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(54) VERFAHREN ZUR MANIPULATION VON IMMUNGLOBULINEN

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Manipula-
tion eines Immunglobulins, das mindestens eine
Veranderung in jeder von mindestens zwei
Strukturschleifenregionen in einer variablen Do-
méne des Immunglobulins umfasst und zur Be-
stimmung der Bindung des Immunglobulins an
ein Epitop eines Antigens, wobei das unveran-
derte Immunglobulin im wesentlichen nicht an
das Epitop bindet, welches die Schritte umfasst:
- Bereitstellung einer Nukleinsaure, die fiir ein
Immunglobulin kodiert, weiches mindestens zwei
Strukturschleifenregionen umfasst,

- Veranderung mindestens eines Nukleotidrests
jedes der

mindestens zwei Strukturschleifenregionen,

- Ubertragung der veranderten Nukleinséure in
ein

Expressionssystem,

- Expression des veranderten Immunglobulins,
- Kontaktierung des exprimierten veranderten
Immunglobulins mit einem Epitop und

- Bestimmung, ob das veranderte Immunglobulin
an das Epitop bindet.

Die Erfindung betrifft weiter Bibliotheken, die
solche veranderten Immunglobuline enthalten.
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Zusammenfassun

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Manipulation eines
Immunglobulins, das mindestens eine Veradnderung in jeder von
mindestens zweil strukturschleifenregionen in einer variablen
Domine des Immunglobulins umfasst und zur Bestimmung der
Bindung des Immunglobulins an ein Epitop eines Antigens, wobei
das unveridnderte Immunglobulin im wesentlichen nicht an das

Epitop bindet, welches die Schritte umfasst:

- Bereitstellung einer Nukleinsaure, die fir ein
Immunglobulin kodiert, welches mindestens zwei
strukturschleifenregionen umfasst,

- Veranderung mindestens eines Nukleotidrests Jjedes der
mindestens zwei Strukturschleifenregionen,

- bertragung der verdnderten Nukleinsdure in ein
Expressionssystem,

- Expression des verdnderten Immunglobulins,

- Kontaktiefﬁng des exprimierten verdnderten
Immunglobulins mit einem Epitop und

- Bestimmung, ob das verdnderte Immunglobulin an das
Epitop bindet.

Die Erfindung betrifft weiter Bibliotheken, die solche
verinderten Immunglobuline enthalten. -
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VERFAHREN ZUR MANIPULATION VON IMMUNGLOBULINEN

Gebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Manipulation wund Herstellung eines Molekiils, das ein
Polypeptid einer modifizierten variablen Domidne eines

Immunglobulins umfasst.

Das allgemeine Gebiet ist die Manipulation von Proteinen
mit dem Ziel, diesen spezifische Bindungseigenschaften zu
verleihen. Besonders bevorzugt handelt es sich bei den hier
relevanten manipulierten Proteinen um Immunglobuline
(Antikérper) und insbesondere einzelne variable Dom&nen
oder Paare oder Kombinationen von einzelnen variablen
Domdnen von Immunglobulinen oder Kombinationen mit anderen
Immunglobulindom&nen. Die besonderen Bindungseigenschaften
von Immunglobulinen sind bedeutende Merkmale, da sie die
Wechselwirkung mit anderen Molekiilen wie etwa Antigenen
kontrollieren und Immunglobuline fiir diagnostische und
therapeutische Anwendungen niitzlich machen.

Stand der Technik

Struktur von Antikdrpern

Die Grundstruktur von Antikdérpern ist bei zahlreichen
Antikoérperklassen und zahlreichen Spezies &hnlich und wird
hier unter Verwendung des Beispiels eines intakten IgGli
Immunglobulins erldutert.

Zwei identische schwere (H) und zwei identische leichte (L)
Ketten verbinden sich zur Bildung des Y-formigen
Antikoérpermolekiils. Die schweren Ketten haben jeweils vier
Domdnen. Die aminoterminalen variablen Domidnen (VH) bilden
die Spitzen des Y. Darauf folgen drei konstante Domidnen:
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CH1, CH2, und die carboxyterminale CH3 Domine an der Basis
des Y-Stamms. Ein kurzer Bereich, die Wechselregion,
verbindet die variablen und konstanten Regionen der
schweren Kette. Die Gelenkregion verbindet CH2 und CH3 (das
Fc Fragment) mit dem Rest des Antikérpers (den Fab
Fragmenten). Durch proteolytische Spaltung der Gelenkregion
in einem intakten Antikdrpermolekiil kénnen ein Fc und zwei
identische Fab Fragmente gebildet werden. Die leichten
Ketten bauen sich aus 2zwei Domidnen, variabel (VL) und
konstant (CL) auf, die durch eine Wechselregion getrennt
sind.

Disulfidbriicken in der Gelenkregion verbinden die beiden
schweren Ketten. Die leichten Ketten sind durch zusé&tzliche
Disulfidbricken an die schweren Ketten gekoppelt.

Die variablen Regionen sowohl der schweren als auch der
leichten Ketten (VH) und (VL) befinden sich an den Spitzen
des Y, wo sie zur Reaktion mit dem Antigen positioniert
sind. Diese Spitze des Moleklils stellt die Seite dar, an
der sich die N-Termini der Aminosduresequenzen befinden.

Der Stamm des Y ragt gewissermafen heraus zur wirksamen
Vermittlung von Effektorfunktionen, wie etwa der Kom-
plementaktivierung und der Wechselwirkung mit Fc Rezep-
toren, oder ADCC und ADCP. Seine CHZ2 und CH3 Dom&nen beulen
sich aus, um eine Wechselwirkung mit Effektormolekiilen zu
erleichtern. Der C-Terminus der Aminosduresequenz befindet
sich an der gegeniiberliegenden Seite der Spitze, der als
“Basis” des Y bezeichnet werden kann.

Variable Domdnen (V Domdnen) des Immunglobulins

Jede Domine in einem Antikérpermolekiil weist eine &hnliche
Struktur von zwel Beta-Faltbl&ttern auf, welche dicht
gegeneinader in einem komprimierten antiparallelen Beta-
Fass gepackt sind. Diese konservierte Struktur wird
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Immunglobulinfaltung genannt. Als Querverweis siehe Bork et
al. (1994) J Mol Biol. 242: 309-320; Halaby et al. (1999)
Protein Engineering 12: 563-571; Immunobiology 5. Auflage,
Janeway, Charles A.; Travers, Paul; Walport, Mark;
Shlomchik, Mark. New York und London: Garland Publishing;
2001.

Die Faltung der variablen Domé&nen weist 9 Beta-Strange auf,
die in zwei Faltbl&dttern zu 4 und 5 Strdngen angeordnet
sind. Das b5-stré&ngige Faltblatt ist 2zu dem 3-strdngigen
Faltblatt der konstanten Domd&nen homolog, enthdlt jedoch
die zusdtzlichen Strdnge C’ und C’’. Die tibrigen Stréange
(A, B, C, D, E, F, G) weisen dieselbe Topologie und eine
ahnliche Struktur auf, wie ihre Gegenspieler in den
Immunglobulinfaltungen der konstanten Doméne. Eine
Disulfidbricke verbindet die Stréange B und F in
gegeniiberliegenden Faltbldttern, wie in den konstanten
Dom&nen. Die variablen Domd&nen sowohl der leichten als auch
der schweren Immunglobulinketten enthalten drei
hypervariable Schleifen, oder Antikdérperbindungsstellen
(CDRs). Die drei CDRs einer V Doméne (CDR1l, CDR2, CDR3)
gruppieren sich an einem Ende des Beta-Fasses. Die CDRs
sind Schleifen, welche die Beta-Strange B-C, C’'-C’’ sowie
F-G der Immunglobulinfaltung miteinander verbinden. Die
Reste in den CDRs variieren von einem Immunglobulinmolekiil
zum nachsten, wodurch jedem Antikorper eine
Antigenspezifitat verliehen wird.

Die VL und VH Domdnen an den Spitzen des Antikorpermolekiils
sind dicht gepackt, so dass die 6 CDRs (3 auf jeder Domdne)
zur Bildung einer Oberfldche (oder eines Hohlraums) zur
antigenspezifischen Bindung zusammenwirken. Die natilirliche
Antigenbindungsstelle eines Antikérpers setzt sich somit
aus den Schleifen, welche die Strdnge B-C, C’-C’’ und F-G
der variablen Domdne der leichten Kette und den Strdngen B-
C, C’'-C’’ und F-G der variablen Dom&ne schweren Kette

verbinden, zusammen.
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Geriuste fir die Proteinmanipulation

Unter Verwendung der 3D Struktur eines Proteins als Hilfe
fir den Entwurf, wurden Aminosdurereste, die sich auf der
Oberflache vieler Proteine befinden randomisiert, wobei die
Kernstruktur des Proteins als Geriist verwendet wurde.
Beispiele fir diese Strategie werden in den folgenden
Querverweisen beschrieben oder besprochen und hierin als
Querverweis einbezogen: Nygren PA, Uhlen M., Curr Opin
Struct Biol. (1997) 7: 463-9; Binz HK, Amstutz P, Kohl A,
Stumpp MT, Briand C, Forrer P, Grutter MG, Pliickthun A. Nat
Biotechnol. (2004) 22: 575-82; Vogt M, Skerra A.
Chembiochem. (2004) 5: 191-9; US 6,562,617; Hufton et al.
FEBS Letters (2000) 475: 225; Binz et al. Nat Biotechnol.
(2005) 23: 1257-68; Hosse et al. Protein Sci. (2006) 15:
14-27.

Das Grundprinzip dieser Technik beruht auf der Beobachtung,
dass viele Proteine einen stabilen Kern aufweisen, der
durch eine spezifische Anordnung von sekunddren
Strukturelementen wie etwa Beta-Faltbldttern oder Alpha-
Helices gebildet wird, die durch Strukturen wie etwa
Schleifen, Windungen oder Zufallsknduel miteinander
verbunden sind. Typischerweise sind letztere drei
Strukturelemente weniger bedeutend fiir die Gesamtstruktur
des Proteins und Aminosdurereste in diesen strukturellen
Elementen koénnen oft ausgetauscht werden, ohne dass die
allgemeine Faltung des Proteins zerstort wird.
Natirlicherweise vorkommende Beispiele fir dieses
Entwurfsprinzip sind die CDRs von Immunglobulin-&hnlichen
Domdnen, wie sie in Antik&rpern, T-Zellrezeptoren und
weiteren Molekiilen der Immunglobulin Superfamilie
angetroffen werden. Kiunstliche Beispiele umfassen
Lipocaline, Ankyrine, Kunitz-Dom&ne-Hemmer, Knottin und
weitere Proteingeriiste.
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Manipulation der CDR-Schleifen variabler Domdnen von

Immunglobulinen

Eine Vielzahl von Dokumenten im Stand der Technik =zeigt,
dass das Immunglobulin-&hnliche Gerilist zum Zweck der
Manipulation der bestehenden Antigen- oder Liganden-
Bindungsstelle verwendet wurde, wodurch neue
Bindungseigenschaften eingefihrt werden. Genauer wurden
hauptsdchlich die CDR Regionen zur Antigenbindung
manipuliert, mit anderen Worten wurde im Fall der
Immunglobulinfaltung die natiirliche Antigen-Bindungsstelle
verdndert, um deren Bindungsaffinitdt oder -spezifitdt zu

dndern. Es besteht eine Unmenge von Literatur, die
unterschiedliche Formate solcher manipulierter
Immunglobuline beschreibt, die regelmafig in Form

vollstdndiger Antikérper, von Fusionsprodukten und/oder
Fragmenten wie etwa Einzelstrang Fv Fragmenten (scFv),
Diabodies, Minibodies, Einzeldomdnen oder Fab Fragmenten
und &dhnlichen exprimiert  werden, entweder auf der
Oberfldche von Phagenpartikeln oder anderer Viren und
Zellen préasentiert oder 1loslich in zahlreichen
prokaryotischen oder eukaryotischen Expressionssystemen
exprimiert. Die Techniken werden zusammengefasst z.B. in
Holliger & Hudson, Nat Biotechnol. (2005) 23: 1126-36 und
Hoogenboom, Nat Biotechnol. (2005) 23: 1105-16.

Gerilist- oder nicht-CDR-Regionen variabler Domdnen von
Immunglobulinen i
Die CDR-Schleifen einer variablen Dom&ne eines

Immunglobulins bestimmen die Antigenspezifitdt. Der Rest
des Molektiils wird Geriist (“framework”, FR) genannt. Diese
Gerlstregionen sind jedoch aus Beta-Strang- und

Schleifenstrukturen zusammengesetzt.

Die Schleifen, die in einer nativen variablen Domdne eines
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Immunglobulins nicht CDR-Dom&nen sind, weisen keine
Antigen-bindende oder Epitop-bindende Spezifitat auf,
sondern tragen zur korrekten Gesamtfaltung der
Immunglobulindoméne und somit auch zur korrekten
Positionierung der CDRs und der Wechselwirkung zwischen den
Dom&nen bei. Zum Zwecke dieser Erfindung werden diese

Schleifen Strukturschleifen genannt.

Variable Domdnen von Antikdérpern im allgemeinen wurden aus
sehr vielen verschiedenen Griinden manipuliert, wie etwa die
Bildung verschiedener Antikérperformate, CDR Pfropfung
(d.h. Pfropfung der Spezifitdt eines besonderen Antikérpers
auf ein anderes Gerlist; z.B. Jones et al. Nature (1986)
321: 522-525; Kashmiri et al. Methods (2005) 36: 25-34),
Verdnderung der Oberfldche variabler Domdnen, um diese
16slicher und stabiler zu machen (z.B. Ewert et al. Methods
(2004) 34: 184-99; Conrath et al. J Mol Biol. (2005) 350:
112-125), um diese in Monomere zu {iberfiihren (z.B.
Dottorini et al. Biochemistry (2004) 43: 622-28) oder um
die Wechselwirkung zwischen variablen Domd@nen zu studieren
(z.B. Masuda et al. FEBS J. (2006) 273: 2184-94). Viele
dieser Manipulationen umfassten Verdnderungen in der
Gerustregion des Molekiils; einige Aminosduremutationen
wurden innerhalb der Strukturschleifen -der variablen Doméne
durchgefihrt.

Der Einfluss entfernt liegender Gerlistregionen auf die CDR-
Schleifen Positionierung wird aus Pfropfungsergebnissen
offenbar, welche zeigen, dass eine Mutation der
Gerustregion hdufig erforderlich ist, um nach dem Pfropfen'
von einem Gerilist auf ein anderes die Antigenbindung wieder
zu erlangen (z.B. Foote & Winter (1992) J Mol Biol. 224:
487-499; Kettleborough et al. Protein Eng. (1991) 4: 773-
783; Wu et al. J Mol Biol. (1999) 294: 151-162).

Simon & Rajwesky (Protein Sci. (1992) 5: 229-234) haben die
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Auswirkungen einer 4 Reste langen Insertion in die FR3
Schleife der variablen Region der schweren Kette aus dem
anti-NP Antikérper Bl1-8 studiert. Die Insertionsmutante
wurde als sekretierter Antikdrper ohne grofRere Defekte in
der Biosynthese erhalten, was darauf hinweist, dass
variable Dominen von Antikérpern Lingenverdnderungen nicht
nur in Komplementaritdt-bestimmenden Regionen (CDRs)
sondern auch in Schleifen der Geriistregion (FR) ausgleichen
kénnen. In diesem Fall wurde die urspriingliche, durch die
CDR-Schleifen gebildete Antigen-Bindungsstelle von der
Modifikation in einer benachbarten Strukturschleife nicht

beeintrachtigt.

Pfropfung von CDR-Schleifen auf strukturelle Schleifen-
regionen

EP0640130B1 beschreibt chimdre Proteinanaloga (chi-
Proteine) der Immunglobulin-Superfamilie, welche mehr als
eine biologische Bindungsstelle aufweisen (einzelne V
Domidnen oder Fvs). Die Bindungsstellen auf diesen Proteinen
umfassen hypervariable Regionen, die sich von Molekiilen
ableiten, welche in Bezug mit der Immunglobulin-
Superfamilie von Molekiilen stehen, einschlieflich
Immunglobuline, Zelloberflichenantigene (wie etwa T-Zell-
Antigene) und Zellrezeptoren (wie etwa Fc-Rezeptor). Die
hypervariablen Regionen werden “CDR-&hnliche Regionen”
genannt und bezeichnen die Ligandenbindungsstellen.
Zusdtzlich weist das chi-Protein mindestens ein weiteres
Ligandenbindungsstellensegment auf, ebenfalls eine CDR-
dhnliche Region, welche in die FR-dhnlichen Regionen der

Beta-Fassdomdne gespleist ist.

