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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf neue und biologisch aktive Polypeptide, deren Herstellung und sie ent-
haltende pharmazeutische Zusammensetzungen.

[0002] Spezieller bezieht sich die vorliegende Erfindung auf rekombinante Polypeptide, die im Wesentlichen
aus einem aktiven Teil bestehen, der von einem naturlichen oder kinstlichen Polypeptid mit therapeutischer
Aktivitat erhalten und an ein Albumin oder eine Albuminvariante gekoppelt ist. Es ist verstandlich, dass die the-
rapeutische Aktivitat der erfindungsgemafen Polypeptide entweder direkt (Behandlung von Krankheiten) oder
indirekt (z. B. weil sie in der Pravention von Krankheiten, bei der Entwicklung von Impfstoffen, bei medizini-
schen Abbildungstechniken und dgl. Verwendbar sind) sein kann.

[0003] Es wird im folgenden Text verstanden, dass die Albuminvarianten jegliches Protein mit einer hohen
Plasmahalbwertszeit bezeichnen, das durch Modifikation (Mutation, Ausléschung und/oder Addition) durch
gentechnische Techniken von einem Gen erhalten wird, welches ein Isomorph zu humanem Serumalbumin co-
diert, so wie jegliches Makromolekul mit einer hohen Plasmahalbwertszeit, das durch in vitro Modifikation des
Proteins erhalten wird, welches durch solche Gene codiert wird. Von Albumin, das hoch polymorph ist, sind
zahlreiche naturliche Varianten identifiziert und klassifiziert worden [Weitkamp L. R. et al., Ann. Hum. Genet.
37 (1973) 219].

[0004] Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, kiinstliche Proteine herzustellen, die biologisch aktiv sind
und pharmazeutisch verwendet werden kénnen. Tatsachlich kénnen zahlreiche Polypeptide, die eine oder
mehrere potentiell therapeutische Aktivitaten besitzen, nicht pharmazeutisch genutzt werden. Dies kann ver-
schiedene Grinde haben, so wie insbesondere ihre niedrige Stabilitat in vivo, ihre komplexe oder fragile Struk-
tur, die Schwierigkeit, sie in einem industriell akzeptablem Mafstab zu produzieren und dgl.. Gleichermalen
geben einige Polypeptide wegen Problemen der Verabreichung, Konditionierung, Pharmakokinetik usw. nicht
die erwarteten Resultate in vivo.

[0005] Die EP 413 622 offenbart die Fusion von |6slichem CD4 mit Serumalbumin. Die WO 90/13653 offen-
bart bestimmte spezifische Fusionskomponenten mit Albumin, insbesondere mit dem Ziel einer verbesserten
Sekretion. Die WO 89/02922 offenbart die Fusion von I6slichem CD4 mit einem strukturell verwandten Molekill,
namlich seine Fusion mit einer Kette von Immunglubolinen (1g).

[0006] Die vorliegende Erfindung macht es moglich, diese Nachteile zu tiberwinden. Die vorliegende Erfin-
dung stellt neue Molekdle bereit, die eine optimale therapeutische Ausnutzung der biologischen Eigenschaften
dieser Polypeptide ermoglichen. Die vorliegende Erfindung resultiert konkret aus dem Nachweis, dass es mdg-
lich ist, jede aktive Struktur, die von einem biologisch aktiven Polypeptid erhalten wird, genetisch an eine an-
dere Proteinstruktur, die aus Albumin besteht, anzukoppeln, ohne die genannten biologischen Eigenschaften
zu verandern. Es resultiert auch aus den Nachweisen des Anmelders, dass es humanes Serumalbumin még-
lich macht, die aktive Struktur effizient an ihrem Wechselwirkungsort zu prasentieren, und dies sorgt fur eine
hohe Plasmastabilitat fir das erfindungsgemale Polypeptid. Die erfindungsgemafien Polypeptide machen es
so moglich, eine gegebene biologische Aktivitat fur einen verlangerten Zeitraum im Organismus aufrecht zu
erhalten. Sie machen es so méglich, die verabreichte Dosis zu reduzieren und in einigen Fallen, den therapeu-
tischen Effekt auszunutzen, in dem z. B. die Nebenwirkungen reduziert werden, die die Folge einer héheren
Verabreichung sind. Die erfindungsgemalfen Polypeptide machen es zusatzlich moglich, Strukturen zu erzeu-
gen und zu verwenden, die von biologisch aktiven Polypeptiden erhalten werden, welche sehr klein und des-
halb sehr spezifisch fir einen gewiinschten Effekt sind. Es ist verstandlich, dass die Peptide mit einer biologi-
schen Aktivitat, welche von therapeutischem Interesse sind, auch nicht natiirlichen Peptidsequenzen entspre-
chen kénnen, die z. B. aus Banken mit zufallig zusammengestellten Peptiden isoliert werden. Die erfindungs-
gemalen Polypeptide besitzen darlber hinaus eine besonders vorteilhafte Verteilung im Organismus, was ihre
pharmakokinetischen Eigenschaften modifiziert und vorteilhaft fiir die Entwicklung ihrer biologischen Aktivitat
und ihre Verwendung ist. Zusatzlich haben sie auch den Vorteil, dass sie fur den Organismus, in dem sie ver-
wendet werden, kaum eine oder keine Immunreaktion hervorrufen. Letztlich kénnen die erfindungsgemafien
Polypeptide durch rekombinante Organismen in MaRstaben, die ihre industrielle Ausbeutung erméglichen, ex-
pressiviert (und vorzugsweise sekretiert) werden.

[0007] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich deshalb auf Polypeptide, die einen aktiven

Teil enthalten, der von einem Polypeptid mit einer therapeutischen Aktivitat erhalten ist, gekoppelt an ein Albu-
min oder eine Albuminvariante.
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[0008] In einer konkreten Ausflihrungsform sind die Peptide, die eine therapeutische Aktivitat besitzen, nicht
von humanem Ursprung.

[0009] Noch spezieller ist das Polypeptid mit einer therapeutischen Aktivitat bei den erfindungsgemafien Mo-
lekilen ein Polypeptid von humanem Ursprung oder eine molekulare Variante. Es ist ein gesamtes oder ein
Teil eines Hormons, eines Interferons, eines Interleukins, von Erythropoietins, von G-CSF oder von Insulin.

[0010] Der aktive Teil des erfindungsgemalfen Polypeptids kann z. B. aus dem gesamten Polypeptid mit einer
therapeutischen Aktivitat bestehen oder aus einer Struktur, die davon erhalten wurde, oder alternativ aus ei-
nem nicht natirlichen Polypeptid, das aus einer Peptidbank isoliert wurde. Im Sinne der vorliegenden Erfin-
dung wird eine abgeleitete Struktur so verstanden, dass sie jegliches Polypeptid bedeutet, das durch Modifi-
zieren und Erhalten einer therapeutischen Aktivitat erhalten wurde. Unter Modifikation sollte man jede Mutati-
on, Substitution, Ausléschung, Addition oder Modifikation von genetischer und/oder chemischer Natur verste-
hen. Solche Derivate kénnen aus unterschiedlichen Griinden erzeugt werden, wie beispielsweise insbesonde-
re aus dem Grund des Erhéhens der Affinitat des Molekils zu seinem Bindungsplatz, aus dem Grund des Ver-
besserns des Niveaus seiner Erzeugung, aus dem Grund des Erhéhens seiner Bestandigkeit gegentiber Pro-
teasen, aus dem Grund des Erhdhens seiner therapeutischen Effizienz oder alternativ des Reduzierens seiner
Nebenwirkungen oder aus dem Grund der Ubertragung neuer biologischer Eigenschaften auf das Molekiil. Z.
B. besitzen die erfindungsgemafen chimaren Polypeptide pharmakokinetische Eigenschaften und eine biolo-
gische Aktivitat, die fir die Verhinderung oder Behandlung von Krankheiten genutzt werden kénnen.

[0011] Besonders vorteilhafte erfindungsgemafie Polypeptide sind jene, bei denen der aktive Teil aufweist:
(a) die gesamte Peptidstruktur oder
(b) eine Struktur, die von (a) durch strukturelle Modifikation (Mutation, Substitution, Hinzufiigung und/oder
Entfernung von einem oder mehreren Resten) erhalten wurde und eine therapeutische Aktivitat besitzt.

[0012] Von den Strukturen des (b)-Typs kénnen die Molekiile besonders erwdhnt werden, bei denen be-
stimmte N- oder O-Glykosylierungsplatze modifiziert oder unterdriickt worden sind, die Moleklle, bei denen ein
oder mehrere Reste substituiert worden sind, oder die Molekiile, bei denen der Zysteinrest substituiert worden
ist. Es kénnen auch Molekiile erwahnt werden, die von (a) durch Entfernung von Regionen erhalten werden,
die nicht oder nicht stark in die Wechselwirkung mit den betrachteten Bindungsplatzen eingebunden sind oder
eine unerwiinschte Aktivitat entwickeln, und Molekiile, die verglichen mit (a) zusatzliche Reste aufweisen, wie
z. B. ein N-terminales Methionin und/oder ein Sekretionssignal und/oder ein Verbindungspeptid.

[0013] Der aktive Teil der erfindungsgemalfien Molekiile kann entweder direkt oder Uber ein kiinstliches Pep-
tid an das Albumin gebunden sein. Weiterhin kann es sowohl das N-terminale Ende als auch das C-terminale
Ende des Molekiils ausbilden. Vorzugsweise bildet der aktive Teil bei den erfindungsgeméafien Molekulen den
C-terminalen Teil der Chimare aus. Es ist auch verstandlich, dass der biologisch aktive Teil innerhalb der Chi-
mare wiederholt werden kann. Eine schematische Darstellung der erfindungsgemafen Molekule ist in Eig. 1
wiedergegeben.

[0014] Ein anderer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung der oben be-
schriebenen chimaren Molekile. Genauer besteht dieses Verfahren daraus, einen eukaryotischen oder proka-
ryotischen Zellwirt dazu zu bringen, eine Nukleotidsequenz zu expressivieren, die das gewunschte Polypeptid
codiert, um das erzeugte Polypeptid zu ernten.

[0015] Unter den eukaryotischen Wirten, die innerhalb des Rahmens der vorliegenden Erfindung verwendet
werden kdnnen, mdgen Tierzellen, Hefen oder Pilze erwéhnt werden. Insbesondere kénnen in Bezug auf He-
fen Hefen der Stamme Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces oder Hansenula erwahnt
werden. In Bezug auf Tierzellen kdnnen COS-, CHO- und C127-Zellen und dergleichen erwahnt werden. Unter
den Pilzen, die in der Lage sind, bei der vorliegenden Erfindung verwendet zu werden, kénnen insbesondere
Asperpillus-Untergattungen oder Trichoderma-Untergattungen besonders erwahnt werden. Bei den prokaryo-
tischen Wirten ist die Verwendung von Bakterien, wie beispielsweise von Escherichia coli oder von solchen,
die zu den Arten Corynebacterium, Bacillus oder Streptomyces gehdéren, bevorzugt.

[0016] Die Nukleotidsequenzen, die innerhalb des Rahmens der vorliegenden Erfindung verwendet werden
kdnnen, kdnnen auf verschiedene Weisen hergestellt werden. Allgemein werden sie durch Zusammenstellen
der Sequenz, die jeden der funktionellen Teile des Polypeptids codiert, in der Lesephase erhalten. Das Poly-
peptid kann durch die Techniken des Fachmanns isoliert werden, beispielsweise direkt von zellularer Messen-
ger-RNA (mRNA) oder durch erneutes Klonen aus einer komplementaren DNA-(cDNA-)Bank, oder alternativ
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kdnnen sie vollstandig synthetische Nukleotidsequenzen sein. Es wird weiterhin verstanden, dass die Nukleo-
tidsequenzen auch nachfolgend modifiziert werden kénnen, beispielsweise durch Techniken der Gentechnik,
um Derivate oder Varianten der genannten Sequenzen zu erhalten.

[0017] Vorzugsweise ist die Nukleotidsequenz bei dem erfindungsgemalen Prozess Teil einer Expressions-
kassette, die eine Region zum Initiieren der Transkription (Promotorregion) aufweist, die in den Wirtszellen die
Expression der Nukleotidsequenz, die unter ihrer Steuerung steht und die die erfindungsgemafien Polypeptide
codiert, erlaubt. Diese Region kann von Promotorregionen von Genen abstammen, die in den verwendeten
Wirtszellen stark expressiviert werden, wobei die Expression konstitutiv oder regulierbar ist. In Bezug auf Hefe
kann es der Promotor des Gens fiur Phosphoglyceratkinase (PGK), Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
(GPD), Lactase (LAC4), Enolasen (ENO), Alkoholdehydrogenasen (ADH) und dergleichen sein. In Bezug auf
Bakterien kann es der Promotor der Gene rechts oder links von der Lambda-Bacteriophage (P, Pg) oder al-
ternativ konnen es die Promotoren der Gene fur die Tryptophan-(P,,-) oder Lactose-(P,,.-)Operone sein. Zu-
satzlich kann diese Steuerregion modifiziert sein, z. B. durch in vitro Mutationsgenierung, durch Einfihrung zu-
satzlicher Steuerelemente oder von synthetischen Sequenzen oder durch Ausléschungen oder Substitutionen
der urspringlichen Steuerelemente. Die Expressionskassette kann auch eine Region fiir die Beendigung der
Transkription aufweisen, die in dem betrachteten Wirt funktional ist und die unmittelbar stromab der Nukleotid-
sequenz angeordnet ist, welche ein erfindungsgemales Polypeptid codiert.

[0018] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform resultieren die erfindungsgemafen Polypeptide von der Ex-
pression einer Nukleotidsequenz in einem eukaryotischen oder prokaryotischen Wirt und von der Sekretion
des Produkts der Expression der genannten Sequenz in das Kulturmedium. Es ist tatsachlich besonders vor-
teilhaft, in der Lage zu sein, Molekule tber die rekombinante Route direkt in dem Kulturmedium zu erhalten. In
diesem Fall geht der Nukleotidsequenz, die ein erfindungsgemafes Polypeptid codiert, eine "Flihrer"-Sequenz
(oder eine Signalfrequenz) voran, die das entstehende Polypeptid in die Sekretionswege des verwendeten
Wirts leitet. Diese "Fuhrer"-Sequenz kann die natirliche Signalsequenz des biologisch aktiven Polypeptids in
dem Fall, dass das letztere ein natirlich sekretiertes Protein ist, oder diejenige der stabilisierenden Struktur
sein, aber sie kann auch jede andere funktionale "Fihrer"-Sequenz oder eine kinstliche "Fluhrer"-Sequenz
sein. Die Wahl der einen oder anderen dieser Sequenzen wird insbesondere durch den verwendeten Wirt be-
stimmt. Beispiele von funktionalen Signalsequenzen umfassen jene der Gene der Sexualpheromone oder der
"Killer"-Toxine von Hefen.

[0019] Zusatzlich zu der Expressionskassette kdnnen ein oder mehrere Marker, die es méglich machen, den
rekombinanten Wirt zu selektieren, hinzugefiigt werden, wie z. B. das URA3-Gen der Hefe S. cerevisiae oder
Gene, die zur Bestandigkeit gegentber Antibiotika beitragen, wie beispielsweise Genitizin (G418), oder gegen-
Uber jeder anderen toxischen Verbindung, wie gegenuber bestimmten Metallionen.

[0020] Die Einheit, die durch die Expressionskassette und durch die selektierbaren Marker gebildet wird, kann
direkt in die betrachteten Wirtszellen eingefihrt oder zuvor in einen funktionalen, sich selbst replizierenden
Vektor eingesetzt werden. In dem ersten Fall werden dieser Einheit vorzugsweise Sequenzhomologe zu den
Regionen, die in dem Genom der Wirtszellen vorliegen, hinzugefligt; die genannten Sequenzen werden dann
auf jeder Seite der Expressionskassette und des selektierbaren Gens angeordnet, um so die Frequenz der In-
tegration der Einheit in das Genom des Wirts durch Anstreben der Integration der Sequenzen durch homologe
Rekombination zu erhéhen. In dem Fall, in dem die Expressionskassette in ein replikatives System eingesetzt
wird, wird ein bevorzugtes Replikationssystem fur Hefen der Art Kluyveromyces von dem Plasmid pKD1 erhal-
ten, das urspringlich von K. drosophilarum isoliert wurde; ein bevorzugtes Replikationssystem fur Hefen der
Art Saccharomyces wird von dem 2 p-Plasmid von S. cerevisiae erhalten. Weiterhin kénnen diese Expressi-
onsplasmide das gesamte oder einen Teil des genannten Replikationssystems erhalten, oder sie kénnen Ele-
mente kombinieren, die sowohl von dem Plasmid pKD1 als auch dem 2 p-Plasmid erhalten wurden.

[0021] Zusatzlich kénnen die Expressionsplasmide Shuttle-Vektoren zwischen einem bakteriellen Wirt, wie
beispielsweise Escherichia coli und der gewahlten Wirtszelle sein. In diesem Fall sind ein Replikationsursprung
und ein selektierbarer Marker, die in dem bakteriellen Wirt funktionieren, erforderlich. Es ist auch méglich, Re-
striktionsplatze, die die bakteriellen und einzigartigen Sequenzen umgeben, auf den Expressionsvektor zu
platzieren: Dies macht es moglich, diese Sequenzen durch Schneiden und Neuligatur des Rumpfvektors in vi-
tro vor der Transformation der Wirtszellen zu unterdriicken, was in einen Anstieg bei der Anzahl der Kopien
resultieren kann und in eine erh6hte Stabilitdt des Expressionsplasmids in den genannten Wirten. Zum Beispiel
kénnen solche Restriktionsplatze Sequenzen entsprechen, wie beispielsweise 5-GGCCNNNNNGGCC-3'
(Sfil) oder 5'-GCGGCCGC-3' (Notl), da diese Platze sehr selten sind und allgemein bei einem Expressions-
vektor fehlen.
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[0022] Nach der Konstruktion solcher Vektoren bzw. einer solchen Expressionskassette wird die letztere ge-
maf den konventionellen Techniken, die in der Literatur beschrieben sind, in die ausgewahlten Wirtszellen ein-
gefuhrt. Diesbezuglich kann jegliches Verfahren, das das Einflhren einer fremden DNA in eine Zelle erlaubt,
verwendet werden. Dies kann insbesondere Transformation, Elektroporation, Konjugation oder jede andere
Technik, die dem Fachmann bekannt ist, sein. Als ein Beispiel fir Wirte vom Hefetyp wurden die verschiedenen
verwendeten Stamme von Kluyveromyces durch Behandeln der ganzen Zellen in der Anwesenheit von Lithi-
umacetat und Polyethylenglykol gemaR der Technik transformiert, die von Ito et al. [J. Bacteriol. 153 (1983)
163] beschrieben wird. Die Transformationstechnik, die von Durrens et al. [Curr. Genet. 18 (1990) 7] beschrie-
ben wird und die Ethylenglykol und Dimethylsulphoxit verwendet, wurde ebenfalls angewendet. Es ist auch
moglich, die Hefen gemall dem Verfahren, das von Karube et al. [FEBS Letters 182 (1985) 90] beschrieben
wird, durch Elektroporation zu transformieren. Ein alternatives Protokoll wird auch im Detail bei den folgenden
Beispielen beschrieben.

[0023] Nach der Selektion der transformierten Zellen werden Zellen, die die genannten Polypeptide expres-
sivieren, beimpft und die Bergung der genannten Polypeptide kann ausgefihrt werden, entweder wahrend des
Zellwachstums bei "kontinuierlichen" Prozessen oder am Ende des Wachstums bei "schlagweisen" Kulturen.
Die Polypeptide, die das Objekt der vorliegenden Erfindung sind, werden dann fiir ihre molekulare, pharmako-
kinetische und biologische Charakterisierung aus dem Kulturiiberstand aufgereinigt. Ein bevorzugtes Expres-
sionssystem fur die erfindungsgemafen Polypeptide besteht in der Verwendung von Hefen der Art Kluyvero-
myces als Wirtszelle, die durch bestimmte Vektoren transformiert sind, welche von dem extrachromosonalen
Replikon pKD1 erhalten werden, das urspringlich von der K. marxianus Variante von Drosophilarum isoliert
wurde. Diese Hefen und insbesondere K. lactis und K. fragilis sind allgemein in der Lage, die genannten Vek-
toren stabil zu replizieren, und besitzen zusatzlich den Vorteil, dass sie in der Liste der G. R. A. S.-("Generally
Recognized As Safe" = Allgemein als sicher angesehenen) Organismen enthalten sind. Bevorzugte Hefen sind
vorzugsweise industrielle Hefen der Art Kluyveromyces, die in der Lage sind, die genannten Plasmide, die von
dem Plasmid pKD1 erhalten werden und in die ein selektierbarer Marker sowie eine Expressionskassette, die
die Sekretion des erfindungsgemafien Polypeptids auf hohem Niveau erlaubt, eingesetzt sind, stabil zu repli-
zieren.

[0024] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf Nukleotidsequenzen, die die oben beschriebenen chi-
maren Polypeptide codieren, sowie auf die eukaryotischen oder prokaryotischen rekombinanten Zellen, die
solche Sequenzen aufweisen.

[0025] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf die Anwendung der Polypeptide gemaf der vorliegen-
den Erfindung als medizinische Produkte. Genauer ist der Gegenstand der Erfindung jegliche pharmazeuti-
sche Zusammensetzung, die ein oder mehrerer Polypeptide oder Nukleotidsequenzen enthalt, wie sie oben
beschrieben sind. Die Nukleotidsequenzen kénnen konkret in der Gentherapie verwendet werden.

[0026] Die vorliegende Erfindung wird vollstandiger beschrieben werden mit Hilfe der folgenden Beispiele, die
als illustrativ und nicht limitierend betrachtet werden sollten.

LISTE DER FIGUREN

[0027] Die Darstellungen der Plasmide, die in den folgenden Figuren wiedergegeben sind, sind nicht maf3-
stabgerecht gezeichnet, und nur die Restriktionsplatze, die fir das Verstandnis der durchgeflihrten Klonungen
wichtig sind, sind eingezeichnet worden.

[0028] Fig. 1: Schematische Wiedergabe der Chimaren des SAH-PEPTID-Typs (A), des PEPTID-SAH-Typs
(B) bzw. des PEPTID-SAH-PEPTID-Typs (C). Verwendete Abkirzungen: M/LP, Methioninrest als Uberset-
zungsinitiator, optional gefolgt von einer Signalsequenz fur die Sekretion; SAH, reifes Albumin oder eine seiner
molekularen Varianten; PEP, Peptid von natlirlichem oder kiinstlichem Ursprung, das eine gegebene therapeu-
tische Eigenschaft besitzt. Die PEP-Sequenz kann bei den Molekiilen vom Typ A, B bzw. C mehrfach vorliegen.
Der schwarze Pfeil zeigt das N-terminale Ende des reifen Proteins an.

