sich auch Bindeproteine mit einer Spezifitat fir einen
bestimmten Liganden immobilisieren und die resultierende Gelmatrix kann dann fur die effiziente und schnelle
Anreicherung des Liganden aus einem komplexen Stoffgemisch eingesetzt werden. Diese Anreicherung kann
dabei entweder saulenchromatographisch erfolgen oder aber auch auf der Oberflache von Filtern. Weiterhin
koénnen fir die Affinitatsanreicherung auch vorteilhaft solche Polymerkiigelchen verwendet werden, die mag-
netische Eigenschaften besitzen (magnetic BEADS) und so effizient aus einem Gemisch abgetrennt werden
kénnen.

[0071] Eine wichtiges Anwendungsbeispiel ist die groRtechnische Reinigung von Antikdrpern fir therapeuti-
sche Zwecke aus dem Uberstand von eukaryotischen Zellkulturen, die mittels Affinitatschromatographie an
marixgekoppeltem Protein A, einem bakteriellen Protein mit einer intrinsischen Affinitat fir Antikbrpermolekiile,
erfolgt.

[0072] Bei der Kopplung von zwei Proteinkomponenten gibt es tber die oben erwahnten Antikérper-Reporte-
renzymfusionen hinaus zahlreiche Anwendungsbeispiele. So kdnnen im einfachsten Fall durch Kopplung zwei-
er oder mehrerer identischer Proteinmolekile Homo-Dimere oder -Multimere erzeugt werden.

[0073] Im Fall von Bindeproteinen lassen sich durch eine Multimerisierung Aviditatseffekte erzeugen, d.h. die
Affinitat des Multimeres flr die Zielsubstanz ist signifikant erhdht gegenuber der Affinitat des monomeren Bin-
deproteins. Durch die Kopplung zweier Bindeproteine mit Spezifitat fir unterschiedliche Zielsubstanzen lassen
sich hingegen sog. bispezifische Bindemolekile gewinnen, die z.B. wie ein Adapter genutzt werden kénnen,
um die jeweiligen Zielsubstanzen in rAumliche Nahe zu bringen.

[0074] Auch Proteine, die toxische Eigenschaften fiir lebende Zellen besitzen, sog. Toxine (z.B. Ricin, Chole-
ratoxin, Pseudomonas-Exotoxin u.a.) stellen interessante Kopplungspartner fiir Antikdrper oder andere Binde-
molekdile dar. Nach der Kopplung kann dieses bifunktionelle Konjugat tber das Bindeprotein an eine spezifi-
sche Zielsubstanz z.B. auf der Oberflache einer Tumorzelle selektiv andocken und im Anschlufd daran wird die
betroffene Zelle durch die cytotoxische Aktivitat zerstort.

[0075] Weitere relevante Kopplungspartner mit Protein-Natur sind Protein-Chromophore wie z.B. GFP und
Derivate oder pigmenthaltige Proteine wie Phycoerythrine. Die resultierenden, chromophoren oder fluoreszen-
ten Kopplungsprodukte sind wiederum als gut detektierbare Reportersubstanzen wertvolle Werkzeuge fiir die
Forschung oder Diagnostik.

[0076] Chromophore oder fluoreszente Proteinkonjugate sind aber auch wie bereits oben erwahnt durch die
Kopplung niedermolekularer Farbstoffmolekile zuganglich. Eine Vielzahl geeigneter Farbstoffmolekile mit
quervernetzungsaktiven Gruppen ist z.B. kommerziell bei Fa. Invitrogen erhéltlich. Weitere niedermolekulare
Kopplungspartner, die Protein-Konjugate fiir den Einsatz in Diagnostik und Therapie liefern, sind z.B. Biotin,
Digoxigenin, Schwermetallderivate, Chelatbildner, Radioisotope, cytotoxische Substanzen und Antibiotika.

[0077] Bei den in Proteinen und auch in den erfindungsgemafien Polypeptid-Molekulen sowie funktionellen

Bestandteilen enthaltenen funktionellen Gruppen, die fir eine Kopplung geeignet sind, handelt es sich vor al-
lem um Amino-, Carboxy-, Hydroxy- und Sulfhydryl-Gruppen, aber auch die Phenolfunktion von Tyrosin und
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die aromatischen Ringsysteme kdnnen als Angriffspunkte flr Kopplungsreagenzien dienen. Fur eine Kopplung
geeignete Aminosaurereste zeichnen sich durch besondere Eigenschaften aus: Zum einen missen sie eine
reaktive Seitenkette besitzen, die flr das Kopplungsreagenz zuganglich sein muf3. Idealerweise befindet sich
diese funktionelle Gruppe an der Proteinoberflache und ist I6semittelexponiert. Weiterhin sollte die Modifikation
dieses Restes nicht mit der Funktion des Proteins interferieren. Bevorzugt liegen die zu modifizierenden Reste
in signifikantem Abstand vom aktiven Zentrum eines Enzyms, oder der Bindeflache des erfindungsgemalien
Polypeptid-Molekuls; zudem sollten in diesen Bereichen auch keine Aminosaurereste des gleichen Typs vor-
kommen, die nach Modifikation zu einem Funktionsverlust des Proteins fiihren kénnten. Vorteilhaft sind daher
auch Aminosaurereste, die selten im betreffenden Protein vorkommen.

[0078] Unter den proteinogenen Aminosauren hervorzuheben sind dabei vor allem Lysin, das in seiner Sei-
tenkette eine epsilon-Aminogruppe besitzt, sowie Cystein mit seiner Sulfhydryl-Funktion. Diese funktionellen
Gruppen weisen eine besondere Reaktivitat auf und sind daher gut geeignet als Partner fiir eine spezifische
Kopplung eines erfindungsgemafen Polypeptid-Molekdls an einen funktionellen Bestandteil. So sind in der Li-
teratur zahlreiche Reagenzien beschrieben, die spezifisch nur mit Sulfhydrylgruppen reagieren und daher er-
findungsgeman eingesetzt werden kénnen, z.B. Maleinimid, lodacetat, Hydroxymercuribenzoat, Ellmans Re-
agenz u.a. Weitere Beispiele finden sich in einschlagigen Lehrbiichern wie Voet & Voet (1995) oder Lottspeich
& Zorbas (1998).

[0079] Dort beschrieben sind auch zahlreiche Lysin-spezifische Seitenkettenreagenzien wie z.B. Saureanhy-
dride (Acetanhydrid, N-Hydroxysuccinimid u.a., die ebenfalls in der vorliegenden Erfindung Anwendung fin-
den). Lysine weisen neben ihrer Reaktivitat noch weitere vorteilhafte Eigenschaften fir eine Kopplung auf: Auf-
grund der geladenen Seitenkette befindet sich diese zumeist an der Oberflache des Proteins, d.h. sie ist dem
Loésemittel, in biologischen Systemen zumeist Wasser, zuganglich. Diese Zuganglichkeit ist auch fir das Kopp-
lungsreagenz notwendig und sollte somit gegeben sein.

[0080] Freie, oberflachenexponierte Cysteine kommen in Proteinen vergleichsweise selten vor, bei extracel-
lularen Proteinen sind diese Cysteine zumeist in Disulfidbriicken eingebunden, die oft auch Dimerwechselwir-
kungen stabilisieren. Disulfidbriicken lassen sich allerdings auch reduktiv spalten, so dafl enthaltene Cysteine
dann einer Modifikation zuganglich werden. Sind keine, fir ein Kopplungsreagenz zugangliche Cysteinreste in
einem erfindungsgemafRen Polypeptidmolekil enthalten, ist es mdglich, solche Reste an geeigneter Stelle
durch Mutagenese einzufiihren. Dabei ist die Kenntnis der Raumstruktur des Proteins von Vorteil, da hierdurch
die Vorhersage von fir die Kopplung glinstigen, oberflachenexponierten Aminosaurepositionen erleichtert
wird. Sind aber mehrere Cysteinreste in einem Protein vorhanden, die eine ortsspezifische Kopplung (an einen
definierten Cysteinrest, s.0.) unmdglich machen, kénnen diese mittels ortsgerichteter Mutagenese eliminiert
werden. Bevorzugt erfolgt dabei der Austausch gegen einen Serinrest, der dem Cysteinrest dhnliche Eigen-
schaften besitzt.

[0081] Oftmals ist es aber nicht moglich, durch Mutagenese in der interessierenden Proteinsequenz fir die
Kopplung geeignete Aminosaurereste zu erhalten. Toleriert das Protein allerdings Insertionen von Aminosau-
reresten oder Fusionen am N- oder C-Terminus, kénnen dort auf genetischer Ebene gezielt Peptidsequenzen
eingeflhrt werden, die fur die Kopplung geeignete Aminosaurereste enthalten.

[0082] Insofern erfolgt gemal einer weiteren Ausflihrungsform die Kopplung von (1) an (ll) Gber Aminosaure-
reste in einer zusatzlichen terminalen Peptidfusion an (1).

[0083] Eine Uberpriifung der Zuganglichkeit dieser terminalen Peptidfusionen kann z.B. durch die Verwen-
dung eines seitenkettenspezifischen Kopplungsreagenz mit chromophoren Eigenschaften erfolgen, z.B. Ell-
manns Reagenz bei Cystein (vgl. auch Beispiele). Die Zuganglichkeit dieser terminalen Peptidfusionen kann
u.a. Uber ihre Lange gesteuert werden. Eine Erhéhung der Zugéanglichkeit der zu koppelnden Aminosauresei-
tenkette ist z.B. durch die Insertion von sog. Spacern d.h. Abstandshaltern zwischen der zu koppelnden Ami-
nosaureseitenkette und dem Protein moglich, hierbei handelt es sich im Falle von Peptidfusionen um zusatz-
liche, inerte Aminosaurereste. Dafiir besonders geeignet sind Glycin- und Serinreste, da sie nur eine geringe
Grole aufweisen und dadurch eine sehr flexible Struktur einnehmen kénnen.

[0084] Abhangig von der Anzahl der fur das Kopplungsreagenz zuganglichen funktionellen Gruppen im Pro-
tein und seiner Spezifitat kann man unterschiedliche Kopplungstypen unterscheiden. Beispielsweise reagieren
bei Verwendung eines Cystein-spezifischen Kopplungsreagenz selektiv nur Cystein-Reste; sind aber mehrere
z.B. Cystein-Reste vorhanden ist der genaue Ort der Kopplung nicht vorhersagbar, man spricht dann von einer
selektiven, aber ungerichteten Kopplung. Existiert hingegen nur ein fiir das Kopplungsreagenz zugangliches
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Cystein, erfolgt die Kopplung ortsspezifisch.

[0085] Kommerziell ist eine Vielzahl von geeigneten Kopplungsreagenzien erhaltlich (z.B. bei Fa. Pierce).
Eine spezielle Form von Kopplungsreagenzien, die erfindungsgemal eingesetzt werden kénnen, bezeichnet
man auch als Quervernetzer (engl. cross-linker) oder einfach als Linker (Herrmann & Morse, 1973; Takamiya
et al., 1975; Reichlin, 1980).

[0086] Ein Linker ist definiert als eine Substanz, die zwei (oder mehr) Molekule durch eine kovalente Bindung
verknUpft. Linker enthalten zwei (oder mehr) reaktive (aktivierte), funktionelle Gruppen, deren raumlicher Ab-
stand Uber weitere, sie verbindende chemische Gruppen gesteuert werden kann. Linker, die identische funkti-
onelle Gruppen aufweisen bezeichnet man als homo-bifunktional, in Abgrenzung von hetero-bifunktionalen
Linkern, die unterschiedliche funktionelle Gruppen besitzen. Durch die geeignete Auswahl von Linkersubstan-
zen ist es daher moglich auch vollkommen unterschiedliche Substanzklassen miteinander zu verknipfen.

[0087] Als Beispiel fir einen erfindungsgemal einsetzbaren Linker sei auf den C-terminalen Anteil von
SPC-1-A7-Cys verwiesen, siehe Tabelle 2 unten.

[0088] Ein Spezialfall der Kopplung von Proteinen kommt allerdings auch ohne aktivierte Linker aus: Die Aus-
bildung von Disulfidbriicken z.B. bei der Dimerisierung von Proteinen. Unter oxidierenden Bedingungen besit-
zen Sulfhydrylreste eine ausreichend hohe Reaktivitat, um ein Disulfid auszubilden, d.h. eine kovalente Bin-
dung zwischen den beiden Schwefelatomen.

[0089] Eine Kopplungsreaktion kann erfindungsgeman entweder als Ein-Schritt-Reaktion, oder aber in meh-
reren Schritten ablaufen. Bei einer einfachen Dimerisierung zweier identischer Molekule, die jeweils nur einen
reaktiven Rest tragen, reicht es aus, die Kopplungskomponenten mit einem homo-bifunktionalen Linker zu in-
kubieren, um ein definiertes Konjugat zu erhalten. Bei unterschiedlichen Kopplungspartnern, welche auch un-
terschiedliche reaktive Gruppen tragen, ist die Ein-Schritt-Reaktion nur mit einem entsprechenden hetero-bi-
funktionalen Linker moglich.

[0090] Alternativ kann die Kopplung zwischen unterschiedlichen Kopplungspartnern (Reaktanden) mit identi-
schen reaktiven Gruppen aber auch in einem Mehrschritt-Prozel3 ablaufen. Dazu wird zunachst nur ein Reak-
tionspartner zumeist mit einem UberschuR des Linkers inkubiert und das entstandene monovalente Reak-
tand-Linker-Konjugat isoliert, bevor es mit dem zweiten Reaktanden Uber die noch freie funktionelle Gruppe
des Linkers verknupft wird. Eine Vielzahl chemischer Substanzen, die in der Biochemie und Biotechnologie
Verwendung finden sind in sog. aktivierter Form, d.h. bereits mit einem noch reaktiven Linker verknulpft, kom-
merziell erhaltlich (Fa. Pierce, Fa. Invitrogen).

[0091] Der Kopplungsgrad, d.h. das relative Verhaltnis der einzelnen Komponenten im Konjugat, ist bei Vor-
liegen mehrerer reaktiver Gruppen in einem gewissen Ausmal durch die Stéchiometrie der eingesetzten Re-
aktanden steuerbar. Eine definierte Mehrfachkopplung mit unterschiedlichen Kopplungspartnern ist durch eine
sequentielle Kopplung oder die Verwendung unterschiedlicher Kopplungschemie méglich, z.B. durch Koppeln
des ersten funktionellen Bestandteils an Cysteine, wahrend der funktionelle Bestandteil 2 an Lysine des betref-
fenden Polypeptids angehangt wird. Ein typisches Beispiel ist das Anhangen von Fluoreszenzdonor-/-akzep-
tor-Paaren fir FRET-Messungen. Dafiir geeignete Kombinationen von Farbstoffmolekiilen sind bei der Fa. In-
vitrogen erhaltlich.

[0092] Unabhangig vom gewahlten Kopplungsmechanismus, der zum erfindungsgemafRen Konjugat fihrt,
sei nochmals darauf hingewiesen, dass die Funktionsfahigkeit der vorliegenden Konjugate so nicht zu erwar-
ten und Uberraschend war. Insofern wird auch auf die vorstehenden Ausfuhrungen verwiesen.

[0093] Dariberhinaus sei erwahnt, das flr den Fachmann nicht zu erwarten war, dass Konjugate wie in der
vorliegenden Erfindung offenbart erzeugt werden kdnnen, wobei die volle Funktionalitat der Einzelbestandteile
erhalten bleibt oder sogar gesteigert wird.

[0094] Die GrofRenverhaltnisse zwischen den erfindungsgemafien Polypeptid-Molekiilen einerseits und den
funktionellen Bestandteilen andererseits sind sehr unterschiedlich. Teilweise sind die zu bindenden Molekdile,
beispielsweise Phycoerythrin, 10 — 12 mal gréfier als die Polypeptid-Molekiile, teilweise, wie der Fluroreszenz-
farbstoff Oyster, aber auch kleiner. Erstaunlicherweise bleiben, insbesondere bei den viel gréReren gebunde-
nen Molekilen, sowohl die Struktur des Polypeptidmolekiils als auch die Bindungsaffinitat an den Liganden
erhalten. Dies ist so nicht zu erwarten gewesen.
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[0095] Wie bereits oben angesprochen, liegen die Seitenketten zur Kopplung an den funktionellen Bestandteil
vorzugsweise aulierhalb der Bindungsflache von (I) mit dem Liganden, um die Funktionalitat der Bindung an
den Liganden nicht zu stéren.

[0096] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfliihrungsform enthalt — wie oben angesprochen — die terminale
Peptidfusion an (I) einen oder mehrere Cysteinreste oder einen oder mehrere Lysinreste, wobei diese Amino-
saurereste vorzugsweise nicht an der Wechselwirkung von (l) mit dem Liganden beteiligt sind.

[0097] Der funktionelle Bestandteil (ll) ist vorzugsweise aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Polypeptiden
und Proteinen, organischen und anorganischen Polymeren, Nukleinsauren, Lipiden, Zuckern, niedermoleku-
laren Substanzen, Peptiden, sowie Derivaten dieser Substanzen, besteht. Zu den Bindungsprinzipien und
Kopplungsreagenzien, siehe auch die obigen Ausfiihrungen.