Jede Ligandenbindungsstelle des chi-Proteins umfasst somit
eine CDR-&hnliche Region, die sich von Molekiilen der
Immunglobulinsuperfamilie herleitet. Beispielsweise umfasst
die Ligandenbindungsstelle die CDRs, die sich von einem
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Immunglobulinmolekil herleiten, dessen Ligand ein Antigen
ist.

EP0640130B1 lehrt somit, wie CDR-&hnliche Regionen mit
einer gegebenen Spezifitat aus einem Molekil der
Immunglobulin-Superfamilie in die Strukturschleifen einer
variablen Domd&ne gespleist werden. Es wird beansprucht,
dass funktionsfdhige bispezifische Antikorper durch diese
Technik hergestellt werden konnen. Diese Technik erfordert,
dass die relativen Orientierungen der CDR-dhnlichen
Schleifen (CDR-Schleifen—-Symmetrie) fir eine variable
Domdne in vernunftiger Anndherung an die relative
Orientierung der Strukturschleifen nachgebildet werden
soll. EP0640130Bl1 beansprucht, dass eine solche Anndherung
an die CDR-Schleifen-Symmetrie fiir die Strukturschleifen
existiert. Es 1ist jedoch zweifelhaft, dass sich die
relative Orientierung der CDR-Schleifen und der
Strukturschleifen in geniigend Detail und Auflésung &hnelt;
es wurde folgerichtig bis heute noch nicht beschrieben,
dass es mit dieser Technik tatsdchlich moéglich ist,
bispezifische Molekiile zu entwickeln.

EP0640130B1 veranschaulicht, dass R19.9 (ein monoklonaler
Mausantikdrper spezifisch flir p-Azobenzolarsonat) und 26-10
(ein monoklonaler Mausantikdrper spezifisch £fir Ouabain)
als Geriist fiir die Bereitstellung der respektiven primdren
CDR-Schleifen verwendet wurden, und die CDR~-Schleifen des
Maus-Anti-Lysozym Antikorpers D1.3 wurden auf die
Strukturschleifenregionen gepfropft. Es wurde jedoch keine
funktionelle Spezifitdt nach dem Pfropfen beschrieben.

Ein weiteres Beispiel beschreibt, dass der fir Ouabain
spezifische einzelkettige Antikérper 26-10 nach dem
Pfropfen zweier CDRs des Lysozym-spezifischen Antik&rpers
in die strukturellen Schleifen des Ouabain-spezifischen
einzelkettigen Fv Antikérperfragments seine Spezifitdt fir
Ouabain beibehalten konnte. Es wurde Jjedoch nicht
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beschrieben, dass das Antikérperfragment, welches nach
diesem Verfahren hergestellt wurde, auch Lysozym-bindende

Spezifitat aufwies.

Pfropfung von Peptiden in die Strukturschleifenregion

WO00244215A2 beschreibt Bindungsmolekiile, die eine
spezifische Zielbindungsstelle und ein Fc Effektorpeptid
umfassen. Das Fc Effektorpeptid ist ein Peptid von bis zu
100 Aminos&uren, welches mit Effektormolekiilen in
Wechselwirkung tritt. Das Effektorpeptid kann z.B. in die
Schleifenregionen eines Antikorpers eingefligt werden,
vorausgesetzt, dass die F&dhigkeit ein Antigen zu binden
nicht nachteilig beeintrdchtigt wird. Die Einfiihrung eines
Effektorpeptids in eine nicht-CDR-Schleife einer CHl-Domdne
eines Immunglobulinfragments wird veranschaulicht. Dieselbe
Insertion wird nicht fiir eine variable Domdne beschrieben.

Jedes Peptid, welches in eine nicht-CDR-Schleife gemah
dieser Offenbarung gepfropft wird, hat eine hohe Chance
inaktiv zu sein, auf Grund der unterschiedlichen struk-
turellen Umgebung, in welche es eingesetzt  wurde.
Zusdtzlich kann es schwierig sein, die CDR-Schleifen-
konformation beizubehalten, wenn ein Peptid in die
Strukturschleife einer variablen Domé&ne gepfropft wird.
Folgerichtig wird nicht beschrieben, dass ein Effektor-
peptid ohne Verlust entweder der Antigenbindung oder der
Effektormolekiilbindung in eine variable Domdne gepfropft

werden kann.

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung
Immunglobuline und variable Immunglobulindom&nen mit ver-
besserten Antigenbindungseigenschaften bereit zu stellen
sowie Verfahren =zur Manipulation wund Herstellung von
Immunglobulinen mit den verbesserten variablen Domé&nen.
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Beschreibung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren =zur
Manipulation eines Immunglobulins, das mindestens eine
Veranderung in Jjeder von mindestens zwei  Struktur-
schleifenregionen in einer variablen Doméne des
Immunglobulins umfasst und die Bestimmung der Bindung des
Immunglobulins an ein Epitop eines Antigens, wobei das
unverdnderte Immunglobulin im wesentlichen nicht an das
Epitop bindet, welches die Schritte umfasst:

- Bereitstellung einer Nukleinsdaure, die fir ein
Immunglobulin kodiert, welches mindestens zwel
Strukturschleifenregionen umfasst,

- Verdnderung mindestens eines Nukleotidrests jedes der
mindestens zwei Strukturschleifenregionen,

- Ubertragung der verdnderten Nukleinsdure in ein
Expressionssystem,

- Expression des verdnderten Immunglobulins,

- Kontaktierung des exprimierten verdnderten
Immunglobulins mit einem Epitop und

- Bestimmung, ob das verdnderte Immunglobulin an das

Epitop bindet.

Um die Defizite des Standes der Technik, wie in W00244215A2
und EP0640130B1 beschrieben, bei der Manipulation einer
Bindungsstelle in eine Strukturschleifenregion einer
variablen Domine eines Antikdrpers zu iiberwinden, stellt
die vorliegende Erfindung Verfahren zur Auswahl der
spezifischen Bindung eines Polypeptids (d.h. ein Peptid
einer variablen Doméne, das verdnderte
Strukturschleifenregionen umfasst) in dessen natiirlichem
Umgebung (d.h. einer variablen Domd&ne eines Antikdrpers)
bereit. Um die Anzahl der potentiellen Strukturen von
Varianten von Immunglobulindomdnen zu erhohen, die =zur

Antigenbindung ausgewahlt werden konnen, werden er-
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findungsgemaf mindestens zwei Strukturschleifenregionen
verdndert. Es ist somit méglich mit minimaler Sto&rung der
gesamten Domdnenstruktur viele verschiedene Verdnderungen
einzufihren und auf diese zu selektieren. Ein weiterer
Vorteil der Verdnderung von mindestens zwei Schleifen-
regionen ist der <vergroferte Oberfldchenbereich, der
potentiell in der Lage 1ist, mit einem spezifischen
Bindungspartner in Wechselwirkung zu treten. Die auf diese
Weise veranderten variablen Domdnen von Immunglobulinen
werden auf spezifische Funktionen oder Bindung selektiert.
Die Erfindung erméglicht es, eine verdnderte variable
Domane eines Immunglobulins und ein verdndertes
Immunglobulin auszufithren, das mit dessen verdnderten
Strukturschleifenregionen durch Hochaffinitatsbindung
und/oder mit hoher Spezifitdt an einen Bindungspartner
bindet. Das Verfahren gestattet die Auswahl spezifischer
Bindungsmolekiile mit minimalen Verdnderungen und ohne
Zerstborung der Gesamtstruktur der variablen Domédne des

Immunglobulins.

Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur
Manipulation einer variablen Doméne eines Immunglobulins
sowie eines Immunglobulins, das eine solche Domdne enthdalt,
welches spezifisch an ein Epitop eines Antigens bindet.

Speziell umfasst das erfindungsgemdfe Verfahren die

Schritte:

- Bereitstellung einer Nukleinsdure, welche filir ein
Immunglobulin kodiert, das spezifisch an mindestens
ein erstes Epitop bindet und mindestens zwel
Strukturschleifenregionen umfasst,

- Verdnderung mindestens eines Nukleotidrests jedes der
mindestens zwei Strukturschleifenregionen, die von der
Nukleinsdure kodiert werden,

- Ubertragung der verdnderten Nukleinsdure in ein
Expressionssystemn,

- Expression des verdnderten Immunglobulins,
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- Kontaktierung der exprimierten verdnderten variablen
Domdne des Immunglobulins mit dem mindestens einen
zweiten Epitop und

- Bestimmung, ob die verdnderte variable Dom&ne des
Immunglobulins spezifisch an das zweite Epitop bindet.

Dieses Verfahren ist vorzugsweise bei Peptiden variabler
Domdnen von Immunglobulinen anwendbar. Besonders bevorzugt
betrifft das Verfahren gemdl dieser Ausfiihrungsform der
Erfindung Immunglobuline, die an das erste Epitop mit ihren

CDR-Regionen binden.

Das erfindungsgemdBe Verfahren bezieht sich ferner auf
mindestens eine Veradnderung in jeder von mindestens zwei
Strukturschleifenregionen der variablen Domédne des
Immunglobulins und auf die Bestimmung der spezifischen
Bindung der mindestens zwei Strukturschleifenregionen an
mindestens ein Antigen, wobei die variable Domdne des
Immunglobulins, welche eine unverdnderte Struk-
turschleifenregion enthdlt, nicht spezifisch an ein solches

Antigen bindet.

Die Bezeichnung “Immunglobulin” wie hierin verwendet
umfasst Immunglobuline oder Teile oder Fragmente von
Immunglobulinen. Er umfasst somit ein “Peptid einer
variablen Dom&ne eines Immunglobulins”, das erfindungsgemal
verdndert werden soll (wie hierin verwendet sind die
Bezeichnung Immunglobulin wund Antikdérper austauschbar)
sowie variable Dominen von Immunglobulinen oder Teile
davon, die eine Strukturschleife enthalten, sowie
Strukturschleifen solcher Domé&nen. Die Immunglobuline
konnen als isolierte Peptide oder als Kombinationsmolekile
mit anderen Peptiden verwendet werden. In einigen Fdllen
ist es vorzuziehen, eine definierte verdnderte
Strukturschleife oder eine Strukturschleifenregion oder
Teile davon als isolierte Molekiile fir Bindungs- oder
Kombinationsabsichten zu verwenden. Die “variable Domdne
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eines Immunglobulins” wie hierin definiert enthd&lt solche
Peptide oder Polypeptide der variablen Dom&ne eines
Immunglobulins, welche nach Verdnderung und Manipulation
spezifische Bindungseigenschaften aufweisen koénnen. Die
Peptide sind =zu Sequenzen von variablen Dom&nen eines
Immunglobulins homolog und sind vorzugsweise mindestens 5
Aminosduren lang, besonders bevorzugt mindestens 10 oder
sogar mindestens 50 oder 100 Aminos&duren lang und bilden
mindestens teilweise die Strukturschleifenregion oder die
nicht-CDR-Region der variablen Doméne. Vorzugsweise
schlieBen die Peptide solche Insertionen aus, die als nicht
funktionsfahige Aminosduren angesehen werden, hybride oder
chimdre CDR-Regionen oder CDR-&hnliche Regionen und/oder
kanonische Strukturen von CDR-Regionen. Die
Bindungseigenschaften beziehen sich auf spezifische
Epitopbindung, Affinit&t und Aviditat.

Das erfindungsgemdl manipulierte Immunglobulin kann mon-
oder multispezifische oder mono- oder multivalente
Bindungseigenschaften zeigen, mindestens zwei, vorzugsweise
mindestens drei spezifische Bindungsstellen fiir Epitope von
biologischen oder kiinstlichen Molekiilen, z.B. Antigenen.
Die Bindung der erfindungsgemdBen Immunglobuline erfolgt
entweder durch CDR-Regionen, wenn das Immunglobulin solch
eine CDR-Region enthdlt, oder durch eine Bindungsstelle,
die durch Verdnderung mindestens zweier Strukturschleifen
gebildet wird. Diese Strukturschleifen befinden sich
entweder auf einer oder mindestens zwei variablen Domédnen,
die ein oder mehrere  verinderte Strukturschleifen
aufweisen. Somit enthdlt ein erfindungsgemifles
Immunglobulin mindestens zweili  Verdnderungen in den
Strukturschleifen der variablen Domdnen entweder durch
mindestens eine Verdnderung mindestens zweier variabler
Domidnen oder mindestens zwei Verdnderungen mindestens einer
variablen Domdne. Das bevorzugte verdnderte Immunglobulin
weist somit eine Bindungsstelle entweder durch Veradnderung
der Primdrstruktur des Proteins oder durch Ver&dnderung der
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Tertidrstruktur auf, um eine konformationsspezifische

Bindungsstelle zu erhalten.

ErfindungsgemdBfe Immunglobuline oder variable Dom&nen von
Immunglobulinen koénnen vollstdndige Antikdrpermolekiile oder
Teile von Antikérpern wie etwa IgG, IgA, IgM, IgD, IgE und
dhnliches sein. Bei den Immunglobulinen oder den variablen
Domdnen von Immunglobulinen der Erfindung kann es sich auch
um ein funktionsfdhiges Antikorperfragment handeln, wie
etwa Fab, Fab,, scFv, Fv oder Teile davon oder weitere
Derivate oder Kombinationen der Immunglobuline wie etwa
Minibodies, Domdnen der schweren und leichten Ketten der
variablen Region (wie etwa Fd, VL, einschlieflich Vlambda,
Vkappa, VH, VHH) sowie Minidomdnen, die aus zwei Beta-
Stridngen einer Immunglobulindom&ne bestehen, die durch
mindestens zwei Strukturschleifen verbunden sind (siehe
beispielsweise Laffly et al. (2005) Hum Antibodies 2005 14:
33-55), als isolierte Domdnen oder im Zusammenhang mit

natiirlicherweise verbundenen Moleklilen.

Das erfindungsgemal veranderte Immunglobulin ist
méglicherweise ferner mit einem oder mehreren verdnderten
Immunglobulinen oder mit unverdnderten Immunglobulinen oder
Teilen davon kombiniert, um ein KombinationsImmunglobulin
zu erhalten. Kombinationen werden vorzugsweise durch
Rekombinationstechniken erhalten, aber auch durch
Verbindung durch Adsorption, elektrostatische
Wechselwirkungen oder &hnliche oder weiterhin durch
chemische Bindung mit oder ohne einen Linker. Die
bevorzugte Linkersequenz ist entweder eine natiirliche
Linkersequenz oder eine funktionell geeignete kilinstliche

Sequenz.

Es versteht sich dass die Bezeichnung “Immunglobulin”,
“Peptid der variablen Domdne eines Immunglobulins” sowie
“variable Domine eines Immunglobulins” ebenso Derivate
umfasst. Ein Derivat ist ein beliebiger Anteil oder eine
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Kombination von einem oder mehreren Immunglobulinen
und/oder ein Fusionsprotein, bei dem jede beliebige Domidne
oder Minidoméne des erfindungsgemah erhaltenen
Immunglobulins an jeder beliebigen Position mit einem oder
mehreren Peptiden oder Proteinen (einschliefflich aber nicht
beschrénkt auf weitere Immunglobuline,
Immunglobulindomd&nen, Fc Anteile, Liganden, Gerilistproteine,
Enzyme, Toxine, Serumproteine und &hnliche) kombiniert oder
fusioniert sein kann. Ein Derivat des Immunglobulins der
Erfindung kann auch durch Bindung des unverdnderten oder
verdnderten Immunglobulins oder der variablen Domdne des
Immunglobulins der Erfindung mit anderen Substanzen durch
verschiedene chemische Techniken wie etwa kovalente Koppe-
lung, elektrostatische Wechselwirkung, Disulfidbindung etc.
erhalten werden. Die anderen an das Immunglobulin oder die
variable Doméne des Immunglobulins gebundenen Substanzen
kénnen Lipide, Kohlenhydrate, Nukleinsduren, organische und
anorganische Molekiile oder beliebige Kombinationen derer
sein (z.B. PEG, Vorladufermedikamente oder Medikamente). Ein
Derivat ist auch ein Immunglobulin oder eine variable
Doméne eines Immunglobulins mit derselben
Aminosduresequenz, welches aber vollstdndig oder teilweise
aus nicht natiirlichen, kiinstlichen oder chemisch

verdanderten Aminosduren hergestellt ist.