[0029] SEQ ID No. 1: Beispiele von Nukleotidsequenzen eines Hindlll-Restriktionsfragments, das ein chima-
res Protein des Prepro-SAH-PEPTID-Typs codiert. Die schwarzen Pfeile zeigen das Ende der "Pre"- und
"Pro"-Regionen von SAH an. Der Mstll-Restriktionsplatz ist unterstrichen, und der Kodon, der die Beendigung
der Ubersetzung spezifiziert, steht in fetten Buchstaben.

[0030] Fig. 3: Restriktionsplan fir das Plasmid pYG105 und die generische Strategie zum Konstruieren des
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Plasmids fiir die Expression des chimaren Proteins der vorliegenden Erfindungen. Verwendete Abkirzungen:
P, transkriptionaler Promotor; T, transkriptionaler Terminator; IR, invertierte Wiederholungssequenzen des
Plasmids pKD1; LP, Signalsequenz fiir die Sekretion; Ap" und Km' bezeichnen die Gene fir die Bestandigkeit
gegen Ampizillin (E. coli) bzw. gegenuber G418 (Hefen).

[0031] Fig. 4: Beispiele von Nukleotidsequenzen von Mstll-HindllI-Restriktionsfragmenten, die von dem von
Willebrand-Faktor erhalten werden. Wiedergabe der Struktur der Mstll-Hindlll-Fragmente der Plasmide
pYG1248 (Tafel A), pYG1214 (Tafel B), pYG1206 [Tafel C, bei dieser speziellen Chimare ist der Leu694-Rest
des VWF auch der letzte Rest (Leu585) des SAH] und pYG1223 (Tafel D); die Nummerierung der Aminosauren
entspricht der Nummerierung des reifen vWF nach Titani et al. [Biochemistry 25 (1986) 3171-3184]. Die MstlI-
und Hindlll-Restriktionsplatze sind unterstrichen und der Ubersetzungsbeendigungskodon steht in fetten
Buchstaben.

[0032] SEQ ID No. 2: Nukleotidsequenz des Mstll-HindllI-Restriktionssequenz des Plasmids pYG1248. Die
Nummerierung der Aminosauren (rechte Spalte) entspricht dem reifen chimaren Protein SAH-vWF470-713
(829 Reste). Die Reste Thr470, Leu494, Asp498, Pro502, Tyr508, Leu694, Pro704 und Pro708 des reifen vWF
sind unterstrichen.

[0033] Fig. 5: Charakterisierung des Materials, das nach vier Tagen (Erlenmeyer-)Kultur des Stamms CBS
293.91, der mit den Plasmiden pYG1248 (Plasmid fur die Expression einer Chimare des Typs SAH-vWF
Thr470-Val713) und pKan707 (Steuerplasmid) transformiert war, sekretiert war. Bei diesem Experiment wur-
den die Resultate fir die Tafeln A, B und C auf demselben Gel (8,5% SDS-PAGE) laufen gelassen und dann
getrennt behandelt.

A, Coomassie-Blaufarbung; Molekulargewichtstandard (Spur 2); Uberstand aquivalent zu 50 pl der Kultur
transformiert mit dem Plasmid pKan707 in YPL-Medium (Spur 1) oder pYG1248 in YPD-Medium (Spur 3) oder
YPL (Spur 4).

B, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials nach Anwendung von Mausantikérpern, die
gegen humanes VWF gerichtet sind: Dieselbe Legende wie bei A, aulder dass biotinilierte Molekulargewicht-
standards verwendet wurden.

C, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials nach Anwendung von Kaninchenantikdrpern,
die gegen humanes Albumin gerichtet sind: Uberstand aquivalent zu 50 pl der Kultur transformiert mit dem
Plasmid pKan707 in YPL-Medium (Spur 1) oder pYG1248 in YPD-Medium (Spur 2) oder YPL (Spur 3).

[0034] Fig. 6: Kinetik der Sekretion einer erfindungsgemalen Chimare durch den Stamm CDS293.91, der mit
dem Plasmid pYG1206 (SAH-vWF Leu694-Pro708) transformiert ist.

A, Coomassie-Blaufarbung; Molekulargewichtstandard (Spur 1); Uberstand &quivalent zu 2,5 pl einer "Schlag-
futterungskultur" in YPD-Medium nach 24 Stunden (Spur 2), 40 Stunden (Spur 3) oder 46 Stunden (Spur 4)
Wachstum.

B, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials nach Anwendung von Mausantikérpern, die
gegen humanes VWF gerichtet sind: Dieselbe Legende wie bei A, aulier dass biotinilierte Molekulargewicht-
standards verwendet wurden.

[0035] Fig. 7: Charakterisierung des Materials, das von K. lactis sekretiert wurde, die mit den Plasmiden
pKan707 (Steuerplasmid, Spur 2), pYG1206 (Spur 3), pYG1214 (Spur 4) und pYG1223 (Spur 5) transformiert
war; Molekulargewichtstandard (Spur 1). Die Ablagerungen entsprechen 50 ul Uberstand aus einer stationéren
Kultur nach Wachstum in YPD-Medium, Lauf auf einem 8,5% Akrylamidgel und Coomassie-Blaufarbung.

[0036] SEQ ID No. 3: Nukleotidsequenz des Mstll-Hindlll-Restriktionsfragments des Plasmids pYG1341
(SAH-UK1-135). Auf die Grenze der EGF-artigen Domain (UK1-46), die bei dem Mstll-Hindlll-Restriktions-
fragment des Plasmids pYG1340 vorliegt, ist hingewiesen. Die Nummerierung der Aminosauren entspricht
dem reifen chimaren Protein SAH-UK1-135 (720 Reste).

[0037] Fig. 9: Sekretion der SAH-UK1-46- und SAH-UK1-135-Chimaren von dem Stamm CBS 293.91 trans-
formiert mit dem Plasmid pYG1343 (SAH-UK1-46) bzw. pYG1345 (SAH-UK1-135) nach vier Tagen Wachstum
(YPL + G418-Medium). Die Ablagerungen (aquivalent zu 50 pl Kultur) sind auf einem 8,5%-PAGE-SDS-Gel
gelaufen und mit Coomassie-Blau gefarbt: Uberstand eines Klons, der mit den Plasmid pKan707 (Spur 1),
pYG1343 (Spur 3) oder pYG1345 (Spur 4) transformiert war; Molekulargewichtstandard (Spur 2).

[0038] SEQ ID No. 4: Nukleotidsequenz des Mstll-Hindlll-Restriktionsfragments des Plasmids pYG1259
(SAH-G.CSF). Das Limit des G-CSF-Teils (174 Reste) ist angezeigt. Die Apal- und Sstl (Sstl)-Restriktionsplat-
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ze sind unterstrichen. Die Nummerierung der Aminosdauren entspricht dem reifen chimaren Protein
SAH-G.CSF (759 Reste).

[0039] SEQ ID No. 5: Nukleotidsequenz des Hindlll-Restriktionsfragments des Plasmids pYG1301 (Chimare
G.CSF-Gly,-SAH). Die schwarzen Pfeile zeigen das Ende der "Pre"- und "Pro"-Regionen von SAH an. Die
Apal- und Sstl (Sacl)- und Mstll-Restriktionsplatze sind unterstrichen. Die G.CSF- (174 Reste) und SAH-(585
Reste)Domanen sind durch zwei synthetische Linker GGGG getrennt. Die Nummerierung der Aminosauren
entspricht dem reifen chiméren Protein G.CSF-Gly,-SAH (763 Reste). Die Nukleotidsequenz zwischen dem
Ubersetzungsbeendigungskodon und dem HindllI-Platz kommt von der komplementaren SAH-DNA (cDNA),
wie es in der Patentanmeldung EP 361 991 beschrieben ist.

[0040] Fig. 12: Charakterisierung des Materials, das nach vier Tagen (Erlenmeyer-)Kultur des Stamms CBS
293.91 transformiert mit den Plasmiden pYG1266 (Plasmid fiir die Expression einer Chimare des
SAH-G.CSF-Typs) und pKan707 (Steuerplasmid) sekretiert wurde. In diesem Experiment sind die Resultate
der Tafeln A, B und C auf demselben Gel (8,5% SDS-PAGE) gelaufen und dann getrennt behandelt worden.
A, Coomassie-Blaufarbung; Molekulargewichtstandard (Spur 2); Uberstand aquivalent zu 100 pl der Kultur
transformiert mit dem Plasmid pKan707 in YPL-Medium (Spur 1) oder pYG1266 in YPD-Medium (Spur 3) oder
YPL (Spur 4).

B, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials, nach Anwendung primarer Antikorper, die
gegen humanes G-CSF gerichtet sind: Dieselbe Legende wie bei A.

C, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials, nach Anwendung primarer Antikorper, die
gegen Humanalbumin gerichtet sind: Dieselbe Legende wie bei A.

[0041] Fig. 13: Charakterisierung des Materials, das nach vier Tagen Kultur (Erlenmeyer in YPD-Medium)
des Stamms CBS 293.91 transformiert mit den Plasmiden pYG1267 (Chimare SAH-G.CSF), pYG1303 (Chi-
mare G.CSF-Gly,-SAH) und pYG1352 (Chimére SAH-Gly,-G.CSF) sekretiert wurde, nach Laufen auf einem
8,5% SDS-PAGE-Gel.

A, Coomassie-Blaufarbung: Uberstand dquivalent zu 100 pl der Kultur transformiert mit dem Plasmid pYG1303
(Spur 1), pYG1267 (Spur 2), pYG1352 (Spur 3); Molekulargewichtstandard (Spur 4).

B, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials, nach Anwendung primarer Antikorper, die
gegen humanes G-CSF gerichtet sind: Dieselbe Legende wie bei A.

[0042] SEQ ID No. 6: Nukleotidsequenz des Mstll-Hindlll-Restriktionsfragments des Plasmids pYG1382
(SAH-FV'). Die VH- (124 Reste) und VL-(107 Reste)Doméanen des Fv'-Fragments sind durch den synthetischen
Linker (GGGGS),, getrennt. Die Nummerierung der Aminosauren entspricht dem reifen chimaren Protein
SAH-Fv' (831 Reste).

[0043] Fig. 15: Sekretion der Chimare SAH-FVv' durch den Stamm CBS 293.91 transformiert mit dem Plasmid
pYG1382 (LAC4) nach vier Tagen Wachstum in Erlenmeyerkolben bei 28°C in YPD-Medium (Spur 2) oder YPL
(Spur 3); Molekulargewichtsstandard (Spur 1). Die Ablagerungen, die aquivalent zu 200 pl Kultur (Prazipitation
mit Ethanol) sind, sind auf einem PAGE-SDS-Gel (8,5%) gelaufen.

A, Coomassie-Blaufarbung des Gels.

B, immunologische Charakterisierung des sekretierten Materials, nach Anwendung primarer Antikorper, die
gegen SAH gerichtet sind.

[0044] Fig. 16: Test der antagonistischen Aktivitat bei der Agglutinierung von humanen Blutplattchen, die mit
Formaldehyd fixiert sind, in vitro: IC50 der Hybride SAH-vWF694-708, [SAH-VWF470-713 C471G, C474G]
und [SAH-vWF470-704 C471G, C474G] verglichen mit dem Standard RG12986. Die Bestimmung der dosis-
abhangigen Inhibierung der Plattchenagglutinierung wird gemaf dem Verfahren durchgefiihrt, das von C. Prior
et al. [Bio/Technology (1992) 10 66] beschrieben ist, unter Verwendung eines Aggregameters, das die Ande-
rungen der optischen Transmission aufzeichnet, unter Rihren bei 37°C in der Anwesenheit von humanem
vWF, Botrozetin (8,2 mg/ml) und des Testprodukts in verschiedenen Verdinnungen. Die Konzentration des
Produkts, die es mdglich macht, die kontrollierte Agglutinierung (in der Abwesenheit des Produkts) um die Half-
te zu inhibieren, wird dann bestimmt (IC50).

[0045] Fig. 17: Aktivitat auf die Zellproliferation in vitro der Mauslinie NSF60. Die in den Zellkern nach sechs
Stunden Inkubation eingebaut Radioaktivitat (*H-Thymidin) ist auf der y-Achse wiedergegeben (min™); die
Quantitat des Produkts, die auf der x-Achse angegeben ist, ist in seiner Molaritat (willkirliche Einheiten) aus-
gedruckt.
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[0046] Fig. 18: Aktivitat auf die Granulozytenbildung in vivo bei Ratten. Die Anzahl an Neutrophilen (Mittel fur
sieben Tiere) ist auf der y-Achse als Funktion der Zeit angegeben. Die getesteten Produkte sind die Chimare
SAH-G.CSF (pYG1266, 4 oder 40 mg/Ratte/Tag), die Referenz G-CSF (10 mg/Ratte/Tag), das rekombinante
SAH aufgereinigt von Kluyveromyces lactis-Uberstand (SAH, 30 mg/Ratte/Tag, siehe EP 361 991) oder physi-
ologische Kochsalzlésung.

BEISPIELE
ALLGEMEINE KLONIERUNGSTECHNIKEN

[0047] Die Verfahren, die Ublicherweise in der Molekularbiologie angewendet werden, so wie die praparativen
Extraktionen von Plasmid-DNA, die Zentrifugation von Plasmid-DNA in Casiumchloridgradient, die Elektropho-
rese auf Agarose- oder Akrylamidgelen, die Aufreinigung von DNA-Fragmenten durch Elektroelution, die Ex-
traktionen von Proteinen mit Phenol oder Phenol-Chloroform, die DNA-Prazipitation in salzhaltivem Medium
mit Ethanol oder Isopropanol, die Transformation in Escherichia coli und dergleichen, sind dem Fachmann
wohl bekannt und in der Literatur [Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F. M. et al. (Herausgeber), "Current Protocols in
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987] umfangreich beschrieben.

[0048] Die Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Biolabs), Bethesda Research Laboratories
(BRL) oder Amersham bereitgestellt und gemall den Empfehlungen der Lieferanten verwendet.

[0049] Die Plasmide vom pBR322- und pUC-Typ und die Phagen der M13-Serien sind von kommerziellem
Ursprung (Bethesda Research Laboratories).

[0050] Fur die Ligatur werden die DNA-Fragmente durch Elektrophorese auf Agarose- oder Akrylamidgelen
ihrer Grofle nach getrennt, mit Phenol oder mit einer Phenol-/Chloroformmischung extrahiert, mit Ethanol pra-
zipitiert und dann in der Anwesenheit von Phage-T4-DNA-Ligase (Biolabs) gemal den Empfehlungen des Her-
stellers inkubiert.

[0051] Die Fillung der vorstehenden 5'-Enden wird mit dem Klenow-Fragment von DNA-Polymerase | von E.
coli (Biolabs) gemaR den Spezifikationen des Lieferanten durchgefuhrt. Die Zerstérung der vorstehenden
3'-Enden wird in der Anwesenheit von Phage-T4-DNA-Polymerase (Biolabs) durchgefiihrt, die gemafl den
Empfehlungen des Herstellers verwendet wird. Die Zerstdrung der vorstehenden 5' Enden wird durch eine kon-
trollierte Behandlung mit S1-Nuklease durchgefiihrt.

[0052] Platzgerichtete Mutationsgenierung in vitro mit synthetischen Oligodeoxynukleotiden wird gemaf dem
Verfahren durchgefiihrt, das von Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764] entwickelt wurde, unter
Verwendung des von Amersham vertriebenen Kits.

[0053] Die enzymatische Verstarkung des DNA-Fragments durch die so genannte PCR-Technik (Polymera-
se-catalyzed Chain Reaction = Polymerase-katalysierte Kettenreaktion, Saiki R. K. et al., Science 230 (1985)
1350-1354; Mullis K. B. und Faloona F. A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] wird unter Verwendung eines
"DNA Thermal Cycler" (Perkin EImer Cetus) gemaf den Spezifikationen des Herstellers durchgefiihrt.

[0054] Die Verifikation der Nukleotidsequenzen wird durch das Verfahren durchgefihrt, das von Sangen et al.
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] entwickelt wurde, unter Verwendung des Kits, das von
Amersham vertrieben wird.

[0055] Die Transformationen von K. lactis mit DNA der Plasmide fiir die Expression der Plasmide der vorlie-
genden Erfindung werden durch jede Technik, die dem Fachmann bekannt ist und fir die ein Beispiel im Text
gegeben wird, durchgefiihrt.

[0056] Soweit nicht anderweitig angegeben, sind die verwendeten Bakterienstamme E. coli MC1060 (laclPO-
ZYA, X74, galU, galK, strA") oder E. coli TG1 (lac, proA, B, supE, thi, hsdD5/FtraD36, proA*B*, lacl?, lacZ, M15).

[0057] Die verwendeten Hefestamme gehdren zu Knospen treibenden Hefen und spezieller zu den Hefen der
Art Kluyveromyces. Insbesondere wurden die Stdmme K. lactis MW98-8C (a, uraA, arg, lys, K*, pKD1°) und K.
lactis CBS 293.91 verwendet; ein Beispiel des MW98-8C-Stamms wurde am 16. September 1988 beim Cen-
traalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) in Baarn (Niederlande) hinterlegt, wo er unter der Nummer CBS
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579.88 registriert wurde.

[0058] Ein bakterieller Stamm (E. coli), der mit dem Plasmid pET-8¢52K transformiert war, wurde am 17. April
1990 bei der American Type Culture Collection unter der Nummer ATCC 68306 hinterlegt.

[0059] Die Hefestamme, die mit den Expressionsplasmiden transformiert waren, die die Proteine der vorlie-
genden Erfindung codieren, werden in Erlenmeyerkolben oder in 21 Proben-Fermentern (SETRIC, Frankreich)
bei 28°C in Nahrmedium (YPD: 1% Hefeextrakt, 2% Bactopepton, 2% Glukose; oder YPL: 1% Hefeextrakt, 2%
Bactopepton; 2% Lactose) unter konstantem Rihren kultiviert.

BEISPIEL 1: KOPPLUNG AN DEN C-TERMINUS VON SAH

[0060] Das Plasmid pYG404 ist in der Patentanmeldung EP 361 991 beschrieben. Dieses Plasmid enthalt ein
HindllI-Restriktionsfragment, das das Prepro-SAH-Gen codiert, dem 21 Nukleotide vorausgehen, die natdirli-
cherweise direkt stromauf des Initiators ATG fiir die Ubersetzung des PGK-Gens von S. cerevisiae vorliegen.
Die Nukleotidsequenz dieses Restriktionsfragments ist in der Sequenz ID No. 2 enthalten. Der Mstll-Platz, der
in der codierenden Sequenz drei Reste von dem Kodon, der das Ende der Ubersetzung spezifiziert, entfernt
vorliegt, ist insbesondere nitzlich als Platz zum Klonen eines biologisch aktiven Peptides von dem gewiinscht
wird, dass es in der Ubersetzungsphase an dem C-Terminus von SAH angekoppelt wird. In einer konkreten
Ausfuhrungsform ist es nutzlich, Peptide zu verwenden, deren Frequenz durch ein Mstll-HindllI-Restriktions-
fragment des Typs 5'-CCTTAGGCTTA [3 x N],TAAGCTT-3', codiert ist, wobei die Sequenz, die das biologisch
aktive Peptide (p Reste) codiert, [3 x N], ist. Die Ligatur dieses Fragments mit dem Hindlll-Mstll-Restriktions-
fragment, das mit der Ausnahme der drei C-terminalen Aminosauren (Leucin-Glyzin-Leucin-Reste) dem ge-
samten SAH codierenden Gen entspricht, erzeugt ein Hindlll-Restriktionsfragment, das ein Hybridgen enthailt,
welches ein chimares Protein des SAH-PEPTID-Typs (Eig. 1, Tafel A) direkt nach der "Prepro"-Exportregion
von SAH codiert. In einer anderen Ausfihrungsform kann das biologisch aktive Peptid mehr als einmal bei der
Chimare vorliegen.

BEISPIEL 2: KOPPELN AN DEN N-TERMINUS VON SAH

[0061] Bei einer konkreten Ausflihrungsform machen es die kombinierten Techniken der platzgerichteten Mu-
tationsgenierung und der PCR-Verstarkung moglich, Hybridgene zu konstruieren, die ein chimares Protein co-
dieren, das aus der Ubersetzungskopplung eines Signalpeptid (zum Beispiel der Prepro-Region von SAH), ei-
ner Sequenz, die das biologisch aktive Peptid umfasst, und der reifen Form von SAH oder einer ihrer moleku-
laren Varianten resultiert. Diese Hybridgene werden vorzugsweise bei 5' des Ubersetzungsinitiators ATG und
bei 3' des Ubersetzungsstopkodons durch HindllI-Restritionsplatze begrenzt und codieren chiméare Proteine
des PEPTID-SAH-Typs (Eig. 1, Tafel B). In einem noch konkreteren Ausfiihrungsbeispiel kann das biologisch
aktive Peptid mehr als einmal bei der Chimare vorliegen.

BEISPIEL 3: KOPPELUNG AN DEN N- UND C-TERMINUS VON SAH

[0062] Die kombinierten Techniken der platzgerichteten Mutationsgenierung und der PCR-Verstarkung, die in
den Beispielen 1 und 2 beschrieben sind, machen es mdglich, Hybridgene zu konstruieren, die ein chimares
Protein codieren, das aus der Ubersetzungskopplung der reifen Form von SAH oder einer seiner molekularen
Varianten und eines biologisch aktiven Peptids gekoppelt an die N- und C-terminalen Enden von SAH resul-
tiert. Diese Hybridgene werden vorzugsweise bei 5' des Ubersetzungsinitiators ATG und bei 3' des Uberset-
zungsstopkodons durch Hindlll-Restriktionsplatze begrenzt und codieren chimare Proteine des PEP-
TID-SAH-PEPTID-Typs (Fig. 1, Tafel C) direkt nach der "Prepro"-Exportregion von SAH. In einem noch kon-
kreteren Ausflihrungsbeispiel kann das biologisch aktive Peptid mehr als einmal bei der Chimare vorliegen.