[0098] GemalR einer bevorzugten Ausfihrungsform ist der funktionelle Bestandteil (Il) ein Peptid, Polypeptid
oder ein Protein, bevorzugt ein Protein-Chromophor, ein Enzym, ein Immunglobulin, ein Immunglobulin-Deri-
vat, ein Toxin oder ein Polypeptid gemaf I.

[0099] Falls der funktionelle Bestandteil (1) ein Polymer ist, wird er bevorzugt aus Dextran, Polymethacrylat,
Sepharose, Agarose, Polyvinyl, Polystyren, Kieselgel, Cellulose oder Polyethylenglykol, oder einem Polymer-
derivat ausgewahilt.

[0100] Falls es sich bei dem funktionellen Bestandteil (1) um eine niedermolekulare Substanz handelt, ist die-
se bevorzugt ein Farbstoff Biotin, Digoxigenin, ein Schwermetall, ein Chelatbildner, ein Radioisotop, ein Anti-
biotikum oder eine cytotoxische Substanz.

[0101] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der an den Bestandteil (1) spezifisch bindende Ligand
vorzugsweise aus der Gruppe ausgewahlt, die aus Polypeptiden, Peptiden, niedermolekularen Substanzen,
Lipiden, Zuckern, Nukleinsduren, organischen und anorganischen Polymeren, sowie Derivaten dieser Sub-
stanzen, besteht.

[0102] Falls es sich hierbei um ein Polypeptid oder ein Protein handelt, werden vorzugsweise Immunglobuline
und Immunglobulinderivate, aus Blutplasma gewonnene Proteine, Blutgerinnungsfaktoren- und -inhibitoren,
Wachstumsfaktoren, Interleukine, Cytokine, Rezeptorproteine, virale Proteine und Oberflachenzellmarker, be-
vorzugt CD14, CD25, CD34 eingesetzt.

[0103] Falls der Ligand ein Peptid ist, ist er bevorzugt ein Affinitdtsanhangsel, vorzugsweise S-Tag, T7-Tag,
His-Tag, Strep-Tag, Myc-Tag, oder FLAG-Tag, oder ein Peptid viralen Ursprungs.

[0104] Der Ligand kann auch eine niedermolekulare Substanz, bevorzugt Steroide, Cholesterol und Schad-
stoffe, wie beispielsweise halogenierte Kohlenwasserstoffe oder ein Lipid- oder Lipidderivat, bevorzugt bakte-
rielle Lipopolysaccharide, Liposomen und Lipoproteine, sein.

[0105] Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform ist der Bestandteil (I1) des erfindungsgemafRen Konjuga-
tes ein oder mehrere auf gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierende Polypeptide, die mit (I) identisch sind, und
mit diesem kovalent verknUlpft sind, wodurch eine Steigerung der Affinitadt zu dem Liganden von () tber Avidi-
tatseffekte erreicht wird. Fir eine ausfuhrliche Erklarung wird auf die obigen Erlduterungen verwiesen.

[0106] Weiterhin ist der Bestandteil (I1) vorzugsweise ein Polypeptid, Protein oder Polymer, an das Bestandteil
(1) mehrfach kovalent verknipft ist, wodurch eine Steigerung der Affinitdt zu dem Liganden von (I) Gber Avidi-
tatseffekte erreicht wird. Alternativ ist der Bestandteil (1) ein Polypeptid oder Polymer, das nach kovalenter Ver-
knipfung mit Bestandteil (I) kovalente oder nicht kovalente Bindung mit weiteren Konjugaten dieser Art ein-
geht, wodurch eine Steigerung der Affinitdt zu dem Liganden von (1) Uber Aviditatseffekte erreicht wird.

[0107] Gemal einer bevorzugten Ausfliihrungsform ist der Bestandteil (1) eines der Molekiile SPC1-A1 (SEQ
ID NO: 2), SPC1-A7 (SEQ ID NO: 3), SPU11-3-A1 (SEQ ID NO: 12 und 13), SPC1-G3 (SEQ ID NO: 4) und
SPC7-E9 (SEQ ID NO: 8).

[0108] Die Erfindung umfasst jedoch nicht nur die exakten Nukleinsduresequenzen, sondern auch Varianten

hiervon. ,Varianten" sind erfindungsgemaf insbesondere solche Nukleinsauren, bei denen eine oder mehrere
Substitutionen, Insertionen und/oder Deletionen im Vergleich zu den in den SEQ ID NO definierten Nuklein-
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sauren vorliegen. Bei diesen fehlen vorzugsweise zumindest 1, aber auch 2, 3, 4 oder mehr Nukleotide an ei-
nem oder beiden Enden der Nukleinsduren oder auch im Inneren der Nukleinsauren oder sind durch andere
Nukleotide ersetzt.

[0109] Die Nukleinsauren der vorliegenden Erfindung umfassen also auch Nukleinsauren, die Sequenzen
aufweisen, die im Wesentlichen zu den Nukleinsauren der jeweiligen SEQ ID NO aquivalent sind. Erfindungs-
gemale Nukleinsduren kdnnen z.B. zumindest ungefahr 80%, typischerweise zumindest ungefahr 90% oder
95% Sequenzidentitat zu den Nukleinsduren der SEQ ID NO aufweisen.

[0110] Der Begriff ,Nukleinsduresequenz" betrifft ein Heteropolymer von Nukleotiden oder die Sequenz die-
ser Nukleotide. Der Begriff ,Nukleinsaure", wie hierin verwendet, umfasst sowohl RNA, DNA, einschlieRlich cD-
NA, genomische DNA und synthetische (bsw. chemisch synthetisierte) als auch an andere Polymere gebun-
dene Basen wie PNA.

[0111] Die Erfindung umfaf3t auch solche Varianten, die mit den erfindungsgemafen Nukleinsauren unter mo-
derat stringenten Bedingungen hybridisieren.

[0112] Unter stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingungen versteht man im allgemeinen die Reakti-
onsbedingungen, unter denen nur noch Duplexmolekiile zwischen Oligonukleotiden und gewilinschten Zielmo-
lekilen (perfekte Hybride) entstehen bzw. nur noch der gewlinschte Zielorganismus nachgewiesen wird. Unter
stringenten Hybridisierungsbedingungen werden dabei insbesondere 0,2 x SSC (0,03 M NaCl, 0,003 M Natri-
umcitrat, pH 7) bei 65°C verstanden. Bei kiirzeren Fragmenten, beispielsweise Oligonukleotiden aus bis zu 20
Nukleotiden, liegt die Hybridisierungstemperatur unter 65°C, beispielsweise bei iber 55°C, bevorzugt tiber
60°C, jeweils aber unter 65°C. Stringente Hybridisierungstemperaturen sind abhangig von der Grof3e bzw.
Lange der Nukleinsaure und ihrer Nukleotidzusammensetzungen und sind vom Fachmann durch Handversu-
che zu ermitteln. Moderat stringente Bedingungen werden beispielsweise bei 42°C und Waschen in 0,2 x
SSC/0,1 % SDS bei 42°C erreicht.

[0113] Die jeweiligen Temperaturbedingungen kdnnen in Abhangigkeit von den gewahlten Versuchsbedin-
gungen und in Abhangigkeit von der zu untersuchenden Nukleinsaure-Probe unterschiedlich sein und mussen
dann entsprechend angepal’t werden. Der Nachweis des Hybridisierungsprodukts kann beispielsweise durch
Autoradiographie im Falle radioaktiv markierter Molekule oder durch Fluorimetrie bei Verwendung von Fluores-
zenz-markierten Molekulen erfolgen.

[0114] Der Fachmann kann in an sich bekannter Weise die Bedingungen an das gewahlte Untersuchungs-
verfahren anpassen, um tatsachlich moderat stringente Bedingungen zu erzielen und ein spezifisches Nach-
weisverfahren zu erméglichen. Geeignete Stringenzbedingungen lassen sich beispielsweise anhand von Re-
ferenzhybridisierungen ermitteln. Eine geeignete Nukleinsaure- bzw. Oligonukleotidkonzentration muf3 einge-
setzt werden. Die Hybridisierung muf} bei geeigneter Temperatur stattfinden (je héher die Temperatur, um so
schwacher die Bindung der Hybride).

[0115] GemalR eines zweiten Aspektes betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines
wie oben definierten Konjugats, ausgehend von Bestandteil (I) mit bekannter Sequenz, das folgende Schritte
umfasst:

— Identifizierung fur die Kopplung geeigneter Aminosaurereste durch Analyse der Raumstruktur des Prote-

ins, bevorzugt von Resten aulierhalb der Wechselwirkungsflache von (I) mit dem Liganden;

— Aktivierung eines Kopplungspartners durch ein geeignetes Kopplungsreagenz;

— Durchflihrung der Kopplungsreaktion;

— Isolierung des Konjugates; und

— Nachweis der Funktionalitat beider Komponenten des Konjugates.

[0116] Ein modifiziertes Verfahren zur Herstellung eines Konjugates der Erfindung umfasst, ausgehend von
Bestandteil (I) mit bekannter Sequenz, in dem keine fir die Kopplung geeigneten Aminosaurereste identifiziert
wurden, folgende Schritte:

— Einfuhrung flr die Kopplung geeigneter Aminosaurereste durch Substitution, Insertion oder Fusion, be-

vorzugt oberflachenexponierter Reste auRerhalb der Wechselwirkungsflache von (I) mit dem Liganden;

— Nachweis der Zuganglichkeit der eingeflihrten Aminosaurereste;

— Nachweis der Funktionalitat des derart veranderten Bestandteils (1);

— Aktivierung eines Kopplungspartners durch ein geeignetes Kopplungsreagenz;

— Durchflihrung der Kopplungsreaktion;
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— Isolierung des Konjugates; und
— Nachweis der Funktionalitat beider Komponenten des Konjugates.

[0117] Na&here Ausflihrungen zu den Kopplungsverfahren etc. finden sich oben.

[0118] Gemal eines dritten Aspektes stellt die vorliegende Erfindung ein Konjugat bereit, das nach den vor-
genannten Verfahren herstellbar ist.

[0119] Weiterhin umfasst die vorliegende Erfindung einen diagnostischen Kit, der ein wie oben definiertes
Konjugat enthalt.

[0120] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusammensetzung, die ein
erfindungsgemafes Konjugat und einen pharmazeutisch vertraglichen Trager umfasst.

[0121] In der pharmazeutischen Zusammensetzung wird das Konjugat mit geeigneten Tragern oder Trager-
stoffen in Dosen vermischt, so da die Erkrankung behandelt oder zumindest gelindert wird. Eine derartige Zu-
sammensetzung kann (zuséatzlich zu den Wirkstoffen und dem Trager) Verdlinnungsmittel, Fullmaterialien, Sal-
ze, Puffer, Stabilisatoren, Solubilisierungsmittel und andere Materialien enthalten, die in der Technik wohlbe-
kannt sind. Der Begriff "pharmazeutisch vertraglich" definiert ein nichttoxisches Material, das die Wirksamkeit
der biologischen Aktivitat des aktiven Inhaltsstoffes bzw. Wirkstoffes nicht stért. Die Auswahl des Tragers hangt
vom Verabreichungsweg ab.

[0122] Die pharmazeutische Zusammensetzung kann zusatzlich weitere Mittel enthalten, die die Aktivitat des
Wirkstoffes steigern oder dessen Aktivitat oder Verwendung bei der Behandlung erganzen. Derartige zusatz-
liche Faktoren und/oder Mittel kbnnen in der pharmazeutischen Zusammensetzung enthalten sein, um eine sy-
nergistische Wirkung zu erzielen oder um Nebenwirkungen bzw. unerwiinschte Wirkungen zu minimieren.

[0123] Techniken zur Formulierung bzw. Zubereitung und Verabreichung der Konjugate der vorliegenden An-
meldung sind in "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, PA, letzte Ausgabe,
zu finden. Eine therapeutisch wirksame Dosis bezieht sich ferner auf eine Menge der Verbindung, die aus-
reicht, um eine Verbesserung der Symptome zu erreichen, beispielsweise eine Behandlung, Heilung, Praven-
tion oder Verbesserung derartiger Zustande. Geeignete Verabreichungswege kdnnen beispielsweise orale,
rektale, transmucosale oder intestinale Verabreichung und parenterale Verabreichung einschlief3en, ein-
schlielich intramuskularer, subkutaner, intramedularer Injektionen ebenso wie intrathekaler, direkt intraventri-
kularer, intravendser, intraperitonealer oder intranasaler Injektionen. Die intravendse Verabreichung an einen
Patienten wird bevorzugt.

[0124] GemaR eines weiteren Aspektes betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines wie hierin de-
finierten Konjugates, Kits oder Zusammensetzung zum Einsatz in der Diagnostik, Therapie und Affinitatschro-
matographie.

[0125] Die dargestellten Kopplungsmethoden und die damit erhaltenen Daten ermdglichen die verschiedens-
ten Anwendungen der Konjugate, darunter der Einsatz der Konjugate in der Affinitatschromatographie. Bei-
spiele daflr sind der Ersatz von Protein A zur Reinigung von Antikérpern und die Aufreinigung von Blutplas-
maproteinen, Wachstumsfaktoren oder Influenzaimpfstoffen mittels Affinitdtschromatographie sowie die Reini-
gung von rekombinant hergestellten Proteinen mit Affinitdtsanhangseln oder die Abreicherung von Endotoxi-
nen bzw. Albuminen. Durch eine Kopplung an Matrices ist weiterhin die Verwendung in der Blutplasmaphorese
oder der Bioremedation vorstellbar.

[0126] Ein weiteres Anwendungsgebiet ergibt sich in der Diagnostik. Denkbar sind hier der Einsatz im Scree-
ning von Blutbanken auf bakterielle oder virale Infektionen oder in klassischen Nachweistechniken wie ELISA
oder neuen Entwicklungen wie in einem Luminex System. Ebenfalls in der Diagnostik aber auch in der Thera-
pie sind solche Konjugate in der Separation von Zellen einsetzbar.

[0127] Die Verwendung der erfindungsgemalen Konjugate in der Therapie ist ebenfalls mdglich, insbeson-
dere der allgemeine Gebrauch als Transport-Molekile. Weitere Anwendungen in der Therapie waren in der
Gentherapie beim gezielten Targeting durch ein Polypeptidmolekiil gemaf der Erfindung und der Kopplung an
Systeme zum Gentransfer. Ebenfalls durch ein gezieltes Targeting und die Kopplung an ein bakterielles Toxin
wirde sich der Einsatz als Immunotoxin in der Therapie ergeben.
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[0128] Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand mehrerer Abbildungen und den begleitenden Bei-
spielen beschrieben, die jedoch den Umfang der Erfindung nicht einschranken sollen, sondern diesen lediglich
veranschaulichen.

[0129] Abb. 1: Rdumliche Struktur des gamma-lI-Kristallins. Die de novo generierte Bindungsflache in der
N-terminalen Domane ist in gelb dargestellt. Die C-terminale Lage der auerhalb der Bindungsflache lokalisier-
ten Lysinreste ist durch rote Kalotten hervorgehoben.

[0130] Abb. 2: Sensorgramme der Biacore-Experimente zur Kompetition der Bindung der Affilin™-Varianten
SPC1-A1 (A), SPC1-A7 (B) und SPC-1-G3 (C) an einen CMS-Chip mit immobilisierten IgG-Fc. Fur die Expe-
rimente wurden 180 RU an polyklonalem IgG-Fc immobilisiert. Zur Kompetition der Bindung wurden die ange-
gebenen Konzentrationen der Varianten und IgG-Fc eingesetzt. Als Laufpuffer wurde HBS-EP mit einer Fluss-
geschwindigkeit von 30 pl/min verwendet.

[0131] Abb. 3: Konzentrationsabhangiger ELISA zum Nachweis der Bindung von SPC7-E9 an proNGF. Die
Mikrotiterplatte wurde mit 10 pg/ml proNGF beschichtet. Als Detektionsantikérper diente ein anti-humanes
gamma-ll-Kristallin Antikérper-POD Konjugat in einer Verdinnung von 1:1000. Die dargestellten Absorptions-
werte sind Mittelwerte aus zwei Parallelmessungen. Es konnte ein apparenter K,-Wert von 200 nM berechnet
werden.

[0132] Abb. 4: Konzentrationsabhangiger ELISA zum Nachweis der Bindung von SPC1-A7_Cys an humanes
IgG-Fc. Die Mikrotiterplatte wurde mit 10 pg/ml IgG-Fc beschichtet. Als Detektionsantikdrper diente ein anti-hu-
manes gamma-|I-Kristallin Antikdrper-POD Konjugat in einer Verdinnung von 1:1000. Die dargestellten Ab-
sorptionswerte sind Mittelwerte aus zwei Parallelmessungen. Es konnte ein apparenter K,-Wert von 233 nM
berechnet werden.