Die erfindungsgemdB manipulierten Molekiile sind als
Einzelproteine wie auch als Fusionsproteine oder Derivate
niitzlich, typischerweise vor oder nach der Verdnderung auf
solche Weise fusioniert, ’dass sie Teile von groReren
Antikdrperstrukturen oder vollstdndigen Antikérpermolekiilen
oder Teilen davon sind. Erfindungsgemdfe Immunglobuline
umfassen somit auch Fab Fragmente, Fv Fragmente,
einzelkettige Antikdrper, insbesondere einzelkettige Fv
Fragmente, bi- oder multispezifische scFv, Diabodies,
Multibodies, Multivalente oder Multimere von
Immunglobulindomdnen und weitere. Es 1ist mdglich die
manipulierten Proteine =zur Herstellung von Molekiilen 2zu
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verwenden, die monospezifisch, bispezifisch, trispezifisch
sind und die sogar mehr Spezifitdten tragen koénnen. Es wird
durch die Erfindung ermdglicht, gleichzeitig die Valenz der
Bindung zu kontrollieren und vorauszuwdhlen, gemdf den
Anforderungen der geplanten Verwendung dieser Molekiile.

ErfindungsgemdB koénnen eine oder mehrere Bindungsregionen
an Antigene oder Antigenbindungsstellen an ein oder mehrere
Antigene in die Strukturschleifenregion einer gegebenen
Struktur einer variablen Domdne eines Antikérpern
eingefithrt werden. Die Antigene koénnen natilirlicherweise
vorkommende Molekiile oder chemisch synthetisierte Molekiile
oder rekombinante Molekiile sein, entweder in L&sung oder in
Suspension, z.B. auf oder in Partikeln wie etwa Festphasen,
auf oder in Zellen oder auf viralen Oberfl&chen befindlich.
Erfindungsgemdf wurde in Uberraschender Weise die Bindung
eines Immunglobulins an ein Antigen erzielt, selbst wenn
das Antigen noch an Molekiile oder Strukturen geheftet oder
gebunden ist, welche seine Bindung behindern wiirden. Durch
Verwendung des Zielantigens in dessen ausgewdhltem oder
natiirlichen Zusammenhang und Struktur zur Auswahl des
veranderten und entworfenen Immunglobulins ist es moglich,
solche veradnderten Immunglobuline zu erkennen und zu
erhalten, die am besten zZur diagnostischen und
therapeutischen Verwendung geeignet sind.

Die Bezeichnung “Antigen” wie hierin verwendet umfasst
Molekiile aﬁsgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus Aller-
genen, tumor-assoziierten Antigenen, Selbstantigenen
einschlieflich Zelloberfldchenrezeptoren, Enzymen, Fc-
Rezeptoren, Proteinen des Komplementsystems, Serum-
molekiilen, bakteriellen Antigenen, pilzlichen Antigenen,
Einzellerantigenen und viralen Antigenen, auch Molekiilen
der ibertragbaren spongiformen Enzephalitis (BSE) wie etwa
Prionen, infekti®s oder nicht sowie Markern oder Molekiilen,
die in Verbindung zur Alzheimer Krankheit stehen. Antigene
kénnen durch die erfindungsgemsf manipulierten
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Immunglobuline oder variablen Dom&nen der Immunglobuline
durch mindestens einen Teil einer verdnderten

Strukturschleife angesteuert und gebunden werden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform bindet das
Immunglobulin mit dessen verdnderten Strukturschleifen
spezifisch an mindestens 2zwei solcher Epitope, die
identisch oder voneinander verschieden sind, entweder
desselben Antigens oder verschiedener Antigene.

Beispielsweise nimmt das erfindungsgemdBe Verfahren Bezug
auf die Manipulation eines Immunglobulins oder einer
variablen Domdne eines Immunglobulins, welche spezifisch an
mindestens ein erstes Epitop bindet und mindestens eine
Veradnderung in jeder von mindestens zwel
Strukturschleifenregionen des Immunglobulins umfasst und
die Bestimmung der spezifischen Bindung der mindestens zwei
Schleifenregionen an mindestens ein zweites Epitop, wobei
das Epitop ausgewsdhlt ist aus der Gruppe der oben erwdhnten
Antigene, wobei die unveranderte Strukturschleifenregion
(nicht-CDR Region) nicht spezifisch an das mindestens eine
zweite Epitop bindet.

Die erfindungsgemd verwendete Bezeichnung Antigen soll
insbesondere sdmtliche Antigene und Zielmolekiile umfassen,
die von einer Bindungsstelle eines Immunglobulins oder
einer Antik®érperstruktur als gesamtes Zielmolekiil oder als
Fragment eines solchen Molekiils (besonders Unterstrukturen
von Zielmolekiilen, im allgemeinen als “Epitope” bezeichnet)

erkannt werden koénnen.

Bevorzugte von den erfindungsgemédfen Immunglobulinen
angesteuerte Antigene sind solche Antigene oder Molekile,
die bereits nachweislich immunogen sind oder immunogen sein
kénnen, von Faktoren der Immunantwort gebunden oder
anderweitig immunologisch oder therapeutisch relevant sind,
besonders solche, fir die eine klinische Wirksamkeit
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getestet wurde.

Die Bezeichnung T“Epitop” wie  hierin erfindungsgemal
verwendet bedeutet eine molekulare Struktur, die einen
spezifischen Bindungspartner vollstédndig bilden kann oder
ein Teil eines spezifischen Bindungspartners an eine
Bindungsstelle eines Immunglobulins der vorliegenden
Erfindung sein kann. Die Bezeichnung Epitop kann sich auch
auf Haptene beziehen. Chemisch kann ein Epitop entweder aus
einem Kohlenhydrat, einem Peptid, einer Fettsdure, einer
organischen, biochemischen oder anorganischen Substanz oder
Derivaten davon oder jeglicher Kombinationen davon
bestehen. Wenn ein Epitop ein Polypeptid ist, umfasst es
fir gewdhnlich mindestens 3 Aminos&duren, vorzugsweise 8 bis
50 Aminosduren und besonders bevorzugt zwischen etwa 10-20
Aminosduren im Peptid. Es gibt keine kritische Obergrenze
der Lange des Peptids, das beinahe die volle Lange der
Polypeptidsequenz eines Proteins umfassen kénnte. Epitope
kénnen entweder lineare oder konformative Epitope sein. Ein
lineares Epitop umfasst ein einzelnes Segment einer
Primdrsequenz einer Polypeptidkette. Lineare Epitope k&nnen
zusammenhéhgend oder liberlappend sein. Konformative Epitope
umfassen Aminosduren, die durch Faltung des Polypeptids zur
Bildung einer Tertidrstruktur zusammengefithrt wurden und
die Aminosduren grenzen nicht notwendigerweise aneinander

in der linearen Sequenz an.

Speziell stellen Epitope mindestens einen Anteil diag-
nostisch relevanter Molekiile dar, d.h. die Abwesenheit oder
Gegenwart eines Epitops in einer Probe steht qualitativ
oder quantitativ in Beziehung mit entweder einer Krankheit
oder dem Gesundheitszustand eines Patienten oder einem
Verfahrensstatus bei einem Herstellungsverfahren oder einem
Umwelt- oder Nahrungsstatus. Epitope konnen auch mindestens
ein Anteil von therapeutisch relevanten Molekilen sein,
d.h. Molekiile, die von der spezifischen Bindungsdomdne
angesteuert werden konnen, was den Verlauf der Krankheit
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adndert.

Neben den Antigenbindungsstellen des erfindungsgemal
manipulierten Immunglobulins kénnen weitere
Bindungsfihigkeiten neben den oder in die Struktur-
schleifenregionen variabler Domdnen eingefiihrt werden, z.
B. Bindungsfahigkeiten flir weitere Antigene, kleine
Molekiile, fiir Medikamente oder Enzyme, katalytische Stellen
von Enzymen oder Enzymsubstraten oder die Bindung an ein
Analoges eines Ubergangsstatus eines Enzymsubstrats.

Vorzugsweise ist die neue Antigenbindungsstelle in den
Strukturschleifen der unverdnderten variablen Domdne des
Immunglobulins fremd. Somit sind fremde Zielmolekiile wie
Effektormolekiile, Serumproteine oder Fc-Rezeptoren oder
Zelloberflachenrezeptoren als Antigene oder
Bindungsmolekiile der Spezifitdt der erfindungsgemalen
Immunglobuline bevorzugt.

Wie hierin verwendet bezieht sich die Bezeichnung “bindet
spezifisch” oder “spezifische Bindung” auf eine
Bindungsreaktion, die bestimmend fiir den passenden Liganden
von Interesse in einer heterogenen Population von Molekiilen
ist. Unter kennzeichnenden Bedingungen (z.B.
Immunnachweisverfahrensbedingungen) bindet die variable
Domdne des spezifizierten Antikérpers somit an dessen
besonderes “Zielmolekil” und bindet nicht in mafgeblicher
Menge an andere in einer Probe vorhandenen Molekile. Die
spezifische Bindung bedeutet, dass die Bindung selektiv
hinsichtlich der Zielidentitdt, nach Wahl hoher, mittlerer
oder niedriger Bindungsaffinitdt oder -avidit&t ist. Eine
selektive Bindung wird fir gewthnlich erzielt, wenn die
Bindungskonstante oder die Bindungsdynamik mindestens 10
fach unterschiedlich sind.

Die Bezeichnung “Expressionssystem” bezieht sich auf
Nukleinsduremolekiile, die eine gewilinschte kodierende
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Sequenz und Kontrollsequenzen in operativer Verbindung
enthalten, so dass Wirte, die mit diesen Sequenzen
transformiert oder transfiziert sind, zur Produktion der
kodierten Proteine befdhigt sind. Um eine Tranformation zu
bewirken kann das Expressionssystem von einem Vektor
umfasst werden; die relevante DNS kann dann jedoch auch in-
das Wirtschromosom eingebaut werden. Alternativ kann ein
Expressionssystem zur in vitro Transkription/Translation
verwendet werden.

Eine erfindungsgemdfle “Strukturschleife” oder “nicht CDR-
Schleife” muss auf folgende Weise verstanden werden:
Immunglobuline werden von Domdnen mit einer sogenannten
Immunglobulinfaltung gebildet. Im wesentlichen werden
antiparallele Beta-Faltblatter durch Schleifen verbunden,
um ein komprimiertes antiparalleles Beta-Fass zu bilden. In
der variablen Region tragen einige der Schleifen der
Dom&nen im wesentlichen zur Spezifit&t des Antikoérpers bei,
d.h. der Bindung an ein Antigen. Diese Schleifen werden
CDR-Schleifen genannt. Alle weiteren Schleifen von
variablen Domdnen eines Antikdérpers tragen eher zur
Struktur des Molekiils und/oder der Wechselwirkung mit
anderen Domd&nen bei. Diese Schleifen werden hierin als
Strukturschleifen oder nicht-CDR-Schleifen definiert.

Sdmtliche Nummerierungen der Aminosduresequenzen der
Immunglobuline erfolgen gemdRl des IMGT Nummerierungsschemas
(IMGT, the international ImMunoGeneTics information
system@imgt.cines.fr; http:?/imgt.cines.fr; Lefranc et al.,
1999, Nucleic Acids Res. 27: 209-212; Ruiz et al., 2000,
Nucleic Acids Res. 28: 219-221; Lefranc et al., 2001,
Nucleic Acids Res. 29: 207-209; Lefranc et al., 2003,
Nucleic Acids Res. 31: 307-310; Lefranc et al., 2005, Dev
Comp Immunol. 29: 185-203).

GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung stammt die variable Domdne des Immunglobulins aus
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Mensch, Kamel, Kaninchen, Huhn, Ratte, Hund, Pferd, Schaf
oder Maus.

Da das verdnderte Immunglobulin zu unterschiedlichen
Zwecken verwendet werden kann, insbesondere in phar-
mazeutischen Zusammensetzungen, stammt das Immunglobulin
vorzugsweise aus Mensch, Kamel oder Maus.
Selbstverstdndlich kann das verdnderte Immunglobulin auch
ein humanisiertes oder chimdres Immunglobulin sein. In der
am meisten bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stammt
die verdnderte variable Domdne aus dem Menschen oder ist
eine humanisierte Version einer variablen Dom&ne einer
beliebigen Art.

Eine humanisierte variable Domdne eines Immunglobulins
weist mindestens etwa 50 % Identitdt der Aminos&uresequenz,
vorzugsweise mindestens etwa 55 % Identitat der
Aminosduresequenz, insbesondere mindestens etwa 60 %
Identitdt der Aminosduresequenz, insbesondere mindestens
etwa 65 % Identitdt der Aminosduresequenz, insbesondere
mindestens etwa 70 % Identitdt der Aminosduresequenz,
insbesondere mindestens etwa 75 % Identitédt der
Aminosduresequenz, insbesondere mindestens etwa 80 %
Identitat der Aminosiuresequenz, insbesondere mindestens
etwa 85 % Identitdat der Aminosduresequenz, insbesondere
mindestens etwa 90 % Identitdt der Aminosduresequenz,
insbesondere mindestens etwa 95 % Identitat der
Aminosduresequenz mit der Sequenz einer variablen Domdne
eines nativen menschlichen Antikérpers auf.

Eine humanisierte variable Domdne eines Immunglobulins
weist ferner mindestens etwa 50 % Identitat der
Aminosduresequenz, vorzugsweise mindestens etwa 55 %
Identitdt der Aminosduresequenz, insbesondere mindestens
etwa 60 % Identitdt der Aminosduresequenz, insbesondere
mindestens etwa 65 $& Identitdt der Aminosduresequenz,
insbesondere mindestens etwa 70 % Identitéat der
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Aminosduresequenz, insbesondere mindestens etwa 75 %
Identitdt der Aminosduresequenz, insbesondere mindestens
etwa 80 % Identit&t der Aminosduresequenz, insbesondere
mindestens etwa 85 % Identitdat der Aminosduresequenz,
insbesondere mindestens etwa 90 % Identitéat der
Aminosduresequenz, insbesondere mindestens etwa 95 %
Identit&t der Aminosduresequenz auf, wenn sd@mtliche an der
Oberfldche zugdnglichen Aminosduren mit den an der
Oberflache zugdnglichen Aminosduren einer Sequenz einer
variablen Domdne eines nativen menschlichen Antikdrpers

verglichen werden.

Die bevorzugte Homologie oder die Sequenzidentitdten
beziehen sich speziell auf die Sequenzen der Gerilistregion.

Die bevorzugte erfindungsgemdffe variable Domdne ist
ausgewahlt aus der Gruppe von VH, VL, einschlieRlich Vkappa
und Vlambda, VHH und Kombinationen davon. Es zeigte sich,
dass diese Verdnderungen von Vorteil sind, wenn sie in die
Schleifenregion einer VH, einer Vkappa, einer Vlambda oder
einer  VHH eingefiihrt  werden, und die verdnderten
Schleifenregionen mindestens eine Verdnderung in den
BAminosduren 7 bis 21, Aminosduren 25 bis 39, Aminosduren 41
bis 81, Aminosduren 83 bis 85, Aminosduren 89 bis 103 oder
Aminosduren 106 bis 117 enthalten.

Die erfindungsgemdB verdnderten Strukturschleifenregionen
des Immunglobulins oder der variablen Doméne des
Immunglobulins menschlichen oder humanisierten Ursprungs
werden vorzugsweise ausgewdhlt aus den Strukturschleifen,
welche die Aminosiduren 8 bis 20, Aminosduren 44 bis 50,
Aminosduren 67 bis 76 und Aminosduren 89 bis 101,
insbesondere die BAminosdurepositionen 12 bis 17,
Aminosiurepositionen 45 bis 50, Aminosdurepositionen 69 bis
75 und Aminosdurepositionen 93 bis 98 umfassen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine
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Verdnderung in der Strukturschleifenregion, welche die
Aminosduren 93 bis 98 umfasst, mit einer Ver&nderung in der
Strukturschleifenregion, welche die Aminosduren 8 bis 20
umfasst, kombiniert.