BEISPIEL 4: EXPRESSIONSPLASMIDE

[0063] Die chimaren Proteine der vorangehenden Beispiele kdnnen unter Verwendung von funktionalen, re-
gulierbaren oder konstitutiven Promotoren, wie beispielsweise jenen, die in den Plasmiden pYG105
(LAC4-Promotor von Kluyveromyces lactis), pYG106 (PGK-Promotor von Saccharomyces cerevisiae),
pYG536 (PHO5-Promotor von S. cerevisiae) oder von Hybridpromotoren, wie beispielsweise jenen, die in der
Patentanmeldung EP 361 991 beschrieben sind in Hefen expressiviert werden. Die Plasmide pYG105 und
pYG106 sind hier insbesondere nitzlich, weil sie die Expression der Gene ermdglichen, die durch die Hindl-
[I-Restriktionsfragmente, wie sie in den vorangehenden Beispielen beschrieben sind und wie sie in der produk-
tiven Orientierung (definiert als die Orientierung, die die "Prepro"-Region von Albumin proximal relativ zu dem
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Promotor fiir die Ubersetzung anordnet) in den Hindlll-Platz geklont sind, codiert sind, unter Verwendung von
Promotoren, die bei K. lactis funktional, regulierbar (pYG105) oder konstitutiv (pYG106) sind. Das Plasmid
pYG105 entspricht dem Plasmid pKan707, das in der Patentanmeldung EP 361 991 beschrieben ist und bei
dem der HindlllI-Restriktionsplatz, welcher einmalig ist und in dem Gen fiir die Bestandigkeit gegentiber Gene-
tizin (G418) angeordnet ist, durch platzgerichtete Mutationsgenierung zerstort wurde, wahrend ein unveran-
dertes Protein bewahrt wurde (Oligodeoxynukleotid 5-GAAATGCATAAGCTCTTGCCATTCTCACCG-3'). Das
Sall-Sacl-Fragment, das das URA3-Gen des mutierten Plasmids codiert, wird dann durch ein Sall-Sacl-Rest-
riktionsfragment, das eine Expressionskassete bestehend aus dem LAC4-Promotor von K. lactis (in der Form
eines Sall-Hindlll-Fragments) und dem Terminator des PGK-Gens von S. cerevisiae (in der Form eines HindlI-
[I-Sacl-Fragments) enthalt, ersetzt. Das Plasmid pYG105 ist in den Kluyveromyces-Hefen mitotisch sehr stabil,
und ein Restriktionsplan davon ist in Fig. 3 wiedergegeben. Die Plasmide pYG105 und pYG106 unterscheiden
sich voneinander nur in der Natur des Promotors fiir die Transkription, der durch das Sall-Hindlll-Fragment co-
diert wird.

BEISPIEL 5: TRANSFORMATION DER HEFEN

[0064] Die Transformation der Hefen, die zu der Art und Kluyveromyces gehéren, und insbesondere derjeni-
gen der Stamme MW98-8C und CBS 293,91 von K. lactis, wird beispielsweise durch die Technik der Behand-
lung ganzer Zellen mit Lithiumacetat [lto N. et al., J. Bacteriol. 153 (1983) 163-168] durchgefuhrt, die wie folgt
angepasst war. Das Wachstum der Zellen wird bei 28°C in 50 ml YPD-Medium unter Rihren und bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm (ODy,,) zwischen 0,6 und 0,8 durchgefiihrt; die Zellen werden durch Zentrifugation
bei niedriger Geschwindigkeit geerntet, in einer sterilen Losung von TE (10 mM Tris HCI ph 7,4; 1 mM EDTA)
gewaschen, in 3 bis 5 ml Lithiumacetat (0,1 M in TE) resuspendiert, um eine Zelldichte von etwa 2 x 108 Zel-
len/ml zu erhalten, und dann bei 30°C fir eine Stunde unter moderatem RuUhren inkubiert. Aliquots der resul-
tierenden Suspension von kompetenten Zellen von 0,1 ml werden bei 30°C fiir eine Stunde in der Anwesenheit
von DNA und bei einer Endkonzentration von 35% Polyethylenglykol (PEG,,,,, Sigma) inkubiert. Nach einem
Hitzeschock von 5 min. bei 42°C werden die Zellen zweimal gewaschen, in 0,2 ml sterilem Wasser resuspen-
diert und fir 16 Stunden bei 28°C in 2 ml YPD-Medium inkubiert, um die phenotypische Expression des Gens
fur die Bestandigkeit gegenuber G418 zu ermdglichen, das unter der Steuerung des P,,-Promotors expressi-
viert wird (siehe EP 361 991); 200 pl der Zellsuspension werden dann auf selektive YPD-Schalen (G418, 200
pg/ml) aufgetragen. Die Schalen werden bei 28°C inkubiert, und die Transformanten erscheinen nach 2 bis 3
Tagen Zellwachstum.

BEISPIEL 6: SEKRETION DER CHIMAREN

[0065] Nach der Selektion auf Nahrmedium mit zugesetztem G418, werden die rekombinanten Klone auf ihre
Kapazitat getestet, die reife Form des chiméren Proteins zu sekretieren. Einige Klone entsprechend dem
Stamm CBS 293,91 oder MB98-8C transformiert durch die Plasmide fir die Expression der Chimaren von SAH
und dem biologisch aktiven Teil werden in YPD- oder YPL-Medium bei 28°C inkubiert. Die Zellliberstande wer-
den durch Zentrifugation geborgen, wenn die Zellen die stationdre Wachstumsphase erreichen, optional
10-fach konzentriert durch Prazipitation fir 30 min. bei —20°C in einer Endkonzentration von 60% Ethanol, und
dann nach Elektrophorese in einem 8,5% SDS-PAGE-Gel getestet, entweder direkt durch Farben des Gels mit
Coomassie-Blau oder nach Immunmarkierung unter Verwendung primarer Antikérper, die gegen den biolo-
gisch aktiven Teil gerichtet sind, oder eines polyklonalen Kaninchenserums, das gegen SAH gerichtet ist. Wah-
rend der Experimente fiir die immunologische Detektion wird der Nitrozellulosefilter zunachst in der Anwesen-
heit spezifischer primarer Antikorper inkubiert, mehrere Male gewaschen, in der Anwesenheit von Ziegenanti-
korpern, die gegen die primaren Antikorper gerichtet sind, inkubiert und dann in der Anwesenheit eines Avi-
din-Peroxydase-Komplexes unter Verwendung des "ABC-Kits" inkubiert, das von Vectastain (Biosys S. A.,
Compiegne, Frankreich) vertrieben wird. Die Immunreaktion wird dann durch Zugabe von 3,3'-Diaminbenzidin-
tetrahydrochlorid (Prolabo) in der Anwesenheit von Wasserstoffperoxyd gemall den Empfehlungen des Her-
stellers zum Vorschein gebracht.

BEISPIEL 7: VON DEM VON WILLEBRAND-FAKTOR ERHALTENE CHIMAREN
E.7.1. Fragmente, die die Bindung von vWF an die Plattchen antagonisieren
E.7.1.1. Thr-470-Val713-Reste von vVWF

[0066] Das Plasmid pET-8c52K enthalt ein Fragment der vWF-cDNA-codierenden Reste 445-733 von huma-
nem vVWF und umfasst deshalb verschiedene wesentliche Determinanten der Wechselwirkung zwischen vWF
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und den Blutplattchen auf der einen Seite und bestimmten Elementen der basalen Membran und des sub-en-
dothelialen Gewebes auf der anderen Seite und insbesondere die Peptide G10 und G5, die die Wechselwir-
kung zwischen vWF und GP1b antagonisieren [Mori H. et al., J. Biol. Chem. 263 (1988) 17901-17904]. Diese
Peptidsequenz ist identisch mit der entsprechenden Sequenz, die von Titani et al. beschrieben wird [Bioche-
mistry 25 (1986) 3171-3184]. Die Verstarkung dieser genetischen Determinanten kann unter Verwendung des
Plasmids pET9c52K, z. B. durch die PCR-Verstarkungstechnik, unter Verwendung von Oligodeoxynukleoti-
den, die benachbarte Reste, welche auf beiden Seiten der zu verstarkenden Sequenz angeordnet sind, codie-
ren, als Primer ausgefuhrt werden. Die verstarkten Fragmente werden dann in Vektoren des M13-Typs fiur ihre
Verifikation durch Sequenzieren unter Verwendung entweder des universellen Primers, der auf irgendeiner
Seite des mehrfachen Klonplatzes angeordnet ist, oder von Oligodeoxynukleotiden, die fiir die verstarkte Re-
gion des VWF-Gens spezifisch sind, von welcher die Sequenz von verschiedenen Isomorphen bekannt ist
[Sadler J. E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 82 (1985) 6394-6398; Verweij C. L. et al., EMBO J. 5 (1986)
1839-1847; Shelton-Inloes B. B. et al., Biochemistry 25 (1986) 3164-3171; Bonthron D. et al., Nucleic Acids
Res. 17 (1986) 7125-7127] geklont. So erzeugt die PCR-Verstarkung des Plamids pET8¢c52K mit den Oligo-
deoxynukleotiden 5-CCCGGGATCCCTTAGGCTTAACCTGTGAAGCCTGC-3' (Sq1969, der Mstll-Platz ist un-
terstrichen) und 5'-CCCGGGATCCAAGCTTAGACTTGTGCCATGTCG-3' (Sq2029, der Hindlll-Platz ist unter-
strichen) ein Mstll-Hindlll-Restriktionsfragment einschliellich der Thr470 bis Va1713 Reste von vVWF (SEQ ID
No. 2). Die Ligatur dieses Fragments mit dem Hindlll-Nstll-Restriktionsfragment, das mit der Ausnahme der 3
C-terminalen Aminosauren dem gesamten SAH codierenden Gen entspricht (siehe SEQ ID No. 1), erzeugt ein
HindllI-Restriktionsfragment, das ein Hybridgen enthalt, welches ein chimares Protein des SAH-PEPTID-Typs
(Fig. 1, Tafel A), direkt nach der "Prepro"-Exportregion von SAH codiert. Dieses Restriktionsfragment wird in
der produktiven Orientierung in den Hindlll-Platz des Plasmids pYG105 geklont, was das Expressionsplasmid
pYG1248 (SAH-vWF470-713) erzeugt.

E.7.1.2. Molekulare Varianten

[0067] In einer anderen Ausfiuhrungsform ist der Bindungsplatz von vWF ein Peptid, das die Thr470 bis
Asp498-Reste des reifen VWF umfasst. Diese Sequenz umfasst das Peptid G10 (Cys474-Pro-488), das von
Mori et al. [J. Biol. Chem. 263 (1988) 17901-17904] beschrieben wird und das in der Lage ist, die Wechselwir-
kung von humanem vWF mit dem GP1b der humanen Blutplatichen zu antagonisieren. Die Sequenz entspre-
chend dem Peptid G10 wird zuerst, z. B. durch PCR-Verstarkung des Plasmids pET-8c52K mit den Oligodeo-
xynukleotiden Sq1969 und 5-CCCGGGATCCAAGCTTAGTCCTCCACATACAG-3' (Sq1970, der Hindlll-Platz
ist unterstrichen), in ein Mstll-Hindlll-Restriktionsfragment (Eig. 4, Tafel B) eingebaut, was einen Mstll-HindI-
[I-Restriktionsfragment  erzeugt, das das Peptid G10 umfasst und dessen Sequenz
5'CCTTAGGCTTAACCTGTGAAGCCTGCCAGGAGCCGGGAGGCCTGGTGGTGCCTCCCACAGATGCCCC
GGTGAGCCCCACCACTCTGTATGTGGAGGACTAAGCTT-3' (die Sequenz, die das Peptid G10 codiert,
steht in fetten Buchstaben) lautet. Die Ligatur dieses Fragments mit dem HindllI-Mstll-Restriktionsfragment,
das mit der Ausnahme der 3 C-terminalen Aminosauren dem gesamten SAH codierenden Gen entspricht (sie-
he SEQ ID No. 1), erzeugt ein Hindlll-Restriktionsfragment, das ein Hybridgen enthalt, welches ein chimares
Protein des SAH-PEPTID-Typs (Fig. 1, Tafel A) direkt nach der "Prepro"-Exportregion von SAH codiert. Dieses
Restriktionsfragment wird in der produktiven Orientierung in den Hindlll-Platz des Plasmids pYG105 geklont,
was das Expressionsplamid pYG1214 erzeugt.

[0068] In einer anderen Ausflihrungsform ist der Platz fiir das Binden von vWF an GP1b mit der Hilfe von syn-
thetischen Oligodeoxynukleotiden, z. B. mit der Hilfe der Oligodeoxinukleotide
5-TTAGGCCTCTGTGACCTTGCCCCTGAAGCCCCTCCTCCTACTCTGCCCCCTAAGCTTA-3' und
5'-GATCTAAGCTTAGGGGGGCAGAGTAGGAGGAGGGGCTTCAGGGGCAAGGTCACAGAGGCC-3, direkt
vorgesehen. Diese Oligodeoxynukleotide formen durch Paarbildung ein Mstll-Bglll-Restriktionsfragment, das
das Mstll-HindlllI-Fragment (Fig. 4, Tafel C) umfasst, entsprechend dem Peptide D5, das von den Resten
Leu694 bis Pro708 von vWF definiert wird. Die Ligatur des MstlI-Hindlll-Fragments mit dem HindllI-Mstll-Re-
striktionsfragment, das mit der Ausnahme der 3 C-terminalen Aminosauren dem gesamten SAH codierenden
Gen entspricht (siehe SEQ ID No. 1), erzeugt ein HindllI-Restriktionsfragment, das ein Hybridgel enthalt, wel-
ches ein chiméares Protein des SAH-PEPTID-Typs (Fig. 1, Tafel A) direkt nach der "Prepro"-Exportregion von
"SAH" codiert. Dieses Restriktionsfragment wird in der produktiven Orientierung in den HindllI-Platz des Plas-
mids pYG105 geklont, was das Expressionsplasmid pYG1206 erzeugt.

[0069] Nutzliche Varianten des Plasmids pET-8c52K werden durch platzgerichtete Mutationsgenierung zwi-
schen den Peptiden G10 und G5 ausgeldscht, z. B. der Platze fiir die Bindung an Collagen und/oder an Hepa-
rin und/oder an Botrozetin und/oder an Sulphatide und/oder an Ristozetrin. Ein Beispiel ist das Plasmid
pMMB9, das durch platzgerichtete Mutationsgenierung zwischen Resten Cys509 und 1le662 zerstort wird. Die
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PCR-Verstarkung dieses Plasmids mit den Oligodeoxynukleotiden Sq1969 und Sq2029 erzeugt ein Mstll-Hin-
dlll-Restriktionsfragment (Fig. 4, Tafel D), das die Reste Thr470 bis Tyr508 und Arg663 bis Val 713 umfasst
und insbesondere die Peptide G10 und D5 von vWF und bei dem insbesondere seine Platze fur die Bindung
an Collagen, die zwischen den Resten Glu542 und Met622 angeordnet sind [Roth G. J. et al. Biochemistry 25
(1986) 8357-8361], zerstort sind. Die Ligatur dieses Fragments mit dem Hindlll-Mstll-Restriktionsfragment,
das mit der Ausnahme der 3 C-terminalen Aminosauren dem gesamten SAH codierenden Gen entspricht (sie-
he SEQ ID No. 1), erzeugt ein Hindlll-Restriktionsfragment, das ein Hybridgen enthalt, welches ein chimares
Protein des SAH-PEPTID-Typs (Fig. 1, Tafel A) direkt nach der "Prepro"-Exportregion von SAH codiert. Dieses
Restriktionsfragment wird in der produktiven Orientierung in den Hindlll-Platz des Plasmids pYG105 geklont,
was das Expressionsplasmid pYG1223 erzeugt.

[0070] In anderen Ausfihrungsformen macht es die Anwendung von kombinierten Techniken der platzgerich-
teten Mutationsgenierung und der PCR-Verstarkung maéglich, willkirlich Varianten des Mstll-HindllI-Restrikti-
onsfragments gemaR der Tafel A von Fig. 4 zu erzeugen, bei denen jedoch einer oder mehrere der Platze fir
die Bindung an Sulphatide und/oder Botrozetin und/oder Heparin und/oder Collagen zerstért und/oder durch
irgendeinen Rest substituiert sind, der mit dem vWF-assoziierten Auftritt von Pathologien vom IIB-Typ zu tun
hat.

[0071] Bei anderen nitzlichen Varianten des Plasmids Pet-8c52K werden Mutationen beispielsweise durch
platzgerichtete Mutationsgenierung eingefiihrt, um den Satz von Zysteinen, die an den Positionen 471, 474,
509 und 695 des humanen vWF vorliegen, ganz oder teilweise zu ersetzen oder zu unterdriicken. Konkrete
Beispiele sind die Plasmide p5E und p7E, bei denen die Zysteine, die an den Positionen 471 und 474 einerseits
bzw. an den Positionen 471, 474, 509 und 695 andererseits vorliegen, durch Glyzinreste ersetzt worden sind.
Die PCR-Verstarkung dieser Plasmide mit dem Oligodeoxynukleotiden Sq 2149 (5'-CCCGGGATCCCTTAGG-
CTTAACCGGTGAAGCCGGC-3', der Mstll-Platz ist unterstrichen) und Sq2029 macht es moglich, Mstll-Hindl-
[I-Restriktionsfragemente zu erzeugen, die die Reste Thr470 bis Va1713 von naturlichem vWF umfassen, mit
der Ausnahme, dass mindestens die Zysteinreste an den Positionen 471 und 474 in Glyzinreste mutiert wer-
den. Die Ligatur dieser Fragmente mit dem HindlllI-MstlI-Restriktionsfragment, das mit der Ausnahme der 3
C-terminalen Aminosauren dem gesamten SAH codierenden Gen entspricht (siehe SEQ ID No. 1), erzeugt ein
HindllI-Restriktionsfragment, das ein Hybridgen enthalt, das ein chimares Protein vom SAH-PEPTID-Typ
(Eig. 1, Tafel A) direkt nach der "Prepro"-Exportregion von SAH codiert. Diese Restriktionsfragmente werden
in der produktiven Orientierung in den Hindlll-Platz des Plasmids pYG105 geklont, was die Expressionsplas-
mide pYG1283 (Chimare SAH-vWF470-713, C471G, C474G) und pYG1279 (Chimare SAH-vWF470-713,
C471G, C474G, C509G, C695G) erzeugt.

[0072] Andere besonders nitzliche Mutationen wirken sich auf mindestens einen Rest aus, der mit den
vWF-assoziierten Typ IIB-Pathologie (Anstieg der intrinsischen Affinitat von vWF fir GP1b) zu tun hat, wie bei-
spielsweise die Reste Arg543, Arg545, Trp550, Val551, Val553, Pro574 oder Arg578. Die genetischen Rekom-
binationstechniken in vitro machen es auch mdglich, willkirlich einen oder mehrere zusatzliche Reste in die
Sequenz von VWF einzufiihren, z. B. ein Uberzahliges Methionin zwischen den Positionen Asp539 und Glu542.

E.7.2. Fragmente, die die Bindung von vVWF an das Subendothelium antagonisieren

[0073] In einer konkreten Ausfuhrungsfunktion werden die Platze fir die Bindung von vWF an die Komponen-
ten des subendothelialen Gewebes, z. B. an Collagen, durch PCR-Verstarkung des Plasmids pET-8C52K z.
B. mit den Oligodeoxynukleotiden Sq2258 (5-GGATCCTTAGGGCTGTGCAGCAGGCTACTG-
GACCTGGTC-3', der Mstll-Platz ist unterstrichen) und Sq2259 (5'GAATTCAAGCTTAACAGAGTAGCTAAC-
GATCTCGTCC-3', der Hindlll-Platz ist unterstrichen) erzeugt, was ein Mstll-Hindlll-Restriktionsfragment er-
zeugt, das die Reste Cys509 bis Cys695 von natirlichem vWF codiert. Molekulare Ausléschungsvarianten
oder modifizierte Varianten, die jegliche gewilinschte Kombination zwischen den Platzen fir die Bindung von
vWF an Sulphatide und/oder an Botrozitin und/oder an Heparin und/oder an Collagen und/oder an jeden Rest,
der fur einem Modifikation der Affinitat von vWF fir GP1b verantwortlich ist (vWF-assoziierte Typ |l-Pathologi-
en), aufweisen, werden ebenfalls erzeugt. In einer anderen Ausfiihrung kann die Domain, die in der Lage, ist,
ein Collagen zu fixieren, auch von den vWF-Fragment kommen, das zwischen den Resten 911 und 1.114 liegt
und von Pareti et al. [J. Biol. Chem. (1987) 262: 13835-13841] beschrieben ist. Die Ligatur dieser Fragmente
mit dem HindllI-MstlI-Restriktionsfragment, das mit der Ausnahme der 3 C-terminalen Aminosauren dem ge-
samten SAH codierenden Gen entspricht (sieche SEQ ID No. 1), erzeugt Hindlll-Restriktionsfragmente, die ein
Hybridgen enthalten, welches ein chimares Protein des SAH-PEPTID-Typs (Fig. 1, Tafel A) direkt nach der
"Prepro"-Exportregion von SAH codiert. Diese Restriktionsfragmente werden in der produktiven Orientierung
in den Hindlll-Platz des Plasmids pYG105 geklont, was die entsprechenden Expressionsplasmide erzeugt, z.
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B. das Plasmid pYG1277 (SAH-VWF509-695).