[0133] Abb. 5: Sensorgramme der Biacore-Experimente zur Bindung von SPC1-A7BB-PE Konjugat an einen
CMS-Chip mit immobilisiertem IgG-Fc. Es wurden 3000 RU an IgG-Fc immobilisiert und die Konzentrationen
121 nM (rot), 75 nM (griin) und 6 nM (blau) an SPC1-A7BB-PE Konjugat Gber den Chip geleitet. Die Assozia-
tionsphase betrug 1 min, gefolgt von 3 min Dissoziationsphase. Als Laufpuffer diente HBS-EP mit einer Fluss-
geschwindigkeit von 30 pl/min. Aus den Kurven konnte ein makroskopischer K -Wert von 15 nM berechnet
werden.

[0134] Abb.6: Sensorgramme der Biacore-Experimente zur Uberpriifung der Bindung von SPC1-A7
Oyster556 an einen CMS-Chip mit immobilisiertem IgG-Fc. Es wurden 1000 RU IgG-Fc auf dem Chip immo-
bilisiert und SPC1-A70yster556 in Konzentrationen von 1 uM (blau) und 5 uM (rot) Gber den Chip geleitet. Die
Assoziations- und Dissoziationsphase betrug jeweils 3 min. Als Laufpuffer diente HBS-EP mit einer Flussge-
schwindigkeit von 30 pl/min.

[0135] Abb. 7: Nachweis der Bindung eines Affilin™-POD Konjugates an IgG durch ELISA. Es wurden 10
pg/ml humanes IgG an einer Mikrotiterplatte immobilisiert.

[0136] Verschiedene Verdiinnungen des Affilin™-POD Konjugates in PBS wurden 1 h auf der Mikrotiterplatte
inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde die Aktivitat der gebundenen POD durch TMB-Substratlésung nach-
gewiesen.

[0137] Abb. 8: Sensorgramme der Biacore-Experimente zur Bindung von SPU11-3-A1_Cys an NGF. Es wur-
den 200 RU an SPU11-3-A1_Cys an den CM5 Chip mit Hilfe von PDEA gekoppelt und verschiedene Konzen-
trationen an NGF Uber den Chip geleitet. Als Laufpuffer diente PBS (1 mM EDTA, 0,005 % Surfactant P20) mit
einer Flussgeschwindigkeit von 30 pl/min. Aus den Kurven konnte ein K,-Wert von 46 nM berechnet werden.

[0138] Abb. 9: Sensogramme der Biacore-Experimente zur Bindung von SPC7-E9 an einen CMS-Chip mit
proNGF. Es wurden 280 RU an proNGF immobilisiert und verschieden Konzentrationen proNGF tber den Chip
geleitet. Als Laufpuffer diente HBS-EP mit einer Flussgeschwindigkeit von 30 pl/min. Aus den Kurven konnte
ein Ky-Wert von 1,4 nM berechnet werden.

[0139] Abb. 10: Elution von proNGF von einer SPC7-E9 Affinitdtssdule. Es wurden 400 ug gereinigtes
proNGF aufgetragen (Zeitpunkt 0, gestrichelte pinke Linie) und anschlieRend wurde mit 20 Saulenvolumen
Laufpuffer gespdilt. Die Elution erfolgte mit 0,1 M Glycin pH 2,2 (griine Linie). Der Lauf wurde bei einem Fluss
von 1 ml/min durchgefihrt. Die Detektion des Proteins erfolgte bei 280 nm (blaue Linie).
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[0140] Abb. 11: SDS-PAGE der Separation von proNGF aus einer BSA-Ldsung und aus E.coli Rohextrakt.
(v.l.n.r) Bahn 1: Markerproteine, Bahn 2: BSA-Standard, Bahn 3: proNGF-Standard, Bahn 4: Gemisch aus BSA
und proNGF Standards (Auftrag), Bahn 5: Durchlauf, Bahn 6: Elution mit 0,2 M Glycin (pH 2,2), Bahn 7: leer,
Bahn 8: Gemisch aus E.coli Rohextrakt (B1 21) und proNGF-Standard, Bahn 9: Durchlauf, Bahn 10: Elution
mit 0,2 M Glycin (pH 2,2)

Ausflihrungsbeispiel
Beispiel 1

Selektion IgG-Fc und proNGF bindender Affilin™-Variante aus der humanen gamma-lI-Kristallin Bibliothek, Ex-
pression und Reinigung

[0141] Ausgehend von der humanen gamma-Kristallin Bibliothek CR20 wurde ein Selektionsprozess mit Hilfe
des Phage Display Systems durchgefiihrt. Dabei konnten bereits nach einer Runde mehrere AffilinTM Varian-
ten selektiert und isoliert werden, die im Einzelphagen-ELISA eine spezifische Bindung an IgG-Fc aufwiesen.
Es sei darauf hingewiesen, dass der wie hierin verwendete Begriff ,Affilin™" dem erfindungsgemaRen Polypep-
tidmolekil-Bestandteil des Konjugates entspricht, der auf Ubiquitin oder gamma-Kristallin basiert und gegen-
Uber dem Wildtyp eine veranderte Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist.
Nach Umklonierung der Gene in den Expressionsvektor pET20b (Novagen) wurden die Affilin™-Varianten re-
kombinant in E.coli (BL21(DE3), Stratagene) tberexprimiert und anschlielend in zwei Chromatographieschrit-
ten (IMAC und Gelfiltration) gereinigt. In einem proteinkonzentrationsabhangigen ELISA und in BIACORE-Ex-
perimenten konnte eine spezifische Bindung an IgG-Fc mit einer Dissoziationskonstanten im nM-Bereich be-
stimmt werden.

[0142] Zur Selektion von IgG-Fc bindenden Affilin™-Varianten wurde 1 ml der Bibliothek CR20 (6.5 x 10 cfu)
in 112 x YT-Medium mit 2% Glucose und 100 ug/ml Ampicillin bei 37°C und 220 rpm bis zu einer optischen
Dichte von ODy,, = 0,4 inkubiert. AnschlieRend wurde die Bakterienkultur mit einem 10fachen Uberschuss von
Helferphagen M13KO7 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zur Infektion fur 1 h bei 37°C und 100 rpm inku-
biert. Die Bakteriensuspension wurde dann 20 min bei 1000 x g zentrifugiert, und das Pelletin 112 x YT-Me-
dium mit 8 mM GSH, 100 ug/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin resuspendiert. Die Phagenproduktion bzw.
Phagenfreisetzung erfolgte bei 30°C und 200 rpm Uber Nacht. Zur Isolierung der Phagen wurde das von Kay,
Winter & McCafferty (1996) beschriebene Protokoll verwendet.

[0143] 1 mlderisolierten Phagen (1.4 x 10 cfu) wurden mit 1 ml 6 % BSA in PBS fiir 1 h bei Raumtemperatur
(RT) geblockt. Wahrenddessen wurden 10 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (NUNC), welche tber Nacht bei
RT mit 100 pl einer 10 pg/ml Losung des monoklonalen IgG-Fc (Roche) in PBS beschichtet wurden, dreimal
mit PBS; 0,1 % Tween 20 gewaschen. AnschlieRend wurden freie Bindungsstellen der Vertiefungen mit je 300
uI PBS (3% BSA, 0,5% Tween 20) fir 2 h bei RT geblockt. Es folgte ein dreimaliges Waschen der Vertiefungen
mit PBS (0,1 % Tween 20). Nach Zugabe von je 100 pl der geblockten Phagen pro Vertiefung erfolgte eine
Inkubation fir 1 h bei RT und 20 rpm. Ungebundene bzw. schwach gebundene Phagen wurden durch 2maliges
Waschen mit 2 x PBS, 2maliges Waschen mit 2 x PBS, 3 % BSA und abschlieRend 2 x mit 2 x PBS entfernt.
Die noch gebundenen Phagen wurden durch Zugabe von 100 pl/well 100 mM Triethylamin und Inkubation flr
10 min bei RT eluiert. Zur Neutralisation der basisch eluierten Phagen wurden (gesamt 1ml) diese mit 500 pl
1 M Tris/HCI pH 7,4 versetzt. Danach wurden die Vertiefungen dreimal mit PBS gewaschen.

[0144] Stark gebundene Phagen, die trotz Elution mit Triethylamin in der Mikrotiterplatte verblieben waren,
wurden direkt zur Reinfektion mit 100 pl einer expotentiell wachsenden Zellkultur (ODy,, = 0,4) von XL1-Blue
fir 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Reinfektion von XL1-Blue Zellen mit den basisch eluierten Phagen wurden
750 pl des neutralisierten Eluates mit 9 ml XL1-Blue Zellen mit einer ODg,, = 0,4 fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlieftend wurden die reinfizierten Zellen von basisch eluierten Phagen und stark gebundenen Phagen ver-
einigt, auf 16 x 16 cm Platten mit SOBAG — Medium (inklusive Ampicillin) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Nach einen Panningprozess wurden ca. 2000 Klone erhalten, die mit ca. 12,5 ml 2 x YT-Medium; 20
% Glycerin von den Platten abgeschwemmt und bei —-80°C aufbewahrt wurden.

[0145] Zur Anzucht von Einzelphagen wurde der nach der ersten Panning-Runde erhaltene Zellpool auf Se-
lektionsmedium (SOBAG) ausplattiert und iber Nacht bei 37°C inkubiert. Von der SOBAG-Platte wurden 92
Einzelklone in 24 x 5 ml Deep-well-Platten mit je 2 ml/Vertiefung 2 x YT-Medium mit 2 % Glucose und 100
pg/ml Amp utberfihrt und tGber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Zusatzlich wurde pro Platte eine Einzel-
kolonie (X11-blue) mit dem Gen fur das humane-gamma-Kristallin Wildtyp im Phagemid-Vektor als Kontrolle
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mitgefuhrt. Sterile 24 x 5 ml Deep-well-Platten wurden mit je 2,5 mi/Vertiefung 2 x YT-Medium mit 2 % Glucose
und 100 pg/ml Amp mit 1 % Inokulum der Ubernacht-Kultur beimpft und die Bakterienkulturen bei 37°C und
180 rpm bis ODy,, ca. 0,4 inkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen mit 2,5 pl pro Vertiefung Helferphagen
M13KO07 mit 10" cfu/ml infiziert und fiir 1 h bei 37°C und 100 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien
durch Zentrifugation pelletiert, der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 2,5 ml pro well 2 x YT-Medi-
um, 8 mM GSH, 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin resuspendiert und iber Nacht bei 30°C und 200
rpm inkubiert. Zur Gewinnung des Phagen-Uberstandes erfolgte eine Zentrifugation der Platten bei 4600 rpm.
Fallung und Pelletierung der Phagen wurden, wie bei Kay, Winter & McCafferty beschrieben, durchgefihrt und
das Phagenpellet in ca. 200 yl PBS, 3% BSA, pH 7,4 resuspendiert. Durch diese Prozedur konnten die Phagen
konzentriert und anschlieRend in einem ELISA eingesetzt werden.

[0146] Hierzu wurden die Vertiefungen einer NUNC-Platte mit 100 pl Antigenlésung (10 pg/ml humaner mo-
noklonaler IgG-Fc, bzw. BSA) tber Nacht bei 4°C beschichtet. Die ELISA-Platte wurde am nachsten Tag mit
Blockierungspuffer (PBS, 3% BSA, 0,5% Tween 20, pH 7,4) fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Wa-
schen der Vertiefungen mit Wachpuffer (PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,4) wurden jeweils 100 pl der geblockten
Phagenpraparationen in die Vertiefungen gegeben und fir 1 h bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen der
Vertiefungen mit Waschpuffer (PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,4) wurde der monoklonale anti-M13 Antikérper
(POD-konjugiert; MoBiTec, Goéttingen) in einer Verdiinnung von 1:5000 in PBS, pH 7,4 aufgetragen (100 pl/Ver-
tiefung) und wieder fur 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden die Vertiefungen 3 x mit Waschpuffer (PBS, 0,1
% Tween 20, pH 7,4) und 3 x PBS gewaschen und die Farbreaktion mit TMB Plus (Kementec, DK) initiiert (100
pl/ Vertiefung). Nach 20 Minuten wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 0,2 M H,SO, abgestoppt. Die er-
haltene Gelbfarbung wurde bei 450 nm eingelesen (Referenzwellenlange: 620 nm) und dokumentiert.

[0147] Von den Phagenpraperationen, welche ein deutliches Signal hinsichtlich der Bindung an monoklonales
IgG-Fc und eine kaum nachweisbare Bindung an BSA zeigten, wurden die Gene der gamma-II-Kristallin Vari-
anten mit dem primer pCAN700 sequenziert. Drei daraus resultierende Klone SPC1-A1, SPC1-A7 und
SPC1-G3 wurden in den Expressionsvektor pET20b Uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und BstEIl umklo-
niert und in den Expressionsstamm BL21(DE3), pUBS520 (Stratagene) eingebracht.

[0148] Die Zellen wurden in 2 x YT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin bis zu einer
optischen Dichte von ODg,, = 0,6 — 0,8 bei 37°C und 200 rpm angezogen und anschlieRend die rekombinante
Proteinexpresssion mit IPTG (1mM Endkonzentration) induziert. Nach vierstiindigem Wachstum bei 30°C und
200 rpm wurden die Zellen durch Zentrifugation (6000 x g, 20 min, 4°C) geerntet. Der Aufschluss erfolgte in
NPI-10 Puffer (Qiagen) durch Lysozym (0,1 mg/ml) und Ultraschall (6 x 15 sec, unter Eiskiihlung) in Anwesen-
heit von 5 mM beta-Mercaptoethanol. Nach Zentrifugation (40000 x g, 30 min, 4°C) wurde der Uberstand auf
eine IMAC-Saule (HiTrap Chelating HP, Amersham Bioscience) appliziert und mit NPI-20 (Quiagen, + 5 mM
beta-Mercaptoethanol) gewaschen (20 Saulenvolumen). Die Elution erfolgte durch einen linearen Gradienten
mit NPI-500 (Quiagen, + 5 mM beta-Mercaptoethanol) in 30 Sdulenvolumen. Die gamma-II-Kristallin enthalte-
nen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert, entsprechende Proben gepoolt und auf eine Gelfiltrati-
onssaule (1,6 x 60, Sephadex 75, Amersham Biosciences) aufgetragen. Als Laufpuffer diente PBS, bei einer
Flussrate von 0,75 ml/min. Die Analyse der Gelfiltration erfolgte mittels SDS-PAGE, die gamma-II-Kristallin ent-
haltenen Fraktionen wurden vereinigt und bei 4°C aufbewahrt. Die Affilin™ Varianten hatten nach dieser Rei-
nigungsprozedur eine Reinheit von >95% (SDS-PAGE).

[0149] Die Bindungseigenschaften der gereinigten Proteine wurden nun wie oben beschrieben in einem kon-
zentrationsabhangigen ELISA getestet. Dabei wurden verschiedene Konzentrationen (100 nM — 10 uM) der
Affilin™-Varianten eingesetzt und ein anti-gamma-lI-Kristallin Antikérper (monoklonales Antikérperkonjugat mit
POD) als Detektionsantikérper eingesetzt. Es zeigte sich dabei, dass alle drei getesteten Affilin™-Varianten
eine spezifische Bindung gegeniiber humanen IgG-Fc besitzen und eine unspezifische Bindung an BSA oder
die Mikrotiterplatte nicht nachweisbar war. Der als Kontrolle mitgefliihrte humane gamma-Il-Kristallin-Wildtyp
zeigte keinerlei Bindung an IgG-Fc, BSA, oder die Mikrotiterplatte.

[0150] In BIACORE-Experimenten wurden die Dissoziationskonstanten der drei Affilin™-Varianten bestimmt.
Dazu wurde auf einem CMS Chip ca. 180 RU an humanen IgG-Fc (50 pg/ml in 50 mM NaCitrat, pH 5,0) im-
mobilisiert. Freie Bindungsstellen wurden abschlielend durch 1 M Ethanolamin (pH 8,5) inaktiviert.

[0151] Bei einem Fluss von 30 pl/min wurden nun 6 verschiedene Konzentrationen (166 nM — 1 pM) fur 180
sec Uber den Chip geleitet. Anschlielend wurde bei dem gleichen Fluss der Chip mit HBS, 0,005 % Surfactant
P20 (Biacore) fiir 180 sec gespllt. Aus den resultierenden Sensogrammen konnte mit Hilfe der BiaEvaluation
Software (Biacore, Uppsala, Schweden) folgende Dissoziationskonstanten der Affilin™-Varianten gegeniiber

19/63



DE 10 2004 049 479 A1 2006.04.13

IgG-Fc bestimmt werden: SPC1-A1 mit 230 nM, SPC1-A7 mit 280 nM und SPC1-G3 mit 800 nM. In Kompeti-
tionsexperimenten konnte die spezifische Bindung der Affilin™-Varianten an IgG-Fc und nicht an die Chip-Ma-
trix nachgewiesen werden (Abb. 2).

[0152] Analog zur Selektion der Varianten SPC1-A1, SPC1-A7 und SPC1-G3 wurde die Affilin™ Variante
SPC7-E9 gegen das Zielmolekill proNGF isoliert. Die Dissoziationskonstante konnte mit Hilfe von BIACO-
RE-Messungen mit 1 — 6 nM bestimmt werden (Abb. 3).