Die oben angegebenen Aminosdureregionen der Jjeweiligen

Immunglobuline, umfassen zu verdndernde Schleifenregionen.

Vorzugsweise wird eine Verdnderung in der Struktur-
schleifenregion, welche die Aminosduren 93 bis 98 umfasst,
mit einer Ver&nderung in einer oder mehreren der anderen

Strukturschleifen kombiniert.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine Veranderung
in der Strukturschleifenregion, welche die Aminosduren 93
bis 98 umfasst, mit einer Veranderung in der
Strukturschleifenregion, welche die Aminosduren 69 bis 75
umfasst, kombiniert.

Am meisten beorzugt enthdlt jede der Strukturschleifenre-
gionen, welche die Aminosduren 93 bis 98, Aminosduren 69
bis 75 und Aminosduren 8 bis 20 umfassen, mindestens eine

Aminosdurenverdnderung.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform enthdlt jede
der Strukturschleifenregionen, welche die Aminosduren 93
bis 98, Aminosduren 69 bis 75, Aminosduren 44 bis 50 und
Aminosduren 8 bis 20 umfassen, mindestens eine
Aminosdurenveranderung.

GemdR einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden
Erfindung umfassen die Strukturschleifenregionen eines
Immunglobulins oder die variable Domd&ne des Immunglobulins
aus der Maus, z.B. ein VH, die Aminos&duren 6 bis 20,
Aminosiduren 44 Dbis 52, Aminosduren 67 bis 76 und
Aminosduren 92 bis 101.
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Gemdh einer weiteren Dbevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung umfassen die Strukturschleifen-
regionen eines Immunglobulins oder die variable Dom&dne des
Immunglobulins aus dem Kamel, z.B. ein VHH, die Aminosauren
7 bis 18, Aminosduren 43 bis 55, Aminosduren 68 bis 75 und
Aminosduren 91 bis 101.

Die variablen Domdnen aus dem Kamel oder humanisierte
Varianten aus dem Kamel weisen den Vorteil auf, dass sie in
einfacher Weise mit anderen variablen Doménen,
beispielsweise mit anderen VHH aus dem Kamel, verédndert
oder nativ, kombiniert werden kénnten. Die mégliche
Kombination von VHH aus dem Kamel bildet die Grundlage fir
multivalente Immunglobuline. Somit sind erfindungsgemil
spezifisch verdnderte variable Domdnen aus dem Kamel
multivalente Kombinationen, vorzugsweise mit mindestens 3,
insbesondere mit mindestens 4 oder 5 Valenzen oder VHHs.

Vorzugsweise werden die neuen Antigen-Bindungsstellen in
den Strukturschleifen in das durch die ausgewahlte
Nukleinsdure kodierte Immunglobulin durch Substitution,
Deletion und/oder Insertion mindestens einer Nukleinsd&ure

eingefihrt.

GemiR einer weiteren Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung resultiert die Verdnderung mindestens eines
Nukleotids in Jjeder von mindestens zwei  Struktur-
schleifenregionen in einer Substitution, Deletion und/oder
Insertion im Immunglobulin oder in der variablen Dom&ne des
Immunglobulins, welche durch die Nukleins&dure kodiert wird.

Die Verdnderung der mindestens zwei Schleifenregionen der
variablen Domdne eines Immunglobulins oder Antikorpers kann
in einer Substitution, Deletion und/oder Insertion von 2
oder mehreren Aminosduren, vorzugsweise Punktmutationen,
der Verinderung von Aminosduren gesamter Schleifen,
besonders bevorzugt der Verdnderung von mindestens 2, 3, 4,
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5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 bis zu 30 Aminosé&uren
resultieren. Die maximale Anzahl von Aminosduren, die in
die Strukturschleifenregion eines Immunglobulins oder einer
variablen Domidne eines Immunglobulins eingesetzt wird
sollte jedoch in besonderen Fédllen die Anzahl von 30,
vorzugsweise 25, besonders bevorzugt 20 Aminos&uren nicht

uberschreiten.

Ein bevorzugtes Verfahren zur Einfiihrung von Ver&dnderungen
ist die ortsgerichtete Zufallsmutation. Durch dieses
Verfahren werden zweil oder mehrere spezifische
Aminosdurereste der Schleifen ausgetauscht oder eingefiihrt
unter Verwendung von =zuf&llig erzeugten Insertionen in
diese Strukturschleifen. Alternativ wird die Verwendung von
kombinatorischen Ansdtzen bevorzugt.

Die mindestens zwei Schleifenrégionen werden vorzugsweise
mutiert oder verdndert durch Zufalls-, Semi-Zufalls- oder

insbesondere ortsgerichtete Zufallsmutageneseverfahren.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform werden
mindestens drei Strukturschleifenregionen eines
Immunglobulins oder einer variablen Domdne eines
Immunglobulins durch Zufalls-, Semi-Zufalls- oder insbeson-
dere ortsgerichtete Zufallsmutageneseverfahren mutiert oder

verandert.

Diese Verfahren koénnen zur Ausfiihrung von Verdnderungen an
gewlnschten Stellen des Immunglobulins oder der variablen
Domine eines Immunglobulins der vorliegenden Erfindung
verwendet werden. In diesen F&dllen werden die Stellen
zufallig gewdhlt oder es werden Aminosdurednderungen unter
Verwendung von bestimmten Regeln ausgefithrt. Beispielsweise
kénnen bestimmte Reste zu beliebigen Aminosduren mutiert
werden, wohingegen andere Reste zu einem begrenzten Satz
von Aminosduren mutiert werden koénnen. Dies kann durch
schrittweises Vorgehen in alternierenden Zyklen von
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Mutation und Selektion oder gleichzeitig erreicht werden.

Ein erfindungsgemdB bevorzugtes Verfahren betrifft ein
zufdllig verdndertes Nukleinsduremolektil, das fiir ein
Immunglobulin, eine variable Domdne eines Immunglobulins
oder eines Teils davon kodiert, welches mindestens eine
Nukleotidwiederholungseinheit innerhalb einer
Strukturschleifenregion umfast, welche die Sequenz 5’- NNS
-3, 5’- NNN -3’ oder 5’- NNK -3’ aufweist. In einigen
Ausfiihrungsformen umfasst die verdnderte Nukleins&ure
Kodons ausgewahlt aus der Gruppe von TMT, WMT, RMC, RMG,
MRT, SRC, KMT, RST, YMT, MKC, RSA, RRC, NNK, NNN, NNS oder
einer beliebigen Kombination davon (die Kodierung erfolgt
gemdh IUPAC).

Das zufdllig verédnderte Nukleinsduremolekiil kann die oben
angegebenen Wiederholungseinheiten umfassen, die fir
sédmtliche bekannten natiirlicherweise vorkommenden

Aminosiduren oder eine Teilmenge davon kodieren.

Die Ver&dnderung des Nukleinsduremolekils kann durch
Einfiihrung synthetischer Oligonukleotide in ein groReres
Nukleinsduresegment oder durch de novo Synthese eines
vollstdndigen Nukleinsduremolekiils ausgefiihrt werden. Die
Synthese der Nukleinsdure kann mit Trinukleotid-Bausteinen
ausgefihrt werden, welche die Zahl von Unsinn-
Sequenzkombinationen verringern wiirden, wenn eine Teilmenge
von Aminosiduren kodiert werden soll (z.B. Yanez et al.
Nucleic Acids Res. (2004) 32: el58; Virnekas et al. Nucleic
Acids Res. (1994) 22: 5600-5607).

Vorzugsweise sind die =zu verédndernden Stellen an der
Oberfliache prasentierte Aminosduren. Eine Oberflédchen-
prasentation von Aminos&duren von Strukturschleifen kann aus
bekannten Proteinsequenzen variabler Domé&nen von
Antikdrpern eingeschidtzt werden und durch Analogie oder
Homologie filir solche Aminos&duren, fir die keine experi-
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mentell bestimmte Struktur erhdltlich ist.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung umfassen
die in die mindestens zwei Strukturschleifen eingefihrten
Verdnderungen mindestens 1, 2, 3, 4, 5, 6 fremde
Aminosduren oder Aminosduren, die nicht natilirlicherweise an
der jeweiligen Stelle der Strukturschleife des nicht
veradnderten Immunglobulins oder der variablen Domdne des
Immunglobulins vorkommen.

Die Veranderung von Aminosduren kann vorzugsweise
beeinfluBt werden, um Aminosduren in Strukturschleifen-
regionen einzufihren, fir die bekannt ist, dass sie
regelmdBig an Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt
sind (z.B. Lea & Stewart (1995) FASEB J. 9: 87-93;
Fellhouse et al. (2006) J Mol Biol. 357: 100-114; Adib-
Conquuy et al. (1998) International Immunology 10: 341-346;
Lo Conte et al. (1999) J Mol Biol. 285: 2177-2198; Zemlin
et al. (2003) J Mol Biol. 334: 733-749).

GemdB einer Ausfiihrungsform der Erfindung wird ein mit dem
erfindungsgemdfen Verfahren erh&dltliches Immunglobulin zur
Herstellung einer Proteinbibliothek von Immunglobulinen

verwendet.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird eine Bibliothek
von Proteinvarianten, die Immunglobuline oder variable
Domdnen von Immunglobulinen der Erfindung umfasst, als
Selektionspool verwendet, wobei die Veranderungen
mindestens eine, besonders bevorzugt mindestens zwei
Aminosduren pro verdnderter Strukturschleife aus der Gruppe
der Aminosduren Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin,
Histidin, Isoleucin, Serin, Methionin, Alanin und Asparagin
enthalten oder einfiihren.

Es =zeigte sich, dass erfindungsgemd eine Polypeptid-
variante einer variablen Domdne mit spezifischen Mutationen
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bereitgestellt werden kann, die flir die nativen Polypeptide
fremd sind. Keine der Aminosduren Tryptophan, Tyrosin,
Phenylalanin, Histidin, Isoleucin, Serin, Methionin, Alanin
und Asparagin ist in den Strukturschleifen menschlicher
nativer Immunglobuline vorhanden, womit sie als “fremd”
angesehen werden. Eine erfindungsgemdRe Polypeptidvariante
kann mindestens zwei der fremden Aminosduren in den
Strukturschleifen enthalten, durch Verdnderung mindestens
einer Strukturschleife und zur Bildung einer
Bindungsstelle.

Wenn das verdnderte Immunglobulin oder die variable Domdne
des Immunglobulins aus dem Menschen stammt oder eine
humanisierte variable Domdne eines Immunglobulins ist, sind
bevorzugte Verdnderungen die Aufnahme mindestens eines
Tyrosins in eine der Positionen 12 bis 17, 45 bis 50, 69
bis 75 und 93 bis 98 und/oder mindestens eines Tryptophans
in eine der Positionen 12 bis 17, 45 bis 50, 69, 71 bis 75,
93 bis 94 und 96 bis 98 und/oder mindestens eines Histidins
in eine der Positionen 12 bis 17, 46, 47, 49, 50, 69 bis 74
und 93 bis 98 und/oder mindestens eines Asparagins in eine
der Positionen 12 bis 17, 45 bis 47, 49, 50, 70 bis 73, 75,
94 bis 96 und 98 und/oder mindestens eines Methionins in
eine der Positionen 12 bis 17, 46 bis 50, 69 bis 71, 73 bis
75, 93, 95, 96 und 98 und/oder mindestens eines Serins in
eine der Positionen 13, 71, 75, 95, 95 und 98 und/oder
mindestens eines Isoleucins in eine der Positionen 12, 14
bis 17, 45 bis 50, 69, 70, 72 bis 75 93 und 96 bis 98
und/oder mindestens eines Phenylalanins in eine der
Positionen 15, 46, 48, 70 bis 73, 75, 93, 95 und 98.

GemdB einer weiteren Dbevorzugten Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung werden - mindestens zwel
Aminosidurereste an den Positionen 15 bis 17, 29 bis 34,
85.4 bis 85.3, 92 bis 94, 97 bis 98 und/oder 108 bis 110
eines menschlichen oder humanisierten Einzeldo-

manenantikorpers verdndert.
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Die Nukleinsduremolekiile, welche ftir die veranderten
Immunglobuline oder variablen Domdnen der Immunglobuline
kodieren (wobei davon iliber die gesamte Beschreibung umfasst
sind: Immunglobuline und Immunglobulinfragmente, die eine
veridnderte variable Domdne eines Immunglobulins umfassen),
kénnen in Wirtszellen kloniert, exprimiert und auf ihre
Bindungsspezifitdten hin getestet werden. Diese
Vorgehensweisen werden unter Verwendung hinldnglch
bekannter Verfahren durchgefiihrt, und eine Vielzahl von
Methoden, die in der vorliegenden Anmeldung Verwendung
finden koénnen, werden in Molecular Cloning—A Laboratory
Manual, 3.sup.rd Ed. (Maniatis, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York, 2001) sowie Current Protocols
in Molecular Biology (John Wiley & Sons) beschrieben. Die
Nukleinsduren, welche fiir die verdnderten Immunglobuline
oder variablen Domidnen von Immunglobulinen der vorliegenden
Erfindung kodieren, koénnen in einen Expressionsvektor
eingefiihrt werden, um die Immunglobuline 2zu exprimieren.
Expressionsvektoren umfassen typischerweise ein
Immunglobulin, das in operativer Weise - das heisst, in
einem funktionellen Verh&dltnis positioniert - mit Kontroll-
oder regulatorischen Sequenzen, selektierbaren Markern,
beliebigen Fusionspartnern und/oder zus&dtzlichen Elementen
verbunden ist. Die verdnderten Immunglobuline der
vorliegenden Erfindung koénnen durch Kultivierung einer mit
einer Nukleinsdure, vorzugsweise einem Expressionsvektor,
der eine Nukleinsidure enth&dlt, die fir die veranderten
Immunglobuline kodiert, transformierten Wirtszelle unter
den geeigneten Bedingungen zur Induktion oder Hervorrufung
der Expression des verdnderten Immunglobulins hergestellt
werden. Die Verfahren zur Einfidhrung exogener
Nukleinsduremolekiile in eine Wirtszelle sind im Stand der
Technik hinldnglich bekannt und variieren Jje nach dem
verwendeten Wirt. Es koénnen selbstverstdndlich ebenso
nicht-zellulidre oder zellfreie Expressionssysteme flir die
Expression verdnderter Immunglobuline eingesetzt werden.
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In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vérliegenden
Erfindung werden die verdnderten Immunglobuline nach der
Expression aufgereinigt oder isoliert. Verdnderte
Immunglobuline kénnen auf eine Vielzahl dem Fachmann
bekannter Weisen isoliert oder aufgereinigt weden. Ubliche
Aufreinigungsverfahren umfassen chromatographische
Techniken, elektrophoretische, immunologische,
Prdzipitations-, Dialyse-, Filtrations-, Konzentrations-
und chromatographische Fokussierungstechniken. Die
Aufreinigung kann haufig durch einen bestimmten
Fusionspartner ermdglicht werden. Beispielsweise kénnen
Antikorper unter Verwendung eines Glutathionharzes
aufgereinigt werden, wenn eine GST-Fusion eingesetzt wird,
einer Ni?*-Affinitatschromatographie, wenn ein His-Tag
eingesetzt wird oder eines immobulisierten Anti-flag
Antikérpers, wenn ein Flag-Tag verwendet wird. Fir eine
allgemeine Anleitung in geeigneten Aufreinigungstechniken
siehe z.B. Scopes, “Protein Purification: Principles and
Practice”, 1994, 3. Auflage, Springer-Science and Business
Media Inc., NY oder Roe, “Protein Purification Techniques:
A Practical Approach”, 2001, Oxford University Press. Es
ist selbstverstidndlich ebenso méglich die erfindungsgemdfien
verdnderten Immunglobuline auf der Oberfldche eines Wirts
zu exprimieren, insbesondere auf der Oberfldche einer
bakteriellen, Insekten- oder Hefezelle oder auf der
Oberfldche von Phagen oder Viren.