E.7.3. Reinigung und molekulare Charakterisierung der Chimaren von SAH und vVWF

[0074] Die Chimaren, die in den Kulturiiberstanden entsprechend den z. B. mit den Expressionsplasmiden
gemal den Beispielen E.7.1. und E.7.2. transformierten CBS293.91-Stdmmen vorliegen, werden zunachst
mittels Antikdrpern charakterisiert, die spezifisch fur den SAH-Teil und fur den vWF-Teil sind. Die Resultate der
Fig. 5 und Fig. 7 zeigen, dass die Hefe K. lactis in der Lage ist, chimare Proteine zwischen SAH und einem
Fragment von vVWF zu sekretieren, und dass diese Chimaren immunologisch reaktiv sind. Es mag auch win-
schenswert sein, einige dieser Chimaren aufzureinigen. Die Kultur wird dann zentrifugiert (10.000 g, 30 min.),
der Uberstand wird durch ein 0,22 mm Filter (Millipore) hindurchgefiihrt und dann durch Ultrafiltration (Amicon)
unter Verwendung einer Membran, deren Abscheidungsgrenzwert bei 30 kDa liegt, konzentriert. Das erhaltene
Konzentrat wird dann gegen eine Tris-HCI-Lésung (50 mN pH 8) dialysiert und dann auf einer Saule gereinigt.
Z. B. wird das Konzentrat, das dem Kulturiiberstand des CBS293.91-Stamms entspricht, der mit dem Plasmid
pYG1206 transformiert wurde, durch Affinitatschromatographie auf Blau-Trisakryl (IBF) gereinigt. Eine Reini-
gung durch lonenaustauschchromatographie kann auch angewendet werden. Z. B. kann in dem Fall der Chi-
mare SAH-vWF470-713 das nach der Ultrafiltration erhaltene Konzentrat gegen eine Tris-HCI-L6sung (50 nM
pH 8) dialysiert werden und dann in 20 ml Fraktionen auf eine Kationenaustauschsaule (5 ml) (S Fast Flow,
Pharmacia) geladen werden, die in demselben Puffer eingestellt worden ist. Die Saule wird dann einige Male
mit der Tris-HCI-Lésung (50 nM pH 8) gewaschen, und das chimare Protein wird dann durch einen NaCl-Gra-
dienden (0 bis 1 M) von der Saule eluiert. Die Fraktionen, die das chiméare Protein enthalten, werden dann zu-
sammengefasst und gegen eine 50 mM Tris-HCI-Lésung (pH 8) dialysiert und dann erneut auf die S Fast
Flow-Saule geladen. Nach der Elution von der Saule, werden die Fraktionen, die das Protein enthalten, zusam-
mengefasst, gegen Wasser dialysiert und dann vor der Charakterisierung gefriergetrocknet: Z. B. ergibt das
Sequenzieren (Applied Biosystem) des Proteins [SAH-vWF470704 C471G, C474], das von der Hefe CBS
293,91 sekretiert wird, die N-terminale Sequenz, die fir SAH erwartet wird (Asp-Ala-His ...), was eine korrekte
Reifung der Chimare direkt an den C-Terminus des Dubletts der Reste Arg-Arg der "Pro"-Region von SAH
(SEQ ID No. 1) anzeigt. Der im Wesentlichen monomere Charakter der chiméaren Proteine zwischen SAH und
vWF wird auch durch ihr Elutionsprofil auf einer TSK 3000 Saule [Toyo Soda Company, eingestellt mit einer
Kakodylatlésung (pH7), die 0,2 M Na,SO, enthalt] bestatigt: Z. B. verhalt sich die Chimare [SAH-vWF 470-704
C471G, C474G] unter diesen Bedingungen wie ein Protein mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 95
kDa, was auf ihren monomeren Charakter hinweist.

BEISPIEL 8: CHIMAREN, DIE VON UROKINASE ERHALTEN WERDEN
E.8.1. Konstruktionen

[0075] Ein Fragment, das dem aminoterminalen Fragment von Urokinase entspricht (ATF = EGF-artige Do-
main plus Kringeldomain) kann von der entsprechenden Messenger-RNA aus Zellen bestimmter humaner Kar-
zinome erhalten werden, z. B. unter Verwendung des RT-PCR-Kits, das von Pharmacia vertrieben wird. Ein
Mstll-HindllI-Restriktionsfragment, das dass ATF von humaner Urokinase umfasst, ist in SEQ ID No. 3 ange-
geben. Die Ligatur des Hindlll-Mstll-Fragments des Plasmids pYG404 mit diesem Mstll-Hindlll-Fragment
macht es mdglich, das Hindlll-Fragment des Plasmids pYG1341 zu erzeugen, das ein chimares Protein co-
diert, in dem das SAH-Molekul genetisch an das ATF gekoppelt ist (SAH-UK1-135). In gleicher Weise enthalt
das Plasmid pYG1340 ein Hindlll-Fragment, das eine Chiméare codiert, die aus SAH direkt gefolgt von den ers-
ten 46 Resten humaner Urokinase zusammengesetzt ist (SAH-UK1-46, sieche SEQ ID No. 3). Das Klonen des
HindllI-Restriktionsfragments des Plasmids pYG1340 (SAH-UK1-46) in der produktiven Orientierung in den
HindllI-Platz der Plasmide pYG105 (LAC4) und pYG106 (PGK) erzeugt die Expressionsplasmide pYG1343
bzw. pYG1342. In gleicher Weise erzeugt das Klonen des Hindlll-Restriktionsfragments des Plasmids
pYG1341 (SAH-UK1-135) in der produktiven Orientierung in den HindllI-Platz der Plasmide pYG105 (LAC4)
und pYG106 (PGK) die Expressionsplasmide pYG1345 bzw. pYG1344.

E.8.2. Sekretion der Hybride

[0076] Nach Selektion auf Nahrmedium, das mit G418 angereichert war, werden die rekombinanten Klone auf
ihre Kapazitat getestet, die reife Form des chimaren Proteins SAH-UK zu sekretieren. Einige Klone, die dem
Stamm K. lactis CBS 293.91 entsprechen, der mit den Expressionsplasmiden gemafl dem Beispiel E.9.1.
transformiert ist, werden in selektivem flissigen Komplettmedium bei 28°C inkubiert. Die Zelliberstande wer-
den dann nach Elektrophorese auf einem 8,5% Akrylamidgel getestet, entweder direkt durch Farben des Gels
mit Coomassie-Blau oder nach Immunmarkieren unter Verwendung eines polyklonalen Kaninchenserums, das
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gegen Humanalbumin oder gegen humane Urokinase gerichtet ist, als Antikérper. Die Resultate von Fig. 9 zei-
gen, dass die Hybridproteine SAH-UK1-46 und SAH-UK1-135 besonders gut von der Hefe Kluyveromyces
sekretiert werden.

E.8.3. Reinigung der Chimaren von SAH und Urokinase

[0077] Nach der Zentrifugation einer Kultur des CBS 291.91-Stamms, der mit den Expressionsplasmiden ge-
mal Beispiel E.8.1 transformiert ist, wird der Kulturiiberstand durch ein 0,22 mm Filter (Millipore) hindurchge-
fuhrt und dann durch Ultrafiltration (Amicon) unter Verwendung einer Membran konzentriert, deren Aus-
schlussgrenzwert bei 30 kDa liegt. Das erhaltene Konzentrat wird dann ausgehend von einer Stammlésung
von 1 M Tris-HCI (pH 7) auf 50 nM Tris-HCI eingestellt und dann in 20 ml-Fraktionen auf eine Anionenaus-
tauschsaule (3 ml) (D-Zephyr Sepracor) geladen, die in demselben Puffer eingestellt worden ist. Das chimare
Protein (SAH-UK1-46 oder SAH-UK1-135) wird dann durch einen NaCl-Gradienden (0 bis 1 M) von der Saule
eluiert. Die Fraktionen, die das chimare Protein enthalten, werden dann zusammengefasst und gegen eine 50
mM Tris-HCI-Lésung (pH 6) dialysiert und erneut auf eine D-Zephyr-Saule geladen, die in demselben Puffer
eingestellt worden ist. Nach der Elution von der Saule, werden die Fraktionen, die das Protein enthalten, zu-
sammengefasst, gegen Wasser dialysiert und vor der Charakterisierung ihrer biologischen Aktivitat und insbe-
sondere beziiglich ihrer Fahigkeit, Urokinase von ihren Zellrezeptoren zu verdrangen, gefriergetrocknet.

BEISPIEL 9: CHIMAREN, DIE VON G-CSF ERHALTEN WERDEN
E.9.1. Konstruktionen
E.9.1.1. Kopplung an den C-Terminus von SAH

[0078] Ein Mstll-Hindlll-Restriktionsfragment, das die reife Form von humanem G-CSF enthalt, wird z. B. ge-
mal der folgenden Strategie erzeugt: Ein Kpnl-HindllI-Restriktionsfragment wird zunachst durch die enzyma-
tische PCR-Verstarkungstechnik unter Verwendung der Oligodeoxynukleotide Sq2291 (5'-CAAGGATCCAAG-
CTTCAGGGCTGCGCAAGGTGGCGTAG-3', wobei der Hindlll-Platz unterstrichen ist) und Sqg2292
(5'-CGGGGTACCTTAGGCTTAACCCCCCTGGGCCCTGCCAGC-3', wobei der Kpnl-Platz unterstrichen ist)
als Primer auf dem Plasmid BBG13, das als Matrize diente, erhalten. Das Plasmid BBG13 enthalt das Gen,
das die B-Form (174 Aminosauren) von reifem humanen B-CSF codiert, das von British Bio-technology Li-
mited, Oxford, England erhalten wird. Das enzymatische Verstarkungsprodukt von ungefahr 550 Nukleotiden
wird dann mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Hindlll aufgeschlossen und in den Vektor pUC19 geklont,
der mit denselben Enzymen geschnitten wurde, was das rekombinante Plasmid pYG1255 erzeugt. Dieses
Plasmid ist die Quelle fur ein Mstll-HindllI-Restriktionsfragment, das es mdglich macht, G-CSF unmittelbar
stromab von SAH zu fusionieren (Chimare SAH-G.CSF) und dessen Nukleotidsequenz in SEQ ID No. 4 ange-
geben ist.

[0079] Es mag auch wiinschenswert sein, ein Linkerpeptid zwischen dem SAH-Teil und G-CSF einzusetzen,
um beispielsweise eine bessere funktionelle Darstellung des Ubertragenden Teils zu ermdglichen. Ein
Mstll-HindllI-Restriktionsfragment wird beispielsweise durch Substitution des Mstll-Apal-Fragments des Plas-
mids pYG durch die Oligodeoxinukleotide Sq2742 (5'TTAGGCTTAGGTGGTGGCGGTACCCCCCTGGG-
CC-3', wobei die Kodons, die die Glyzinreste dieses speziellen Verbinders codieren, unterstrichen sind) und
Sq2741  (5'-CAGGGGGGTACCGCCACCACCTAAGCC-3') erzeugt, die durch Paarbildung ein
Mstll-Apal-Fragment bilden. Das so erzeugte Plasmid enthalt deshalb ein Mstll-HindllI-Restriktionsfragment,
dessen Frequenz mit der Ausnahme des Mstll-Apal-Fragments identisch mit derjenigen von SEQ ID No. 4 ist.

[0080] Die Ligatur des Hindlll-Mstll-Fragments des Plasmids pY G404 mit dem Mstll-Hindlll-Fragment des
Plasmids pYG1255 macht es moglich, dass Hindlll-Fragment des Plasmids pYG1259 zu erzeugen, das ein
chimares Protein codiert, in dem die B-Form des reifen G-CSF durch kinetische Kopplung in der Ubersetzungs-
phase an dem C-Terminus des SAH-Molekiils positioniert ist (SAH-E.CSF).

[0081] Ein mit der Ausnahme des Mstll-Apal-Fragments identisches Hindlll-Restriktionsfragment kann auch
leicht erzeugt werden, welches ein chimares Protein, in dem die B-Form des reifen G-CSF durch genetische
Kopplung in der Ubersetzungsphase an dem C-Terminus des SAH-Molekiils und eines spezifischen Linker-
peptid positioniert ist, codiert. Z. B. besteht dieser Linker aus 4 Glyzinresten bei dem Hindlll-Fragment des
Plasmids pYG1336 (Chimare SAH-Gly,-G.CSF).

[0082] Das Hindlll-Restriktionsfragment des Plasmids pYG1259 wird in der produktiven Orientierung in den
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HindllI-Restriktionsplatz des Expressionsplasmids pYG105 geklont, was das Expressionsplasmid pYG1266
erzeugt (SAH-G.CSF). In einem anderen Beispiel erzeugt das Klonen des Hindlll-Restriktionsfragments des
Plasmids pYG1259 in der produktiven Orientierung in den Hindlll-Platz des Plasmids pYG106 das Plasmid
pYG1267. Die Plasmide pYG1266 und pYG1267 sind wechselseitig isogen mit der Ausnahme des Sall-HindI-
[I-Restriktionsfragment, das den LAC4-Promotor von K. lactis (Plasmid pYG1226) bzw. des PGK-Promotors
von S. cerevisiae (Plasmid pYG1267) codiert.

[0083] In einem anderen Beispiel erzeugt das Klonen des Hindlll-Restrktionsfragments des Plamids
pYG1336 (Chimare SAH-Gly,-G.CSF) in der produktiven Orientierung in den Hindlll-Patz des Plasmids
pYG105 (LAC4) und von pYG106 (PGK) die Expressionsplasmide pYG1351 bzw. pYG1352.

E.9.1.2. Kopplung an den N-Terminus von SAH

[0084] In einer konkreten Ausfiihrungsform machen es die kombinierten Techniken der platzgerichteten Mu-
tationsgenierung und der PCR-Verstarkung moglich, Hybridgene zu konstruieren, die ein chimares Protein co-
dieren, das aus der Ubersetzungskopplung eines Signalpeptids (z. B. der Prepro-Region von SAH), einer Se-
quenz, die ein Gen mit einer G-CSF-Aktivitat umfasst, und der reifen Form von SAH oder einer ihrer moleku-
laren Varianten resultiert (s. Chimare der Tafel B, Fig. 1). Diese Hybridgene sind vorzugsweise bei 5' des Uber-
setzungsinitiator-ATG und bei 3' des Ubersetzungstoppkodons durch Hindlll-Restriktionsplatze begrenzt. Z. B.
macht es das Oligodeoxinukleotid Sq2369 (5-GTTCTACGCCACCTTGCGCAGCCCGGTGGAGGCGGT-
GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCG G-3', die unterstrichenen (optionalen) Reste entsprechen bei
dieser speziellen Chimare einem Linkerpeptid, das aus 4 Glyzinresten zusammengesetzt ist) durch platzge-
richtete Mutationsgenierung maéglich, die reife Form des humanen G-CSF des Plasmids BBG13 in der Uber-
setzungsphase direkt stromauf der reifen Form von SAH anzubringen, was das Zwischenplasmid A erzeugt.
In gleicher Weise macht es die Verwendung des  Oligodeoxynukleotids  Sq2338
[5-CAGGGAGCTGGCAGGGCCCAGGGGGGTTCGACGAAACACACCCCTGGAATAAGCCGAGCT-3' (nicht
codierender Strang), wobei die Nukleotide, die komplementar zu den Nukleotiden sind, die die ersten N-termi-
nalen Reste der reifen Form des humanen G-CSF codieren, unterstrichen sind] durch platzgerichtete Mutati-
onsgenierung moglich, die Prepro-Region von SAH in der Ubersetzungslesephase direkt stromauf der reifen
Form des humanen CSF anzukoppeln, was das Zwischenplasmid B erzeugt. Ein Hindlll-Fragment, das ein chi-
mares Protein des PEPTID-SAH-Typs codiert (siehe Fig. 1, Tafel B), wird dann durch Kombinieren des Hindl-
[I-Sstl-Fragments des Plasmids B (Verbindung Prepro-Region von SAH + N-terminales Fragment von reifem
CSF) mit dem Sstl-HindlllI-Fragment des Plasmids A [Verbindung reifes G-CSF-(Glyzin),,-reifes SAH] erzeugt.
Das pYG1301 enthélt dieses spezifische Hindlll-Restriktionsfragment, das die Chiméare G.CSF-Gly,-SAH co-
diert, fusioniert direkt stromab der Prepro-Region von SAH (SEQ ID No. 5). Das Klonen dieses Hindlll-Restrik-
tionsfragments in der produktiven Orientierung in den HindllI-Platz der Plasmide pYG105 (LAC4) und pYG106
(PGK) erzeugt die Expressionsplasmide pYG1302 bzw. pYG1303.

E.9.2. Sekretion der Hybride

[0085] Nach der Selektion auf Nahrmedium, dem G418 zugesetzt war, werden die rekombinanten Klone auf
ihre Fahigkeit getestet, die reife Form der chimaren Proteine von SAH und G-CSF zu sekretieren. Einige Klone,
die dem Stamm K. lactis CPS 293.91 entsprechen, der mit den Plasmiden pYG1266 oder pYG1267
(SAH-G.CSF), pYG1302 oder pYG1303 (G.CSF-Gly,-SAH) oder alternativ mit pYG1351 oder pYG1352
(SAH-Gly,-G.CSF) transformiert ist, werden in selektivem flissigen Komplettmedium bei 28°C inkubiert. Die
Zelliberstande werden dann nach Elektroophorese auf einem 8,5% Akrylamidgel getestet, entweder direkt
durch Farben des Gels mit Coomassie-Blau oder nach Immunmarlierung unter Verwendung von polyklonalen
Kaninchenantikérpern, die gegen das humane G-CSF gerichtet sind, oder eines polyklonalen Kaninchense-
rums, das gegen Humanalbumin gerichtet ist, als primare Antikorper. Die Resultate gemal Fig. 12 zeigen,
dass das Hybridprotein SAH-G.CSF sowohl durch die Antikorper, die die gegen Humanalbumin (Tafel B) als
auch gegen humanes G-CSF (Tafel B) gerichtet sind, erkannt werden. Die Resultate gemaR Fig. 13 zeigen an,
dass die Chimare SAH-Gly4-G.CSF (Spur 3) ausgesprochen gut durch die Hefe Kluyveromyces sekretiert
wird, moéglicherweise aufgrund der Tatsache, dass die Anwesenheit des Linkerpeptids zwischen dem SAH-Teil
und dem G-CSF-Teil giinstiger fiir ein unabhéngiges Falten dieser beiden Teile wahrend des Ubergangs der
Chimére auf dem sekretorischen Pfad ist. Weiterhin wird die N-terminate Fusion (G.CSF-Gly,-SAH) ebenfalls
durch die Hefe Kluyveromyces sekretiert (EFig. 13, Spur 1).

E.9.3. Reinigung und molekulare Charakterisierung der Chimaren von SAH und G-CSF

[0086] Nach der Zentrifugation einer Kultur des CBS 293.91-Stamms, der mit den Expressionsplasmiden ge-
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malf Beispiel E.9.1. transformiert ist, wird der Kulturiiberstand durch ein 0,22 mm Filter (Millipore) hindurchge-
fuhrt und dann durch Ultrafiltration (Amicon) unter Verwendung einer Membran, deren Ausschlussgrenzwert
bei 30 kDa liegt, konzentriert. Das erhaltene Konzentrat wird dann ausgehend von einer 1 M-Stammlésung von
Tris-HCI (pH 6) auf 50 mM Tris-HCI eingestellt und dann in 20 ml Fraktionen auf eine lonenaustauschsaule (5
ml) (Q Fast Flow, Pharmacia) geladen, die in demselben Puffer euquilibriert worden ist. Das chimare Protein
wird dann mit einem NaCl-Gradienden (0 bis 1 M) von der Saule eluiert. Die Fraktionen, die das chimare Pro-
tein enthalten, werden dann zusammengefasst und gegen eine 50 mM Tris-HCI-Lésung (pH 6) dialysiert und
dann erneut auf eine Q Fast Flow Saule (1 ml) geladen, die in demselben Puffer eingestellt worden ist. Nach
Elution von der Saule werden die das Protein enthaltenden Fraktionen zusammengefasst, gegen Wasser dia-
lysiert und vor der Charakterisierung gefriergetrocknet: Z. B. ergibt das Sequenzieren (Applied Biosystem) des
Protein SAH-G.CSF, das von der Hefe CBS293.91 sekretiert wird, die N-terminale Sequenz, die fir SAH er-
wartet wird (Asp-Ala-His ...), was auf eine korrekte Reifung der Chimare unmittelbar an dem C-Terminus des
Dobletts der Reste Arg-Arg der "Pro"-Region von SAH (SEQ ID No. 1) hinweist.

BEISPIEL 10: CHIMAREN DIE VON EINEM IMMUNGLUBOLIN ERHALTEN WERDEN
E.10.1. Konstruktionen

[0087] Ein Fv'-Fragment kann durch gentechnische Techniken konstruiert werden, welches die variablen
Fragmente der schweren und leichten Ketten eines Immunglubolins (Ig) codiert, die miteinander durch ein Lin-
kerpeptid verbunden sind [Bird et al., Science (1988) 242: 423; Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:
5879]. Schematisch werden die variablen Regionen (ungefahr 120 Reste) der schweren und leichten Ketten
fur ein gegebenes Ig von der Messenger-RNA des entsprechenden Hybridoms geklont z. B. unter Verwendung
des RT-PCR-Kits, das von Pharmacia vertrieben wird (Maus-ScFv-Modul). In einer zweiten Stufe werden die
variablen Regionen gentechnisch Uber ein synthetisches Linkerpeptid gekoppelt, beispielsweise durch den
Linker (GGGS),,. Ein MstlI-HindllI-Restriktionsfragment, das das Fv'-Fragment eines Immunglubolins enthalt,
das von einem Maushybridom sekretiert wird, ist in SEQ ID No. 6 angegeben. Die Ligatur des Hindl-
[I-Mstll-Fragments des Plasmids pYG404 mit diesem Mstll-Hindlll-Fragments macht es mdglich, das Hindl-
[I-Fragment des Plasmids pYG1382 zu erzeugen, welches ein chimares Protein codiert, in dem das SAH-Mo-
lekil genetisch an das Fv'-Fragment der SEQ ID No. 6 gekoppelt ist (Chimare SAH-FV'). Das Klonen des Hin-
dlll-Restriktionsfragments des Plasmids pYG1382 in der produktiven Orientierung in den Hindlll-Platz des
Plasmids pYG105 (LAC4) und pYG106 (PGK) erzeugt die Expressionsplasmide pYG1383 bzw. pYG1384.

E.10.2. Sekretion der Hybride

[0088] Nach der Selektion auf Nahrmedium, dem G408 hinzugesetzt war, werden die rekombinanten Klone
auf ihre Fahigkeit getestet, die reife Form des chiméaren Proteins SAH-FV' zu sekretieren. Einige Klone, die dem
Stamm K. lactis CBS 293.91 entsprechen, der mit den Plasmiden pYG1383 oder pYG1384 (SAH-FV') trans-
formiert war, werden in selektivem flissigen Komplettmedium bei 28°C inkubiert. Die Zelliberstadnde werden
dann nach Elektrophorese auf einem 8,5% Akrylamidgel getestet, entweder direkt durch Farben des Gels mit
Coomassie-Blau oder nach Immunmarkieren unter Verwendung eines polyklonalen Kaninchenserums, das ge-
gen Humanalbumin gerichtet ist, als primarer Antikorper oder direkt inkubiert mit biotinilierten Anitkérpern, die
gegen Immungluboline von murinem Ursprung gerichtet sind. Die Resultate gemaR Fig. 15 zeigen, dass das
Hybridprotein SRA-Fv' sowohl durch Antikérper erkannt wird, die gegen humanes Albumin gerichtet sind (Tafel
C) als auch mit biotinilierten Ziegenantikdrpern reagiert, die immunologisch reaktiv gegeniber Mausimmunglu-
bolinen sind (Tafel B).