Beispiel 2

Selektion von Affilin™-Varianten aus der humanen Ubiquitin Bibliothek (UB10) gegen ein Cystein-Knotenpro-
tein — Expression und Reinigung

Bereitstellung eines synthetischen Ubiquitin-Gens fiir die Selektion von modifizierten Proteinen mit neu er-
zeugter Bindungsaffinitat

[0153] Die gentechnischen Arbeiten wurden sofern nicht anders angegeben nach dem Fachmann gelaufigen
Standardprotokollen wie z. B. von Sambrook et al. (1989) durchgefuhrt.

[0154] Fur die Herstellung der DNA-Sequenz (Seqg-ID No. 25) fiir ein modifiziertes Ubiquitin-Proteingertist mit
den Substitutionen lle44Ala, Lys48Arg, Arg54Leu, Val70Ala, Arg72Leu, Gly75Ala sowie mit der Deletion von
Gly76 als Ausgangspunkt fur die Gewinnung von kinstlichen Bindungsproteinen wurde folgendermafien vor-
gegangen: Fur die Gensynthese wurde eine PCR-Reaktion in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt, in dem
jeweils 2,5 pl der sechs Oligodesoxynukleotide (Seq-ID No. 26, Seq-ID No. 27, Seqg-ID No. 28, Seqg-ID No. 29,
Seq-ID No. 30, Seqg-ID No. 31; jew. 0,1 uM), die in ihrer Basenpaarabfolge insgesamt das zu synthetisierende
Gen reprasentierten, als Templates vorlagen. Die Sequenzen der eingesetzten Oligodesoxynukleotide ent-
sprachen dabei jeweils 40 bis 50 Basenpaar langen Abschnitten des kodierenden bzw. nicht-kodierenden
DNA-Stranges des kunstlichen Gens und tberlappten alternierend an ihren 3'- und 5'-Enden mit ca. 15 Basen.
Zusatzlich enthielt der Ansatz jeweils 2,5 pl flankierende Primer (Seg-ID No. 32, Seq-ID No. 33; 10 uM) sowie
5 pl 10 Tag-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 9,0, 500 mM KCI, 1 % (v/v) Triton X-100), 3 pl 25 mM MgCl, und 4
dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Nach Auffiillen mit H,O wurde der Reaktionsansatz im Ther-
mozykler zwecks Denaturierung fiir 2 min auf 94°C erhitzt. Dann wurden 2,5 U der Tag-Polymerase (Promega)
in der Hitze zugegeben (Hot Start) und das PCR-Programm gestartet. In 25 Zyklen wurde fir je 1 min bei 94°C,
1 min bei 55°C und fir 1,5 min bei 72°C inkubiert. Eine abschlieRende Inkubation erfolgte fir 5 min bei 72°C.

[0155] Das gewilinschte PCR-Produkt wurde mittels analytischer Agarose-Gelelektrophorese identifiziert und
aus dem Ansatz mit Hilfe des MinElute Reaction Cleanup-Kit (Qiagen) gereinigt. 1,0 ng der isolierten DNA wur-
den als Template fir eine zweite Amplifizierung verwendet, die diesmal unter Verwendung der Pfu-Polymerase
(Promega) ebenfalls in einem Volumen von 50 pl realisiert wurde. Dazu wurden 5 pl des mitgelieferten 10x
Pfu-Puffers (200 mM Tris/HCI, pH 8,8, 20 mM MgCl,, 100 mM KCI, 100 mM (NH,),SO,, 1 % (v/v) Triton X-100,
1 mg/ml BSA) sowie 4 pyl dNTP-Mix verwendet und mit H,O aufgefillt. Zusatzlich enthielt der Ansatz flankie-
rende Primer (Seqg-ID No. 32, Seq-ID No. 33; 10 uM) zur Einfiihrung geeigneter Schnittstellen. Das gewtlinschte
PCR-Produkt wurde mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese isoliert und mit Hilfe des Zero Blunt® TO-
PO® PCR Cloning Kits (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in den Klonierungsvektor pCR®4Blunt-TO-
PO® inseriert. Mit dem entsprechenden Ligations-Reaktionsansatz wurden mitgelieferte chemisch kompetente
Zellen transformiert und auf einer Agar-Platte mit LB/Amp/Kan-Medium ausplattiert. Die Platte wurde fiir 16
Std. bei 37°C bebritet und gewachsenen Kolonien hinsichtlich des erwiinschten Ligationsproduktes analysiert.
Dazu wurde Plasmid-DNA im Mini-MaRstab mit Hilfe des Plasmid-Isolierungskits der Firma Qiagen nach An-
gaben des Herstellers prapariert und einem Restriktionsverdau mit den DNA-Endonukleasen Ndel und Xhol
(New England Biolabs), deren Erkennungssequenzen durch die flankierenden Primer in das PCR-Produkt ein-
geflhrt worden waren, unterworfen. Mit Plasmiden, die das erwartete Schnittmuster aufwiesen, wurde im Be-
reich der inserierten Gen-Kassette mit Hilfe der Taqg DNA-Polymerase eine DNA-Sequenzanalyse durchge-
fuhrt. Dabei wurde der CycleReader™ AutoDNA Sequencing Kit (Fermentas) nach Angaben des Herstellers
sowie 0,5 pug Plasmid-DNA und 1,0 pmol des entsprechenden fluoreszenz-markierten Primers verwendet. Der
dabei neusynthetisierte DNA-Strang wurde wahrend der Polymerasereaktion markiert und durch den Einbau
von Di-desoxynukleotiden statistisch, aber basenspezifisch terminiert. Die entstandenen fluoreszierenden
DNA-Fragmente wurden anschlieBend in einem Liquor-Sequenzierautomaten durch Polyacrylamid-Harn-
stoff-Gelelektrophorese aufgetrennt und als Bandenmuster fir A, C, G, T in benachbarten Spuren sichtbar ge-
macht.
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[0156] Genkassetten mit korrekter DNA-Sequenz wurden durch praparativen Ndel/Xhol-Restriktionsverdau
aus dem Klonierungsvektor pCR®4Blunt-TOPO® herausgeschnitten und durch praparative Agarose-Gelelekt-
orphorese isoliert. Die Insertion des Gens flir das modifizierte Ubiquitin-Proteingerust erfolgte in den Expres-
sionsvektor pET20B(-) (Novagen) fur die Produktion des entsprechenden Proteins bzw. in den Phasmid-Vek-
tor pMUBI-1 zur Konstruktion einer Bibliothek von Ubiquitin-Varianten.

Herstellung einer Bibliothek von Ubiquitin-Varianten

[0157] Zur zufalligen ortsgerichteten Mutagenese von 8 Kodons am Amino- bzw. Carboxyterminus des syn-
thetischen Ubiquitin-Gens wurden zwei aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Der erste Ampli-
fizierungsschritt fand unter Verwendung der Pfu-Polymerase (Promega) in einem Volumen von 10 x 50 pl statt.
Dazu wurden pro Ansatz 5 pl des mitgelieferten 10x Pfu-Puffers sowie 4 pul dNTP-Mix verwendet und mit H,O
aufgefillt. Weiterhin enthielt der Ansatz jeweils 2,5 pl flankierende Primer (Seg-ID No. 34, Seq-ID No. 35; 10
M) zur Einfihrung der gewilinschten Basenpaar-Austausche. Als Template wurden 1,0 ng pMUBI-1 verwen-
det, der das nicht-mutierte synthetische Ubiquitin-Gen trug. Nach Zugabe von 2,5 U der Pfu-Polymerase (s. 0.)
wurde in 25 Zyklen fur je 1 min bei 94°C, 1 min bei 60°C und furr 1,5 min bei 72°C inkubiert. Eine abschlielRende
Inkubation erfolgte fir 5 min bei 72°C. Fur den selektiven Abbau der eingesetzten Matrizen-DNA, wurden pro
Reaktionsansatz 10 U Dpnl zugegeben und fir 1 Std. bei 37°C inkubiert. Das gewiinschte PCR-Produkt wurde
mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese und dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert.

[0158] Der zweite Amplifizierungsschritt wurde in einem 1.000 pl-Ansatz durchgefuhrt, wobei ca. 1,0 ng des
in der ersten PCR-Reaktion gewonnenen Produktes eingesetzt und die Tay-Polymerase verwendet wurden.
Der Reaktionsansatz wurde — adaptiert auf das 20fache Volumen — wie oben ausgefihrt aus 10x Tag-Puffer,
25 mM MgCl,, dNTP-Mix sowie den flankierenden Primern (Seqg-ID No. 36, Seq-ID No. 37; 10 uM), die an ihren
5'-Enden biotinyliert waren und jeweils nicht miteinander kompatible Erkennungssequenzen fir die Endonuk-
lease Sfil trugen, pipettiert. Nach Aufflllen mit H,O wurden 2,5 U der Tag-Polymerase in der Hitze zugegeben
(s. 0.) und das PCR-Programm gestartet. In 25 Zyklen wurde fir je 1 min bei 94°C, 1 min bei 60°C und fur 1,5
min bei 72°C inkubiert. Eine abschlieRende Inkubation erfolgte fiir 5 min bei 72°C.

[0159] Die darauf folgende Spaltung des erhaltenen Amplifizierungsproduktes erfolgte direkt im PCR-Reakti-
onsansatz. Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 4.000 pl die komplette PCR-Reaktionslésung mit ent-
sprechenden Volumen des mitgelieferten 10x Puffer || (100 mM Tris/HCI, pH 7,9, 100 MgCl,, 500 mM NaCl,
10 mM Dithiothreitol), 10x BSA-Lésung und H,O gemischt. Weiterhin wurden 4.000 U des Restriktionsenzyms
Sfil (New England Biolabs) zugegeben und fiir 16 Std. bei 50°C inkubiert. Die DNA wurde aus dem Ansatz mit
Hilfe des MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen) isoliert und in 400 pl sterilem H,O aufgenommen. Zur Ab-
trennung von nicht Sfil-geschnittenem PCR-Produkt wurde die isolierte DNA mit dem gleichen Volumen ,Bin-
ding-Solution" (Dynal), das 1,0 mg/ml magnetische Kiigelchen mit oberflachengekoppeltem Streptavidin (,Dy-
nabeads Kilobase Binder") enthielt, gemischt und fiir 4,5 Std. auf einem Rollenmischer bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Die Kugelchen mit eventuell noch vorhandener biotinylierter DNA wurden prazipitiert, wahrend
komplett mit Sfil gespaltene DNA, die keine biotinylierten Enden mehr aufweisen sollte, im Uberstand verblieb
und Uber Nacht gefallt wurde. Das so erhaltene mit Sfil gespaltene und an den gewilinschten Positionen mu-
tagenisierte Ubiquitin-Gen wurde in sterilem H,O geldst, nochmals mit Hilfe des QlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) entsalzt und wies schlieBlich eine Konzentration von 200 fmol/pl in H,O auf.

[0160] Zur Vorbereitung des Empfangervektors wurde das Phasmid pMUBI-1 nach Herstellerangaben mit Sfil
geschnitten und das gréRere (Vektor-)Fragment mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese und dem Ql-
Aquick Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert. Um intramolekulare Ligation zu verhindern wurden seine 5'-Enden
dephosphoryliert. Hierfir wurden 0,5 U der Alkalische Phosphatase aus Shrimp (Pandalus borealis) sowie der
mitgelieferte Puffer in einem Gesamtvolumen von 200 ul verwendet. Die Mischung wurde fiir 90 min bei 37°C
inkubiert, die DNA aus dem Ansatz mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) isoliert und nochmals
entsalzt (QlAquick PCR Purification Kit). Die DNA des Vektorfragments wies schlief3lich eine Konzentration
von 50 fmol/ul in H,O auf.

[0161] Zur Ligation wurden 1,6 pmol des PCR-Fragments und 8,0 pmol des Vektorfragments von pMUBI-1 in
Gegenwart von 2 U T4 DNA-Ligase (GibcoBRL) in einem Gesamtvolumen 1.600 pl (50 mM Tris/HCI, pH 7,6,
10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5 % (w/v) PEG-8.000) fur drei Tage bei 16°C inkubiert. Nach Erhitzen
des Ansatzes auf 65°C fur 15 min wurde die DNA gefallt. Dazu wurden jeweils 100 pl der Reaktionslésung mit
100 pl Ethanol sowie 10 ul 5 M NaAc, pH 3,0 gemischt und fir 16 Std. bei —20°C gelagert. Anschlieend wurde
zentrifugiert (60 min, 12.500 g), mit Ethanol (70 % v/v, —20°C) gewaschen, erneut zentrifugiert und die prazipi-
tierte DNA schlieBlich in 60 pl sterilem H,O geldst.
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[0162] Zur Elektroporation wurde das Gene Pulser® 1I-System (Biorad) sowie Kiivetten mit Elektrodenabstand
von 1,0 mm (Biozym) bei 4°C im Kihlraum verwendet. Mit jeweils 3,5 pl der oben erhaltenen Lésung wurden
elektrokompetente E. coli XL1Blue (Stratagene) nach Angaben des Herstellers transformiert. Die erhaltene
Zellsuspension wurde auf funf Agarplatten (20 x 20 cm) mit LB/Chloramphenicol-Medium ausplattiert. Die Plat-
ten wurden fiir 16 Std. bei 37°C bebritet und die gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Die konstruierte Biblio-
thek enthielt demnach 2,8 x 10" unabhangige Klone von denen jeder 10.000fach in der Bibliothek vorliegen
sollte. Die Kolonien wurden dann mit insgesamt 100 ml SOC-Medium mit 10 % (v/v) Glycerin abgeschwemmt
und in Aliquots a 1,0 ml bei -80°C gelagert. Von den erhaltenen Klonen wurde mit Hilfe des DNA-Miniprep Kits
der Firma Qiagen von 12 willkurlich ausgewahlten der Phasmid-Vektor isoliert und die DNA-Sequenz im Be-
reich des mutagenisierten Ubiquitin-Gens analysiert. Dabei wiesen alle Klone funktionelle Sequenzen — d. h.
keine Verschiebung des Leserasters durch Insertionen oder Deletionen — sowie qualitativ vollig unterschiedli-
che Substitutionen an den mutagenisierten Positionen auf. Zufallige Austausche auRerhalb der mutagenisier-
ten Bereiche waren nicht vorhanden.

[0163] Auf Grundlage dieser Bibliothek basierend auf dem humanen Ubiquitin wurde in Analogie zu Beispiel
1 mittels der dem Fachmann bekannten Methode des Phage Display Systems eine Selektion durchgefihrt.
Kleinere Abweichungen ergaben sich lediglich in Hinsicht auf die Auswahl des verwendeten Antibiotikums
(Chloramphenicol statt Ampicillin).

[0164] Als Target diente ein Wachstumsfaktor aus der Familie der Cystein-Knotenproteine. Das Ubiquitin Af-
filin™ SPU11-3-A1 wies eine, im ELISA bestimmte, Dissoziationskonstante im nM Bereich auf und wurde fur
Kopplungsstudien im BIACORE System verwendet.

[0165] Eine der daraus selektierten Varianten, SPU11-3-A1, wurde in den Expressionsvektor pET20b tber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol einkloniert. Die Anzuchtbedingungen und Reinigungsprozedur waren
identisch der fiir SPC Affilin™ (IMAC, Gelfiltration), wie in Beispiel 1 aufgefihrt. Zur Detektion der Bindungsei-
genschaften wurde ein konzentrationsabhangiger ELISA durchgefihrt. Dabei wurden verschiedene Konzent-
rationen (10 nM — 1 puM) der Affilin™-Variante auf die mit dem Targetmolekiil beschichtete Mikrotiterplatte
(MTP) aufgetragen und ein polyklonales anti-Ubiquitin Antiserum (Sigma) als primares Nachweisreagenz ein-
gesetzt. Nach Inkubation (1h) bei RT wurden die Vertiefungen der MTP 3x mit PBS gewaschen und in einem
zweiten Schritt ein monoklonales Antikérperkonjugat (anti IgG, Sigma) mit POD als Detektionsantikorper ein-
gesetzt. Es zeigte sich dabei, die getestete Affilin™-Variante eine spezifische Bindung gegeniiber humanen
NGF besitzt und eine unspezifische Bindung an BSA oder die Mikrotiterplatte nicht nachweisbar war. Der als
Kontrolle mitgefihrte humane Ubiquitin-Wildtyp zeigte keinerlei Bindung an NGF, BSA, oder die Mikrotiterplat-
te.

Beispiel 3

C-terminale Fusion von Affilin™ mit einem Cystein haltigen Peptid-Linker zur selektiven Kopplung an verschie-
dene Molekiile

[0166] Im folgenden Beispiel wird gezeigt, dass die IgG-Fc bindende Affilin™-Variante SPC1-A7 selektiv Gber
ein C-terminales Cystein an verschiedene Molekile gekoppelt werden konnte.