Verdnderte Immunglobuline’ der Erfindung kénnen unter
Verwendung einer Vielzahl von Methoden gescreent werden,
einschlieRlich aber nicht beschridnkt auf solche, die 1in
vitro Nachweisverfahren, in vivo Nachweisverfahren und
Nachweisverfahren auf Zellbasis sowie Selek-
tionstechnologien verwenden. Automatisierte
Screeningtechnologien und solche mit hohem Durchsatz koénnen
in den Screeningverfahren eingesetzt werden. Das Screening
kann die Verwendung eines Fusionspartners oder einer
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Markierung einsetzen, beispielsweise eines Enzyms, einer
Immunmarkierung, einer isotopischen Markierung oder einer
Markierung mit einem kleinen Molekiil, wie etwa einem
fluoreszenten oder kalorimetrischen Farbstoff oder einem
luminogenen Molekiil.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform werden die funk-
tionellen und/oder biophysikalischen Eigenschaften der
Immunglobuline in einem in vitro Nachweisverfahren
gescreent. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird der
Antikérper auf Funktionalitdt hin gescreent, beispielsweise
seine Fahigkeit, eine Reaktion zu katalysieren oder seine
Bindungsspezifitét, Kreuzreaktivitat und/oder seine
Affinitat mit dem Zielmolekil.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform kénnen die
vorteilhaften verdnderten Immunglobulindomd&nen in vivo
selektiert werden, z.B. durch Einfiilhrung dieser in eine
Zelle oder einen Organismus. Die spezifisch bindenden
Varianten koénnen entweder aus Korperfliissigkeit wie etwa
Blut oder lymphatischer Flussigkeit oder aus besonderen
Organen isoliert = werden, in Abhdngigkeit von den

erforderlichen Eigenschaften der verdnderten Domédnen.

Nachweisverfahren kénnen eine Vielzahl von Nachweismethoden
einsetzen, einschlieflich aber nicht begrenzt auf
chromogene, fluorezierende, luminiszierende oder iso-
topische Markierungen.

Wie im Stand der Technik hinldnglich bekannt, gibt es eine
Vielzahl - von Selektionstechnologien, die fir die
Identifizierung und Isolierung von Proteinen mit bestimmten
Bindungsmerkmalen und Affinitdten verwendet werden k&nnen,
die beispielsweise Prédsentationstechnologien wie etwa
Phagenpréasentation, Ribosomenprdsentation,
Zelloberflachenprdsentation und dhnliche, wie unten
beschrieben umfassen. Verfahren zur Herstellung und zum
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Screening von Antikdrpervarianten sind im Stand der Technik
hinlanglich bekannt. Allgemeine Verfahren der
Molekularbiologie, Expression, Aufreinigung und des
Screenings von Antikdrpern werden in Antibody Engineering,
herausgegeben von Duebel & Kontermann, Springer-Verlag,
Heidelberg, 2001 sowie Hayhurst & Georgiou, 2001, Curr Opin
Chem Biol. 5: 683-689; Maynard & Georgiou, 2000, Annu Rev
Biomed Eng. 2: 339-76 beschrieben.

Wie im Stand der Technik bekannt, selektieren einige
Screeningverfahren auf vorteilhafte Mitglieder einer
Bibliothek. Die Verfahren werden hierin als “Selek-
tionsverfahren” bezeichnet, und diese Verfahren finden in
der vorliegenden Erfindung zum Screening verdnderter
Immunglobuline Verwendung. Wenn Bibliotheken von Varianten
variabler Dominen von Immunglobulinen unter Verwendung
eines Selektionsverfahrens gescreent werden, werden nur
solche Mitglieder einer Bibliothek, die vorteilhaft sind,
das heibBt, die einige Selektionskriterien erfillen,
vermehrt, isoliert und/oder beobachtet. Wie geschatzt
werden wird, da nur die tauglichsten Varianten beobachtet
werden, erlauben solche Verfahren das Screening von
Bibliotheken, welche groéBer als solche sind, welche die
Tauglichkeit von Bibliotheksmitgliedern individuell
nachweisen. Die Selektion wird durch Jjedes beliebige
Verfahren, jede Technik oder jeden Fusionspartner
erméglicht, welche, kovalent oder nicht kovalent, den
Phianotyp des Immunglobulins mit dessen Genotyp verbinden,
das heisst die Funktion eines Antikérpers mit der
Nukleinsiure, welche fir diesen kodiert. Beispielsweise
wird die Verwendung einer Phagenprédsentation als
Selektionsverfahren durch die Fusion von
Bibliotheksmitgliedern an ein Phagenhiillprotein erméglicht
(am hsufigsten wird das Protein des Gens III eines
filamentdsen Phagen verwendet, es konnen allerdings auch
andere Hiillproteine wie etwa Protein VIII, Protein VII,
Protein VI und Protein IX verwendet werden). Auf diese
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Weise selektiert oder isoliert die Selektion oder Isoclation
verdnderter Immunglobuline, welche einige Kriterien
erfiilllen, beispielsweise die Bindungsffinitdt gegeniiber dem
Zielmolekiil des Immunglobulins, ebenso die Nukleinsdure,
welche fir diese kodiert. Einmal isoliert koénnen das Gen
oder die Gene, welche fir die veradnderten Immunglobuline
kodieren, amplifiziert werden. Dieses Verfahren der
Isolierung und Amplifikation, als Panning bezeichnet, kann
wiederholt werden, wobei die Anreicherung von vorteilhaften
Varianten variabler Domdnen von Antikérpern ermdglicht
wird. Die Nukleinsduresequenzierung der angehefteten
Nukleinsdure gestattet schlieRBlich die Identifikation des
Gens.

Im Stand der Technik sind eine Vielzahl von Verfahren
bekannt, die in der vorliegenden Erfindung zum Screening
von Bibliotheken von Immunglobulinen oder variabler Domdnen
von Immunglobulinen  Anwendung finden kédnnen. Diese
umfassen, sind aber nicht beschrdnkt auf Phagenprédsentation
(Phage display of peptides and antibodies: a laboratory
manual, Kay et al., 1996, Academic Press, San Diego,
Calif., 1996; Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-
10838; Smith, 1985, Science 228: 1315-1317) und dessen
Abarten wie etwa selektive Phageninfektion (Malmborg et
al., 1997, J Mol Biol. 273: 544-551), selektiv infizidser
Phage (Krebber et al., 1997, J Mol Biol. 268: 619-630) und
Panning mit verzoégerter Infektivitdt (Benhar et al., 2000,
J Mol Biol. 301: 893-904), Zelloberfldchenpradsentation
(Wittrup, 2001, Curr Opin Biotechnol., 12: 395-399) wie
etwa Prasentation auf Bakterien- (Georgiou et al., 1997,
Nat Biotechnol. 15: 29-34; Georgiou et al., 1993, Trends
Biotechnol. 11: 6-10; Lee et al., 2000, Nat Biotechnol. 18:
645-648; Jun et al., 1998, Nat Biotechnol. 16: 576-80),
Hefe- (Boder & Wittrup, 2000, Methods Enzymol. 328: 430-44;
Boder & Wittrup, 1997, Nat Biotechnol. 15: 553-557) und
Siugetierzellen (Whitehorn et al., 1995, Bio/technology 13:
1215-1219) sowie in vitro Prasentationstechniken (Amstutz
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et al., 2001, Curr Opin Biotechnol. 12: 400-405) wie etwa
Polysomenpridsentation (Mattheakis et al., 1994, Proc Natl
Acad Sci. USA 91: 9022-9026), Ribosomenprédsentation (Hanes
et al., 1997, Proc Natl Acad Sci. USA 94: 4937-4942), mRNS
Prasentation (Roberts & Szostak, 1997, Proc Natl Acad Sci.
USA 94: 12297-12302; Nemoto et al., 1997, FEBS Lett. 414:
405-408) und das Ribosomeninaktivierungs-Prédsenta-
tionssystem (Zhou et al., 2002, J Am Chem Soc. 124, 538-
543) .

Weitere Selektionsverfahren, die in der vorliegenden
Erfindung Verwendung finden kdnnen, umfassen Verfahren, die
nicht auf Prasentation beruhen, wie etwa in vivo Verfahren
einschlieflich aber nicht Dbeschrankt auf periplasmatische
Expression und cytometrisches Screening (Chen et al., 2001,
Nat Biotechnol. 19: 537-542), den Antikdrperfragment-
Komplementierungsnachweis (Johnsson & Varshavsky, 1994,
Proc Natl Acad Sci. USA 91: 10340-10344; Pelletier et al.,
1998, Proc Natl Acad Sci. USA 95: 12141-12146) und das Two-
Hybrid-Screening in Hefe (Fields & Song, 1989, Nature 340:
245-246) verwendet 1im Selektionsmodus (Visintin et al.,
1999, Proc Natl Acad Sci. USA 96: 11723-11728). In einer
alternativen Ausfiihrungsform wird die Selektion durch einen
Fusionspartner ermdglicht, der an eine spezifische Sequenz
auf dem Expressionsvektor bindet, wodurch der
Fusionspartner und das zugehdrige Mitglied der
Immunglobulin-Bibliothek kovalent oder nicht-kovalent mit
der Nukleinsdure, welche fiur diese kodiert, verbunden
werden. Beispielsweise beschreibt W09308278 einen solchen
Fusionspartner und eine Technik, die in der vorliegenden
Erfindung Verwendung finden koénnen. In einer alternativen
Ausfiihrungsform kann es zu einer in vivo Selektion kommen,
wenn die Expression des Antikérpers der Zelle irgendeinen

Wachstums-, Reproduktions- oder Uberlebensvorteil
vermittelt.
Einige Selektionsverfahren werden als “gerichtete
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Evolutionsverfahren” bezeichnet. Diese Verfahren umfassen
das Paaren oder Hervorbringen von bevorzugten Sequenzen
widhrend der Selektion, manchmal unter Einfiligung von neuen
Mutationen. Wie vom Fachmann geschatzt werden wird, kénnen
die gerichteten Evolutionsverfahren die Identifizierung der
am meisten bevorzugten Sequenzen in einer Vielzahl von
Polypeptiden erleichtern und kann die Verschiedenartigkeit
der gescreenten Sequenzen erhthen. Im Stand der Technik
sind eine Anzahl gerichteter Evolutionsverfahren bekannt,
welche in der vorliegenden Erfindung zur Erzeugung und zum
Screening von Varianten variabler Domdnen von Antikérpern
Anwendung finden kénnen, einschlieBlich aber nicht
beschrankt auf DNA-Shuffling (PCT  WO00/42561; PCT
WO01/70947), Exon-Shuffling (Kolkmann & Stemmer, 2001, Nat
Biotechnol. 19: 423-428), Familien-Shuffling (Crameri et
al., 1998, Nature 391: 288-291), selektive kombinatorische
Randomisierung (W003012100; WO004018674A1), zufdllige
Erzeugung von Chimdren auf transienten Vorlagen (Coco et
al., 2001, Nat Biotechnol. 19: 354-359), molekulare
Evolution durch “staggered extension process” (StEP) in
vitro Rekombination (Zhao et al., 1998, Nat Biotechnol. 16:
258-261; Shao et al., 1998, Nucleic Acid Res. 26: 681-683),
Exonuklease vermittelter Genaufbau (U.S. Patentschrift Nr.
6,352,842; U.S. Patentschrift Nr. 6,361,974), Genort
Sattigungsmutagenese (U.S. Patentschrift Nr. 6,358,709),
Genwiederaufbau (U.S. Patentschrift Nr. 6,358,709),
SCRATCHY (Lutz et al., 2001, Proc Natl Acad Sci. USA 98:
11248-11253), DNS Fragmentierungsverfahren (Kikuchi et al.,
Gene 236: 159-167), einzelsfréngiges DNS-Shuffling (Kikuchi
et al., 2000, Gene 243: 133-137 sowie die
Antikorpermanipulationstechnologie durch direkte Evolution
(Angewandte Molekulare Evolution) (U.S. Patentschrift Nr.
5,824,514; U.S. Patentschrift Nr. 5,817,483; U.S.
Patentschrift Nr. 5,814,476; U.s. Patentschrift Nr.
5,763,192; U.S. Patentschrift Nr. 5,723,323.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden Immunglobuline
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oder Varianten variabler Dominen von Antikérpern unter
Verwendung von einem oder mehreren auf Zellen basierenden
oder in vivo Nachweisverfahren gescreent. Bei solchen
Nachweisverfahren werden typischerweise aufgereinigte oder
nicht-aufgereinigte verdnderte Immunglobuline oder
verdnderte variable Domdnen von Immuﬁglobulinen von auben
zugegeben, so dass Zellen individuellen Immunglobulinen
oder verinderten variablen Domdnen von Immunglobulinen oder
Pools von verinderten variablen Domdnen von Immunogobu-
linen, die zu einer Bibliothek gehdren, ausgesetzt sind.
Diese Nachweisverfahren beruhen typischerweise, aber nicht
immer, auf der gewilinschten Funktion des Immunglobulins oder
der variablen Domine des Immunglobulins, das heisst, der
Fahigkeit des erfindungsgemdB veranderten Antikdérpers oder
der variablen Domine des Antikdérpers, an sein Zielmolekil
zu binden und ein biochemisches Ereignis zu vermitteln,
beispielsweise eine Effektorfunktion, Liganden/Rezeptor
Bindungshemmung, Apoptose und &hnliche. Solche Nach-
weisverfahren umfassen oftmals die Uberwachung der
Zellantwort auf die variable Domd&ne des Antikdrpers,
beispielsweise das Uberleben der Zelle, den Zelltod, die
Veranderung in der =zelluldren Morphologie oder die
transkriptionelle Aktivierung, wie etwa die zelluldre
Expression eines nattirlichen Gens oder eines Reportergens.
Solche Nachweisverfahren kédnnen beispielsweise die
Fahigkeit von Varianten variabler Dom&nen eines Antikdrpers
messen, ADCC, ADCP oder CDC hervorzurufen. Bei einigen
Nachweisverfahren kann es erforderlich sein, zusatzliche
Zellen oder Bestandteile hinzuzufigen, das heisst
zus&tzlich zZu den Zielzellen, beispielsweise
Serumkomplement- oder Effektorzellen wie etwa periphere
Blutmonozyten (PBMCs), NK Zellen, Makrophagen und dhnliche.
Solche zusdtzlichen Zellen kénnen von einem beliebigen
Organismus stammen, vorzugsweise vom Menschen, Mdusen, der
Ratte, dem Kaninchen und dem Affen. Immunglobuline kénnen
die Apoptose bestimmter Zelllinien verursachen, welche das

zielmolekiil exprimieren, oder sie koénnen den Angriff auf
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Zielzellen durch Immunzellen vermitteln, welche dem
Nachweisverfahren zugegeben wurden. Verfahren zur
Uberwachung von Zelltod oder -lebensfdhigkeit sind im Stand
der Technik bekannt wund umfassen die Verwendung von
Farbstoffen, immunochemischen, zytochemischen und
radioaktiven Reagenzien. Beispielsweise koénnen Caspase-
Farbungsnachweise die Messung von Apoptose ermdglichen, und
die Aufnahme oder Freisetzung von radioaktiven Substraten
oder fluoreszierenden Farbstoffen kénnen es ermdglichen,
den Zelltod oder die Zellaktivierung zu lberwachen.

Alternativ konnen tote oder beschddigte Zellen durch
Messung der Freisetzung eines oder mehrerer natilirlicher
intrazelluldrer Bestandteile {iberwacht werden, z.B. der
Lactatdehydrogenase. Die transkriptionelle Aktivierung kann
auch als ein Verfahren zum Nachweis der Funktion in
Nachweisverfahren auf Zellbasis dienen. In diesem Fall kann
die Antwort durch Nachweis von natiirlichen Genen Uuberwacht
werden, welche aufreguliert sein kénnen, beispielsweise
kann die Freisetzung bestimmter Interleukine gemessen
werden oder alternativ kann die Auswertung durch ein
Reportersystem erfolgen. Nachweisverfahren auf Zellbasis
kénnen auch die Messung morphologischer Verdnderungen von
Zellen als Antwort auf die Anwesenheit verénderter
variabler Domdnen von Immunglobulinen umfassen. Die
Zelltypen fiir solche Nachweisverfahren konnen prokaryotisch
oder eukaryotisch sein, und es kann eine Anzahl von im
Stand der Technik bekannten Zelllinien eingesetzt werden.