BEISPIEL 11: BIOLOGISCHE AKTIVITAT DER CHIMAREN
E.11.1. Biologische Aktivitat in vitro
E.11.1.1. Chimaren von SAH und VWF

[0089] Die antagonistische Aktivitat der Produkte wird durch Messen der dosisabhéangigen Inhibierung der
Agglutinierung von humanen Blutplattchen, die mit Paraformaldehyd fixiert waren, gemafR dem Verfahren be-
stimmt, das durch Prior et al. [Bio/Technology (1992) 10: 66] beschrieben wurde. Die Messungen werden in
einem Aggregameter (PAP-4, Bio Data Horsham, PA, USA) durchgefiihrt, das die Anderungen der optischen
Transmission Uber der Zeit unter Rihren bei 37°C in der Anwesentheit von vVWF, von Botrozytin (8,2 mg/ml)
und von dem Testprodukt in verschiedenen Verdiinnungen (Konzentrationen) aufzeichnet. Fur jede Messung
werden 400 ml (8 x 107 Blutplattchen) einer Suspension von humanen Blutplattchen, die mit Paraformaldehyd
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(0,5%) stabilisiert und dann in [NaCl (137 mM); MgCl, (1 mM); NaH,PO, (0,36 mM); NaHCO, (10 mM); KClI
(2,7 mM); Glukose (5,6 mM); SAH (3,5 mg/ml); HEPES-Puffer (10 mM, pH 7,35)] resuspendiert wurden, bei
37°C in dem zylindrischen Tank (8,75 x 50 mm, Wellcome Distriwell, 159 rue Nationale, Paris) des Aggrega-
meters flr 4 min. vorinkubiert und dann mit 30 ml der Lésung des Testprodukts bei verschiedenen Verdinnun-
gen in einem nichtpyrogenen Formulierungsvehikel [Jmannitol (50 g/l); Zitronensaure (192 mg/l); L-Lysinmono-
hydrochlorid (182,6 mg/l); NaCl (88 mg/l); pH eingestellt auf 3,5 durch Zugabe von NaOH (1 N)] oder nur des
Formulierungsvehikels (Kontrolle) versetzt. Die resultierende Suspension wird dann fir eine Minute bei 37°C
inkubiert, und 12,5 ml humanes vWF [American Bioproducts, Parsippany, NJ, USA; 11% von Willibrand-Akti-
vitdt gemessen gemaR den Empfehlungen fiir die Verwendung des PAP-4 (Platelet Aggregation Profiler®) mit
Hilfe von mit Formaldehyd fixierten Blutplattchen (2 x 10° Plattchen/Milliliter), von humanem Plasma, das zu 0
bis 100% vWF enthalt, und von Ristozetin (10 mg/ml), s. Seiten 36 bis 45: vW Program™] werden zugegeben
und bei 37°C fur eine Minute inkubiert, bevor 12,5 ml der Botrozetinlésung [von gefriergetrocknetem Tiergift
von Bothroos jararaca (Sigma) gemaR der Prozedur aufgereinigt, die von Sugimoto et al. Biochemistry (1991)
266: 18172 beschrieben wurde] zugegeben werden. Das Aufzeichnen der Messwerte der Transmission als
Funktion der Zeit wird dann fur zwei Minuten unter Rihren mittels eines magnetischen Balkens (Wellcome Dis-
triwell), der in dem Tank angeordnet ist und der mit einem magnetischen Antrieb von 1.100 Umdrehungen pro
Minute versehen ist, der von dem Aggregameter bereitgestellt wird, durchgefiihrt. Die mittlere Anderung der
optischen Transmission (n®5 fiir jede Lésung) Uber der Zeit ist deshalb eine Messung der Blutplattchenagglu-
tinierung aufgrund der Anwesenheit von vVWF und Botrozitin in der Abwesenheit oder in der Anwesenheit von
verschiedenen Konzentrationen des Testprodukts. Von solchen Aufzeichnungen wird dann die prozentuale In-
hibierung der Blutplattchenagglutinierung aufgrund jeder Konzentration des Produkts bestimmt, und man tragt
die Gerade, die die prozentuale Inhibierung als Funktion des Kehrwerts der Produktverdiinnung angibt, in ei-
nem doppeltlogarithmischen Malfstab auf. Die IC50 (d. h. die Konzentration des Produkts, die 50 Inhibierung
der Agglutination verursacht) wird dann anhand dieser Geraden bestimmt. Die Tabelle gemaR Fig. 6 vergleicht
die IC50-Werte einiger der SAH-vWF-Chimaren der vorliegenden Erfindung und zeigt, dass einige von ihnen
bessere Antagonisten der Blutplattchenagglutinierung sind als das Produkt RG12986, das von Prior et al. be-
schrieben wird [Bio/Technology (1992) 10: 66] und das in den Tests als Standardwert berticksichtigt wird. Iden-
tische Tests fiir die Inhibierung der Agglutination von humanen Blutplattchen in der Anwesenheit von vWF von
Schweineplasma (Sigma) machen es weiterhin moglich zu zeigen, dass einige der Hybride der vorliegenden
Erfindung und insbesondere einige Typ |IB-Varianten sehr gute Antagonisten der Blutplattchenagglutinierung
in der Abwesenheit von Cofaktoren des Botrozetin-Typs sind. Der Botrozetin-unabhangige Antagonismus die-
ser spezifischen Chimaren kann auch gemaR der Prozedur gezeigt werden, die urspringlich von Ware et al.
beschrieben wurde [Proc. Natl. Acad. Sci. (1991) 88: 2946], indem der monoklonale Antikorper'®® I-LJ-1B1 (10
mg/ml), ein konkurrierender Inhibitor fir die Bindung von vWF an die Blutplattchen-GPIb (Handa M. et al.
(1986) J. Biol. Chem. 261: 12579) nach 30 min. Inkubation bei 22°C in der Anwesenheit von frischen Blutplatt-
chen (108 Blutplattchen/ml) verdrangt wird.

E.11.1.2. Chiméaren von SAH und G-CSF

[0090] Die gereinigten Chimaren werden auf ihre Fahigkeit getestet, die in vitro-Proliferation der IL3-abhan-
gigen Mauslinie NFS60 zu erlauben, indem der Einbau von mit Tritium markiertem Thymidin im Wesentlichen
gemal der Prozedur, die von Tsuchija et al. beschrieben wurde [Proc. Natl. Acad. Sci (1986) 83 7633], gemes-
sen wird. Fir jede Chiméare werden die Messungen zwischen 3 und 6 Mal in einem drei Punkte Test (drei Ver-
dinnungen des Produkts) in einer Zone durchgefihrt, in der die Beziehung zwischen der Menge des aktiven
Produkts und dem Einbau von markiertem Thymidin (Amersham) linear ist. In jeder Mikrotiter-Platte wird auch
die Aktivitat eines Referenzprodukts, das aus rekombinantem humanem G-CSF besteht, welches in Sduge-
tierzellen expressiviert wurde, systematisch eingebaut. Die Resultate gemaf Fig. 17 zeigen, dass die Chimare
SAH-G.CSF (pYG1266), die von der Hefe Kluyveromyces sekretiert und gemaf dem Beispiel E.9.3. gereinigt
wurde, in der Lage ist, in vitro ein Signal fur die Zellproliferation der Linie NFS60 zu vermitteln. In diesem be-
sonderen Fall war die spezifische Aktivitat (min~'/Molaritat) der Chimare ungefahr siebenmal niedriger als die-
jenige der G-CSF-Referenz (ungekoppelt).

E.11.2. Biologische Aktivitat in vivo

[0091] Die Aktivitat der Stimulation der SAH/G-CSF-Chimaren auf Granulozytenbildung in vivo wird nach sub-
kutaner Injektion in Ratten (Sprague-Dawley/CD, 250-300 g, 8-9 Wochen) getestet und mit dem der
G-CSF-Referenz verglichen, die unter Verwendung von Saugetierzellen expressiviert wurde. Jedes Produkt,
das mit einer Rate von sieben Tieren getestet wird, wird subkutan in die Riicken-Schulter-Region in einer Rate
von 100 ml fur sieben aufeinander folgende Tage injiziert, (D1-D7). 500 ml Blut werden an den Tagen D-6, D2
(vor der zweiten Injektion); D5 (vor der funften Injektion) und D8 gesammelt, und eine Blutzéhlung wird durch-
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gefuhrt. Bei diesem Test ist die spezifische Aktivitat (Einheiten der Leukozytenbildung/Mol injiziert) der Chima-
re SAH-G.CSF (pYG1266) identisch mit derjenigen der G-CSF-Referenz (Fig. 18). Da diese konkrete Chiméare
in vitro eine spezifische Aktivitat siebenmal niedriger als diejenige der G-CSF-Referenz aufweist (Fig. 17), ist

damit gezeigt, dass die genetische Kopplung des G-CSF an SAH in vorteilhafter Weise die pharmakokineti-
schen Eigenschaften modifiziert.

SEQUENCE LISTING

{2) INFORMATION FOR SEQ ID No.: 1:
{1} SEQUEMCE CHARACTERISTICS:
tA} LENGTH: 1859 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: double
{D) TOPOLOGY: lineay

{id}y MOLECULE TYPE: cDNA
{ii4) BYBOTHETICAL: NO
{iid) ANTI~SENSE: NO
{ix) FEATURE:

{A) NAME/REY: ODS
{B) LOCATION: 26..1855
(C) OTHER INPORMATION: /products “SAH«
Peptide type Chimers®
(s} FEATURE:
(3) WAME/KEY: misc feature
{B} LOCATION: 1842..1848
(D} OTHER INFORMATION: /stendard namee
"Met II Site" -
{2) INFORMATION FOR SEQ I™D No.: 2:
i) SEQUENCE CHARACTERISTICS
{#) LBNGTH: 750 basa pairs
{B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESA: double
{D) TOPOLOGY: linear

{ii} MOLECULE TYEE: cINA
{iidi)} BYPOTHETICAL: NO
{1id} ANTI-SENSE: NO
{ix) FEATURE:

(A} NAME/KEY: CDS
(B} LOCATION: 3..746
(P} OTHER INFORMATION: /product= *Csier

Fragment of the chimera SaH-vWFAT0*
{2) INFORMATION FOR SEQ ID No.: 3+

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 423 base pairg
(B} TYPR: rwucleic acid
{C} STRANDEDHESS: double
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(B} TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: cDNA

HYPOTHETICAL: NO

ANTI-SENSE: NO

FEATURE

(A] NAME/KEY: CDS

{B) LOCATION: 3,.419

(D) OTHER INFORMATION: /product= °C-ter

Pragment of the chimera SAH-UKls
135¢*

(2) INFORMATION POR SEQ ID No.: 4:

(i}

(ii}
(iid)
{iii)

{ix)

SEQUENCE CRARACTERISTICS:

(A} LENGTH: 541 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid

{C) STRANDERDNESS: double

(D} TOPOLOGY: linear

MOLBCULE TYPE: chNA

HYPOTHETICAL: NO

ANTI-SENSE: NO

FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS

(B} LOCATION: 3..536

(D) m@ﬁﬁ INFORMATION: fproduct= *C-ter
Fragment of the chimera SAH-G.COSE"

{2) INPORMATION FOR SEQ ID No.: $;

(i)

{ii)
{iid)
{iii}

{ix}

SEQUENCE CHARACTERISTICS

{A) LENGTH: 2455 base pairs

(B) TYPE: nueleiec acid

{C) STRANDEDNESS: double

{D) TOPOLOGY: lincar

MOLBCULE TYPE: cDNA

HYPOTHETICAL: KO

ANTI-SENSE: NO

PEATURE :

(X&) NAME/KEY: CDS

{(B) LOCATION: 26..2389

{D} OTHER INFORMATION: /product=
“Chimera G.CSP-Glyd-SAH downstream
of the prepre region of SAH®
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(ix) FEATURE:
(A} MAMB/KEY: misc_recomb
{B] LOCATICN: 620..631
{D] OTHER INFORMATION: /etandard_namos
"PolyGly Linkex®
[ix} FEATURE
(A) NAMPR/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 106..111
(D) OTHER INFORMATION: /standard_names
"Apa I Site®
(2} INPORMATION FOR SEQ ID No.: 6
ti} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(R} LENGTH: 756 bage pairs
(B} TYPE: nucleie acid
(C}) STRANDEDNESS: double
(D} TOPOLOGY: lineax

{ii) MOLECULE TYPFE: cDWNA
{i%4) HYPOTHETICAL: NO
{111} ANTI-BENSE: NO

{£3) FEATURE:

{k} NAME/KEY: CDS
{B} LOCATION: 3..752
{D} OTHER INFORMATION: /product= °C-tor
Fragment of the chimera San-rFv'-
{ix) FEATURE:

{&) NAME/KEY: miac:\:z:ecmnh

{B) LOCATICN: 384..428

{D) OTHER INFORMATION: /standard_namec
*Synthekic Linkgr»
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SEQUENCE LISTING

GENERAL INFORMATION

(1)
(1)
(ii)
ACTIVE
(1ii)
(iv)

(2)

APPLICANT:

(A) NAME: RHONE-POULENC RORER S.A
(B) STREET: 20, avenue Raymond ARON
(C) CITY: ANTONY

ijifNEOUNTRY: FRANCE
(F) POSTAL CODE: 92165
TITLE OF INVENTION: NEW BIOLOGICALLY
POLYPEPTIDES, THEIR PREPARATION
PHARMACEUTICAL COMPOSITION CONTAINING THEM
NUMBER OF SEQUENCES: 6
COMPUTER READABLE FORM:

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

MEDIUM TYPE: Tape
COMPUTER: IBM PC compatible
OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

AND

SOFTWARE: PatentIn Release #1.0,

Version #1.25 (EPO)

INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1:
SEQUENCE CHARACTERISTICS

(1)

(ii)
(iii)
(iii)

(ix)

(ix)

(x1)

(A7)
(B)
(C)
(D)

LENGTH: 1859 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: double
TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: cDNA
HYPOTHETICAL: NO
ANTI-SENSE: NO

FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS

(B) LOCATION: 26..1855

(D) OTHER INFORMATION: /product= ™“SAH-
Peptide type Chimera”

FEATURE:

(A) NAME/KEY: misc_feature

(B) LOCATION: 1842..1848

(D) OTHER INFORMATION: /standard name=

“Site Mst II”

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1:
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AAGCTTTACA ACAAATATAA AAACA ATG AAG TGG GTA ACC TTT ATT TCC CTT
Me: Lys Trp Val Thr Phe Ile Ser Leu
5

CTT TTT CTC TTT AGC TCG GCT TAT TCC AGG GGT GTG TTT CGT CGA GAT

Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala T
15

yr Ser Arg Gly Val Phe Arg Arg Asp
20 25

GCA CAC AAG AGT GAG GTT GCT CAT CGG TTT AAA GAT TTG GGA GAA GAA

10

15

25

30

35

40

45

50

55

Ala His Lys Ser Glu Val Ala His Arg
: 30

AAT
Asn

TGT
cys

GCA
Ala

cTT
Leu
90

GAA
Glu

AGA
Arg

CGA

AAT
Asn

CAT
His
170

Lys

CTG
Leu

GCC
ala

GCT
Ala

GCT
Ala
250

CAC
His

™re
Phe

CCA
Pro

AAA
Lys

75
CAT
His

ACC
Thr

AAT
Asn

Leu

Glu
155

cer
Pro

GCT
Ala

Leu

Lys

Phe
235

GAG
Glu

ACG
Thr

AAA
Lys

TIT
Phe
60

ACA
Thr

ACC
Thr

TAT
Tyr
GAA
Glu

GTG
val
140

GAG
Glu

TAC
Tyr

GCT
Ala

CCA
Pro

CAG
Gln
220

Lys

TTT
Phe

Glu

GCC
Ala
45

GAA.

Glu

TGT
Cys

crr
Leu

GGT .

Gly

DGC
Cys
125

AGA
Arg

ACA
Thr

Phe

Phe

AAG
Lys
205

AGA
Arg

GCA
Ala

GCAa
Ala

TGC
cys

™6
Leu

GAT
Asp

GTT
val

TTT

Phe

Gy
116

Phe

cca
Pro

l;he

TAT
Tyr

ACA
Thxr
190

cTe
Leu

CTC
Leu

TGG
Trp

GAA
Glu

TGC
Cys
270

GTG
Val

CAT
His

GCT
Ala

GGA
Gly
95

ATG
Met

TTG
Leu

GAG
Glu

Leu

GCC
Ala
175

GAA
Glu

GAT
Asp

AAG
Lys

GCA
Ala

GTT
val
255

CAT
His

TTG
Leu

GTA
val
GAT

80

GAC

GCT
Ala

CAA
Gln

val

Lys
160

[elele}
Pro

TGT

G
Glu

TGT
Cys

GTA
val
240

TCC
Ser

GGA
Gly

ATT
Ile

AAA
Lys

65
GAG
Glu

ARA
Lys

GAC
Asp

CAC
His

GAT
145

Lys

Glu

7GC
Cys

CTT
Leu
GCC
225
GCT
Ala

AAG
Lys

GAT

GCC
Ala

50
TTA
Leu

TCA
Sar

TTA
Leu

Cys

Lys
130

GTG
Val

TAC
Tyr

Leu

Gln

CGG
Arg
210

AGT
Ser

CGC
Arg

TTA
Leu

CTG

Leu

Phe Lys Asp Leu Gly

35

1T
Phe

GTG
val

GCT
Ala

TGC
Cys

TGT
cys
115

GAT
Asp

ATG
Met

TTA
Leu

CTT
Leu

GCT
Ala
195

GAT
Asp

cTC
Leu

Leu

GTG
val

CTT
Leu
275

GCT
Ala

AAT
Asn

GAA
Glu

ACA
Thr
100

Ala

GAC
Asp

TGC
Cys

TAT
Tyr

TTC
Phe
180

GCT
Ala

GAA
Glu

Gln

AGC
Ser

ACA
Thr
260

GAA
Glu

CAG
Gln

GAA
Glu

AAT
Asn
85

val

Lys

AAC
Asn

ACT
Thr

Glu
165

Phe

GAT
Asp

GGG
Gly

Lys

CAG
Gln
245

GAT

TGT
Cys

TAT
Tyr

GTA
val

70
TGT
Cys

GCA
Ala

CAA
Gln

CCA
Pro
GCT
150
ATT
Ile

GCT
Ala

Lys

AAG
Lys

Phe
230

AGA

CTT
Leu

GCT
Ala

22/55

CcTT
Leu

55
ACT
Thr

GAC
Asp

ACT
Thr

GAA
Glu

AAC
Asn
138

Phe

GCC
Ala

Lys

GCT
Ala

GCT
Ala
215

GGA
Gly

Phe

ACC
Thr

GAT

Glu
40

CAG
Gln

GAA
Glu

AAA
Lys

CTT
Leu

CCT
Pro
120

Leu

CAT
His

AGA
Arg

AGG
Axrg
GCC
200
TCG

Ser

GAA
Glu

cee
Pro

Lys

GAC
Asp
280

Glu

CAG
Gln

Phe

Ser

CGT
105

GAG .-

Glu

cce
Pro

T
Ser

AGA
Arg

Lys

GTC
val
265

AGG
Arg

52
100

148

196
244
2592
340
388
436
484
532
580
628
676
724
772
820

868
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55

60

10

15

20

GCG
Ala

Lys

ATT
Ile

GCT
Ala
330

Ala

CAT
His

GAA
Glu

TAT
AAT
410
Lys

GTG
Val

GGC
Gly

GAA
Glu

Lys
450

GTG
val

GTT

val

TGC
Cys

GTT
val

GCT

GAC
Asp

Leu

GCC
Ala
315

Ala

Lys

CCT
Pro

ACC
Thr

GCC
Ala
395

TTA
Leu

hyiyed
Phe

Ser

AGC
Ser

GAC
Asp
475

ACG
Thr

AAC
Asn

ccc

Pro

ACA
Thr

GAG
Glu

Leu

AAG
Lys
300
GAA
Glu

‘GaT

Asp

GAT
Asp

GAT
Asp
ACT

Thr
380

Lys

ATC
Ile

CAG
Gln

ACT
Thr

Lys
460

TAT
Tyr

cca
Pro

AGG
Arg

Lys

CTT
Leu

GCC
Ala
285
GAA
Glu

GTG
val

Phe

GTC
val

TAC

Tyr

365
CTA
Leu

GTG
Val

Lys

AAT
Asn

CCA
Pro
445

TGT
Ccys

CTA
Leu

GTA
vVal

CGA
Arg

GAG

540

555

570

GAC
Asp

GCA
Ala

GTT
val

GAT
Asp

AGT
Ser

CTT
Leu

ATG
Met

AAG
Lys

CAA
Gln

Glu
525

TCT
Ser Glu

AAG
Lys

Cys

Glu

val

TPC
Phe

350

ocT
Ser

GAG
Glu

e
Phe

Gln

GCG
Ala
430

ACT
Thr

TGT
Cys

TCC
Ser

AGT
Ser

cca
Pro
510

T

TAT
Tyr

TGT
Cys

AAT
Asn

Glu
335

CTG
Leu

GTC
val

AAG
Lys

GAT
Asp

AAT
Asn
415

CTA
Leu

cTT
Leu

Lys

GTG
val

GAC

Asp
495

Cys

AAT
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ATC TGT GAA

Ile

GAA
Glu

GAT
Asp
320

AGT
Ser

GGC
Gly

GTA
Val

TGC
Cys

Glu
400

TGT
Cys

TTA
Leu

GTA
val

CAT
His

val

450

AGA
Arg

Phe

GCT

Phe Asn Ala

GAG AAG GAG,

GTG AAA
Val Lys

GAT GAT
Asp Asp

GAG ACC
Glu Thr

590

GCT GCC
Ala Ala
605

-

Lys Glu

CAC AAG
His Lys

560

TTC GCA
Phe Ala
575

TGC TIT
Cys Pha

TTA GGC
Leu Gly

Cys

AAA
Lys
305
GAG
Glu

AAG
Lys

ATG
Met

TG
Leu

TGT
Cys
385

Phe

GAG
Glu

GTT
val

GAG
Glu

CcCT
Pro
465

Leu

GTC
Val

Ser

GAA

Glu

AGA
Arg
545

cece
Pro

GCT
Ala

GCC
Ala

TTA
Leu

Glu
2%0

CCT
Pro

ATG
Met

GAT

370

GCC
Ala

Lys

Leu

el
Arg

GTC
val
450

Glu

AAC
Asn

ACC
Thr

GCT
Ala

ACA

Thr
530

CAA
Gln

AAG
Lys

TIT
Phe

GAG
Glu

AAT
Asn

CTG
Leu

ccr
Pro

GTT
val

Leu
355

Leu

Ala

ccr
Pro

Phe

TAC
Tyr
435

TCA
Ser

Ala

CAG
Gln

AAA
Lys

CTG
Leu
515

Phe

ATC
Ile

GCA
Ala

GTA
val

GAG
Glu
595

(NNN)p
PEPTIDE

610

CAA
Gln

Leu

Ala

Cys
340

TAT
Tyr

AGA
Arg

Ala

Leu

GAG
Glu
420

ACC
Thr

AGA
Arg

Lys

TTA
Leu

TGC

Cys
500

GAA
Glu

ACC

Thr

AAG
Lys

ACA
Thr

GAG
Glu
580

GGT
Gly

GAT
Asp

GAA
Glu

GAC
Asp
325

Lys

Glu

crr
Leu

GAT

Val
405

CAG
Gln

AAG
Lys

AAC
Asn

AGA
Arg

TGT
Cys
485

TGC
Cys

GTC

val

TTC

Phe

Lys

Lys
565

AAG
Lys

Lys

TCG
Ser

AAA
Llys
310

Leu

AAC
Asn

TAT
Tyx

GCC
Ala

ccT
Pro

350 .