[0167] Die eingesetzte Affilin™-Variante SPC1-A7 weist, neben den im Inneren des Proteins lokalisierten 7
Cysteinen, in der variablen Position 4 bereits ein I6sungsmittelzugangliches und somit freies Cystein auf. Die-
ses wurde zunéchst durch QuickChange® PCR durch ein Serin substituiert. Ausgehend von diesem modifizier-
ten Affilin™ (SPC1-A7BB) wurden C-terminal zwei Glycine und ein Cystein sowie zusatzlich zu den vorhande-
nen sechs Histidinen vier weitere Histidine durch QuickChange® PCR inseriert. Der auf 10 Histidine verlangerte
Affinitatstag sollte einer verbesserten Reinigung dienen. In Titrationexperimenten mit Ellmann's-Reagenz er-
wies sich das eingefiihrte Cystein aufgrund von Cystein-Shuffling Ereignissen mit in der Affilin™-Variante vor-
handenen weiteren Cysteine flir Kopplungsexperimente als ungeeignet. Aufgrund dessen wurde das Cystein
auf DNA-Ebene durch ein Serin (TCT) substituiert und ausgehend von diesem Konstrukt wurde nach einem
Gly,Ser-Linker wiederum ein Cystein eingefiihrt. Dies sollte den Abstand des inserierten Cystein von den Cy-
steinen im Protein vergréfern und ein Cystein-Shuffling unterdriicken. Das entstandene Konstrukt wurde ab-
schlieRend sequenziert und erwies sich in Titrationsexperimenten mit Ellmann's-Reagenz fir Kopplungsexpe-
rimente als geeignet.

[0168] Zur Substitution des Cystein in Position 4 durch ein Serin in der Affilin™-Variante SPC1-A7 wurde die
Methode der QuickChange® PCR (Stratagen, La Jolla, USA) mit den Primern A7Cys4Ser for und
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A7Cys4Ser_rev verwendet. Fir die PCR-Reaktion wurden 5 pl 10 x Reaktionspuffer (100 mM KCI,100 mM
(NH,),SO,, 200 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM MgSO,, 1% Triton® X-100, 1 mg/ml BSA), je 125 ng der beiden
Primer, 1 pl Pfu-Turbo DNA Polymerase, 1 yl ANTP-Mix und H,O bis zu einem Gesamtvolumen von 50 pl ein-
gesetzt. Als Template-DNA diente das Gen der Affilin™-Variante SPC1-A7 in dem Vektor pET20b. Begonnen
wurde mit einem ersten Denaturierungsschritt von 3 min bei 95°C. Danach folgten 18 wiederholende Zyklen
der Denaturierung, Primer-Anlagerung und Synthese. Die Denaturierung bei 95°C dauerte 30 sec, die Pri-
mer-Anlagerung erfolgte fir 1 min bei 60°C. Die Dauer des Syntheseschrittes betrug 5 min bei 68°C. Zum Ab-
schluss der PCR erfolgte eine Endsynthese fir 5 min bei 68°C. Die Amplifikation wurde durch Agarose-Gele-
lektrophorese uberprift. Nach erfolgreicher Amplifikation schloss sich ein Restriktionsverdau der eingesetzten
Template-DNA mit Hilfe des Restriktionsenzymes Dpnl an. Es wurde 1 pl des Enzymes (10 U/ul) zu dem
PCR-Ansatz pipettiert, gemischt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Der Vektor wurde nun mittels Elektroporation
in einen kompetenten Stamm (X1-1blue, Stratagene) eingebracht. Dazu wurde 1 ul des Dpnl behandelten Re-
striktionsansatzes auf Eis zu 50 pl elektrokompetenten XL-1 blue Zellen pipettiert, gemischt und in einer eis-
gekuhlten Elektroporationklvette (0,1 mm) bei 2,5 kV, 25 pF und 200 Q gepulst. Die Zellen wurden in 1 ml
SOC-Medium aufgenommen und 60 min bei 37°C unter Schutteln bei 500 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen auf Selektionsmedium (2 x YT, 100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und bei 37°C fur 16 h inkubiert. Von
den erhaltenen Klonen wurden 12 zur Kontrolle des korrekten Einbaus separat mit dem Primer pETTerm se-
quenziert. Der Vektor eines korrekten Klones diente als Template-DNA fiir die nachste QuickChange® PCR
zum C-terminalen Einbau von zwei Glycinen, einem Cystein und vier zusatzlichen Histidinen. Wie oben be-
schrieben wurde mit den beiden Primern A7Gly2Cys_for und A7Gly2Cys_rev eine QuickChange® PCR, der
anschlieBende Dpnl-Verdau und die Transformation des Stammes XL1-Blue mittels Elektroporation durchge-
fuhrt. Zur Kontrolle des korrekten Einbaus wurden wiederum die Plasmide von 12 Klonen sequenziert. Das
Plasmid eines korrekten Klones (SPC-1-A7JJ) wurde in den Expressionsstamm BL21 mit dem Plasmid
pUBS520 eingebracht, um anschlielend die Affilin™-Variante SPC1-A7BB zu exprimieren und wie oben (Bei-
spiel 1) beschrieben in zwei Chromatographieschritten (Affinitadtschromatographie an Ni-NTA und Gelfiltration
an Sephadex 75) zu reinigen.

[0169] Zur Uberpriifung der Zuganglichkeit (Haber, 1972) des eingefiihrten Cysteinrestes sollten alle freien
SH-Gruppen mit Hilfe von Ellmann's-Reagenz (DTNB-L&sung) titriert werden. Dazu wurden zu 1 ml Proteinl6-
sung der Affilin™-Variante SPC1-A7JJ (50 — 350 pg Protein in 100 mM Tris/HCI; pH 8,0) 30 ul DTNB-L6sung
(4 mg/mI DTNB in 100 mM Tris/HCI; pH 8,0) zugegeben. Leerwert 1 stellte 1 ml Proteinldsung mit 30 pl Puffer
(100 mM Tris/HCI; pH 8,0) dar. Als Leerwert 2 diente 1 ml Puffer (100 mM Tris/HCI; pH 8,0) mit 30 ul DTNB-L6-
sung. Die Ansatze wurden 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Absorption bei 410 nm gemessen.
Die Absorptionen der Leerwerte 1 und 2 wurden von der Absorption des Testansatzes abgezogen. Aus dem
resultierenden Absorptionswert wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten von DTNB-SH die molare Konzen-
tration an freien SH-Gruppen berechnet (g, prys.s) = 13600 M~'cm™) und durch die eingesetzte Proteinkon-
zentration dividiert. Als Ergebnis wurde die Anzahl der freien Thiolgruppen pro Proteinmolekiil erhalten. Dabei
konnten bei der konstruierten Affilin™-Variante SPC1-A7JJ 3-4 freie Cystein-Reste titriert werden. Erwartet
wurde ein freier Cysteinrest, da die im Protein vorhandenen Cysteine, wie bei der Kontrolle der Titration mit der
Affilin™-Variante SPC-1-A7Cys4Ser nachgewiesen, nicht zuganglich sind. Dies deutet auf ein Cystein-Shuf-
fling des eingefihrten C-terminalen Cysteins mit den im Protein vorborgenen Cysteinen und somit einen zu
geringen Abstand des eingefiihrten Cysteins zum Protein hin. Aufgrund dessen wurde das C-terminale Cystein
der Affilin™-Variante SPC-1-A7JJ durch ein Serin durch eine QuickChange® PCR wie oben beschrieben mit
den Primern A7Gly2Ser_for und A7Gly2Ser rev substituiert. Nach Uberpriifung des korrekten Einbaus diente
dieses Konstrukt als Template fiir eine PCR zum Einbau eines Gly,Ser-Linkers gefolgt von einem Cystein. Mit
Hilfe der Primer Gly4SerCys_Hindlll und A7Cys4Ser_Nde wurde eine PCR durchgefuhrt. Fur die PCR-Reak-
tion wurden 5 pl 10 x Reaktionspuffer (100 mM KCI,100 mM (NH,),SO,, 200 mM Tris-HCI, pH 8.8, 20 mM
MgSO,, 1 % Triton® X-100, 1 mg/ml BSA), je 125 ng der beiden Primer, 1 pl Pfu-Turbo DNA Polymerase, 1 pl
dNTP-Mix und H,O bis zu einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt. AuRerdem wurden zur Auflésung von
Sekundarstrukturen der Primer 2 yl DMSO dem Reaktionsgemisch zugesetzt. Entgegen der oben beschriebe-
nen Vorgehensweise wurden 25 wiederholende Schritte an Denaturierung, Primer-Anlagerung und Synthese
und bei einer veranderten Temperatur der Primer-Anlagerung von 58°C durchgefiihrt. Die Amplifikation des
PCR-Produktes dieser Affilin™-Variante (SPC1-A7_Cys) wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese liberprift.
Tabelle 2 gibt eine Ubersicht tber die hier beschriebenen Konstrukte (Tab.2). Im Primer A7Cys4Ser_Nde ist
eine Restriktionsschnittstelle fir das Enzym Ndel und im Primer Gly4SerCys_HindlIl eine fir das Enzym Hin-
dlll integriert, womit es mdglich ist, das PCR-Produkt nach dessen Reinigung und Restriktion durch die beiden
Enzyme in den ebenfalls mit Ndel und Hindlll behandelten Vektor pET20b zu ligieren. Die Restriktion durch die
beiden Enzyme wurde gleichzeitig in einem Doppel-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 1 ug PCR-Produkt
der Afffilin™-Variante SPC1-A7_Cys bzw. 1 ug Vektor pET20b mit 1 pl des Restriktionsenzyms Ndel (New En-
gland Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland, 20 U/ul) und 1 pl des Restriktionsenzyms Hindlll (New England
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Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland, 20 U/pl) sowie 10 pl 10 x Reaktionspuffer NEB Puffer 2 (50 mM NaCl,
10 mM Tris-HCI, pH 7,9, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT) in einem Gesamtvolumen von 100 pl fur 4 h bei 37°C in-
kubiert. Die entstandenen Fragmente wurden separat Giber eine praperative Agarosegel-Elektrophorese gerei-
nigt. Fur die Ligation wurden 20 ng des gereinigten und Ndel/Hindlll behandelten Fragmente des Vektor pET20
und 120 ng des gleich behandelten Fragmentes der Affilin™-Variante SPC1-A7Cys sowie 2 ul des 10 x Reak-
tionspuffer (300 mM Tris-HCI, pH 7,8, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP) und 0,5 pl T4 DNA Ligase
(Promega, Mannheim, Deutschland, 1 — 3 U/ul) in einem Gesamtvolumen von 20 pl eingesetzt. Der Reaktions-
ansatz wurde 16 h bei 16°C inkubiert und der entstandene Vektor wurde wie oben beschrieben in XL-1 blue
Zellen durch Elektroporation eingebracht. Der korrekte Einbau des Genes wurde von 12 nach der Transforma-
tion erhaltenen Klonen durch Sequenzierung mit dem Primer pET Term kontrolliert. E. coli Zellen (BL21(DE3),
+ pUBS520) wurden anschlieRend mit dem Vektor der Affilin™-Variante SPC1-A7_Cys mit korrekter Sequenz
transformiert. Nach Expression und Reinigung wie fiir die Affilin™-Variante SPC1-A7 (Beispiel 1 beschrieben,
wurde fir die Affilin™-Variante SPC1-A7_Cys wiederum wie oben beschrieben die freien Cystein-Reste mit Hil-
fe von Ellmann's-Reagenz titriert. Dabei konnte wie erwartet nur ein Cystein-Rest nachgewiesen werden, wo-
mit sich der erfolgreiche Einbau eines I6sungsmittel-zugangliche C-terminalen Cysteins in ausreichender Ent-
fernung zum Protein zur selektiven Kopplung an entsprechende Partner bestatigt (Tabelle 1). Dieser Nachweis
eines einzelnen zuganglichen Cysteins stellt die Grundlage fiir die selektive Kopplung von Affilin™ an geeig-
nete Kopplungspartner und Matrices dar.

[0170] Um das Affilin™ SPU11-3-A1 mit einem C-terminalen Cystein zu versehen, wurde das Gen fir
SPU11-3-A1 in den fir das Affilin™ SPC1-A7 modifizierten pET20b (siehe oben) tiber die Restriktionsschnitt-
stellen Ncol und Xhol einkloniert. Die Expression und Reinigung des Affilin™ SPU11-3-A1_Cys gestaltete sich
identisch zur Vorgehensweise wie bei SPC1-A7_Cys.

Beispiel 4

Analyse der Bindungseigenschaften der mit einem Peptidlinker (C-terminales Cystein) modifizierten Af-
filin™-Variante SPC1-A7_Cys

[0171] Die Bindungseigenschaften des wie in Beispiel 3 gereinigten Affilin™ SPC1-A7_Cys wurden in einem
konzentrationsabhangigen ELISA getestet. Hierzu wurden die Vertiefungen einer NUNC-Platte mit 100 pl An-
tigenlésung (10 pg/ml humaner monoklonaler IgG Fc-Teil, Roche) Gber Nacht bei 4°C beschichtet. Die ELI-
SA-Platte wurde am nachsten Tag mit PBS (3% BSA, 0,5% Tween 20) fiir 2 h bei Raumtemperatur geblockt.
Nach Waschen der Vertiefungen mit PBS (0,1 % Tween 20) wurde das modifizierte Affilin™ konzentrationsab-
hangig in die Vertiefungen gegeben (Konzentrationsbereich 10 yM — 0 pM) und fur 1 h bei RT inkubiert. Nach
erneutem Waschen der Vertiefungen mit PBS (0,1% Tween 20) wurde der monoklonale anti-hGC Antikdrper
(POD-konjugiert; Biogenes, Berlin) in einer Verdiinnung von 1:1000 aufgetragen (50 ul/Vertiefung) und wieder
fur 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden die Vertiefungen mit 3 x mit PBS (0,1 Tween 20) und 3 x PBS gewa-
schen und die Farbreaktion mit TMB Plus (Kementec, DK) initiiert (50 pl/Vertiefung). Nach 20 Minuten Inkuba-
tion bei Raumtemperatur wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 0,2 M H,SO, abgestoppt (50 pl/Vertiefung).
Die erhaltene Gelbfarbung wurde bei 450 nm eingelesen (Referenzwellenlange: 620 nm) und dokumentiert.
(Abb. 4) Die Auswertung der Messpunkte ergab einen apparenten KD-Wert von 233 nM, der etwa dem der
unmodifizierten Affilin™ SPC1-A7 und SPC1-A7BB entspricht (280 nM). Somit hat die C-terminale Modifizie-
rung des Affilin™ SPC1-A7 mit einem Peptidlinker, inklusive Cystein, keine Auswirkungen auf die Bindungsfa-
higkeit der Variante.

Beispiel 5
Selektive Kopplung des IgG bindenden Affilin™ SPC1-A7_Cys an Phycoerythrin (PE)

[0172] Die Kopplung des IgG-bindenden Affilin™ SPC1-A7_Cys an aktiviertes PE wurde wie folgt durchge-
fuhrt:

1 mg/ml SPC1-A7_Cys (in PBS) wurden mit 10 mM DTT fiir 30 min bei Raumtemperatur reduziert. Wahrend
der Reduktionsphase wurde eine PD-10 Saule (Amersham Biosciences) mit 5 Saulenvolumen PBS gesplilt.
Nach erfolgter Reduktion wurde das Reaktionsgemisch auf die aquilibrierte PD-10 Saule gegeben, um Uber-
schissiges DTT abzutrennen. Das so reduzierte SPC1-A7_Cys wurde im molaren Verhaltnis von 5:1 mit Ma-
leimid-aktiviertem Phycoerythrin (Prozyme) versetzt und fur 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln
inkubiert. Danach wurden freie Sulfhydrylgruppen des Affilin™, welche nicht reagiert hatten, durch Zugabe von
NEM (N-ethylmaleimid) fir 20 min bei RT geblockt. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieRend Uber eine Gel-
filtration (Sephadex S-200 HR) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen vereinigt und bei 4°C gelagert.

24/63



DE 10 2004 049 479 A1 2006.04.13

Die Analyse des Konjugates erfolgte spektroskopisch. Dazu wurden Absorptionsspektren im Bereich 250-750
nm aufgenommen und die Konzentrationen von PE und Affilin™ Uber die ermittelten bzw. mitgelieferten Extink-
tionskoeffizienten bestimmt. Das so erhaltenen Konjugat aus Affilin™ SPC1-A7_Cys und PE
(SPC1-A7_Cys_PE) wurde im BIACORE auf seine Bindungseigenschaften gegeniber IgG-Fc untersucht.
Dazu wurde bei einem kontinuierlichem Fluss von 30 pl/min und HBS-EP als Laufpuffer ein mit IgG-Fc gekop-
pelter CMS-Chip verwendet. Nacheinander wurden unterschiedliche Konzentrationen von SPC1-A7_Cys_PE
Uber den Chip geleitet und die erhaltenen Sensogramme wurden mit der BIACORE-Evaluation Software ana-
lysiert. Dabei zeigte sich, dass durch die Kopplung ein Aviditatseffekt erhalten wurde, der sich in einer Ernied-
rigung der makroskopischen Dissoziationskonstante von K, = 107 M auf K, = 10® M auBerte (Fig. 5).

Beispiel 6
Unspezifische Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffes Oyster® 556 an die IgG bindende Affilin™ SPC1-A7BB

[0173] Der Fluoreszenzfarbstoff Oyster 556 (Molecular Probes) wurde an das IgG bindende Affilin™
SPC1-A7BB (ohne freies Cystein!) gekoppelt und Untersuchungen zur Bindung durchgefihrt.