Alternativ kénnen Screeningverfahren auf Zellbasis
durchgefiihrt werden unter Verwendung von Zellen, die mit
Nukleinsduren transformiert oder transfiziert wurden,
welche fur die Varianten variabler Dom&dnen von
Immunglobulinen kodieren. In diesem Fall werden die
Varianten variabler Dominen von Antikorpern den Zellen
nicht von aussen zugegeben (z.B. Auf der Maur, 2004,
Methods 34: 215-224). In einem weiteren alternativen
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Verfahren niitzt das Screening auf Zellbasis die Zell-
oberfldachenprasentation. Es kann ein Fusionspartner
eingesetzt werden, welcher die Prasentation verdnderter
variabler Domdnen von Immunglobulinen auf der Oberfléache
von Zellen ermdglicht (Witrup, 2001, Curr Opin Biotechnol.
12: 395-399).

In einer bevorzugten Ausfihrungsform kann die Immunogenitét
der verdnderten Immunglobuline gedndert und experimentell
bestimmt werden unter Verwendung eines oder mehrerer
immunologischer oder auf Zellen basierender
Nachweisverfahren (z.B. Koren et al., 2002, Current
Pharmaceutical Biotechnology 3: 349-360; Chirino et al.,
2004, Drug Discovery Today 9: 82-90; Tangri et al., 2005, J
Immunol. 174: 3187-3196; Hermeling et al., 2004, Pharm Res.
21: 897-903). In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden
ex vivo T-Zellaktivierungs-Nachweisverfahren verwendet, um
die Immunogenitdt experimentell =zu quantifizieren. Bei
diesem Verfahren werden Antigen-prdsentierende Zellen und
native T-Zellen von passenden Spendern mit einem Peptid
oder einem ganzen Antikdrper oder Immunglobulin des Inter-
esses ein oder mehrere Male herausgefordert. Die T-
Zellaktivierung kann unter Verwendung einer Anzahl von
Verfahren nachgewiesen werden, z.B. durch Uberwachung der
Cytokinfreisetzung oder Messung der Aufnahme von Tritium-
markiertem Thymidin. In bevorzugten Ausfiihrungsformen wird
die LUMINEX Technologie zur Messung der Cytokinfreisetzung
verwendet (z.B. de Jager et al., Clin Diagn Lab Immunol.,
2003, 10: 133-139), oder die Herstellung von Interferon
gamma wird unter Verwendung von Elispot Nachweisverfahren
iiberwacht (Schmittel et al., 2000, J Immunol Meth., 24: 17-
24).

Die Dbiologischen oder funktionellen Eigenschaften der
veranderten Immunglobuline oder variablen Domdnen von
Immunglobulinen der vorliegenden Erfindung kdnnen in Zell-,
Gewebs- und Gesamtorganismusexperimenten charakterisiert
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werden. Wie im Stand der Technik bekannt, werden
Medikamente hdufig an Tieren getestet, einschlieflich aber
nicht beschridnkt auf M&duse, Ratten, Kaninchen, Hunden,
Katzen, Schweine und Affen, um die Wirksamkeit eines
Medikaments zur Behandlung gegen eine Krankheit oder ein
Krankheitsmodell zu messen oder die phamakokinetischen
Eigenschaften, die Toxizitdt und weitere Eigenschaften
eines Medikaments zu messen. Die Tiere konnen als
Krankheitsmodelle bezeichnet werden. Therapeutika werden
haufig an Miusen getestet, einschlieBlich aber nicht
beschrankt auf nackte Miuse, SCID Mduse, Xenograft-Mduse
und transgene Mdusen (einschlieflich genetischer Knock-in
und Knock-out  Mutanten). Solche Experimente kénnen
aussagekrdftige Daten zur Bestimmung des Potentials der
Polypeptidvariante, als Therapeutikum verwendet zu werden,
bereitstellen. Es kann jeder beliebige Organismus,
vorzugsweise Sdugetiere, zum Testen verwendet werden. Auf
Grund ihrer genetischen Ahnlichkeit mit Menschen, koénnen
Affen geeignete therapeutische Modelle sein und koénnen
somit verwendet werden, um die Wirksamkeit, Toxizitét,
pharmakokinetischen Eigenschaften oder eine weitere Eigen-
schaft der verdnderten Immunglobuline der vorliegenden
Erfindung zu testen. Das Testen von Medikamentenanwadrtern
an Menschen ist am h&ufigsten zur Bestatigung als
Therapeutika erfoderlich, und somit werden diese
Experimente selbstverstdndlich in Betracht gezogen. Die
veranderten Immunglobuline oder variablen Domdnen von
Immunglobulinen der vorliegenden Erfindung kénnen folglich
an Menschen getestet werden, um deren therapeutische
Wirksamkeit, Toxizitidt, Immunogenitdt, pharmakokinetische
Eigenschaften und/oder weitere klinische Eigenschaften zu

bestimmen.

Die verdnderten Immunglobuline oder variablen Domdanen von
Immunglobulinen der vorliegenden Erfindung koénnen in einem
weiten Bereich von Antikdérperprodukten Anwendung finden. In
einer Ausfiihrungsform wird die Antikdrpervariante der
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vorliegenden Erfindung zur Therapie oder Prophylaxe, zur

prdparativen oder analytischen Verwendung, als
Diagnostikum, industrielle Verbindung oder als
Forschungsreagens, vorzugsweise als Therapeutikum
verwendet. Die Antikérpervariante kann in einer

Antikdrperzusammensetzung Anwendung finden, die monoklonal,
oligoklonal oder polyklonal ist. 1In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform werden die verdnderten Immunglobuline oder
variablen Dominen von Immunglobulinen der vorliegenden
Erfindung verwendet, um Zielzellen =zu toten, welche das
zielantigen tragen, beispielsweise Krebszellen. In einer
alternativen Ausfihrungsform werden die verdanderten
Immunglobuline der vorliegenden Erfindung verwendet, um das
zielantigen zu blockieren, diesem entgegen zu wirken oder
mit diesem zu wirken, beispielsweise durch Entgegenwirken
gegeniiber einem Cytokin oder Cytokinrezeptor. In einer
alternativ bevorzugten Ausfiihrungsform werden die
verinderten Immunglobuline der vorliegenden Erfindung
verwendet, um das Zielantigen zu blockieren, diesem
entgegen zu wirken oder mit dem Zielantigen zu wirken und
die Zielzellen zu toéten, welche das Zielantigen tragen.

In einer alternativ bevorzugten Ausfiihrungsform werden die
verinderten Immunglobuline der vorliegenden Erfindung
verwendet, um Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren von
Wachstumfaktoren zu blockieren, diesen entgegen zu wirken
oder mit diesen zu wirken und die Zielzellen 2zu toéten,
welche das Zielantigen tragen oder bentdtigen. In einer
alternativ bevorzugten " Ausfithrungsform werden die
verinderten Immunglobuline der vorliegenden Erfindung
verwendet, um Enzyme oder Substrate von Enzymen 2zu
blockieren, diesen entgegen zu wirken oder mit diesen zu
wirken. In einer weiteren alternativ bevorzugten
Ausfiihrungsform werden die verédnderten variablen Domdnen
von Immunglobulinen der vorliegenden Erfindung verwendet,
um infektidse Agenzien, wie etwa Viren, kleine Viren,
Prionen, Bakterien oder Pilze zu neutralisieren.
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Die veridnderten Immunglobuline oder variablen Dom&nen von
Immunglobulinen der vorliegenden Erfindung kénnen fiur
zahlreiche therapeutische Zwecke verwendet werden. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Antikérper, welcher
das verdnderte Immunglobulin oder die variable Dom&ne des
Immunglobulins umfasst, einem Patienten verabreicht, um
eine spezifische Erkrankung zu behandeln. Ein “Patient” im
Sinne der vorliegenden Erfindung umfasst sowohl Menschen
als auch andere Tiere, vorzugsweise Sdaugetiere und
besonders bevorzugt Manschen. Mit “spezifischer Erkrankung”
wird hierin eine Erkrankung bezeichnet, die durch Zugabe
einer pharmazeutischen Zusammensetzung, welche ein
veriandertes Immunglobulin oder eine variable Domé&ne eines
Immunglobulins der vorliegenden Erfindung umfasst,

gelindert werden kann.

In einer Ausfithrungsform ist ein erfindungsgemdBes
verandertes Immunglobulin oder eine variable Doméne eines
Immunglobulins das einzige therapeutisch aktive Agens, das
dem Patienten verabreicht wird. Alternativ wird das
erfindungsgemidfe verdnderte Immunglobulin oder die variable
Domine eines Immunglobulins in Kombination mit einem oder
mehreren weiteren therapeutischen Agenzien verabreicht,
einschlieBlich aber nicht beschrankt auf cytotoxische
Agenzien, chemotherapeutische Agenzien, Cytokine,
wachstumshemmende Agenzien, anti-hormonelle Agenzien,
Kinasehemmer, anti-angiogenetische Agenzien,
cardioprotektive Mittel oder weitere therapeutische
Agenzien. Das verdnderte Immunglobulin oder die variable
Domdne des Immunglobulins kann gleichzeitig mit einem oder
mehreren therapeutischen Diaten verabreicht werden.
Beispielsweise kann eine Antikérpervariante der
vorliegenden Erfindung gemeinsam mit Chemotherapie,
Strahlungstherapie oder sowohl Chemotherapie als auch
Strahlungstherapie formuliert und dem Patienten verabreicht
werden. In einer Ausfiihrungsform kann das verdnderte
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Immunglobulin oder die variable Domdne eines Immunglobulins
der vorliegenden Erfindung in Verbindung mit einem oder
mehreren Antikdérpern verabreicht werden, welche eine An-
tikérpervariante der vorliegenden Erfindung umfassen kdénnen
oder nicht. GemdB einer weiteren Ausfiihrungsform der
Erfindung koénnen das verdnderte Immunglobulin oder die
variable Domine eines Immunglobulins der vorliegenden
Erfindung sowie ein oder mehrere weitere Anti-
Krebstherapien zur Behandlung von Krebszellen ex vivo
eingesetzt werden. Es wird in Betracht gezogen, dass eine
solche ex vivo Behandlung zur Knochenmarkstransplantation
und insbesondere zur autologen Knochenmarkstransplantation
niitzlich sein kann. Es wird selbstverstdndlich in Betracht
gezogen, dass die Antikdrper der Erfindung in Kombination
mit dariber hinaus weiteren therapeutischen Techniken, wie
etwa der Chirurgie, eingesetzt werden konnen.

Eine Vielzahl weiterer therapeutischer Agenzien k&nnen zur
Verabreichung mit den verdnderten Immunglobulinen der
vorliegenden Erfindung Verwendung finden. In einer
Ausfiihrungsform wird das verédnderte Immunglobulin mit einem
anti-angiogenetischen Agens verabreicht, das eine
Verbindung darstellt, welche die Entwicklung von Blut-
gefdBen blockiert oder diese zu einém gewissen Grade
beeintrachtigt. Der anti-angiogenetische Faktor kann
beispielsweise ein kleines Molekiil oder ein Protein, zum
Beispiel ein Antikdrper, eine Fc Fusion oder ein Cytokin
sein, das an einen Wachstumsfaktor oder einen Rezeptor fir
einen Wachstumsfaktor bindet, der an der Forderung der
Angiogenese beteiligt ist. Der hierin bevorzugte anti-
angiogenetische Faktor ist ein Antikérper, der an den
vaskulidren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) bindet. In
einer alternativen Ausfiihrungsform wird das verdnderte
Immunglobulin mit einem therapeutischen Agens verabreicht,
das eine adaptive Immunantwort induziert oder erhdht, bei-
spielsweise ein Antikdrper, der CTLA-4 zum Ziel hat. In
einer alternativen Ausfiihrungsform wird das verdnderte
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Immunglobulin mit einem Tyrosinkinasehemmer verabreicht,
wobei es sich um ein Molekiil handelt, das zu einem gewissen
Grade die Tyrosinkinaseaktivitat einer Tyrosinkinase hemmt.
In einer alternativen Ausfihrungsform werden die
verinderten Immunglobuline der vorliegenden Erfindung mit
einem Cytokin verabreicht. Mit “Cytokin” wie hierin
verwendet wird ein allgemeiner Begriff fir Proteine
pezeichnet, die von einer Zellpopulation freigesetzt und
die auf eine andere Zelle als interzelluldre Botenstoffe,
einschlieBlich Chemokine, wirken.

Es werden pharmazeutische Zusammensetzungen in Betracht
gezogen, wobei verdnderte Immunglobuline der vorliegenden
Erfindung und ein oder mehrere therapeutisch aktive
Agenzien formuliert werden. Formulierungen der
Polypeptidvarianten der vorliegenden Erfindung werden zur
Lagerung durch Mischen des verdnderten Immunglobulins oder
der variablen Domdne eines Immunglobulins der vorliegenden
Erfindung, welche den gewiinschten Reinheitsgrad aufweisen,
mit wahlweisen pharmazeutisch vertrédglichen Trédgern,
Bindemitteln oder Stabilisatoren (Remingtons’s
Pharmaceutical Sciences, 1980, 16. Auflage, Osol, A.
Herausg.) in Form lyophilisierter Formulierungen oder
waBriger Losungen vorbereitet. Die zur in vivo
Verabreichung zu verwendenden Formulierungen sind
vorzugsweise steril. Dies wird in einfacher Weise durch
Filtration {(iber sterile Filtermembranen oder andere
Verfahren erreicht. Die verdnderten Immunglobuline und
weitere hierin offenbarte therapeutisch aktive Agenzien
kénnen ebenso als Immunoliposomen und/oder in Mikrokapseln

eingeschlossen formuliert werden.

Die Verabreichung der pharmazeutischen Zusammensetzung, die
ein veridndertes Immunglobulin oder eine variable Domdne
eines Immunglobulins der vorliegenden Erfindung umfasst,
vorzugsweise in Form einer sterilen waBrigen Losung, kann
auf eine Vielzahl von Weisen durchgefiihrt werden,
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einschlieBlich aber nicht beschrankt auf oral, subkutan,
intravends, intranasal, intraotical, transdermal, topisch
(z.B. Gele, Salben, Lotionen, Cremes etc.),
intraperitoneal, intramuskulér, intrapulmonar, vaginal,
parenteral, rektal oder intraocular.

Gem&B einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung umfasst das Expressionssystem einen Vektor. Es
kann Jjeder beliebige im Stand der Technik bekannte
Expressionsvektor zu diesem Zweck geeigneterweise verwendet

werden.

Das verdnderte Immunglobulin wird vorzugsweise in einer
Wirtszelle exprimiert, vorzugsweise in einem Bakterium, in
Hefe, in einer Pflanzenzelle, in einer Insektenzelle, in
einer tierischen Zelle oder S&ugetierzelle oder in einem
Organ einer Pflanze oder eines Tieres oder in einer
vollstandigen Pflanze oder einem Tier.

Es kann eine groBe Vielzahl von geeigneten Wirtszellen zur
Expression des verdnderten Polypeptids der Erfindung
verwendet werden, einschlieBlich aber nicht beschrankt auf
Sdugerzellen (tierische Zellen), Pflanzenzellen, Bakterien
(z.B. Bacillus subtilis, Escherichia coli), Insektenzellen
und Hefe (z.B. Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae).
Es werden beispielsweise eine Vielzahl von Zelllinien, die
in der vorliegenden Erfindung Anwendung finden koénnen, im
ATCC Zelllinienkatalog beschrieben, der von der American
Type Culture Collection erhdltlich ist. Ferner kénnen
ebenso Pflanzen und Tiere als Wirte zur Expression des
erfindungsgemdfen Immunglobulins verwendet werden. Die
Expressions- ebenso wie die Transfektionsvektoren oder -
kassetten konnen entsprechend des verwendeten Wirts gew&hlt
werden.