GAA
Glu

1T
Leu

Lys

CTA
Leu

ATG
Met
470
GTG
val

ACA
Thr

GAT
Asp

CAT

His

Gln
550

GAG
Glu

Cys

Lys

TAAGCTT
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ATC
Ile
295

Tce
Ser

ccT
Bro

TAT
Tyr

GCA
Ala

AAG

Lys.

375
CAT
gis

GAG
Glu

GGA
Gly

GTA
val

GGA
Gly
455

cce
Pro

™6
Leu

GAA
Glu

Glu

GCA

Ala
535

ACT
Thr

Gln

Cys

Leu

T™CC
Ser

CAC
His

TCA
Ser

GCT
Ala

AGA
Axrg
360

ACA
Thx

Glu

ccT
Pro

GAG
Glu

cce
Pro
440

Lys

TeT
Cys

CAT

‘His

“TCC
‘Ser

"ACA

Thr
520

GAT

'ASp

Ala

Leu

AAG
Lys

GT'T
val
600

AGT
Ser

TGC
Cys

TTA
Leu

GAG
Glu
345

AGG

Arg

TAT
Tyxr

TGC
Cys

CAG
Gln

TAC
Tyr
425

Gin

GTG
val

GCA
Ala

GAG
Glu
TG
505
TAC
Tyx
ATA
Ile

CcTT
Leu

Lys

GCT
585

GCT
Ala

916
964
1012
1060
1108
1156
1204
1252
1300
1348

1396

1444

1492
1540
1588

1636

1684
1732
178q
1828

1859
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(2) (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS
(A) LENGTH: 750 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA
(1ii) HYPOTHETICAL: NO
(iid) ANTI-SENSE: NO

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 3..746
(D) OTHER INFORMATION: /product= “C-ter
Fragment of the SAH-vWF470 Chimera”
(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:

50 CC TTA GGC TTA ACC TGT GAA GCC TGC CAG GAG CCG GGA GGC CTG GTG 47
Leu Gly Leu Thr Cys Glu Ala Cys Gln Glu Pro Gly Gly Leu Val
1 5 10 ' 15

GTG CCT CCC ACA GAT GCC CCG GTG AGC CCC ACC ACT CTG TAT GTG GAG 95
55 Val Pro Pro Thr Asp Ala Pro Val Ser Pro Thr Thr Leu Tyr Val Glu .
20 25 30
GAC ATC TCG GAA CCG CCG TTG CAC GAT TTC TAC TGC AGC AGG CTA CTG 143
Asp Ile Ser Glu Pro Pro Leu His Asp Phe Tyr Cys Ser Arg Leu Leu
60 35 40 45

" GAC CTG GTC TTC CTG CTG GAT GGC TCC TCC AGG CTG TCC GAG GCT GAG 191

24/55
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(2)

TTT
Phe

ATC
Ile
80

TCcC
Ser

CGG
Arg

ACC
Thr

GAC
Asp

GAG
Glu
160

AAG
Lys

AAC
Asn

GCC
Ala

ATC
Ile

CTG
Leu
240

Leu

Glu
65

e
Ser

CAC
His

CGC
Arg

AGC
Ser
cGC
145
cce

Pro

AAG
Lys

CTC
Leu

Phe

GTT
val
225

CccC
Pro

val
50

val

CAG
Gln

GCC
Ala

ATT
Ile

GAG
Glu
130

ccT
Pro

Gln

AAG
Lys

AAG
Lys

GTG
val
210

AGC
Ser

ccc
Pro

Phe

Leu

AAG
Lys

TAC

GCC
Ala
115

GTC .

val

GAA
Glu

CGG
Arg

ARG
Lys

CAG
Gln
195

CTG
Leu

TAC
Tyr

GAC
Asp
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Leu Leu Asp Gly
55

AAG
Lys

TGG
Trp

ATC
Ile
100

AGC
Ser

GCC
Ala

ATG
Met

val
180

ATC
Ile

AGC
Ser

cTC
Leu

ATG
Met

GCC
Ala

GTC
val
85

GGG
Gly

CAG
Gln

Lys

TCC
Ser

TCC
Ser
165

ATT
Ile

CGC
Arg

AGT
Ser

TGT
Cys

GCA
Ala
245

T
Phe
70

CGC
Arg

CTC
Leu

GTG
val

TAC
Tyr

CGC
Arg
150

CGG

GTG
Val

cTe
Leu

GTG
val

GAC
Asp
230

CAA
Gln

GTG
val

GTG
Val

AAG
Lys

AAG
Lys

ACA
Thr
135

ATC
Ile

AAC
Asn

ATC
Ile

ATC
Ile

GAT
Asp
215

CTT
Leu

GTC
val

Ser

GTG
val

GCC
Ala

GAC
Asp

TAT

Tyr
120

CTG
Leu

GCC
Ala

Phe

CCG
Pro

GAG
Glu
200

GAG
Glu

GCC
Ala

Ser

GAC
Asp

GTG
val

CGG
Arg
105

GCG
Ala

Phe

CTG
Leu

GTC
val

GTG
val
185

AAG
Lys

CTG
Leu

ccr
Pro

TAAGCTT

INFORMATION FOR ‘SEQ ID NO:
SEQUENCE CHARACTERISTICS

(1)

(a)
(B)
(C)
(D)

MOLECULE TYPE:

Arg

ATG
Met

GTG
val
90

ARG
Lys

GGC
Gly

Gln

crc
Leu

CcGC
Arg
170

GGC
Gly

CAG
Gln

GAG
Glu

Glu

Leu

ATG
Met
75

GAG
Glu

CGA
Arg

AGC
Ser

ATC
Ile
CTG
155
TAC
Tyr

ATT
Ile

GCC
Ala

CAG
Gln

GCC
Ala
235

3:

Ser
60

GAG
Glu

TAC
Tyr

CcCG
Pro

CAG
Gln

Phe
140

ATG
Met

val

GGG
Gly

ccT
o

Gln
220

ccT
Pro

LENGTH: 423 base pairs
TYPE: nucleic acid
STRANDEDNESS: double

TOPOLOGY: linear
¢DNA

HYPOTHETICAL: YES
ANTI-SENSE: YES

FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS

(B) LOCATION: 3..419

(D) OTHER INFORMATION:
Fragment of t
Chimera”

25/55

Glu Ala Glu
CGG CTG CGC 239
Axg Leu Arg
CAC GAC GGC 287
His Asp Gly

95
TCA GAG CTG 335
Ser Glu Leu

110

GTG GCC TCC 383
val Ala Ser
125
AGC AAG ATC .. 431
Ser Lys Ile
GCC AGC CAG 479
Ala Ser Gln
CAG GGC CTG 527
Gln Gly Leu

175
CCC CAT GCC 575
Pro His Ala

180
GAG AAC AAG 623
Glu Asn Lys
205
AGG GAC GAG 671
Arg Asp Glu
CCT CCT ACT 719
Pro Pro Thr
750
/product= “C-ter

he SAH-UK-1-135
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CC TTA GGC TTA AGC AAT GAA CTT CAT CAA GTT CCA TCG AAC TGT GAC 47
Leu Gly Leu Ser Asn Glu Leu His Gln Val Pro Ser Asn Cys Asp
1 5 10 15
20 .. .
TGT CTA AAT GGA G&3 ACA TGT GTG TCC AAC AAG TAC TTIC TCC AAC ATT 95
Cys Leu Asn Gly Gly Thr Cys Val Ser Asn Lys Tyr Phe Ser Asn Ile
20 25 30
25 CAC TGG TGC AAC TGC CCA AAG AAA TTC GGA GGG CAG CAC TGT GAA ATA 143
His Trp Cys Asn Cys Pro Lys Lys Phe Gly Gly Gln His CYg Glu Ile
35 40 4
GAT AAG TCA AAA ACC TGC TAT GAG GGG AAT GGT CAC TTT TAC CGA GGA 191
30 Asp Lys Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly
50 55 60
AAG GCC AGC ACT GAC ACC ATG GGC CGG CCC TGC CTG CCC TGG AAC TCT 239
Lys Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser
35 65 70 75
GCC ACT GTC CTT CAG CAA ACG TAC CAT GCC CAC AGA TCT GAT GCT CTT 287
Ala Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu
80 85 90 95
40
CAG CTG GGC CTG GGG AAA CAT AAT TAC TGC AGG AAC CCA GAC AAC CGG 335
Gln Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg
100 105 _ 110 _
45 AGG CGA CCC TGG TGC TAT GTG CAG GTG GGC CTA AAG CCG CTT GTC CAA 383
Arg Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln
118 120 125
‘ GAG TGC ATG GTG CAT GAC TGC GCA GAT GGA AAA TAAGCTT 423
50 Glu Cys Met Vval His Asp Cys Ala Asp Gly Lys
130 135

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS
(A) LENGTH: 541 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iii) ANTI-SENSE: NO

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 3..536
(D) OTHER INFORMATION: /product= “C-ter
Fragment of the SAH-G.CSD Chimera”
(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4:

26/55
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CC TTA GGC TTA ACC CCC CTG GGC CCT GCC AGC TCC CTG CCC CAG AGC 47
Leu Gly Leu Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro Gln Ser
1 5 10 15
20 .. .
TTC CTG CTC AAG TS TTA GAG CAA GTG AGG AAG ATC CAG GGC GAT GGC 95
Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu Gln Val Arg Lys Ile Gln Gly Asp Gly
20 25 30
25 GCA GCG CTC CAG GAG AAG CTG TGT GCC ACC TAC AAG CTG TGC CAC cCcC 143
Ala Ala Leu Gln Glu Lys Leu Cys Alz Thr Tyr Lys Leu C{g His Pro
35 4
GAG GAG CTG GTG CTG CTC GGA CAC TCT CTG GGC ATC CCC TGG GCT CCC 161
30 Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly Ile Pro Trp Ala Pro
50 55 60
CTG AGC TCC TGC CCC AGC CAG GCC CTG CAG CIG GCA GGC TGC TTG AGC 239
Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gln Ala Leu Gln Leu Ala Gly Cys Leu Ser
35 65 70 75
CAA CTC CAT AGC GGC CTT TIC CTC TAC CAG GGG CTC CTG CAG GCC CTG 287
Gln Leu His Ser Gly Leu Phe Leu Tyr Gln Gly Leu Leu Gln Ala Leu
80 85 . 90 95
40
GAA GGG ATA TCC CCC GAG TTG GGT CCC ACC TTG GAC ACA CTG CAG CTG 335
Glu Gly Ile Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gln Leu
100 105 110
45 GAC GTC GCC GAC TTT GCC ACC ACC ATC TGG CAG CAG ATG GAA GAA CTG 383
Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr Ile Trp Gln Gln Met Glu Glu Leu
ns 120 125
GGA ATG GCC CCT GCC CTG CAG CCC ACC CAG GGT GCC ATG CCG GCC TTC 43
50 Gly Met Ala Pro Ala Leu Gln Pro Thr Gln Gly Ala Met Pro Ala Phe
130 135 140
GCC TCT GCT TTC CAG CGC CGG GCA GGA GGG GTC CTG GTT GCT AGC CAT 479
Ala Ser Ala Phe Gln Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser His
55 145 150 155
CTG CAG AGC TTC CTG GAG GTG TCG TAC CGC GTT CTA CGC CAC CTT GCG 527
Leu Gln Ser Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala
160 165 170 175
60
CAG CCC TGAAGCTT 543
Gln Pro

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS
(A) LENGTH: 2455 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iid) ANTI-SENSE: NO

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 25..2389
(D) OTHER INFORMATION: /product=
"G.CSF-Gly4-SAH Chimera downstream
of the prepro region of SAH”
(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_recomb

27/55
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(B) LOCATION: 620..631
(D) OTHER INFORMATION: /standard_name=
“Linker PolyGly"”

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 106..111
(D) OTHER INFORMATION: /standard_pame=
“Site Apa I”
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5:

AAGCTTTACA ACAAATATAA AAACA ATG AAG TGG GTA ACC TTT ATT TCC CTT 52
Met Lys Trp Val Thr Phe Ile Ser Leu
1 5

CTT TTT CTC TTT AGC TCG GCT TAT TCC AGG GGT GTG TTT CGT CGA ACC 100
Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala Tyr Ser Arg Gll’y Val Phe Arg Arg Thr
10 15 0 25

CCC CTG GGC CCT GCC AGC TCC CTG CCC CAG AGC TTC CTG CTC AAG TGC 148
Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro Gln Ser Phe Leu Leu Lys Cys
30 35 40

TTA GAG CAA GTG AGG AAG ATC CAG GGC GAT GGC GCA GCG CTC CAG GAG 196
Leu Glu Gln Val Arg Lys Ile Gln Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gln Glu
45 50 55

AAG CTG TGT GCC ACC TAC AAG CTG TGC CAC CCC GAG GAG CTG GTG CTG 244
Lys Leu Cys Ala Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val Leu
60 65 70

CTC GGA CAC TCT CTG GGC ATC CCC TGG GCT CCC CTG AGC TCC TGC CCC 292

Leu Gly His Ser Leu Gly Ile Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys Pro
75 80 85
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60

AGC
Ser

90
cTT
Leu

GAG
Glu

GCC
Ala

CTG
Leu

CGC
170
GAG
Glu

GGT
Gly

GAA
Glu

CAG
Gln

Glu
250

Lys

Leu

cCcT
Pro

Leu

CAT
His

CAG
Gln

T™rC
Phe

Leu

ACC
Thr

CAG
Gln
155
CGG
Arg

GTG
val

GAT

Glu

CAG
Gln
235

Phe

Ser

CGT
Arg

GAG
Glu

cce
Pro
315

GAC

GCC
Ala

cTC
Leu

GGT
Gly

ACC
Thx
140
ccc
Pro

GCA
Ala

TCG
Ser

Ala

AAT
Asn
220

Cys

Ala

Leu

GAA
Glu

AGA
Arg
300

CGA
Arg

AAT
Asn

Pro
125

ATC

Ile

ACC
Thr

GGA
Gly

TAC
Tyr

CacC
His
205

Phe

Ccca
Pro

Lys

CAT
His

ACC
Thr
285

AAT
Asn

6
Leu

GAA
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln
110

ACC
Thr

TIp

CAG
Gln

Gly

CGC
190

AAG
Lys

Lys

Phe

ACA
Thr

ACC
Thr
270

TAT
Tyr

Glu

GTG
Val

GAG
Glu

CTG
Leu
95

GGG
Gly

Leu

CAG
Gln

GGT
Gly

GTC
val
175

val

AGT
Ser

GCC
Ala

Glu

TGT
Cys
255

CTT
Leu

GGT
Gly

cys.

AGA
Arg

ACA
Thr
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GCA
Ala

cTC
Leu

GAC

CAG
Gln
Gee
160
CTG
Leu

CTA
Leu

GAG

Glu

™G
Leu
GAT
240
GTT
val

TTT
Phe

GAA
Glu

ToC
Phe

CCA
Pro
320

Phe

GGC TGC TTG

Gly

CTG
Leu

ACA
Thr

ATG
Met
145
ATG
Met

GTT
val

CGC
Arg

GTT
val

val
225

CAT
His

Ala

GGA
Gly

ATG
Met
TT6
305
GAG
Glu

TG
Leu

Cys

CAG
Gln

CTG
Leu
130
GAA
Glu

ccG
Pro

Ala

CAC
His
GCT
210
TTG

Leu

GTA
val

GCT
aAla
290

Gln

GTT
val

Lys

Leu

Gee
Ala
118

CAG
Gln

GAA
Glu
Gee
Ala

AGC
Ser

cre
Leu
195
CAT
His

ATT
Ile

Lys

GAG
Glu

Lys
275

GAC
Asp

CAC
His

GAT
Asp

Lys

AGC
Ser
100

CTG
Leu

CTG
Leu

CcTG
Leu

Phe

CAT
His
180

GCG
Ala

CGG
hrg

GCC
Ala

TTA
Leu

Ser
260

TTA
Leu

TGC
Cys

Lys

GTG
val

TAC
Tyr

CAA
Gln

Glu

GAC

GGA
Gly
GCC
165

Leu

CAG
Gln

Phe

Phe

GTG
val
245

GCT

TGC
Cys

TGT
Cys

GAT

ATG
Met
325

TTA
Leu

CTC
Leu

Gly

GTC
vVal

ATG
Met
150

TCT
Ser

CAG

Gln

cce
Pro

Lys

GCT
230

AAT
Asn

Glu

ACA
Thr

GCA
Ala

GAC
Asp
310

TGC
cys

TAT
Tyr

CAT
His

ATA
Ile

GCC
Ala
135

GCC
Ala

GCT
ala

AGC
Ser

GGT
Gly

GAT
Asp
215

CAG
Gln

Glu

AAT
Asn

val

Lys
295

AAC
Asn

ACT
Thr

GAA
Glu
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AGC
Ser

TCC
Ser
120
GAC
Asp

cCeT
Pro

TTC
Phe

Phe

GGA
Gly
200

Leu

TAT
Tyr

GTA
Val

Cys

Ala
280

CAA
Gln

cCa
Pro

GCT
Ala

ATT
Ile

GGC
Gly
105
cee
Pro

77T
Phe

GCC
Ala

CAG
Gln

185
GGC
Gly

GGA
Gly

Leu

ACT
Thr
GAC
265
ACT
Thr

GAA
Glu

AAC
Asn

TTT
Phe

GCC
Ala

340
388
436
484
532
580
628
676
724
772
820
868
916
964
1012

1060



10

15

20

30

35

40

45

50

55

60

330

* AGA

Arg

AGG

GCC
Ala

TCG
Ser

Glu

. 410

cce
Pro

Lys

GAC

TCC
Ser

CAC
His
450

Ser

GCT
Ala

AGA
Arg

ACA
Thr

GAA

© Glu

570

AGA
Arg

TAT
Tyr

TGC
Cys

TCT
Ser
395

AGA
Arg

Lys

val

AGG
Axg

AGT
Ser
475

TGC
Cys

TTA
Leu

GAG
Glu

AGG
Arg

TAT
Tyr
555

T6C
cys

CAT
His

Lys

CTG6
Leu
380

GCC
Ala

GCT
Ala

GCT
Ala

CAC
His

GCG
Ala
460

Lys

ATT
Ile

GCT
Ala

GCa
Ala

CAT
His
540

GAA
Glu

TAT
Tyr

ccT
Pro

GCT
Ala
365

Leu

lys

TTC

Phe,

GAG
Glu

ACG
Thr
445

GAC
Asp

CTG
Leu

GCC
Ala

GCT
Ala

AAG
Lys
525

ccT
Pro

ACC
Thr

GCC
Ala

TAC
Tyr
350

GCT
Ala

cca
Pro

CAG
Gln

cTT
Leu

AAG
Lys

GAA
Glu

GAT
Asp
510
GAT
Asp

GAT

ACT
Thr

Lys

335

TTT
Phe

Phe

AAG
Lys

AGA
Axg
GCA
415
GCA
Ala

TGC
Cys

GCC
Ala

GAA
Glu

GTG
val
495

Phe

GTC
val

TAC
Tyr

CTA
Leu

GTG
val
575
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TAT
Tyr

ACA
Thr

Leu

Leu
400

TGG
Trp

GAA
Glu

Cys

AAG
Lys

TGC
Cys
480

GAA
Glu

GTT
val

TTC
Phe

Ser

GAG

Glu
560

Phe

GCC
Ala

GAA
Glu

GAT
Asp
385

AAG
Lys

GCA
Ala

val

CAT
His

TAT
Tyr
465

TGT
Cys

AAT
Asn

GAA
Glu

cT6
Leu

GTC
Val
545

AAG
Lys

GAT
Asp

CCG
Pro

Cys

370

Glu

Cys

GTA

val

TCce
Ser

Gly
450

ATC
Ile

Glu

GAT

AGT
Ser

GGC
Gly
530

GTA
val

TGC
Cys

GAA
Glu

GAA
Glu
355

TGC
Cys

Leu

GCC
Ala

Ala

AAG
Lys
435

GAT
Asp

GT
Cys

Lys

GAG
Glu

AAG
Lys
515

ATG
Met

CTG
Leu

6T
Cys

Phe

340

CTC
Leu

CAA
Gln

CGG
Arg

AGT
Ser

cGe
Arg
420

TTA
Lau

CTG
Leu

GAA
Glu

ccT
Pro

ATG

Met
500

GAT.