[0174] Die Kopplungsprozedur gestaltete sich wie folgt: 1 mg/ml SPC1-A7BB in 10 mM Phosphatpuffer (pH
8,5) wurden im molaren Verhaltnis 1:2 mit dem Fluoreszenzfarbstoff Oyster® 556 (in 20 ul trockenem DMF ge-
I6st) versetzt und flr 30 min bei RT inkubiert. Die Kopplungreaktion wurde durch Zugabe von 1 Volumen
10%-iger Glycinldsung abgestoppt und der Ansatz tiber eine PD-10 Saule gereinigt. Der Kopplungsgrad wurde
im Anschluss daran spektroskopisch quantifiziert. Dazu wurde die Konzentration des Konjugates uber die Ab-
sorption bei 280 nm bestimmt und mit einem mitgelieferten Korrekturfaktor (Molecular Probes) korrigiert. Der
Kopplungsgrad ergab sich dann aus dem Quotienten aus den Konzentrationen von Oyster®556 und dem Kon-
jugat und konnte mit 1 Molekdl Affilin™/0.8 Molekiil Oyster®556 bestimmt werden. Die Analyse der Bindungs-
fahigkeit des so erhaltenen Konjugates erfolgte durch einen konzentrationsabhangigen ELISA (Durchfihrung
siehe Beispiel 1), sowie durch Biacore Messungen (Abb. 6). Es konnte gezeigt werden, dass die Bindungsfa-
higkeit des Affilin™ SPC1-A7BB nach Kopplung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Oyster® nicht beeintrachtigt wird.

Beispiel 7
Unspezifische Kopplung des Enzyms Meerettich-Peroxidase (POD) an die IgG bindende Affilin™SPC1-A7BB

[0175] Die Affilin™ Variante SPC1-A7BB konnte unspezifisch mit dem Enzym POD gekoppelt werden und
Bindungsstudien zeigten den Erhalt der Bindungsaktivitat des Affilin™ sowie der enzymatischen Aktivitat der
POD. Das Konjugat wurde nach folgendem Protokoll hergestellt:

5 mg lyophilisierte Meerettich-Peroxidase (POD, Sigma) wurden in 250 pl Reinstwasser gelost, mit 37,5 pl 0,1
M Natriumperiodatlésung versetzt und 10 min bei 20°C inkubiert. Danach wurden 25 ul Ethylenglycol dazuge-
geben und weitere 5 min bei 20°C inkubiert. Die Peroxidase wurde durch Gelfiltration (G25, NAP-5 Saule) ge-
gen Reinstwasser dialysiert.

[0176] 250 ul gereinigtes Affilin™ SPC1-A7BB (IMAC, Gelfiltration, 4 mg/ml PBS) wurden mit 100 pl 0,1 M
Carbonatpuffer (pH 9,6) versetzt und 1 mg aktivierte Peroxidase (Sigma) hinzugefiigt (etwa 100 pl). Das Kopp-
lungsgemisch wurde unter Rihren 2 h bei 20 °C inkubiert. AnschlieRend wurde pro ml Kopplungsgemisch 10
pl 0,5 M Natriumborhydrid dazugeben, kurz gemischt und fiir weitere 2 h bei 4°C ohne Ruhren inkubiert. Der
Reaktionsansatz wurde gegen PBS mit einer G25-Saule umgepuffert. Zur Konservierung wurden 0,1 % Thio-
mersal (Roth) zugesetzt. Die Untersuchung der Bindungsaktivitat des Konjugates an human-IgG gestaltete
sich wie folgt:

Das markierte Affilin™ wurde in PBS (0,5 % BSA, 0,05 % Tween 20, 0,01 % Thiomersal) verdiinnt und die L6-
sungen auf eine mit humanem IgG beschichtete Mikrotiterplatte aufgetragen (10 pg/ml, 100 pl/ml). Die Inkuba-
tionszeit betrug 1 h bei Raumtemperatur. Anschlieléend wurden die Vertiefungen 3mal mit je 250 pl PBS (0,1%
Tween 20, 0,01 % Thiomersal) gewaschen und mit 100 pyl TMB erneut 10 — 20 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl 0,5 M Schwefelsaure beendet. Die Absorption (450 nm
gegen 620 nm Referenz) wurde in einem Mikrotiterplattenphotometer gemessen (Abb. 7). Es konnte bis zu
einer Verdinnung von 1:10000 des Reaktionsansatzes POD Aktivitat nachgewiesen werden, was die erfolg-
reiche Kopplung von POD an SPC1-A7BB beweist. Durch Kontrollmessungen konnte ausgeschlossen wer-
den, das ungekoppelte POD die Signale verfalscht.
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Beispiel 8
Spezifische und unspezifische Kopplung von gamma-II-Kristallin und Ubiquitin basierter Affilin™ an Matrices

[0177] Die Kopplung von Affilin™ an Matrices konnte mit den folgenden Methoden realisiert werden:

1.) Kopplung des Affilin™ SPU3-A1_Cys Uber ein C-terminales Cystein an eine Dextranmatrix 2.) Kopplung

des Affilin™ SPC7-E9 lber primare Aminogruppen an die Dextranmatrix des BIACORE Systems und 3.) Un-

spezifische Kopplung des Affilin™ SPC7-E9 mit Hilfe von EDC/NHS an eine Polymethacrylat-Matrix.
1.) Die Kopplung von SPU3-A1_Cys an die Dextranmatrix des BIACORE Systems wurde selektiv Uber das
eingefiihrte C-terminale Cystein realisiert. Dazu wurden die Carboxylgruppen der Dextranmatrix mit
NHS/EDC bei einer Kontaktzeit von 2 min aktiviert und anschlieRend mit dem Thiol-Kopplungsreagenz
PDEA (2-(2-pyridinyldithio)ethanamin, in 0,1 M Boratpuffer pH 8,5) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von
4 min wurde gereinigtes SPU3-A1_Cys (in 20 mM Phosphatpuffer, pH 6,0) auf den so modifizierten Dex-
tran-Chip gegeben und die Reaktion fir 7 min weitergefiihrt. Die Deaktivierung von nicht umgesetzten
PDEA-Gruppen wurde mit 50 mM L-Cystein (1 M NaCl) fiir 4 min durchgefuhrt. Mit dieser Methode konnten
350 Einheiten (RU) SPU3-A1_Cys auf dem Chip immobilisiert und flir weitere kinetische Analysen genutzt
werden. Nach kinetischen Messungen wurde der Chip mit 0,1 Glycin (pH 2,2), 6 M Gua/HCI, 6 M Harnstoff
und 20% Ethanol regeneriert. Die Bindungsaktivitat des Affilin™-Chips blieb auch nach 20 — 30 Regenear-
tionszyklen unverandert (Abb. 8).
2.) Weiterhin konnte SPC7-E9 unspezifisch Gber oberflachenexponierte Aminogruppen (Lysine) mit Hilfe
von NHS/EDC an die Carboxylgruppen der BIACORE-Dextranmatrix folgendermafRen gekoppelt werden:
Der CM5-Chip wurde fur 7 min mit NHS/EDC aktiviert und im Anschluss wurde gereinigtes SPC7-E9 (in 20
mM Na-Phosphatpuffer, pH 6,0) fir weitere 7 min Gber den Chip geleitet. Nach erfolgter Kopplung wurden
die restlichen reaktiven Gruppen mit 1M Ethanolamin (pH 8,5) fiir 7 min deaktiviert. Zur Analyse der Disso-
ziationskonstanten wurde das Target proNGF in verschiedenen Konzentrationen Gber den Chip geleitet, die
Bindung online verfolgt (Abb. 9) und die Kurven anschliefend mit der BiaEvaluation Software ausgewertet.
Der Ky-Wert konnte so mit 1,4 nM bestimmt werden. Nach kinetischen Messungen wurde der Chip mit 0,1
Glycin (pH 2,2), 10 mM HCI, 10 mM NaOH, 6M Gua/HCI, 6 M Harnstoff und 20% Ethanol regeneriert. Die
Bindungsaktivitat des Affilin™-Chips blieb auch nach mehreren Regeneartionszyklen unverandert.
3.) Gereinigtes SPC7-E9 Protein (4 mg) wurde tber eine PD-10 Saule (Amersham) in 0,1 M Borat-Puffer
(0,5 M Na,SO,, pH 9) umgepuffert und an Fractogel® EMD Epoxy (M) gekoppelt. Dazu wurde das Gel (0,5
g)in 0,1 M Boratpuffer (0,5 M Na,SO,, pH 9) fiir 2h bei RT inkubiert und danach mehrmals mit diesem Puffer
gewaschen. Die Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von SPC7-E9 zur Epoxy-Matrix initiiert und bei RT
fur 24 h unter kontinuierlichem Ruhren weitergefuhrt. Eine Referenzsaule ohne SPC7-E9 wurde ebenfalls
als Kontrolle mitgefiihrt und identisch behandelt. Mit Hilfe von 1M Ethanolamin (pH 9,5) wurde die Reaktion
fir 48 h bei RT abgestoppt und die Gelmatrix mit Natrium-acetat Puffer (0,1 M, pH 4,0), 1M NaCl und PBS
(je 50 Saulenvolumen) gewaschen. Die so erzeugte Affilin™ SPC7-E9Q — Affinitatsmatrix wurde in eine
C-Saule (Amersham Biosciences, 1 x 10 cm) gefiillt und an eine Chromatographieanlage (Akta Explorer,
Amersham Biosciences) angeschlossen. Als Laufpuffer wurde in allen Fallen PBS (0,5 mM EDTA) bei einer
Flussrate von 1 ml/min verwendet. Zum Test der Bindungsféhigkeit der so erzeugten Affilin™ -Saule wurde
gereinigtes proNGF appliziert. Nach Spuilen der Saule mit 10 — 20 Saulenvolumen Laufpuffer wurde gebun-
denes proNGF mit 0,1 M Glycin (pH 2,2) eluiert (Abb. 10). Die Separation von proNGF gelang weiterhin
aus Substanzgemischen mit BSA und aus E.coli Rohextrakt. Dazu wurde 1 ml BSA-Lésung (5 mg/ml, Sig-
ma) mit 0,5 ml proNGF (1,3 mg/ml) gemischt und auf die Affilin™ Saule appliziert. Nach Spiilen der Saule
mit 20 Saulenvolumen Laufpuffer wurde gebundenes proNGF mit Glycin (0,1 M, pH 2,2) eluiert. Nach einer
Regeneration der Saule mit 10 Saulenvolumen 6 M Gua/HCI wurde des weiteren ein Gemisch aus 1 mi
E.coli Rohextrakt (I6slicher Uberstand nach Aufschluss (Lysozym/Benzonase/Ultraschall) des Bakterien-
pellets von 50 ml B121 Ubernachtkultur) und 0,5 ml proNGF (1,3 mg/ml) auf die Affilin™ -Saule aufgetragen.
Nach Spulen der Saule mit 20 Saulenvolumen Laufpuffer wurde gebundenes proNGF ebenfalls mit Glycin
(0,1 M, pH 2,2) eluiert Die Saule wurde anschlieend mit 0,1 M Glycin (pH 2.2), 10 mM HCI, 10 mM NaOH,
6 M Gua/HCl, 6 M Harnstoff und 20% Ethanol regeneriert. Die eluierten Fraktionen aus der Separation von
proNGF von BSA und E.coli Rohextrakt wurden mittels Gelelektrophorese analysiert (Abb.11). Nach 10
Testlaufen konnte eine unveranderte Bindung von proNGF an die SPC7-E9-Saule beobachtet werden.
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Tabelle 2:
SPC-1-A7

5'- ATGGGTCTGATCTG
NHM G L | C

+i| CTCGAGCACCACCACCACCACCAC -3'
i L E H H H H H H-COOH

SPC-1-A7BB

5. ATGGGTCTGATCTCT

fiNeare CACCACCACCACCACCAC -3'
NH-M G L 1 S i CTCGAG C ACCACC

L EHHH H H H-COOH

SPC-1-A7JJ

§'- ATGGGTCTGATCICT [

oo ] CTCGAGTGCGGCGGCCATCACCATCACCACCACCACCACCACCAC -3
NHM G L | S8 :

L E C G G H HHHH H H H H H-COOH

SPC-1-A7_Cys

5. ATGGGTCTGATCTCT =

NHM G L1 s i| CTCGAGTCCGGCGGCGGGGGGGGAGGATCTTGCCATCACCATCACCACCACCACCACCACCAC

LES 66 G 6 GGS CHHHHMHMHHH H H-COOH

DNA-Sequenz der humanen gamma-II-Kristallin Bibliothek

CR20 (SEQID NO:1)

ATGGGTNNKATCNNKTTCNNKGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTNNKTACNN
KTGCNNKACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCA
TCNNKGTTNNKTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGT
CACCGTCACCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATG
GATGGGCCTCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGG
CGCTTACAGAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCA
GAGCTCACAGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATT

CACTCCCTCAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTA
CAGGGGGAGGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATT
GGGGGGCTCCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTAC
GCG
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DNA-Sequenzen gamma-lI-Kristallin basierter Affilin™

SPCI-A1 (SEQ ID NO:2)
ATGGGTTTTATCTGGTTCATGGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTAGGTACGAT
TGCGGTACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATC
AAGGTTAAGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCA
CCGTCACCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGA
TGGGCCTCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCG
CTTACAGAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGA
GCTCACAGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCA
CTCCCTCAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACA
GGGGGAGGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGG
GGGGCTCCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACGC
G

SPC1-A7 (SEQ ID NO:3)
ATGGGTCTGATCTGTTTCTCTGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTAGGTACATG
TGCCTGACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATC
AATGTTTGGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCA
CCGTCACCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGA
TGGGCCTCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCG
CTTACAGAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGA
GCTCACAGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCA
CTCCCTCAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACA
GGGGGAGGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGG
GGGGCTCCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACGC
G
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SPC1-G3 (SEQ ID NO:4)
ATGGGTTCTATCATTTTCCTTGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTATTTACGGT
TGCACTACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATC
GTGGTTCAGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCA
CCGTCACCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGA
TGGGCCTCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCG
CTTACAGAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGA
GCTCACAGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCA
CTCCCTCAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACA
GGGGGAGGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGG
GGGGCTCCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACGC
G

SPC1-A7BB (SEQ ID NO:5)
ATGGGTCTGATCTCTTTCTCTGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTAGGTACATG
TGCCTGACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATC
AATGTTTGGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCA
CCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGATGGGCC
TCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCGCTTACA
GAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGAGCTCAC
AGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCACTCCCT
CAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACAGGGGGA
GGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGGGGGGCT
CCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACCTCGAGCA
CCACCACCACCACCAC

SPC1-A7JJ (inklusive His10) (SEQ ID NO:6)
ATGGGTCTGATCTCTTTCTCTGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTAGGTACATG
TGCCTGACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATC
AATGTTTGGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCA

30/63



DE 10 2004 049 479 A1 2006.04.13

CCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGATGGGCC
TCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCGCTTACA
GAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGAGCTCAC
AGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCACTCCCT
CAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACAGGGGGA
GGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGGGGGGCT
CCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACCTCGAGTGC
GGCGGCCATCACCATCACCACCACCACCACCACCAC

SPC1-A7_Cys (inklusive His10) (SEQ ID NO:7)
ATGGGTCTGATCTCTTTCTCTGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTAGGTACATG
TGCCTGACCGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATC
AATGTTTGGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCA
CCAGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGATGGGCC
TCAGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCGCTTACA
GAATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGAGCTCAC
AGACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCACTCCCT
CAATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACAGGGGGA
GGCAGTATCTGCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGGGGGGCT
CCAAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACCTCGAGTCC
GGCGGCGGGGGGGGAGGATCTTGCCATCACCATCACCACCACCACCACCACC
AC

SPC7-E9 (inklusive His6) (SEQ ID NO:8)
ATGGGTTTTATCTGTTTCTTGGAAGACCGTGCTTTCCAGGGTCGTTCTITACGCTT
GCGATACTGACTGCCCGAACCTGCAGCCGTACTTCTCCCGTTGCAACTCCATCA
GTGTTCTGTCCGGTTGCTGGATGATCTACGAACGTCCGAACTACCAGGGTCACC
AGTACTTCCTGCGGCGTGGGGAGTACCCCGACTACCAGCAATGGATGGGCCTC
AGCGACTCCATCCGCTCCTGCTGCCTCATCCCCCCCCACTCTGGCGCTTACAGA
ATGAAGATCTACGACAGAGATGAATTGAGGGGACAAATGTCAGAGCTCACAG
ACGACTGTCTCTCTGTTCAGGACCGCTTCCACCTCACTGAAATTCACTCCCTCA
ATGTGCTGGAGGGCAGCTGGATCCTCTATGAGATGCCCAACTACAGGGGGAGG
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CAGTATCTgCTGAGGCCGGGGGAGTACAGGAGGTTTCTTGATTGGGGGGCTCC
AAATGCCAAAGTTGGCTCTCTTAGACGAGTCATGGATTTGTACCTCGAGCACC
ACCACCACCACCAC