Selbstverstédndlich kénnen auch nicht-zellulédre oder
zellfreie Proteinexpressionssysteme verwendet werden. 1In
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vitro Transkriptions/Translations-Proteinexpres-
sionsplattformen, die Protein in geniigenden Mengen
herstellen, bieten viele Vorteile einer zellfreien
Proteinexpression, wodurch der Bedarf an mihsamen
stromaufwidrtigen und stromabwdrtigen  Schritten (z.B.
Wirtszelltransformation, -kultur oder -lyse), die
typischerweise mit Expressionssystemen auf Zellbasis

verbunden sind, vermieden wird.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Herstellung eines Molekiils, das ein
Immunglobulin oder eine variable Domé&ne eines
Immunglobulins oder ein pharmazeutisches Préparat dessen
umfasst, das mindestens eine Verinderung in jeder von zwei
strukturellen Schleifenregionen des Immunglobulins oder der
variablen Domdne des Immunglobulins umfasst und die
Bestimmung der Bindung des Molekiils an ein Epitop eines
Antigens, wobei das unverdnderte Molekil im wesentlichen
nicht an das Epitop bindet, welches die Schritte umfasst:

- Bereitstellung einer Nukleins&dure, die fir eine
variable Domidne eines Immunglobulins kodiert, welche
mindestens zwel strukturelle Schleifenregionen
umfasst, )

- Verdnderung mindestens eines Nukleotidrests in jeder
der mindestens zwei strukturellen Schleifenregionen,

- Ubertragung der verdnderten Nukleinsdure in ein
Expressionssystem,

- Expression des ver#dnderten Immunglobulins,

- Kontaktierung des exprimierten veranderten
Immunglobulins mit einem Epitop,

- Bestimmung, ob das verdnderte Immunglobulin an das
Epitop bindet sowie

- Bereitstellung des verdnderten Immunglobulins, welches
an das Epitop bindet und seine wahlweise Kon-

fektionierung zu einem pharmazeutischen Prdparat.
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Insbesondere Dbetrifft die vorliegende Erfindung ein
Verfahren zur Herstellung eines multi-spezifischen
Moleklils, welches in spezifischer Weise an mindestens ein
erstes Molekiil bindet oder ein pharmazeutischen Prédparat
davon, das mindestens eine Verdnderung in Jjeder von
mindestens zwel  strukturellen Schleifenregionen eines
Immunglobulins oder einer variablen Doméne eines
Immunglobulins aufweist sowie zur Bestimmung der
spezifischen Bindung der mindestens zwei Schleifenregionen
an mindestens ein zweites, aus Antigenen ausgewdhltes
Molektil. Das Immunglobulin oder die variable Domédne des
Immunglobulins, welche eine unveradnderte strukturelle
Schleifenregion enthdlt, bindet nicht in spezifischer Weise
an das mindestens eine zweite Molekil.

Speziell umfasst das Verfahren die Schritte:

- Bereitstellung einer Nukleinsdure, welche filir ein
Immunglobulin kodiert, das spezifisch an mindestens
ein erstes Molekil bindet, welches mindestens eine
strukturelle Schleifenregion umfasst,

- Verdnderung mindestens eines Nukleotidrests mindestens
einer der Schleifenregionen, die von der Nukleinsdure
kodiert werden,

- Ubertragung der veridnderten Nukleinsdure in ein
Expressionssystem,

- Expression des verdnderten Immunglobulins,

- Kontaktierung des exprimierten verdnderten
Immunglobulins mit dem mindestens einen zweiten
Molekiil und ’

- Bestimmung, ob das verdnderte Immunglobulin spezifisch
an das zweite Molekiil bindet sowie

- Bereitstellung des verdnderten Immunglobulins, welches
spezifisch an das mindestens eine =zweite Molekil
bindet und wahlweise Konfektionierung dessen zu einem
pharmazeutischen Prédparat.

Die Manipulation von mehr als einer Spezifitdt in einem
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Mitglied eines bestimmten Bindungspaares wird bevorzugt
(Kufer et al. (2004) Trends in Biotechnology vol. 22 pages
238-244).

Es wurden zahlreiche Versuche unternommen, um multi-
spezifische, z.B. bispezifische, monoklonale Antikoérper
oder Antikdrperfragmente herzustellen. Ein Problem bei der
Herstellung von bispezifischen Antikérpern, die sich aus
zwei verschiedenen Polypeptidketten aufbauen (schwere und
leichte Kette), Dbesteht in der Notwendigkeit, vier
verschiedene Ketten (zwei schwere und zwei leichte Ketten)
in einer Zelle Zu exprimieren, was eine Anzahl
verschiedener Kombinationen von Molekiilen zur Folge hat,
welche von dem gewiinschten bispezifischen Molekil im
Gemisch getrennt werden missen. Auf Grund ihrer Ahnlichkeit
ist die Trennung dieser Molekiile schwierig und teuer. Eine
Anzahl von Techniken wurden eingesetzt, um das Auftreten
solcher unerwiinschter Paarungen zu minimieren (Carter
(2001) Journal of Immunological Methods, vol 248, pages 7~
15).

Eine L&sung fiir dieses Problem ist die Herstellung einer
Polypeptidkette mit zwei Spezifitdten, wie =z.B. zweier
miteinander verbundener scFvs oder die Herstellung
sogenannter Diabodies. Es wurde gezeigt, dass solche
Molekiile von der Faltung natiirlicher Molekiile weit entfernt
sind und offenkundig schwierig herzustellen sind (LeGall et
al. (2004) Protein Engineering, Design & Selection vol. 17
pages 357-366). ’

Ein weiteres Problem des derzeitigen Entwurfs bispezi-
fischer Antikoérper liegt in der Tatsache, dass selbst wenn
die Elternantikdrper bivalent an ihre jeweilige
Bindungspartner (z.B. IgG) binden, der resultierende
bispezifische Antikoérper fur jeden der jeweiligen

Bindungspartner monovalent ist.

NACHGEREICHT




Die bevorzugten multi-spezifischen Molekiile der vor-

liegenden Erfindung l6sen diese Probleme:

Die Expression eines bispezifischen Molekiils als eine
Polypeptidkette ist mdglich (eine ver&dnderte variable
Domine eines Immunglobulins mit zwei Bindungsspezifitdaten,
siehe Abschnitt Beispiele), was leichter zu erfiillen ist,
als die Expression zweiler Antikérperpolypeptidketten
(Cabilly et al., Proc Natl Acad Sci. USA 81: 3273-32717
(1984)).

Es kann ebenso als Antikdrper-&hnliches Molekiil (d.h. aus 2
Polypeptidketten aufgebaut) hergestellt werden. Auf Grund
der Tatsache, dass sich die zweite Spezifitdt auf dem
nicht-CDR Anteil der variablen Domdnen befindet, besteht
kein Bedarf fiur zwei verschiedene schwere Ketten oder
verschiedene leichte Ketten. Folglich gibt es keine
Mdglichkeit der Fehlpaarung der beiden Ketten.

Ein Antikorper der vorliegenden Erfindung kann aus einer
schweren Kette und einer leichten Kette bestehen, die
zusammen eine variable Region bilden, welche an einen
spezifischen Bindungspartner bindet, und die zweite
Spezifitdt kann durch verdnderte strukturelle Schleifen
entweder der variablen Domdne der schweren Kette oder der
leichten Kette gebildet werden. Die Bindungsstelle kann
ebenfalls aus mindestens einer oder mehr als einer nicht-
CDR Schleifen auf zwei variablen Doménen gebildet werden
(z.B. einer variablen Domine einer schweren Kette und einer
variablen Domidne einer leichten Kette, die strukturell

benachbart sein konnen).

Der veradnderte Antikdérper oder das Derivat kann ein
vollstindiger Antikoérper oder ein Antikérperfragment (z.B.
Fab, scFv, Fv, Minibody, dAB) sein, der mindestens eine
veranderte variable Domdne eines Immunglobulins umfasst.
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Er kann mono- oder multivalent an Bindungspartner binden
oder sogar mit unterschiedlichen Valenzen fiir die
verschiedenen Bindungspartner, in Abh&ngigkeit vom Entwurf.
Es kann beispielsweise ein Fab Fragment oder gleichwertig
ein scFv auf solche Weise ausgefiihrt werden, dass die
Strukturschleifen der VH und der VL Domdnen getrennt
voneinander manipuliert werden, um an dasselbe Epitop zu
binden wie die von den CDRs gebildete Bindungsstelle, was
zu einem trivalenten Fab Fragment beziehungsweise scFv
fiihrt. In einer weiteren Ausfiihrungsform bindet ein
vollstandiges Immunglobulin, das dieselben manipulierten VH
und VL Domdnen enthdlt, hexavalent an sein Zielepitop. Wenn
beispielsweise die von den CDRs gebildete natirliche
Bindungsstelle ein unterschiedliches Zielepitop erkennt als
die maipulierten Vh wund VL Dominen, dann bindet das
resultierende Fab Fragment oder scFv monovalent an das
erste Zielmolekiil und bivalent an das zweite Zielmolekiil,
welches in unabhidngiger Weise durch die verdnderten
Strukturschleifen der VH beziehungsweise VL Dom&ne gebunden
wird. Dieses bausteinférmige Entwurfsprinzip kann auf
zahlreiche verschiedene Weisen angewandt werden, was flr
den Fachmann offensichtlich ist.

Da es eine Anzahl unterschiedlicher Strukturschleifen gibt,
die zur Selektion und zum Entwurf einer spezifischen
Bindungsstelle in den nicht-CDR Regionen von schweren und
leichten Domdnen verfligbar sind, ist es moglich,
Antikorperderivate mit sogar mehr als zwei Spezifitdten zu
entwerfen. Beispielsweise kdnnen VH und VL Dom&nen, die ein
erstes Zielmolekiil mit ihren CDRs erkennen, getrennt
voneinander manipuliert werden, um spezifisch an
unterschiedliche (zweite und dritte) Zielmolekiile =zu
binden, durch Wechselwirkungen, die von den verdnderten
Strukturschleifen vermittelt werden. Folglich kann ein
trispezifisches Fab Fragment oder scFv, das monovalent an
jedes seiner Zielmolekiile bindet, erzeugt werden. Wenn die
veranderten variablen Domdnen dieses Fab Fragments in Form

o e e e
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eines Volllangen-IgG ausgefihrt werden, wird ein
manipuliertes IgG erzeugt, welches trispezifisch ist und an
jede seiner drei Spezifitdten bivalent bindet.

Die spezifischen Bindungsdomidnen innerhalb einer Poly-
peptidkette kdénnen mit oder ohne einen Peptidlinker

verbunden sein.

Einige Antik®drperklassen kénnen als natiirlicherweise multi-
spezifisch, insbesondere bispezifisch, angesehen werden:
Sie binden an ein Antigen (das typischerweise z.B. entweder
eine fremdartige Struktur oder eine krebsassoziierte
struktur ist) mit der variablen Region und sie binden an
Fc-Effektormolekiile mit dem Fc-Anteil (z.B. Fc Rezeptoren
auf zahlreichen Immunzellen oder Komplementprotein),
wodurch Effekte wie etwa ADCC, ADCP oder CDC bewirkt
werden.

Die Fc-Effektormolekiile werden durch den Fc-Anteil eines
Immunglobulinmolekiils (bei IgGl besteht es aus den Dom&nen
CH2 und CH3) gebunden, und es wurde eine Anzahl von

Methoden beschrieben, um die Effektorfunktion durch
Verbesserung der Bindung des Fc-Anteils eines
Antikdrpermolekiils zu optimieren, ~ entweder durch

Glycomanipulationstechniken (US 6,602,684) oder durch
Proteinmanipulation entweder direkt an der Fc (US
2005/0054832) oder indirekt durch Manipulation ausserhalb
der Fc (US 2005/02444403). Sowohl die Bindung der Fc-Region
an einen Fc-Rezeptor " und/oder die Bindung an
Komplementproteine wie etwa Cql wurde durch solche
Techniken = verandert. Gemeinhin wird versucht, die
Bindungsaffinitat zu solchen Fc-Effektormolekiilen zu
verbessern, da dies mit verbesserten Effektorfunktionen

einhergeht.

Mit der vorliegenden Erfindung ist es mdglich, einen
Antikérper zu entwerfen, der an Fc-Effektormolekile
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ausserhalb der natiirlichen Fc—Bindungsregion bindet.
Verianderte Schleifen in variablen Dom&nen von Antikoérpern,
die nicht den Schleifen entsprechen, die an der
“hatiirlichen” Bindung von Fc-Effektormolekiilen beteiligt
sind, kénnen aus einer Bibliothek verdnderter
Schleifenstrukturen gewdhlt werden oder entworfen werden,
um an ein oder mehrere Fc-Effektormolekiile zu binden. Ein
Antikdrper mit solchen zusdtzlichen Bindungsstellen fiir Fc-
Effektormolekiile hitte entweder eine stérkere Aviditat
gegeniiber einem bestimmten Fc-Effektormolekiil oder einer
Effektorzelle, die ein Fc-Effektormolekiil prasentiert und

kann daher eine noch stdrkere Wirkung entfalten, als
glycomanipulierte Antikdrper oder anderweitig verbesserte

Fc-Regionen.

Antikdrperfragmente weisen im Vergleich zu vollstédndigen
Antikérpern bestimmte Vorteile auf. Fragmente besitzen

gemeinhin gute Bioverteilungseigenschaften und koénnen

i
i

leichter hergestellt werden. Jedoch fehlen den meisten
Entwirfen von Antiksdrperfragmenten Effektorfunktionen, und
sie besitzen eine kurze in vivo Halbwertzeit (Holliger P.
et al., Nat Biotechnol. (2005) 23: 1126-36).

Weder CH1 noch Ck oder CA Domdnen vermitteln Effektor-
funktionen, was der Grund dafir ist, dass Fabs keine ADCC,
ADCP oder CDC zeigen. WO 02/44215 beschreibt
Bindungsmolekiile, die aus der Antigenbindungsstelle eines
Antikérpers und einem Peptid bestehen, welches Fc-
Effektormolekiile bindet. Auf solche Weise kann ein
Antikérperfragment konstruiert werden, dass Effektor-
funktionenvzeigt. Das Peptid wird in das Bindungsmolekiil an

einer Position eingebaut, die weder die Bindung des
Antigens noch die F&higkeit des Peptids zerstdrt, an ein
Fc-Effektormolekiil zu binden.

ErfindungsgemdB kann die Bindung an Fc-Effektormolekile
jedoch mit verdnderten Immunglobulinen oder variablen
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Dominen von Immunglobulinen ausgefiihrt werden, die auf
Bindung von Fc-Effektormolekilen aus Bibliotheken von zwei,
drei oder vier randomisierten strukturschleifensequenzen
innerhalb eines festen Gerists eines Immunglobulins oder
einer variablen Domdne eines Immunglobulins selektiert
wurden. Es ist daher moglich, auf spezifische
Schleifensequenzen ZzZu selektieren, die nicht an Fc-
Effektormolekiile binden wiirden, wenn sie von dem Ig-
Dominengeriist getrennt wiirden. Die aus der vorliegenden
Erfindung hervorgehenden Polypeptide konnen daher
vorzugsweise aus mehr als 100 Aminosduren bestehen und
kénnen eine oder nehrere variable Dom&anen von

Immunglobulinen umfassen.

Um auf potentielle Effektorfunktionen solcher er-
findungsgemdfer variabler Dominen zu selektieren, konnen
Bibliotheken von Antikérpern oder Antikérperfragmenten, die
mutierte variable Dom&nen umfassen, auf die Bindung an Fc-
Rezeptoren und/oder Komplementfaktoren wie etwa Clg
selektiert werden. Fcgamma Rezeptoren fir die Selektion
kdénnen entweder auf der Oberfliche von Zellen, welche die
entsprechenden Rezeptoren natiirlicherweise exprimieren,
bereitgestellt werden oder durch Expression und
Aufreinigung des extrazelluldren Anteils des entsprechenden
Rezeptors. IFN-g stimulierte U937 Zellen (CRL-1503,
American Type Culture Collection) kénnen als Zielzellen zur
Isolierung von durch Phagen prasentierte verédnderte
variable Domdnen von Immunglobulinen verwendet werden, die
spezifisch an den Hochaffinitats-IgG—Rezeptor FcgammaRI
binden (Berntzen et al., 2006, Protein Eng Des Sel. 19(3):
121-8). Die Bindung an den Fc Rezeptor kann durch FACS
unter Verwendung von U937 zellen als Zielzellen getestet
werden, die spezifisch mit ausgewahlten verdnderten
variablen Domdnen VOn Immunglobulinen gefarbt werden.
Ferner konnen die extrazelluldren Domanen menschlicher
Fcgamma Rezeptoren kloniert und als ldsliche Proteine oder
Fusionsproteine exprimiert werden und zur Analyse der
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spezifischen Bindung an potentielle Bindungspartner
verwendet werden (z.B. wie in Berntzen et al., 2005, J
Immunol Methods 298(1-2): 93-104). Die Identifizierung und
Charakterisierung veranderter variabler Domé&nen von

Immunglobulinen, die spezifisch an den Komplementfaktor Clg
binden, kdnnen im wesentlichen auf dhnliche Weise

:
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ausgefiihrt werden (z.B. wie in Lauvrak et al., 1997, Biol
Chem. 378(12): 1509-19).