Asp

Phe

CTG
Leu

Gee
Ala

Lys
580

CTT
Leu

GCT
Ala

GAT

Leu
408

CTG
Leu

GTG
val

CTT
Leu

AAT
Asn

CTG
485
ccr

.Pro

val

TTG
Leu

CTG
Leu

GCT
Ala
565

cer
Pro

e
Phe

GCT
Ala

Glu
390

Gln

AGC
Ser

Thr

Glu

Gln
470

TTG
Leu

Ala

TGC
Cys
TAT
Tyr
AGA
550

GCA
Ala

Leu
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Phe

GAT
375

GGG
Gly

Lys

CAG
Gln

GAT

TGT
Cys
455

GAT

Glu

GAC
Asp

Lys

GAA
Glu
535

Leu

GAT
Asp

GTG
val

GCT
Ala
360

p Lys

AAG
Lys

Phe

AGA
Axg

CTT
440

Ala

TCG
Ser

Lys

TTG
Leu
AAC
520
TAT
Tyr

GCC
Ala

CcCT
Pro

GAA
Glu

345

AAA
Lys

GCT
Ala

GCT
Ala

Gly

Phe -

425

ACC
Thr

GAT

ATC
Ile

TCC
Ser

ccrT
Pro
505

TAT
Tyr

GCA
Ala

AAG
Lys

CAT
His

GAG
Glu
585

1108

1156

1204

1252

1300

1348

1396

1444

1492

1540

1588

1636

1684

1732

1780



10

15

20

30

35

40

45

50

ccT
Pro

GAG
Glu

ccc
Pro

Lys

TGT
Cys
650

CAT
His

TCcC
Ser

ACA
Thr

GAT
Asp

GCA
Ala
730

CTG
Leu

AAG
Lys

GTT
val

CAG
Gln

TAC
Tyr

CAA
Gln

GTG
val
635

GCA

Ala

GAG
Glu

TG
Leu

TAC
Tyr

ATA
Ile
715

cT?T
Leu

AAA
Lys

GCT
Ala

GCT
Ala

AAT
Asn

Lys

GTG
val
620

GGC
Gly

GAA
Glu

Lys

GTG
val

GTT
val
700

TGC
Cys

GTT
Val

GCT
Ala

GAC
Asp

GCA
Ala
780

TTA
Leu

¢
Phe
605

Ser

AGC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr

AAC
Asn
685

ccec
Pro

ACA
Thr

GAG
Glu

GTT
Val

GAT
Asp
765

AGT
Ser

ATC
Ile
550

CAG
Gln

ACT
Thr

AAA
Lys

TAT
Tyr

“BEA

Pro
670

AGG
Arg

AAA
Lys

cTT
Leu

CTT
Leu

ATG
Met
750

AAG
Lys

CAA
Gln
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AAA
Lys

AAT
Asn

CCA
Pro

6T
Cys

CTA
Leu
655

GTA
val

CGA
Arg

GAG
Glu

TCT
Ser

GTG
Val
735

GAT
Asp

GAG
Glu

GCT
Ala

CAA
Gln

GCG
Ala

ACT
Thr

TGT
Cys
640

TCC
Ser

AGT
Ser

cca
Pro

7T
Phe

GAG
Glu
720

AAA
Lys

GAT
Asp

ACC
Thr

GCC
Ala

AAT
Asn

CTA
Leu

cTT
Leu
625
ARA
Lys

GTG
val

GAC
Asp

Cys

AAT
705
AAG
Lys

CAC
His

TTIC
Phe

TGC
Cys

TTA
Leu
785

6T
Cys

TTA
Leu
610

GTA
val

CAT
His

GTC
val

AGA
Arg

Phe
650

GCT
Ala

GAG
Glu

AXG
Lys

GCA
Ala

TTT
Phe
770

GGC
Gly

GAG
Glu
595

GTT
val

GAG
Glu

ccT
Pro

CTG
Leu

GTC
Val
675

Ser

GAA
Glu

AGA
Arg

cce
Pro

GCT
Ala
755
Gee
Ala

TTA
Leu

CTT
Leu

CGT
Arg

GTC
val

Glu

AAC
660
ACC
Thr

GCT
Ala

ACA
Thr

Gln

AAG
Lys
740

7T
Phe

GAG
Glu

TIT
Phe

TAC
Tyr

TCA
Ser

Ala
645

CAG
Gln

Lys

CTG
Leu

TTC
Phe

ATC
Ile
725

GCA
Ala

GTA
val

GAG
Glu

GAG
Glu

ACC
Thr

AGA
Arg
630

AAA
Lys

TTA
Leu

TGC
Cys

Glu

ACC
Thr
710

AAG
Lys

ACA
Thr

GAG
Glu

GGT
Gly

CAG
Gln

AAG
Lys
615

AAC
Asn

AGa
Arg

TGT
Cys

baclel
Cys

GTC
Val
695

e
Phe

AAA
Lys

AAA
lys

AAG
Lys

AAA
Lys
775

CTT
Leu
600

AAA
Lys

CTA
Leu

ATG
Met

vVal

ACA
Thr
680

GAT

CAT
His

CAA
Gln

GAG
Glu

TGC
Cys
760

ARA
Lys

GGA
Gly

GTA
val

GGA
Gly

cee
Pro

fwine
Leu
665

can’

Glu

Glu

GCA
Ala

ACT
Thr

CAA
Gln
745

TGC
Cys

CTT
Leu

TAACATCACA TTTAAAAGCA

TCTCAGCCTA CCATGAGAAT AAGAGAAAGA AAATGAAGAT CAAAAGCTT

INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6:
SEQUENCE CHARACTERISTICS

(1)

(A)
(B)
(C)
(D)
MOLECULE TYPE:
HYPOTHETICAL: NO
ANTI-SENSE: NO
FEATURE:

(A)
(B)
(D)

LENGTH: 756 base pairs
TYPE: nucleic acid

STRANDEDNESS: double

TOPOLOGY: linear
CcDNA

NAME/KEY: CDS
LOCATION: 3..752
OTHER INFORMATION:
Fragment of the SAH-Fv‘ Chimera”
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1828
1876
1924
1972
2020
2068
2116
2164
2212
2260
2308
2356
2406

2455
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_recomb
(B) LOCATION: 384..428
(D) OTHER INFORMATION: /standard_namez
“Synthetic linker ”
(x1i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 6

25 CC TTA GGC TTA CAG GTG CAG CTC GAG CAG TCT GGA CCT GAG CTG GTG 47
Leu Gly Leu Gln Val Gln Leu Glu Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val
1 5 10 15

AAG CCT GGG GCC TCA GTG AAG ATT TCC TGC AAA GCT TCT GGC TAC GCaA 95
30 Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala
20 . . 25 30

TTC AGT AGG TCT TGG ATG AAC TGG GTG AAG CAG AGG CCT GGA CAG GGT 143
Phe Ser Arg Ser Trp Met Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly
35 35 40 45

CTT GAG TGG ATT GGA CGG ATT TAT CCT GGA GAT GGA GAT ACC AAA TAC 9

Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Ty;‘ Pro Gly Asp Gly Azg Thr Lys Tyr
. 50 5

AAT GGG AAG TTC AAG GGC AAG GCC ACA CTG ACT GCG GAC AGA TCA TCC 239
Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Arg Ser Ser
65 70 75

40

45 AGC ACA GCC TAC ATG CAG CTC AGC AGC CTG ACC TCT GTG GGC TCT GCG 287
Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Val Gly Ser Ala
80 8s S0 S5

GTC TAT TTC TGT GCA AAA GAG AAC AAT AGG TTC GAC GAG AGG GGT TAC 33s
50 Vval Tyr Phe Cys Ala Lys Glu Asn Asn Arg Phe Asp Glu Arg Gly Tyr
100 105 110

TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 383
Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
55 115 120 125

GGT GGC GGT GGC TCG GGC GGT GGT GGG TCG GGT GGC GGC GGA TCT AAC 431
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asn
130 135 140

60 e
ATT CAG TTG ACC CAG TCT CCA AAT TCC ATG TCC ACA TCA GTA GGA GAC 479

Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Asn Ser Met Ser Thr Ser Val Gly Asp
145 150 155

AGG GTC AGC ATC ACC TGC AAG GCC AGT CAG GAT GTG GAT ACT TCT GTA 527
Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr Ser val
5 160 165 170 175

GCC TGG TAT CAA CAG AAA CCA GGG CAA TCT CCT AAA CTA CTG ATT TAC 575
Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
180 185 ’ 190
10
TGG GCA TCC ACC CGG CAC ACT GGA GTC CCT GAT CGC TTC ACA GGC AGT 623
Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser
- 195 200 208

15 GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATT AGC AAT GTG CAG TCT GAA 67
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Ser Glu
210 215 220

GAC TCG GCA GAT TAT TTC TGT éAG CAA TAT AGC AGC TAT CCG TGG ACG 719
20 Asp ger Ala Asp_ Tyr Phe gys Gln Gin Tyr Ser ger Tyr Pro Trp Thr..
25 = 30 35

TTC GGT GGA GGG ACC AAG CTG GAG ATC AAA TAAGCTT 759
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
25 240 245 250

Patentanspriiche

1. Rekombinantes Polypeptid mit einem von einem Polypetid mit therapeutischer Aktivitat erhaltenen akti-
ven Teil, der an ein Albumin oder eine Albuminvariante genetisch gekoppelt ist, wobei die Albuminvariante eine
groRe Plasma-Halbwertszeit konserviert, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid mit therapeutischer
Aktivitat ausgewahlt ist aus Hormonen, Interferonen, Interleukinen, Erythropoitin, G-CSF und Insulin.
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2. Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid mit therapeutischer Aktivitat
ein Polypeptid menschlichen Ursprungs ist.

3. Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der aktive Teil eine Struktur aufweist,
die ausgewahlt ist aus
(a) einer vollstandigen Peptidstruktur oder
(b) einem Fragment von (a) oder einer durch strukturelle Modifikation (Mutation, Substitution und/oder L6-
schung von einem oder mehreren Rest(en)) und Konservierung der therapeutischen Aktivitat von (a) erhalte-
nen Struktur.

4. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Albumin oder die Al-
buminvariante eine Struktur aufweist, die ausgewahlt ist von
(a) reifem Albumin,
(b) Albumin; und
(c) einer von (a) oder (b) durch strukturelle Modifikation (Mutation, Substitution, Addition und/oder Léschung
von einem oder mehreren Reten) und Konservierung der hohen Plasma-Halbwertszeit erhaltenen Struktur.

5. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein N-ter-
minales Methionin aufweist.

6. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein Linker-
peptid aufweist.

7. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein Sekre-
tionssignal aufweist.

8. Polypeptid nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Sekretionssignal das natirliche Sekre-
tionssignal des biologisch aktiven Polypeptids ist.

9. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der aktive Teil an den
N-Terminus des Albumins gekoppelt ist.

10. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der aktive Teil an den
C-Terminus des Albumins gekoppelt ist.

11. Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der aktive Teil mehrere
Male vorhanden ist.

12. Nukleotidsequenz, welche ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 11 kodiert.

13. Nukleotidsequenz nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Sequenz aufweist, die
eine "Fuhrer"-Sequenz kodiert, welche die Sekretion des expressivierten Polypeptids ermoglicht.

14. Expressionskassette, welche eine Nukleotidsequenz nach einem der Anspriiche 12 und 13 aufweist
unter der Kontrolle eines Transkriptionsinitiierungsbereichs und optional eines Transkriptionsbeendigungsbe-
reiches.

15. Selbstreplizierendes Plasmid, welches eine Expressionskassette nach Anspruch 14 aufweist.

16. Rekombinante eukaryotische oder prokaryotische Zelle, in welche eine Nukleotidsequenz nach An-
spruch 12 oder 13 oder eine Expressionskassette nach Anspruch 14 oder ein Plasmid nach Anspruch 15 ein-

gesetzt ist.

17. Rekombinante Zelle nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine Hefezelle, eine
Tierzelle, eine Pilzzelle oder eine bakterielle Zelle handelt.

18. Rekombinante Zelle nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine Hefezelle han-
delt.

19. Rekombinante Zelle nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine Zelle der Art
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Saccharomyces oder Kluyveromyces handelt.

20. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptides gemaf einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine rekombinante Zelle nach einem der Anspriiche 16 bis 19 unter Expressionsbedingungen
kultiviert wird und dass das Polypeptidprodukt geborgen wird.

21. Pharmazeutische Zusammensetzung mit einem oder mehreren Polypeptiden nach einem der Anspri-
che 1 bis 11 oder hergestellt durch ein Verfahren nach Anspruch 20.

22. Pharmazeutische Zusammensetzung mit einer Nukleotidsequenz nach einem der Anspriche 12 bis
14, welche in der Gentherapie einsetzbar ist.

Es folgen 21 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1A
NH2 * COOH
[mMsLP] SAH | | PEP I
(W]
Linker-
peptid
(optional)
Fig. 1B
NH2 ‘ COOH
m7TP] PEP | | SAH )
u
Linker-
tid .
(o':):i%:ral) Flg 1C
NH2 * COOH
[M7LP] PEP . B SAH | ]
u u
Linker- Linker-
peptid peptid
(optional) (optional)

Fig. 1

35/55



SEQ. IDNO: }

DE 693 33622 T2 2005.10.27

AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA

AGC
Ser

TAT
Tyr

GCA

Ala

Phe

Cys

Pro

AAT
Asn

TAT

Tyr

Gln

Lys

Ala

Glu

TCG
Ser

Phe.

Leu

Lys

GGA

Gly

Cys

Asn

Glu

Ala

Ala

Ala

TTC

Phe

vVal

Ala

Lys

CAG
Gln

ACA
Thr

Asp

GCA
Ala

CTC
Leu

GAG
Glu

CCG
Pro

Ala

TCG
Ser

Lys

TCC
Ser

TAT
Tyr

GAT
Asp

CAG
Gln

TGT
Cys

Lys

Lys

oce
Pro

ACA
Thr

Glu

GAT
Asp

Ser

GCA
Ala

ARG
Lys

TCC
Ser

Leu

Qys

val

TTA

Leu

Gln

CGA

Arg

Phe

Leu

Lys

Ala

TGG
Trp

TTA
Leu

AGG GGT
Arg Gly

GGA GAA
Gly Glu

CeA TTT
Pro Phe

GCT GAT
Ala Asp

TGC ACA
Cys Thr

GAA CCT
Glu Pro

Leu Val

Leu Lys-

Leu Phe

Ala Ala

AAA CAG
Lys Gln

GCA GTA
Ala val

GTG ACA
val Thr

ATG
Met

val

GAA
Glu

GAA
Glu

Glu

val

GAG
Glu

AGA
Arg

Lys

Phe

TGC
Cys

AGA
Arg

Ala

GAT
Asp

AAG
Lys

Fhe

AAT
Asn

GAT
Asp

Ser

Ala

AGA
Axrg

cca
Pro

TAC
Tyr

Ala

Leu

Leu

CGC
Arg

TGG GTA ACC

Trp

Phe

CAT
His

Ala

ACT
Thr

AAT
Asn

GAG
Glu

TTA

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

val

CGA

Lys

GTA
val

Glu

Leu

Glu

Val

TAT
Tyr

AGG
Arg

cca
Pro

Cys

AGC
Ser

Thr

GAT
Asp

GCC
Ala

Lys

AAT
Asn

Arg

Cys

GAT

Glu

TAT
TYr

AAG
Lys

Ala

CAG
Gln

CTT ACC AAA GTC

Leu

Thr

Lys

val

Fig. 2 (a)
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TTT
Phe

GCA
Ala

TTG
Leu

TTA
Leu

Cys

Glu

TTC
Phe

Val

ATT
Ile

Lys

Leu

AGT
Ser

AGA

CAC
His

ATT
Ile

CAC
His

Val

val

GAC
Asp

ACC

Leu

ATG

Met

Ala

Ala

Phe

ACG
Thr

Ser

AAG
Lys

Leu

AAT
Asn

Lys

TAT

Tyr

Gln

Leu

Ser,

ATT
Ile

GAA
Glu

TCA
Ser

Gly

CAC
His

GCC
Ala

GTA
val

Leu

Glu

Lys

Ala

CAT
His

ACA
Thr

Phe

Val

Phe

Thr

CAT
His

ATG
Met

Glu

GAT
Asp

GGA
Gly

GAG
Glu

CAT
His

Glu

ACC

Ala

GAC

CAT

His

TAC

TYr

Cys

Glu

GAA
Glu

Phe

Gly

Phe

CAT

His

Gln

Phe

Leu

GAC

AAC
Asn

Gly

AGA

Ala

GAT
Asp

29

49

69

89

109

129

149

169

189

209

229

249



CTG
Leu

TCG
Ser

ATT
Ile

Val

Phe

Ala

TAT
Tyr

CAA
Gln

CTA

Leu

Glu

Ser

Ala

CAT

His

Val

GAT

GAG
Glu

ATC
Ile

GCC
Ala

Glu

Leu

AAG
Lys

Ala

AAT
Asn

TAC
Tyr

GGA
Gly

GAC

GAC
Asp

CTG
Leu

GCA
Ala

GAG
Glu

TTC
Phe

GAG
Glu

Glu

TCC
Ser

Glu

AGT
Ser

TAT
Tyr

ACA
Thr

Lys

Cys

ACC
Thr

Lys

TAT
Tyxr

AGA
Arg

GCA
Ala

Gly

TGT
Cys

AGT
Ser

GTG
val

AAG
Lys

GAA
Glu

TAT
Tyr

Val

GAG
Glu

AAG
Lys

val

CTA
Leu

GTC
val

GTC
val

ATA
Ile

GTG

vVal

Ala

Lys

GCT
Ala

Lys

GAA
Glu

GAT
Asp

TAT
Tyr

GAA

Glu

Phe

Leu

Lys

Gly

TCC
Ser

ACC
Thr

GAT

TGC
Cys

Lys

Phe

Lys

GAT
Asp

Leu

AAT
Asn

Val

Ala

ACC
Thr

GAT
Asp

Phe

GTA
val

AGC
Ser

Val

Lys

GAA
Glu

ACA
Thr

CAC
His

GTA
val

Leu

DE 693 33622 T2 2005.10.27

GAC AGG
Asp Arg

AAG GAA
Lys Glu

GAT GAG
Asp Glu

Cys Lys

AGA AGG
Arg Arg

ACT CTA
Thr Leu

GAA TTT
Glu Phe

GAG CAG
Glu Gln

CCC CAA
Pro Gln

TGC TGC
Cys Cys

ACA TAC
Thr Tyr

CTT TCT
Leu Ser

AAG CCC
Lys Pro

GAG AAG
Glu Lys

GTT GCT GCA AGT
Ala Ser

val Ala

Ala

Cys

ATG
Met

Asn

CAT
His

GAG
Glu

Lys

Leu

val

Cys

AAC
Asn

ACA
Thr

val

GAG
Glu

AAG
Lys

TGC
Cys

GAC
Asp

TGT
Cys

Pro

TAT
Tyr

Pro

Lys

Pro

Gly

TCA
Ser

Lys

CAG
Gln

GAA
Glu

Pro

AAG
Lys

GCA
Ala

TGC
Cys

CTT
Leu

GAA
Glu

Ala

Ala

GAT
Asp

Cys

Leu

GAG
Glu

ACT
Thr

CAT
His

TTA
Leu

TCC
Ser

Lys

GAG
Glu

ACA
Thr

AAG
Lys

Gln Ala Ala Leu Gly Leu

Fig. 2 (b)
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GCC
Ala

Lys

GAC

GAG
Glu

Tac
Tyr

Cys

val

TAC
Tyr

CCA
Pro

Pro

Cys

Leu

GAG
Glu

AGA
Arg

Lys

GCT
Ala

AAG
Lys

Pro

TTG
Leu

GCA
Ala

Serx

GCC
Ala

Glu

Lys

Thr

Glu

GTG
val

GTG
val

Phe

CAA
Gln

GAG
Glu

GAC
Asp

TAT
Tyr

Leu

Pro

AAG
Lys

val

Ala

Glu

fhe

Leu

GCA
Ala

Leu

AAC
Asn

AAT
Asn

ATC
Ile

CAA
Gln

GAT
Asp

ATC
Ile

TTG
Leu

TCA
Ser

GAT
Asp

GTA
Val

Ala

Pro

CAG
Gln

GTA
Val

Lys

CAT
His

Arg

Ala

ARG
Lys

CTG
Leu

AAG
Lys

MetII
CAA GCT GCC TTA GGC TTA.- (NNN)p TAA

(X)p
PEPTID

TGT

Glu

TTA
Leu

val

Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

AAT
Asn

GAG
Glu

AGR
Arg

GAG
Glu

Arg

Glu

Lys

AAA
Lys

GAG
Glu

GAA
Glu

Lys

Ala

TTC
Phe

‘Leu

Pro

AAT
Asn

GCG
Ala

val

ATG
Met

Lys

CCA
Pro

Thr

Gln

GCT
Ala

ACC
Thr

AAT CAA GAT

Asn

TCC
Ser

Ala

Leu

Leu

CAT
His

TTA
Leu

CTA
Leu

TCA
Ser

Pro

ACG

Cys

Phe

ACT
Thr

Val

TGC
Cys

Gln

CAC
His

GAT

Gly

AGA

Glu

ATC
Ile

TTA
Leu

AGA

cys

CCA
Pro

Phe

ACC
Thr

Ala

ATG
Met

TTT
Phe

LA A g

Asp

TGC
Cys

Phe

ATG
Met

Leu

Cys

Lys

val

AAC

Asn

Ala

GTA
val

Ser

Phe

Leu

GAT

Asp

Ala

269

289

309

329

349

369

389

409

429

449

463

489

509

529

549

569
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Digestion
Hindill

|

» Ligatur «—

Expressions- o 1Hindlil | «ag—
plasmid

Ap'
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DE 693 33622 T2 2005.10.27

CC TTA GGC TTA (NNN) 244 TAA_GCTT
Leu Gly Leu (Thrg7¢-»Valyi3) e+
CC TTA GGC TTA (NNN) 29 TAA_GCTT
Leu Gly Leu (Thrg70->Asp49g) **+
CC _TTA GGC CTC (NNN) 14 TAA_GCTT
Leu Gly Leu (Cysg95-5Pro7pg) ***
Crmmwena DS ewvec-- >
CC_TTA_GGC TTA (NNN) g0 TAA_GCTT
Leu Gly Leu (Thr470->Tyrsos.Argge3->Valyy3) *«+

Fig 4 (A bis D)
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Fig 4A

Fig 4B

Fig 4C

Fig 4D




SEQ.IDNO: 2

ATC
Ile

ATC
Tle

TAT

Tyr

Phe

GAG

Glu

val

Glu

Gln

Leu

DE 693 33622 T2 2005.10.27

TTA GGC TTA ACC TGT GAA GCC TGC CAG GAG OCG GGA GGC CIG
Leu Gly Leu Thr Cys Glu Ala Cys Gln
SAH<~~~I~~-5>VWF¢70->713

(ca ol
Ala

Phe

GAG
Glu

TCC
Ser

Gly

Ala

AGC
Ser

cce
Pro

ATT
Ile

AAG
Lys

AGG
Arg

ccc

CCG GTG AGC CCC
Pro val Ser Pro

TAC
Ivr

GCT
Ala

CAG
Gln

Leu

Gly

AAG
Lys

CAA
Gln

GTG
val

CAG
Gln

GAC
Asp

ccc

TGC
Cys

GAG
Glu

AAG
Lys

ARG
Lys

AGC,

Ser

ATC
Ile

CGG
Arg

ATC
Ile

GCC
Ala

GAG
Glu

GAC

Pro Pro Asp

AGC
Ser

Phe

TGG
Trp

GAC
Asp

CAG
Gln

GAC
Asp

ATG
Met

CCG
Pro

cCct
Pro

ATC
Ile

ATG
Met

AGG
Arg

GAA
GIu

val

CGG
Arg

Val

cGe
Arg

Ser

val

GAG
Glu

val

GCA
Ala

ACC

ACT

<TG

TAT

Glu

GTG

Thr Thr ley Tyr Val

CTA
Leu

GTG
val

Arg

AAG
Lys

CTG
Leu

CIG
Leu

val

CGA
Arg

aac
Asp

AAG
Lys

GCC
Ala

G
Pro

GCC TCC ACC

Ala

cCcT
Pro

CGG
Arg

Gly

AAC.

aAsn

AGC
Ser

CAA
Gln

ATT
Ile

Lys

TAC

Tyr

val

Thr

GCC
Ala

Phe

Gly

e oo
Ala

Leu

TAA

W

CTG
Leu

Ala

val

Ser

Ser

Ser

val

Pro

Phe

TGT
Cys

GTC
val

Phe

val

GAG
Glu

GAG
Glu

CAT
His

val

GAC
Asp

Fig 4 (E)

Pro Gly Gly

GAG
Glu

Phe

Val

GAG
Glu

Leu

val

ATC
Ile

TAC
TYr

Ala

GAC
Asp

CTG
Leu

GTG
Val

TAC
Tyr

val

AAC
Asn

TG AGC

Leu

CTT
Leu

Ser

[e s
Ala

40/55

ATC
Ile

CTG
Leu

GAC
Asp

CAC
His

CaG
Gln

Leu

Ser

Pro

Leu

Ser

GAT

ATG
Met

GAC

ATT
Ile

Tyr

Leu

Gly

AAG

Lys

val

Glu

val

Glu

Gly

ATG
Met

Gly

Ala

Leu

Leu

Gln

GAT
Asp

GCC
Ala

GTG CCT
Val Pro

CCG COG
Pro Pro

TCC TCC
Sexr Ser

GAG CGG
Glu Arg

TCC CAC
Ser His

AGC CAG
Ser Gln

CIG TTC
Leu Phe

ATG GCC
Met Ala

AAG AAG
Lys Lys

ATC CGC
Ile Arg

GAG CTG
Glu Leu

CCT CCT

ccC
Pro

AGC
Ser

ARG

Lys

Leu

Glu

ccT

ACA
Thr

His

Leu

cGe
Arg

TAC
Tyr

Lys

ATC
Ile

CaG
Gln

AAG
Lys

ATC
Ile

CAG
Gln

ACT

Pro Pro Pro Thr

601

621

641

661

681

701

721

741

761

781

801

821

829
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B ' 2 3 4 C 1 2 3
92kDa — — s Y o e
£
66 kDa — —
45kDa — — o T
Fig. 5
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A ' 2 3 4 B 1! 2 3 4
92kDa — | e
66 kDa — b o - D any
45kDa — (e .