DNA-Sequenz der humanen Ubiquitin Bibliothek

Ubiquitin Wildtyp (SEQ ID NO:9)
ATGCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACTCTGGAGGTGGA
GCCCAGTGACACCATCGAAAATGTGAAGGCCAAGATCCAAGATAAAGAAGGC

ATTCCCCCCGACCAGCAGAGGCTCATCTTTGCAGGCAAGCAGCTGGAAGATGG
CCGCACTCTTTCTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCGACCCTGCACCTGGTCCT
CCGCCTGAGGGGCGGC

Modifiziertes Ubiquitin (MUBI) (SEQ ID NO:10)
ATGCAAATCTTCGTTAAAACCCTGACGGGAAAGACTATCACCCTGGAGGTAGA
ACCGTCCGACACCATCGAAAATGTCAAAGCTAAAATCCAAGACAAAGAAGGA
ATTCCACCTGACCAGCAACGCCTAGCTTTCGCAGGACGACAACTAGAGGACGG
GCTCACCCTGTCTGACTACAACATCCAAAAAGAATCCACCCTCCACCTGGCAC
TCCTCCTGCGGGCC

UB10 (Bibliothek) (SEQ ID NO:11)
ATGNNKATCNNKGTTNNKACCCTGACGGGAAAGACTATCACCCTGGAGGTAG
AACCGTCCGACACCATCGAAAATGTCAAAGCTAAAATCCAAGACAAAGAAGG
AATTCCACCTGACCAGCAACGCCTAGCTTTCGCAGGACGACAACTAGAGGACG
GGCTCACCCTGTCTGACTACAACATCNNKNNKNNKNNKNNKCTCCACCTGGCA
CTCCTCCTGCGGGCC

32/63



DE 10 2004 049 479 A1 2006.04.13

DNA-Sequenzen Ubiquitin basierter Affilin™

SPU11-3-A1 (inklusive His6) (SEQ ID NO:12)
ATGCGGATCCGTGTTGCTACCCTGACGGGAAAGACTATCACCCTGGAGGTAGA
ACCGTCCGACACCATCGAAAATGTCAAAGCTAAAATCCAAGACAAAGAAGGA
ATTCCACCTGACCAGCAACGCCTAGCTTTCGCAGGACGACAACTAGAGGACGG
GCTCACCCTGTCTGACTACGACATCCGTCATGGTACGTCGCTCCACCTGGCACT
CCTCCTGCGGGCCCTCGAGCACCACCACCACCACCAC

SPU11-3-A1_Cys (inklusive His10) (SEQ ID NO:13)
ATGCGGATCCGTGTTGCTACCCTGACGGGAAAGACTATCACCCTGGAGGTAGA
ACCGTCCGACACCATCGAAAATGTCAAAGCTAAAATCCAAGACAAAGAAGGA
ATTCCACCTGACCAGCAACGCCTAGCTTTCGCAGGACGACAACTAGAGGACGG
GCTCACCCTGTCTGACTACGACATCCGTCATGGTACGTCGCTCCACCTGGCACT
CCTCCTGCGGGCCCTCGAGTCCGGCGGCGGGGGGGGAGGATCTTGCCATCACC
ATCACCACCACCACCACCACCAC

Primer

pCAN700 (5°-CCA TGA TTA CGC CAA GCT TTG GAG CC-3’) (SEQ ID NO:14)
A7Cys4Ser_for (5’-CCA TGG GTC TGA TCT CTT TCT CTG AAG ACC G-3”) (SEQ ID
NO:15)

A7Cys4Ser_rev (5°-CGG TCT TCA GAG AAA GAG ATC AGA CCC ATG G-3°) (SEQ
ID NO:16)

pETTerm (5°-GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG GC-3’) (SEQ ID NO:17)
A7Gly2Cys_for (5’-GGA TTT GTA CCT CGA GTG CGG CGG CCA TCA CCA TCA
CCA CCA CCA CCA CCA CCA CTG AGA TCC GGC-3") (SEQ ID NO:18)
A7Gly2Cys_rev (5-GCC GGA TCT CAG TGG TGG TGG TGG TGG TGG TGA TGG
TGA TGG CCG CCG CAC TCG AGG TAC AAA TCC-3’) (SEQ ID NO:19)

A7Gly2Ser for (5-GGA TTT GTA CCT CGA GTC CGG CGG CCA TCA CC-3’) (SEQ
ID NO:20) und A7Gly2Ser rev (5’-GGT GAT GGC CGC CGG ACT CGA GGT ACA
AAT CC-3) (SEQ ID NO:21)
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A7Gly2Ser_rev (5-GGT GAT GGC CGC CGG ACT CGA GGT ACA AAT CC-3%) (SEQ
ID NO:22)
Gly4SerCys_HindlIlI (5°-GGG GGA AGC TTT TAT CAG TGG TGG TGG TGG TGG

TGG TGA TGG TGA TGG CAA GAT-3’) (SEQ ID NO:23)
A7Cys4Ser_Nde (5-GGA GAT ATA CAAT ATG GGT CTG ATC TCT TTC TCT G-3°)
(SEQ ID NO:24)

SEQ ID NO: 25:

ATGAAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCGCT GGATTGTTAT TACTCGCGGC
CCAGCCGGCC 60

ATGGCCATGC AAATCTTCGT TAAAACCCTG ACGGGAAAGA CTATCACCCT
GGAGGTAGAA 120

CCGTCCGACA CCATCGAAAA TGTCAAAGCT AAAATCCAAG ACAAAGAAGG
AATTCCACCT 180

GACCAGCAAC GCCTAGCTTT CGCAGGACGA CAACTAGAGG ACGGGCTCAC
CCTGTCTGAC 240

TACAACATCC AAAAAGAATC CACCCTCCAC CTGGCACTCC TCCTGCGGGC C

291

SEQ ID NO: 26

ATGCAAATCT TCGTTAAAAC CCTGACGGGA AAGACTATCA CCCTGGAGGT
50
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SEQ ID NO: 27

GGATTTTAGC TTTGACATTT TCGATGGTGT CGGACGGTTC TACCTCCAGG

GTG 53

SEQ ID NO: 28

GTCAAAGCTA AAATCCAAGA CAAAGAAGGA ATTCCACCTG ACCAGCAACG

CCT 53

SEQ ID NO: 29

GGGTGAGCCC GTCCTCTAGT TGTCGTCCTG CGAAAGCTAG GCGTTGCTGG

50

SEQ ID NO: 30

GACGGGCTCA CCCTGTCTGA CTACAACATC CAAAAAGAAT CCACCCTCCA

50

SEQ ID NO: 31

GAGTGCTCGC AGCAGGAGTG CCAGGTGGAG GGTGGATTC 39

SEQ ID NO: 32

GATATACATA TGCAAATCTT CG 22
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SEQ IDNQ: 33

GTGGTGCTCG AGTGCTCG 18

SEQ ID NO: 34

CCAGCCGGCC ATGGCCATGN NKATCNNKGT TNNKACCCTG ACGGGAAAGA

CTATC 55

SEQ ID NO: 35

CAGGAGGAGT GCCAGGTGGA GMNNMNNMNN MNNMNNGATG
TTGTAGTCAG ACAGG 55

SEQ ID NO: 36

GTTATTACTC GCGGCCCAGC CGGCCATGGC CATG 34

SEQ ID NO: 37

GAGTTTTTGT TCGGCCTCGA GGGCCCGCAG GAGGAGTGCC AGGTGGAG
48
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SEQUENCE LISTING

<110> Scil Proteins GmbH

<120> Proteinkonjugate zur Verwendung in Therapie, Diagnose und

Chromatographie
<130> P17668
<140> DE 10 2004 049 479.7
<141> 2004-10-11
<160> 37
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 534
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> DNA-Sequenz der humanen gamma-II-Kristallin Bibliothek - CR20
<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(8)
<223> n is a, ¢, g, or
<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(14)
<223> n is a, ¢, g, or
<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223> n is a, ¢, g, or
<220>
<221> misc_feature
<222> (46)..(47)
<223> n is a, c, g, or
<220>
<221> misc_feature
<222> (52)..(53)
<223> n is a, ¢, g, or
<220>
<221> misc_feature
<222> (58)..(59)
<223> n is a, ¢, g, or
<220>
<221> misc_feature
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<222>
<223>

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

<400> 1
atgggtnnka

accgactgcc
ggttgctgga
cggcgtgggg
tgctgcctca
ttgaggggac
ctcactgaaa
aactacaggg
ggggctccaa
<210> 2

<211> 534
<212>

<213>

<220>
<223>

<400> 2
atgggtttta

accgactgcc
ggttgctgga
€ggcgtgggg
tgctgcctcea
ttgaggggac
ctcactgaaa
aactacaggg

ggggctccaa

<210> 3

DNA
Artificial

DE 10 2004 049 479 A1

(109)..(110)
n is a,

c, 9

misc_feature
(115) ..(116)
n is a,

c, g.

tcnnkttenn
cgaacctgca
tgatctacga
agtaccccga
tccecccceca
aaatgtcaga
ttcactccct
ggaggcagta

atgccaaagt

tctggttcat
cgaacctgca
tgatctacga
agtaccccga
tcccecceccecceca
aaatgtcaga
ttcactcect
ggaggcagta

atgccaaagt

or t

or t

kgaagaccgt
gccgtacttc
acgtccgaac
ctaccagcaa
ctctggcget
gctcacagac
caatgtgctg
tctgctgagg

tggctctctt

ggaagaccgt
gccgtacttce
acgtccgaac
ctaccagcaa
ctctggeget
gctcacagac
caatgtgctg
tctgctgagg

tggctctctt

gctttcececagg
tccegttgcea
taccagggtc
tggatgggcc
tacagaatga
gactgtctct
gagggcagct
ccgggggagt

agacgagtca

gctttccagg
tccegttgea
taccagggtc
tggatgggcc
tacagaatga
gactgtctct
gagggcagct
ccgggggagt

agacgagtca
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gtcgtnnkta
actccatcnn
accgtcacca
tcagcgactc
agatctacga
ctgttcagga
ggatcctcta
acaggaggtt

tggatttgta

DNA-Sequenz eines gamma-II-Kristallin basierten

gtcgtaggta
actccatcaa
accgtcacca
tcagcgactc
agatctacga
ctgttcagga
ggatcctcta
acaggaggtt

tggatttgta

cnnktgcennk
kgttnnktcc
gtacttcctg
catccgctcec
cagagatgaa
ccgcttccac
tgagatgccc
tcttgattgg

cgcg

Affilins -

cgattgcggt
ggttaagtcc
gtacttcctyg
catccgctcce
cagagatgaa
ccgcttecac
tgagatgccce
tcttgattgg

cgcg

60

120

180

240

300

360

420

480

534

SPC1-Al

60

120

180

240

300

360

420

480

534



534
DNA

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DE 10 2004 049 479 A1

Artificial

SPC1-A7

<400> 3
atgggtctga

accgactgcc
ggttgctgga
cggcgtgggg
tgctgcctca
ttgaggggac
ctcactgaaa

aactacaggg

ggggctccaa

<210> 4

<211> 534
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

tctgtttctce
cgaacctgca
tgatctacga
agtaccccga
tccececcca
aaatgtcaga
ttcactccct
ggaggcagta

atgccaaagt

Artificial

SPC1-G3

<400> 4
atgggttcta

accgactgcecc
ggttgctgga
cggcgtgggg
tgctgcctca
ttgaggggac
ctcactgaaa
aactacaggg

ggggctccaa

tcattttect
cgaacctgca
tgatctacga
agtaccccga
tccececccca
aaatgtcaga
ttcactccct
ggaggcagta

atgccaaagt

tgaagaccgt gctttccagg
gccgtacttce tcccgttgcea
acgtccgaac taccagggtc
ctaccagcaa tggatgggcc
ctctggcget tacagaatga
gctcacagac gactgtctct
caatgtgctg gagggcagct
tctgctgagg ccgggggagt

tggctctctt agacgagtca

tgaagaccgt gctttccagg
gccgtacttc tcccecgttgcea
acgtccgaac taccagggtc
ctaccagcaa tggatgggcc
ctctggcgct tacagaatga
gctcacagac gactgtctct
caatgtgctg gagggcagct
tctgctgagg ccgggggagt

tggctctctt agacgagtca
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gtcgtaggta
actccatcaa
accgtcacca
tcagcgactc
agatctacga
ctgttcagga
ggatcctcta
acaggaggtt

tggatttgta

gtcgtattta
actccatcgt
accgtcacca
tcagcgactc
agatctacga
ctgttcagga
ggatcctcta
acaggaggtt

tggatttgta

DNA-Sequenzen eines gamma-II-Kristallin basierten Affilins -

catgtgcctg
tgtttggtcc
gtacttcctg
catccgctcce
cagagatgaa
ccgcttccac
tgagatgccc
tcttgattgg

cgcg

DNA-Sequenzen eines gamma-II-Kristallin basierten Affilins

cggttgcact
ggttcagtcc
gtacttcctg
catccgctcce
cagagatgaa
ccgcttccac
tgagatgccc
tcttgattgg

cgcg

60

120

180

240

300

360

420

480

534

60

120

180

240

300

360

420

480

534
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<210> 5

<211> 549

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> DNA-Sequenzen eines gamma-II-Kristallin basierten Affilins -
SPC1-A7BB

<400> 5

atgggtctga tctctttctc tgaagaccgt gctttccagg gtcgtaggta catgtgcectg 60

accgactgcc cgaacctgca gccgtactte tccegttgeca actccatcaa tgtttggtcec 120

ggttgctgga tgatctacga acgtccgaac taccagggtc accagtactt cctgcggegt 180

ggggagtacc ccgactacca gcaatggatg ggcctcagcg actccatccg ctcectgetge 240

ctcatcccece cccactctgg cgcttacaga atgaagatct acgacagaga tgaattgagg 300

ggacaaatgt cagagctcac agacgactgt ctctctgttc aggaccgctt ccacctcact 360

gaaattcact ccctcaatgt gctggagggce agctggatcc tctatgagat gcccaactac 420

agggggaggc agtatctgct gaggccgggg gagtacagga ggtttcttga ttggggggcet 480

ccaaatgcca aagttggctc tcttagacga gtcatggatt tgtacctcga gcaccaccac 540

caccaccac 549

<210> 6

<211> 570

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> DNA-Sequenzen eines gamma-II-Kristallin basierten Affilins
SPC1-A7J3

<400> 6

atgggtctga tctctttctc tgaagaccgt gectttccagg gtcgtaggta catgtgcctg 60

accgactgcc cgaacctgca gccgtacttc tcccgttgea actccatcaa tgtttggtce 120

ggttgctgga tgatctacga acgtccgaac taccagggtc accagtactt cctgcggegt 180

ggggagtacc ccgactacca gcaatggatg ggcctcagcg actccatceg ctcctgcectge 240

Ctcatcccee cccactectgg cgcttacaga atgaagatct acgacagaga tgaattgagg 300

ggacaaatgt cagagctcac agacgactgt ctctctgttc aggaccgctt ccacctcact 360

gaaattcact ccctcaatgt gctggagggc agctggatcc tctatgagat gcccaactac 420

agggggaggc agtatctgct gaggccgggg gagtacagga ggtttettga ttggggggct 480
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ccaaatgcca aagttggctc tcttagacga gtcatggatt tgtacctcga gtgcggcggce

catcaccatc accaccacca ccaccaccac

<210> 7

<211> 588

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223>

SPC1-A7-Cys

<400> 7
atgggtctga

accgactgcc
ggttgctgga
ggggagtacc
ctcatccceccce
ggacaaatgt
gaaattcact

agggggagge

ccaaatgcca

99999999ag

<210> 8

<211l> 549
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA
Artificial

tctctttcte
cgaacctgca
tgatctacga

ccgactacca

cccactctgg

cagagctcac
ccctcaatgt
agtatctgct
aagttggctce

gatcttgcca

SPC7-ES

<400> 8
atgggtttta

actgactgcec
ggttgctgga
ggggagtaéc
ctcatcccce

ggacaaatgt

tctgtttett
cgaacctgca
tgatctacga
ccgactacca
cccactetgg

cagagctcac

tgaagaccgt gctttccagg
gccgtactte tccegttgcea
acgtccgaac taccagggtc
gcaatggatg ggcctcagcg
cgcttacaga atgaagatct
agacgactgt ctctctgtte
gctggagggc agctggatcc

gaggccgggg gagtacagga

tcttagacga gtcatggatt

tcaccatcac caccaccacc

ggaagaccgt gctttccagg
gccgtacttce tcccecgttgea
acgtccgaac taccagggtc
gcaatggatg ggcctcagcg
cgcttacaga atgaagatct

agacgactgt ctctctgtte

41/63

gtcgtaggta
actccatcaa
accagtactt
actccatccg
acgacagaga
aggaccgctt
tctatgagat
ggtttcttga
tgtacctcga

accaccac

gtcgttctta
actccatcag
accagtactt
actccatccg
acgacagaga

aggaccgcett

DNA-Sequenzen eines gamma-II-Kristallin basierten Affilins -

catgtgcctg
tgtttggtcc
cctgecggegt
ctcetgetge
tgaattgagg
ccacctcact
gcccaactac
ttggggggct

gtceggegge

DNA-Sequenzen eines gamma-II-Kristallin basierten Affilins

cgcttgcgat
tgttctgtcc
cctgcggegt
ctcctgetge
tgaattgagg

ccacctcact

540

570

60

120

180

240

300

360

420

480

540

588

60

120

180

240

300

360
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gaaattcact ccctcaatgt gctggagggc agctggatcce tctatgagat gcccaactac

agggggaggc agtatctgct gaggccgggg gagtacagga ggtttcttga ttggggggct

ccaaatgcca aagttggctc tcttagacga gtcatggatt tgtacctcga gcaccaccac

caccaccac

<210> 9

<211> 228

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223>

<400>

420

480

540

549

DNA-Sequenz der humanen Ubiquitin Bibliothek - Ubiquitin Wildtyp

9

atgcagatct tcgtgaagac cctgaccggce

gacaccatcg aaaatgtgaa ggccaagatc

cagaggctca tctttgcagg caagcagctg

atccagaaag agtcgaccct gcacctggtc

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

<220>
<223>

<400>

10

225

DNA
Artificial

aagaccatca ctctggaggt ggagcccagt
caagataaag aaggcattcc ccccgaccag

gaagatggcc gcactctttc tgactacaac

ctcecgectga ggggcggce

Modifiziertes Ubiquitin (MUBI)