Fig. 6
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92 kDa | csmeen
66 kDa — | B
45 kDa — | www -

Fig. 7
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SEQ.IDNO: 3
cC

Gly

Phe

Phe

Ala

Gly

val

TTA GGC TTA AGC AAT
Leu Gly Leu Ser Asn
SAH<~-~-=]I~==>UK

ACA TGT GTG TCC AAC
Thr Cys Val Ser Asn

GGA GGG
Gly Gly

TAC CGA
Tyr Arg

ACT GIC
Thr Val

AAA CAT
Lys His

GGC CTA
Gly Leu

CAG
Gln

GGA
Gly

CTT
Leu

AAT
Asn

AAG
Lys

CAC TGT
His Cys

AAG GCC
Lys Ala

CAG CAA
Gln Gln

TAC TGC
TYyr Cys

CCG CTT
Pro Leu

DE 693 33622 T2 2005.10.27

GAA CTT CAT CAA GTT CCA TCG AAC TGT
Glu Leu His Gln Val Pro Ser Asn Cys

AAG TAC TTC TCC AAC ATT CAC TGG TGC
Lys Tyr Phe Ser Asn Ile His Trp Cys

GAA ATA GAT AAG TCA AAA ACC TGC TAT
Glu Ile Asp Lys Ser Lys Thr Cys Tyr
FGF-artig <=--I---> KRINGEL

AGC ACT GAC ACC ATG GOC CGG CCC TGC
Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys

ACG TAC CAT GCC CAC AGA TCT GAT GCT
Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala

AGG AAC CCA GAC AAC CGG AGG CGA cCC
Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg Arg Pro

GTC CAA GAG TGC ATG GTG CAT GAC TGC
Val Gln Glu Cys Met Val His Asp Cys

44/55

GAC TGT CTA
Asp Cys Leu

AAC TGC CCA
Asn Cys Pro

GAG GGG AAT
Glu Gly Asn

CTG CCC TGG
Leu Pro Trp

CTT CAG CTG
Leu Gln Leu

TGG TGC TAT
Trp Cys Tyr

GCA GAT GGA
Ala Asp Gly

AAT
Asn

Lys

GGT
Gly

AAC
Asn

Gly

GTG
val

AAR
Lys

Gly

Lys

CAC
His

Ser

CTG

CaG
Gln

TAA

*ww

601

621

641

661

681

701

720
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1 2 3 4
92 kDa — -
@b
66 kDa — iy
45 kDa — Srna

Fig. 9
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DE 693 33622 T2 2005.10.27

SEQ. IDNO: 4

Cys

Ala

Pro

Gln

Pro

ATC
Ile

ATG
Met

Leu

Apal
TTA GGC TTA ACC COC CTG_GGC CCT GCC AGC

Leu Gly Leu Thr Pro Leu Gly
SAHC==~]~~=->G~-CSF

TTA GAG CAA GIG AGG AAG ATC

Leu Glu Gln Val Arg Lys Ile

ACC TAC AAG CTG TGC CAC CCC

Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro
SetY

TGG GCT CCC CTG_AGC TCC TGC

Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys

€TC CAT AGC GGC CTT TTC CTC
Leu His Ser Gly Leu Phe Leu

GAG TTG GGT CCC ACC TTG GAC
Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp

TGG CAG CAG ATG GAA GAA CTG
Trp Gln Gln Met Glu Glu Leu

CCG GOC TTC GCC TCT GCT TTC
Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe

CAG AGC TTC CTG GAG GTG TCG

Pro

CAG
Gln

GAG
Glu

cce
Pro

TAC
Tyr

ACA
Thr

GGA
Gly

CAG
Gln

TAC

Ala ser

GGC GAT
Gly Asp

GAG CTG
Glu Leu

AGC CAG
Ser Gln

CAG GGG
Gln Gly

CTG CAG
Leu Gln

ATG GCC
Met Ala

oGC OGG
Arg Arg

oGC GTT

Gln Ser Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val

TCC CTG CCC CAG

Ser

Gly

val

Ala

Leu

Leu

Pro

Ala

CTA
Leu

Fig. 10
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Leu

Ala

Leu

Leu

GAC

Asp

Ala

Pro

Xla

Leu

CAG
Gln

CAG

Gln

vVal

Leu

Gly

CAC
His

Gln

Leu

Gly

Leu

-Ala

Ala

CAG

Gln

val

Leu

AGC
Ser

Gln

CAC
His

Ala

Leu

Gac
Asp

Pro

CIG
Leu

GCG
Ala

Phe Leu

Glu Lys

Ser Leu

Gly Cys

GAA GGG
Glu Gly

TTT GCC
Phe Ala

ACC CAG
Thr Gln

GTT GCT
val Ala

CAG CCC
Gln Pro

ATA
Ile

Thr

Gly

Ser

TGA AGCTT

hkk

AAG
Lys

Cys

ATC
Ile

AGC
Ser

TCC
Ser

ACC
™mr

GCC
Ala

CAT
His

601

621

641

661

681

701

721

741

759



SEQ.IDNO: 5

DE 693 33622 T2 2005.10.27

AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA

AGC
Ser

ce
Pro

GCG
Ala

CTC
Leu

CAG
Gln

CAG
Gln

GTC
Val

crG
Leu

GGG
Gly

CAC
His
AAA
Lys

CAG
Gln

ACA
Thr

GAC
Asp

GCA
Ala

CTC
Leu

GAG
Glu

TCG
Ser

CAG
Gln

CIC
Leu

GGA
Gly

CTG
Leu

GCC
Ala

Gce
Ala

CAG
Gln

GTC
Val

CTT
Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

TGT
Cys

AAA
Lys

ABA
Lys

[e.aced
Pro

ACA
Thr

GCT
Ala

AGC
Ser

CAG
Gln

CAC
His

GCA
Ala

CTG
Leu

GAC
Asp

e
Pro

CTG
Leu

GCG
Ala

TTG
Leu

TGT
Cys

GTT
val

TTA
Leu

CAA
Gln

cGa
Arg

TTT
Phe

TAT TCC AGG
Tyr Ser Arg

TTC CTG CTC
Phe Leu Leu

GAG AAG CTG
Glu Lys Leu

TCT CTG GGC
Ser Leu Gly

GGC TGC TIG
Gly Cys Leu

GAA GGG ATA
Glu Gly Ile

TTT GCC ACC
Phe Ala Thr

ACC CAG GGT
Thr Gln Gly

GTT GCT AGC
val Ala Ser

GGT
Gly

ARG
Lys

TGT
Cys

ATC
Ile

AGC
Ser

TCC
Ser

ACC
Thr

GCC
Ala

CAT
His

ATG
Met

val

TGC
Cys

GCC
Ala

e
Pro

CAA
Gln

cce
Pro

ATC
Ile

ATG
Met

CTG
Leu

AAG
Lys

TTT
Phe

TTA
Leu

ACC
Thr

GG
Trp

CTC
Leu

GAG
Glu

TGG
Trp

QG
Pro

CAG
Gln

CAG CCC GGT GGA GGC GGT
Gln Pro Glvy Gly Gly Gly Asp

C-CSF<---1

GGA GAA Gaa
Gly Glu Glu

CCA TTT GAA
Pro Phe Glu

GCT GAT GAG
Ala Asp Glu

TGC ACA GTT
Cys Thr val

GAA CCT GAG
Glu Pro Glu

TTG GTG AGA
Leu Val Arg

TTG AAA AAA
Leu Lys Lys

Linker

AAT TTC AAA

Asn

GAT
Asp

TCA
Ser

GCA
Ala

AGA
Arg

CCA
Pro

TAC
Tyr

Phe
CAT
His

GCT
Ala

ACT
Thr

AAT
Asn

GAG
Glu

TTA
Leu

Lys

GTA
Val

GAA
Glu

CTT
Leu

GAA
Glu

GTT
val

TAT
Tyr

TGG
Trp

Arg

Glu

TAC
Tyr

GCT
Ala

CAT
His

TG
Leu

CAG
Gln

GeC
Ala

AGe
Ser

GAT

GCC
Ala

AAA
Lys

AAT
Asn

CGT
Arg

TGC
Cys

GAT
AsSp

GAA
Glu

GTA ACC TTT ATT TCC CTT
Val Thr Phe Ile Ser Leu
ApalIl

CGA ACC CCC CIG

Arg Thr Pro Leu Gly Pro

I~~=>@-CSF

CAA GTG AGG AAG ATC CAG
Gln Val Arg Lys Ile Gln

AAG CTG TGC CAC CCC GAG

Lys Leu Cys His Pro Glu
SstIl

QCC CTG_AGC _TCC TGC CCC

Pro Leu Ser Ser Cys Pro-

AGC GGC CTT TTC CTC TAC
Ser Gly Leu Phe Leu Tyr

GGT CCC ACC TTG GAC ACA
Gly Pro Thr Leu Asp Thr

CAG ATG GAA GAA CTG GGA
Gln Met Glu Glu Leu Gly

TTC GCC TCT GCT TTC CAG
Phe Ala Ser Ala Phe Gln

TTC CTG GAG GTG TCG TAC.

Phe Leu Glu val Ser Tyr

GCA CAC AAG AGT GAG GTT

Ala His Lys Ser Glu Val

I--->SAR

TTG GTG TTG ATT GCC TTT.
Leu val Leu Ile Ala phe’

TTA GTG AAT GAA GTA ACT
Leu Val Asn Glu Val Thr

TGT GAC AAA TCA CTT CAT
Cys Asp Lys Ser Leu His

GAA ACC TAT GGT GAA ATG .

Glu Thr Tyr Gly Glu Met

TTC TTG CAA CAC AAA GAT:
Phe Leu Gln His Lys Asp.

GTG ATG TGC ACT GCT TTT
Val Met Cys Thr Ala Phe

ATT GCC AGA AGA CAT CCT
Ile Ala Arg Arg His Pro

Fig. 11 (a)
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CTT
Leu

Ala

Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

Gln

Leu

Met

Arg

Arg

Ala

Ala

Glu
ACC
Thr
Ala
GAC
CAT
His

TAC
TYyr

TTT
Phe

Gln

Gly
CAG
Gln
Ala

Arg

val
CAT
His
CAG
Gln
Phe

Leu

GAC
Asp

AAC
Asn

GAC
Asp

Phe

CTC
Leu

Gly

val

GCC
Ala

Leu

Leu

Pro

Ala
CTA
Leu
Arg
TAT
Tyr

Ala

Phe

Cys

cca
Pro

AAT
Asn

TAT
Tyr

Phe

Leu

Lys

Gly

Cys

Asn

GAA

Glu

Ala

-12

29

49

69

8%

109

129

149

169.

189

209

229

249

269

289

309

329



CCG
Pro
Ala
TCG
ser
Lys
TCC
Ser
Glu
TCC
Ser

Glu

Ser

TAT
TYr

ACA
Thr

¥s

Cys
ACC
Thr
Lys

TAT
TYyr
AGK
Arg

Glu

GCA
Ala

GGT
Gly

GAA
Glu

GAT

Ser

GCA
Ala

AAG
Lys

Cys

AGT
Ser

GTG
val

AAG
Lys
Glu

TAT
Tyr

GTG
val

GAG
Glu

AAG
Lys

GTG
val

CTA
Leu

GTC
val

GTC
Val

ATA
Ile

GTG
val

GCT
Ala

AAN
Lys

CTC
Leu

Lys

GCC
Ala

Glu

GAT
Asp

TAT
Tyr

GAA
Glu

TTC
Phe

CTT
Leu

AAA
Lys

GGC
Gly

TCC
Ser

ACC
Thr

GAT
Asp

TGC
Cys

AAA
Lys

TTT
Phe

AAA
Lys

CTT
Leu

GCT
Ala

AAA
Lys

GCA
Ala

GTG
val

GAT
Asp

CTG
Leu

AAT
Asn

GTT
val

GCA
Ala

ACC
Thr

GAT

Phe

Ala

CAG
Gln

GTA
val

ACA
Thr

GAC
Asp

AAG
Lys

GAT
Asp

TGC
cys

AGA
Arg

ACT
Thr

GAA

Asp Glu

TTT
Phe

GTA
Val

AGC
Ser

GTG
val

AAR
Lys

GAA
Glu

ACA
Thr

CAC
His
GTA
val

CTT
Leu

GAG
Glu

ccC
Pro

AAA
Lys

GTC
val

TG
Cys

ACA
Thr

CTT
Leu

AAG
Lys

GAG
Glu

GTT
val

Phe

TGC
Cys

AGA
Arg

Ala

GAT
Asp

AGG
Arg

GAA
Glu

GAG
Glu

Lys

AGG
Arg

CTA
Leu
Phe

CaG
Gln

CAA
Gln

TGT
cys

CTG
Leu

TGC
Cys

TAC
Tyr

TCT
Ser

cce
Pro

AAG
Lys

GCT
Ala

DE 693 33 622 T2

Ala

Leu

Leu

Arg

Leu

Ala

TGC
cys

ATG
Met

Asn

CAT
His
GAG
Glu

AAA
Lys

CTT
Leu

GTG
val

TGT
cys

AAC
Asn

ACA
Thr

GTT
val

GAG
Glu

AAG
Lys

TGC
Cys

GCA
Ala

Lys

Leu

ARG
Lys

ACC
Thr

GAC
Asp

TGT
Cys

CCT
Pro

TAT
Tyr

CcCT
Pro

ARG
Lys

Pro

Gly

TCA
Ser

Lys

CAG
Gln

GAA
Glu

CcCC
Pro

AAG

Lys

GCA
Ala

TGC
Cys

AGT
Ser

AGG
Arg

CCA
Pro

TGT
Cys

AGC
Ser
Lys
CTT

GAA
Glu

Ala

Ala

GAT

TGC
Cys
Leu

GAG
Glu

ACT
Thr

CAT
His
TTA
Leu

TCC
Ser

AAA
Lys

GAG
Glu

ACA
Thr

AAG
Lys

CAA
Gln

TAT
Tyr

AAG
Lys
Ala

CAG
Gln

val

Ala

Lys

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

TGT
Cys

GTG
val

TAC
Tyr

CCA
Pro

CCT
Pro

TGT
Cys

16
Leu

GAG
Glu

AGA
Arg

ARA
Lys

GCT
Ala

GCT
Ala

AAA
Lys

CTC
Leu

AGT
Ser

AGA
Arg

CAC
His

AAG
Lys

CCT
Pro

TTG
Leu

GCA
Ala

TCT
Ser

GQC
Ala

GAA
Glu

AAA
Lys

ACT
Thr

GAA
Glu

GTG
val

GTG
Val

T
Phe

CAA
Gln

GAG
Glu

GAC
Asp

Ala

Phe

ACG
Thr

TAT
TYT

CIG
Leu

CCT
Pro

AAG
Lys

GTC
Val

GCT
ala

GAG
Glu

TTC
Phe

CTT
Leu

GCA
Ala

TTG
Leu

ARC
Asn

AAT
Asn

ATC
Ile

CAA
Gln

GAT
Asp

2005.10.27

Ala
GAA
Glu
Gln

cce
Pro

Glu

ATC
Ile

TTG
Leu

TCA
Ser

GAT
Asp

GTA
Val

GCA
Ala

CCT
Pro

CAG
Gln

GTA
val

AAA
Lys

CAT
His

AGG
Arg

GCT
Ala

AAG
Lys

CTG
Leu

AAG
Lys

MstII

GCC_TTA GGC
Ala Leu Gly

TTT
Phe

CTT
Leu

ARA
Lys

AAA
Lys

TGC
cys

TGT
Cys

GAA
Glu

TTA
Leu

GTC
val

CTG
Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

AAT

Asn

GAG
Glu

AGA
Arg

GAG
Glu

CGA
Arg

GAA
Glu

AAQ
Lys

AAA
Lys

GAG
Glu

TTA
Leu

ACA
Thr

CGG
Arg

TTT
Phe

GCT
Ala

TGC
cys

GAA
Glu

AAA
Lys

GCT
Ala

e
Phe

CIG
Leu

cCcT
Pro

AAT
Asn

GCG
Ala

GTC
val

ATG
Met

AAA
Lys

cca
Pro

ACA
Thr

CAA
Gln

GCT

Ala

ACC
Thr

GAA
Glu

GAT
Asp

GGA
Gly

GAG
Glu

CAT
His

AAT
Asn

TCC
Ser

GCT
Ala

CTG
Leu

CTG
Leu

CAT
His

TTA
Leu

CTA
Leu

TCA
Ser

ccC
Pro

ACG
Thr
TGC
Cys
TTC
Phe

ACT
Thr

GTT
val

TGC
Cys

TGT
oys

Glu

Ile

Pro

TTT
Phe

ACC
Thr

GCA
Ala

ATG
Met

TTT
Phe

Cys

Gly

AGA
Arg

GCA
Ala

GAT
Asp

GAT
Asp

TGC
cys

TTT
Phe

ATG
Met

CTT
Leu

TGC
Cys

AAA
Lys

GIT
Val

AAC
Asn
GCA
Ala

GTA
val

TCA
Ser

TTC
Phe

CIT
Leu

GAT

Asp

GCC
Ala

TAA CATCACATTT

LA A}

AAAAGCATCT CAGCCTACCA TGAGAATAAG AGAAAGAAAA TGAAGATCAA AAGCTT

Fig. 11 (b)
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Gln

AAG
Lys

vAla

Glu
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Ser
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val
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Glu
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Ala

Glu
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SEQ.IDNO: 6

DE 693 33622 T2 2005.10.27

CC TTA GGC TTA CAG GTG CAG CTC GAG CAG TCT GGA CCT GAG CTG GTG AAG CCT GGG GCC

Leu Gly Leu Gln

TCA GTG AAG ATT TCC
Ser Val Lys Ile Ser

GTG AAG CAG AGG CCT
Val Lys Gln Arg Pro

GAT ACC AAA TAC AAT
Asp Thr Lys Tyr Asn

AGC ACA GCC TAC ATG
Ser Thr Ala Tyr Met

GCA AAA GAG AAC AAT
Ala Lys Glu Asn Asn

GGG ACC ACG GTIC ALC
Gly Thr Thr val Thr

GGC_GGA TCT AAC ATT
Gly Glv Ser Asn Ile

| ST,
AGG GTC AGC ATC ACC
Arg Val Ser Ile Thr

CAG AAA CCA GGG CAA
Gln Lys Pro Gly Gln

GTC CCT GAT CGC TTC
Val Pro Asp Arg Phe

GTG CAG TCT GAA GAC
val Gln Ser Glu

TTC GGT GGA GGG ACC
Phe Gly Gly Gly Thr

val

GGA
Gly

Gly

CAG
Gln

AGG
Arg

vVal

CAG
Gln

Cys

Ser

ACA
Thr

TCG
Ser

AAG
Lys

Gln Leu Glu Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

AAAGCTTCTGGCTACGCATI‘CAGTAGGMTGGA'IGMCIGG
Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Arg Ser Trp Met Asn Trp

CAGGGPCTTGAGTGGATPGGACGGATTTATCCPGGAGATGGA
Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly

AAGT“'I‘CAAG&?CAAGGCCACACTGACI‘GCGGACAGA'DCATCC
Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Arg Ser Ser

CTCAGCAGCC‘PGACCTCPGTGGGCTCI‘GCGGTCTP:T'I‘PCTGT
Leu Ser Ser Leu Thr Ser Val Gly Ser Ala Val Tyr Phe Cys

TTC GAC GAG AGG GGT TAC TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGC CAA

Phe Asp Glu Arg Gly Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
TCC TCA GG G

Ser Ser G G Ser G Ser G G
VB<---1

synthetischer Linker

TTG ACC CAG TCT CCA AAT TCC ATG TCC ACA TCA GTA GGA GAC
Leu Thr Gln Ser Pro Asn Ser Met Ser Thr Ser Val Gly Asp

AAG GCC AGT CAG GAT GTG GAT ACT TCT GTA GCC TGG TAT CAA
Lys Ala Ser Gln Asp Val Asp Thr Ser Val Ala Trp Tyr Gln

CCT AAA CTA CTG ATT TAC TGG GCA TCC ACC CGG CAC ACT GGA
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly

GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

ACT CTC ACC ATT AGC AAT
Thr Leu Thr Ile Ser Asn

GCA GAT TAT TTC TGT CAG CAA TAT
Ala Asp Tyr pPhe Cys Gln Gln Tyr

AGC AGC TAT CCG TGG ACG
Ser Ser Tyr Pro Trp Thr

CTG GAG ATC AAA TAA GCTT
Leu Glu Ile Lys ##+

Fig. 14
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DE 693 33622 T2 2005.10.27

Produkt Cl., (nM)
RG12986 50
SAH-VWFe¢s94-708 50000
SAH-VWF ¢/ 04 6 20
SAH-VWF¢%:7%% 6 <10

Fig. 16
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LEUKOZYTEN (million/ml)
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