10

atgcaaatct tcgttaaaac cctgacggga

gacaccatcg aaaatgtcaa agctaaaatc

caacgcctag ctttcgcagg acgacaacta

atccaaaaag aatccaccct ccacctggca

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

<220>
<223>

<220>
<221>

11

225

DNA
Artificial

UB10 (Bibliothek)

misc_feature

aagactatca ccctggaggt agaaccgtcce
caagacaaag aaggaattcc acctgaccag
gaggacgggc tcaccctgte tgactacaac

ctcectectge gggece
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180

228

60

120

180

225
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or

or

or

or

or

or

or

or

nkgttnnkac cctgacggga
aaaatgtcaa agctaaaatc
ctttcgcagg acgacaacta

nknnknnkct ccacctggca

aagactatca
caagacaaag

gaggacgggc

ctccteetge

2006.04.13

ccctggaggt agaaccgtcc
aaggaattcc acctgaccag

tcaccctgte tgactacaac

gggcc

DNA-Sequenz eines Ubiquitin basierten Affilins - SPU11-3-Al

<222> (4)..(5)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(11)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(17)
<223> n is a, c, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (184) ..(185)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (187) ..(188)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (190)..(191)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (193)..(194)
<223> n is a, c, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (196) ..(197)
<223> n is a, ¢, g9,
<400> 11
atgnnkatcn
gacaccatcg
caacgcctag
atcnnknnkn

<210> 12

<211> 249

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223>

<400> 12
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atgcggatcc gtgttgctac

gacaccatcg aaaatgtcaa
caacgcctag ctttcgcagg
atccgtcatg gtacgtcgcet
caccaccac

<210> 13

<211> 288

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223>

<400> 13

atgcggatcc gtgttgctac
gacaccatcg aaaatgtcaa
caacgcctag ctttcgcagg
atccgtcatg gtacgtcgcet
ggggggggag gatcttgcca
<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 14

ccatgattac gccaagcttt

<210> 15

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400> 15

2006.04.13

cctgacggga aagactatca ccctggaggt agaaccgtcc

agctaaaatc
acgacaacta

ccacctggca

cctgacggga

agctaaaatc
acgacaacta
ccacctggca

tcaccatcac

ggagcc

caagacaaag aaggaattcc
gaggacgggc tcaccctgtc

ctecctectge gggcectcga

aagactatca ccctggaggt
caagacaaag aaggaattcc
gaggacgggc tcaccctgtce
ctectecetge gggccctcga

caccaccacc accaccac

ccatgggtct gatctctttc tctgaagacc g

<210> 16
<211> 31

44/63

acctgaccag
tgactacgac

gcaccaccac

agaaccgtcc
acctgaccag
tgactacgac

gtccggegge

60

120

180

240

249

DNA-Sequenz eines Ubiquitin basierten Affilins - SPUl11-3-Al Cys

60

120

180

240

288

26

31
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 16

cggtcttcag agaaagagat cagacccatg g 31
<210> 17

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 17

gctagttatt gctcagcggt ggc 23
<210> 18

<211l> 66

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 18

ggatttgtac ctcgagtgcg gcggccatca ccatcaccac caccaccacc accactgaga 60
tcecggce 66
<210> 189

<211> 66

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 19

gccggatctce agtggtggtg gtggtggtgg tgatggtgat ggccgccgca ctcgaggtac 60
aaatcc 66
<210> 20

<211> 32

<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer
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20

ggatttgtac ctcgagtccg gcggccatca cc

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

<220>
<223>

<400>

21

32

DNA
Artificial

Primer

21

ggtgatggcc gccggactcg aggtacaaat cc

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

<220>
<223>

<400>

22

32

DNA
Artificial

Primer

22

ggtgatggcc gccggactcg aggtacaaat cc

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

<220>
<223>

<400>

23

54

DNA
Artificial

Primer

23

gggggaagct tttatcagtg gtggtggtgg tggtggtgat ggtgatggca agat

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

<220>
<223>

<400>

24

35

DNA
Artificial

Primer

24

ggagatatac aatatgggtc tgatctcttt ctctg

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

25

291

DNA
Artificial
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<220>
<223> DNA-Sequenz fiir ein modifiziertes Ubiquitin-Proteingerust
<400> 25
atgaaatacc tattgcctac ggcagccgct ggattgttat tactcgcggc ccagccggcec 60
atggccatgc aaatcttcgt taaaaccctg acgggaaaga ctatcaccct ggaggtagaa 120
ccgtecgaca ccatcgaaaa tgtcaaagct aaaatccaag acaaagaagg aattccacct 180
gaccagcaac gcctagcttt cgcaggacga caactagagg acgggctcac cctgtctgac 240
tacaacatcc aaaaagaatc caccctccac ctggcactcc tectgeggge c 291
<210> 26
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Template
<400> 26
atgcaaatct tcgttaaaac cctgacggga aagactatca ccctggaggt 50
<210> 27
<211> 53
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Template
<400> 27
ggattttagc tttgacattt tcgatggtgt cggacggttc tacctccagg gtg 53
<210> 28
<211> 53
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Template
<400> 28
gtcaaagcta aaatccaaga caaagaagga attccacctg accagcaacg cct 53

<210> 29

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial

47/63



<220>
<223>

<400>

gggtgagccc gtcecctctagt tgtcecgtcecctg cgaaagctag gegttgetgg

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

<220>
<223>

<400>

gacgggctca ccctgtctga ctacaacatc caaaaagaat ccaccctcca

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

<220>
<223>

<400>

gagtgctcgc agcaggagtg ccaggtggag ggtggattc

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

<220>
<223>

<400>

gatatacata tgcaaatctt cg

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

<220>
<223>

<400>

DE 10 2004 049 479 A1

Template

29

30

50

DNA
Artificial

Template

30

31

39

DNA
Artificial

Template

31

32

22

DNA
Artificial

Primer

32

33

18

DNA
Artificial

Primer

33

gtggtgctcg agtgctcg

<210>
<211>

34
55
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

ccagccggec atggccatgn nkatcnnkgt tnnkaccctg acgggaaaga ctatc

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

<220>
<223>

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

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

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

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

<220>
<221>

DE 10 2004 049 479 A1

DNA
Artificial

Primer

misc_feature
(20) ..(21)
n is a, ¢, g,

misc_feature
(26)..(27)
n is a, ¢, g,

misc_feature
(32)..(33)
n is a, ¢, g,

34

35

55

DNA
Artificial

Primer

misc_feature
(23)..(24)
n is a, ¢, g,

misc_feature
(26)..(27)
n is a, ¢, g,

misc_feature
(29)..(30)
n is a, ¢, g,

misc_feature
(32)..(33)
n is a, ¢, g,

misc_feature

or

or

or

or

or

or

or

t
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<222> (35)..(36)
<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 35

caggaggagt gccaggtgga gmnnmnnmnn mnnmnngatg ttgtagtcag acagg 55
<210> 36

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 36

gttattactc gcggcccagc cggccatggc catg 34
<210> 37

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 37
gagtttttgt tcggcctcga gggcccgcag gaggagtgec aggtggag 48

Patentanspriiche

1. Konjugat, das die folgenden Bestandteile umfasst:
ein oder mehrere auf gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierende Polypeptidmolekiile (1), mit jeweils einer ge-
genlber dem Wildtyp-Polypeptid veranderten Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Ligan-
den, und, damit kovalent verknipft,
einen oder mehrere funktionelle Bestandteile (ll), wobei nach Kopplung von (I) an (ll) die Funktionalitat aller
Bestandteile erhalten bleibt.

2. Konjugat nach Anspruch 1, wobei die Kopplung von (1) an (Il) Gber Aminosaurereste von (l) erfolgt.

3. Konjugat nach Anspruch 1, wobei die Kopplung von (1) an (ll) Gber Aminosaurereste in einer zusatzli-
chen terminalen Peptidfusion an (1) erfolgt.

4. Konjugat nach Anspruch 2, wobei die Kopplung ortsspezifisch oder selektiv ungerichtet iber Cystein-
oder Lysinseitenketten in (1) erfolgt.

5. Konjugat nach Anspruch 2 oder 4, wobei Seitenketten aufRerhalb der Bindungsflache von (I) mit dem Li-
ganden an der Kopplung beteiligt sind.

6. Konjugat nach Anspruch 3, wobei die zusatzliche terminate Peptidfusion an (l) einen oder mehrere Cy-
steinreste oder einen oder mehrere Lysinreste enthalt, wobei diese Aminosaurereste vorzugsweise nicht an
der Wechselwirkung von (I) mit dem Liganden beteiligt sind.

7. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der funktionelle Bestandteil
(1) aus der Gruppe ausgewabhlt ist, die aus Polypeptiden und Proteinen, organischen und anorganischen Po-

lymeren, Nukleinsauren, Lipiden, Zuckern, niedermolekularen Substanzen, Peptiden, sowie Derivaten dieser
Substanzen, besteht.

8. Konjugat nach Anspruch 7, wobei der funktionelle Bestandteil (Il) ein Peptid, Polypeptid oder ein Protein,
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bevorzugt ein Protein-Chromophor, ein Enzym, ein Immunglobulin, ein Immunglobulin-Derivat, ein Toxin oder
ein Polypeptid gemaR |, ist.

9. Konjugat nach Anspruch 7, wobei der funktionelle Bestandteil (1) ein Polymer, bevorzugt Dextran, Poly-
methacrylat, Sepharose, Agarose, Polyvinyl, Polystyren, Kieselgel, Cellulose oder Polyethylenglykol, oder ein
Polymerderivat ist.

10. Konjugat nach Anspruch 7, wobei der funktionelle Bestandteil (Il) eine niedermolekulare Substanz, be-
vorzugt ein Farbstoff, Biotin, Digoxigenin, ein Schwermetall, ein Chelatbildner, ein Radioisotop, ein Antibioti-
kum oder eine cytotoxische Substanz ist.

11. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) eine
veranderte Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist, der aus der Gruppe
ausgewahlt ist, die aus Polypeptiden, Peptiden, niedermolekularen Substanzen, Lipiden, Zuckern, Nukleinsau-
ren, organischen und anorganischen Polymeren, sowie Derivaten dieser Substanzen, besteht.

12. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) eine
veranderte Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist, der ein Polypeptid oder
ein Protein ist, bevorzugt Immunglobuline und Immunglobulinderivate, aus Blutplasma gewonnene Proteine,
Blutgerinnungsfaktoren- und -inhibitoren, Wachstumsfaktoren, Interleukine, Cytokine, Rezeptorproteine, Gly-
coproteine, virale Proteine und Oberflachenzellmarker, bevorzugt CD14, CD25, CD34.

13. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) eine
veranderte Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist, der ein Peptid ist, be-
vorzugt Affinitatsanhangsel, vorzugsweise S-Tag, T7-Tag, His-Tag, Strep-Tag, Myc-Tag, oder FLAG-Tag, oder
Peptide viralen Ursprungs.

14. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) eine
veranderte Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist, der eine niedermole-
kulare Substanz ist, bevorzugt Steroide, Cholesterol und Schadstoffe, wie beispielsweise halogenierte Kohlen-
wasserstoffe.

15. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) eine
veranderte Bindungseigenschaft zur spezifischen Bindung an einen Liganden aufweist, der ein Lipid- oder Li-
pidderivat ist, bevorzugt bakterielle Lipopolysaccharide, Liposomen und Lipoproteine.

16. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (Il) ein
oder mehrere auf gamma-Kristallin oder Ubiquitin basierende Polypeptide sind, die mit () identisch sind, und
mit diesem kovalent verknUpft sind, wodurch eine Steigerung der Affinitadt zu dem Liganden von () tber Avidi-
tatseffekte erreicht wird.

17. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) ein Po-
lypeptid, Protein oder Polymer ist, an das Bestandteil (I) mehrfach kovalent verknipft ist, wodurch eine Steige-
rung der Affinitdt zu dem Liganden von (1) Uber Aviditatseffekte erreicht wird.

18. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil (1) ein Po-
lypeptid oder Polymer ist, das nach kovalenter Verknupfung mit Bestandteil (1) kovalente oder nicht kovalente
Bindung mit weiteren Konjugaten dieser Art eingeht, wodurch eine Steigerung der Affinitdt zu dem Liganden
von (l) uber Aviditatseffekte erreicht wird.

19. Konjugat nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bestandteil () eines
der Molekiile SPCI-A1 (Seq.ID NO: 2), SPC1-A7 (Seq.ID NO: 3), SPC1-G3 (Seq.ID NO: 4), SPU11-3-A1 (SEQ
ID NO: 12 und 13) und SPC7-E9 (SEQ ID NO: 8) ist.

20. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprii-
che, ausgehend von Bestandteil (1) mit bekannter Sequenz, das folgende Schritte umfasst:
— Identifizierung fur die Kopplung geeigneter Aminosaurereste durch Analyse der Raumstruktur des Proteins,
bevorzugt von Resten aulerhalb der Wechselwirkungsflache von (I) mit dem Liganden;
— Aktivierung eines Kopplungspartners durch ein geeignetes Kopplungsreagenz;
— Durchflihrung der Kopplungsreaktion;
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— Isolierung des Konjugates; und
— Nachweis der Funktionalitat beider Komponenten des Konjugates.

21. Verfahren zur Herstellung eines Konjugates nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-19, ausge-
hend von Bestandteil (I) mit bekannter Sequenz, in dem keine fiir die Kopplung geeigneten Aminosaurereste
identifiziert wurden, das folgende Schritte umfasst:

— Einfihrung fir die Kopplung geeigneter Aminosaurereste durch Substitution, Insertion oder Fusion, bevor-
zugt oberflachenexponierter Reste aulRerhalb der Wechselwirkungsflache von (I) mit dem Liganden;

— Nachweis der Zuganglichkeit der eingeflihrten Aminosaurereste;

— Nachweis der Funktionalitat des derart veranderten Bestandteils (1);

— Aktivierung eines Kopplungspartners durch ein geeignetes Kopplungsreagenz;

— Durchflihrung der Kopplungsreaktion;

— Isolierung des Konjugates; und

— Nachweis der Funktionalitat beider Komponenten des Konjugates.

22. Konjugat, das nach dem Verfahren nach Anspruch 20 oder 21 herstellbar ist.
23. Diagnostischer Kit, der ein Konjugat nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-19 oder 22 enthalt.

24. Pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Konjugat nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-19
oder 22 und einen pharmazeutisch vertraglichen Trager umfasst.

25. Zusammensetzung fir die Affinitdtsanreicherung, die ein Konjugat nach einem oder mehreren der An-
spruche 1-19 oder 22 umfasst, wobei der funktionelle Bestandteil eine Membran, Polymerkigelchen oder ein
chromatographisches Tragermaterial ist.

26. Verwendung eines Konjugates nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriche 1-19, eines
Konjugats nach Anspruch 22 oder eines Kits oder einer Zusammensetzung nach Anspruch 23, 24 oder 25 zum
Einsatz in der Diagnostik, Therapie und Affinitdtschromatographie.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Abbildung 1:
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Abbildung 2:

- 266 nM SPC-1-Al
— 266 nM SPC-1-Al + 766 nM 1gG-Fc

-50 0 50 100 150 200 2% 300 350 400
. Time [sec]

- 360nM SPC-1-A7
== 360 nM SPC-1-A7 + 766 nM IgG-Fc

|

-50 0 50 10 150 200 250 300 350 400
Time [sec]

— 1 yM SPC-1-G3
— 1 uM SPC-1-G3 + 2.1 uM IgG-Fe

.50 0 50 100 15 200 25 300 350 400
Time [sec]
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Abbildung 3:
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Abbildung 4:
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ldung 5:

- 6 NM SPC-1-A7BB-PE Konjugat
— 75 nM SPC-1-A78B-PE Konjugat
121 NMSPC-1-A7BB-PE Konjugat
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Abbildung 6:
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Abbildung 7:
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Abbildung 8:
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Abbildung 9:
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Abbildung 10:
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Abbildung 11:
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