R

Um die in vivo Halbwertzeit eines Molekiils zu erhdhen, das
aus einer solchen variablen Domdne besteht oder eine solche
enthilt, kann auf die Bindung an FcRn oder Serumalbumin mit
Bibliotheken erfindungsgeméfer mutierter variabler Domanen
selektiert werden. Solche Strukturschleifen, die fir die
Verlidngerung der Halbwertzeit eines Molekiils durch dessen
Bindung an Serumproteine oder Komplementproteine
verantwortlich sind, kénnen als isolierte Strukturschleifen
oder im Zusammenhang mit einem Immunglobulin oder Teilen
davon zur Kombination mit solchen Molekilen verwendet
werden, die als Molekiile mit erhdhter Halbwertzeit in vivo

entworfen werden sollen.

FcRn Rezeptoren oder andere Zellrezeptéren zur Selektion
kénnen entweder an der Oberflache von Zellen bereitgestellt
werden, welche die entsprechenden Rezeptoren
natiirlicherweise exprimieren oder durch Expression und
Aufreinigung des extrazelluldren Anteils des entsprechenden
Rezeptors. Fir den Zweck der vorliegenden Erfindung kann
ein erstes Screening nach FcRn auf mutierte variable
Domdnen (bder Molekiile, die solche mutierte variable
Dominen umfassen) selektieren, die ferner in vitro getestet
und iiberdies in FACS Experimenten durch Bindung an Zellen,
die einen FcRn Rezeptor exprimieren, charakterisiert werden
kénnen. Screening und Selektion kénnen auch pH
Abhingigkeiten bei der Bindung an FcRn beriicksichtigen (wie
beschrieben in PCT W002/060919; PCT W097/34631). Es kann
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ferner durch Affinitdtsreihung der Bindung an verschiedene
rekombinante FcRn, Isoforme und Allotypen charakterisiert
werden, z.B. mit Oberflichen-Plasmonresonanztechniken (z.B.
wie in Dall’ Acqua et al., Journal of Immunology, 2002,
169: 5171-5180).

Das erfindungsgem&Be verdnderte Immunglobulin kann eine
schwere und/oder leichte Kette oder Teile davon sowie
mindestens eine variable Domdne umfassen.

Das erfindungsgemdfe Immunglobulin umfasst vorzugsweise
mindestens eine konstante und/oder mindestens eine variable
Domine eines Immunglobulins oder eines Teils davon.

Eine variable Domine wird fir gewdhnlich als eine
Immunoglubulin-Faltungseinheit des variablen Anteils eines
Immunglobulins betrachtet, auch als Domine der variablen
Region bezeichnet (z.B. VH, vk, V1, vd).

Ein weiteres bevorzugtes erfindungsgeméfBes Immunglobulin
besteht aus einer variablen Domine einer schweren oder
jeichten Kette oder einem Teil davon mit mindestens zwel
Strukturschleifenregionen und ist dadurch gekennzeichnet,
dass die mindestens zwel Strukturschleifenregionen
mindestens zwei Aminosdureverdnderungen umfassen, die
mindestens zwel verdnderte Strukturschleifenregionen
bilden, wobeil die mindestens zwel veranderten
Strukturschleifenregionen spezifisch an mindestens ein
Epitop eines Antigens binden. Bei solch einem bevorzugten
erfindungsgemdfen Immunglobulin koénnen die mindestens zweil
Aminosdureveranderungen in einer oder zwel
Sstrukturschleifenregionen liegen oder in einer oder zwel
Strukturschleifen, um auf diese Weise eine Bindungsstelle

fiir ein Antigen zu bilden.

GemiB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung wird die spezifische Bindung des veranderten
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Polypeptids an ein Molekil durch ein
Bindungsnachweisverfahren bestimmt, das ausgewdhlt ist aus
der Gruppe bestehend aus immunologischen Nachweisverfahren,
vorzugsweise “enzyme linked immunosorbent assays” (ELISA),

Oberfléchen—Plasmonresonanznachweisverfahren, Nuklear-
Magnet—Resonanzspektroskopie des
sattigungstransferunterschieds, Transfer NOE (tNOE)
Nuklear—Magnet—Resonanzspektroskopie, kompetitive
Nachweisverfahren, Gewebebindungsnachweisverfahren,
Lebendzellbindungsnachweisverfahren und Zellex-

traktnachweisverfahren.

Bindungsnachweisverfahren koénnen unter Verwendung einer
Vielzahl von im Stand der Technik bekannten Verfahren
durchgefihrt werden, einschlieBlich aber nicht beschrankt

auf FRET (Fluoreszens—Resonanz—Energietransfer)— und BRET
(Biolumineszens—Resonanz—Energietransfer)— basierende
Nachweisverfahren, “Amplified Luminescent Proximity

Homogenous” Nachweisverfahren, “Scintillation Proximity”
Nachweisverfahren, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) ., SPR (Oberflichen-Plasmonresonanz), isothermale
Titrationskalorimetrie, differentielle
Scanningkalorimetrie, Gelelektrophorese sowie

Chromatographie einschlieBlich Gelfiltration.

Das veranderte Polypeptid der Erfindung ist vorzugsweise
mit einer Markierung verbunden, die ausgewdhlt ist aus der
Gruppe bestehend aus organischen Molekiilen,
Enzymmarkierungen, radioaktiven Markierungen,
Farbmarkierungen, fluoreszenten Markierungen, chromogenen
Markierungén, lumineszenten Markierungen, Haptenen,
Digoxigenin, Biotin, Metallkomplexen, Metallen, kolloidalem
Gold und Gemischen davon. '

Veranderte Polypeptide, die mit oben angegebenen Mar-
kierungen verbunden sind, kénnen beispielsweise in

diagnostischen Verfahren verwendet werden.
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Das veranderte Immunglobulin kann mit weiteren Molekiilen
verbunden sein, welche den einfachen Nachweis des Konjugats
in beispielsweise Bindungsnachweisverfahren (z.B: ELISA)
und Bindungsstudien gestatten.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich
auf ein Polypeptid, das eine variable Domidne einer leichten
oder schweren Kette oder Kombinationen davon mit mindestens
swei Schleifenregionen umfasst, dadurch gekennzeichnet,
dass Jjede der mindestens swei Strukturschleifenregionen

mindestens eine Aminosidureveranderung umfasst, die
mindestens zwel verdnderte Strukturschleifenregionen
bildet, wobei die mindestens zwel verinderten

strukturschleifenregionen spezifisch an mindestens ein

Epitop eines Antigens binden.

Es wird bevorzugt, auf molekulare Weise mindestens eine
verinderte variable Domine eines Antikdrpers (= die an den
spezifischen Partner {ber die nicht-variablen Sequenzen
oder Strukturschleifen bindet) mit mindestens einem
weiteren Bindungsmolekiil zZu kombinieren, das ein
Antikdrper, Antikoérperfragment, ein 16slicher Rezeptor, ein
Ligand oder eine weitere veranderte Antlkorperdomane sein

kann.

Das weitere Bindungsmolekiil, das mit der mindestens einen
veranderten variablen Domdne eines  Antikdrpers der
Erfindung kombiniert ist, wird ausgewdhlt aus der Gruppe
pestehend aus proteinartigen Molekiilen, Nukleins&duren und

Kohlenhydraten.

Die Strukturschleifenregionen der verianderten variablen
Domidnen des Immunglobulins kdénnen spezifisch an Jjede Art
von Bindungsmolekiil binden, insbesondere an proteinartige
Molekiile, Proteine, Peptide, Polypeptide, Nukleinséduren,
Glykane, Kohlenhydrate, Lipide, kleine und grofe organische
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Molekiile, anorganische Molekiile. Selbstverstdandlich kann
die veranderte variable Domédne des Immunglobulins
mindestens zwei Schleifenregionen umfassen, wobei jede der
Schleifenregionen spzifisch an unterschiedliche Molekiile
oder Epitope binden kann.

GemiB einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden
Erfindung wird das an die verdanderte Struktur-
schleifenregion bindende Antigen oder Molekiil ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus tumorassoziierten Antigenen,
insbesondere EpCAM, tumorassoziiertem Glykoprotein-72 (TAG-
72), tumorassoziiertem Antigen CA 125, Prostata-
spezifischem Membranantigen (PSMA), Melanomassoziiertem
Antigen von hohem Molekulargewicht (HMW-MAA) ,
tumorassoziiertem Antigen, das Lewis Y bezogenes
Kohlenhydrat exprimiert, carcinoembryonischem Antigen
(CEA), CEACAMS, HMFG PEM, Mucin MUC1, MUC18 sowie
Cytokeratin—tumorassoziiertem Antigen, bakteriellen
Antigenen, viralen Antigenen, Allergenen, Allergie-
bezogenen Molekiilen IgE, cKIT und Fc-Epsilon-Rezeptor I,
Irp60, IL-5 Rezeptor, CCR3, rotem Blutzellrezeptor (CR1),
menschlichem Serumalbumin, Miuseserumalbumin,
Rattenserumalbumin, neonatalem Fc-gamma-Rezeptor FcRn, Fc-
gamma-Rezeptoren Fc-gamma RI, Fc-gamma RiI, Fc-gamma RIII,
Fc-alpha Rezeptoren, Fc-epsilon Rezeptoren, Fluoreszein,
Lysozym, Toll-artiger Rezeptor 9; Erythropoietin, CD2, CD3,
CD3E, CD4, CDl11, CDlla, CD14, CD1l6, CD18, CD19, CD20, CD22,
cp23, CD25, CD28, CD29, CD30, CD32, CD33 (p67 Protein),
cD38, CD40, CD40L, CD52, CD54, CD56, ch64, CD80, CD147,
GD3, IL-1, IL-1R, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, IL-6R, IL-
g8, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, Interferon alpha, Interferon
beta, Interferon gamma, TNF-alpha, TNFbeta2, TNFalpha,
TNFalphabeta, TNF-RI, TNF-RII, FasL, CcD27L, CD30L, 4-1BBL,
TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, LIGHT, VEG1l, OX40L, TRAIL
Rezeptor-1, Al Adenosinrezeptor, Lymphotoxin Beta Rezeptor,
TACI, BAFF-R, EPO, LFA-3, ICAM-1, ICAM-3, Integrin betal,
Integrin beta2, Integrin alpha4/beta7, Integrin alpha2,
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Integrin alpha3, Integrin alphad, Integrin alpha$, Integrin
alpha6, Integrin alphaV, alphaVbeta3 Integrin, FGFR-3,
Keratinozyten Wachstumsfaktor, VLA-1, VLA-4, L-Selektin,
anti-Id, E-Selektin, HLA, HLA-DR, CTLA-4, T-Zellrezeptor,
B7-1, B7-2, VNR-Integrin, TGFbetal, TGFbetaZl, Eotaxinl,
BLyS (B-Lymphozytenstimulator), Komplement C5, IgE, IgA,
IgD, IgM, IgG, Faktor VII, CBL, NCA 90, EGFR (ExbB-1),
Her2/neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3), Herd4 (ErbB-4), Gewe-
befaktor, VEGF, VEGFR, Endothelinrezeptor, VLA-4,
Kohlenhydraten wie etwa Blutgruppenantigenen und verwandten
Kohlenhydraten, Galili-Glykosylierung, Gastrin,
Gastrinrezeptoren, tumorassoziierten Kohlenhydraten, Hapten
NP-cap oder NIP-cap, T-Zellrezeptor alpha/beta, E-Selektin,
P-Glykoprotein, MRP3, MRP5, Glutathion-S-transferase pi
(Multi—Medikamenten—Resistenzproteine), Alpha-granuléres
Membranprotein (GMP) 140, Digoxin, placentale alkalische
Phosphatase (PLAP) und testikulare PLAP-&hnliche alkalische
Phosphatase, Transferrinrezeptor, Heparanase I,
menschliches Cardiac-Myosin, Glykoprotein IIb/IIIa
(GPIIb/IIIa), Hillglykoprotein gH des menschlichen
Cytomegalovirus (HCMV), HIV gpl20, HCMV, Respiratory
Syncytial Virus RSV F, RSVF Fgp, VNR-Integrin, Hep B gpl20,
CMV, gpIIbIIIa, HIV IIIB gpl20 V3 Schleife, Respiratory
Syncytial Virus (RSV) Fgp, Herpes éimplex Virus (HSV) gD
Glykoprotein, HSV gb Glykoprotein, HCMV gb Hiillglykoprotein
Clostridium perfringens Toxin und Fragmenten davon.

Vorzugsweise wird das_ Antigen ausgewdahlt aus der Gruppe
bestehend aus pathogenem  Antigen, tumorassoziiertem
Antigen, Enzym, Substrat, Selbstantigen, organischem
Molekiil oder Allergen. Besonders bevorzugt werden Antigene
ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus viralen Antigenen,
bakteriellen Antigenen oder Antigenen von pathogenen
Eukaryoten oder Phagen. Bevorzugte virale Antigene umfassen
HAV-, HBV-, HCV-, HIV I-, HIV II-, Parvovirus-, Influenza-,
HSV-Hepatitisviren-, Flaviviren-, Westnil Virus-,

Fbolavirus-, Pockenvirus-, Blatternvirus-, Masernvirus-,
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Herpesvirus-, Adenovirus-, Papillomavirus-, Polyomavirus-,
Parvovirus-, Rhinovirus-, Coxsackievirus-—, Poliovirus-,
Echovirus-, Japanischer Encephalitisvirus-, Denguevirus-,
7zecken Encephalitisvirus-, Gelbfiebervirus-, Coronavirus-,
Repiratory Syncytial Vvirus-, Parainfluenzavirus-, La Crosse
Virus-, Lassavirus-—, Rabiesvirus-, Rotavirus- Antigene;

bevorzugte bakterielle Antigene umfassen Pseudomonas-—,

Mycobacterium-, Staphylococcus-—, Salmonella-,
Meningokokken-, Borellia-, Listeria-, Neisseria-,
Clostridium-—, Escherichia-, Legionella-, Bacillus-,
Lactobacillus-, Streptococcus-, Enterococcus-—,
Corynebacterium—, Nocardia-, Rhodococcus-—, Moraxella-,

Brucella-, Campylobacter-, Cardiobacterium-, Francisella-,
Helicobacter-, Haemophilus-, Klebsiella-, Shigella-,
Yersinia-, Vibrio-, Chlamydia-, Leptospira-, Rickettsia-,
Mycobacterium-, Treponema-, Bartonella-Antigene. Bevorzugte
eukaryotische Antigene von pathogenen Eukaryoten umfassen
Antigene von Giardia, Toxoplasma, Cyclospora,
Cryptosporidium, Trichinella, Hefen, Candida, Aspergillus,
Cryptococcus, Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides.

Das erfindungsgemdl veranderte Immunglobulin kann
vorzugsweise an eines der oben offenbarten Molekiile binden.

Diese Molekiile umfassen ferner Allergene und Haptene.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
Verwendung eines erfindungsgeméfen oder eines mit einem
erfindungsgemifen Verfahren erhiltlichen Immunglobulins
oder einer variablen Domane eines Immunglobulins zur
Herstellung eines Impfstoffs zur aktiven Immunisierung.
Dabei wird das Immunglobulin entweder als antigene
Medikamentensubstanz zZur Formulierung eines Impfstoffs
verwendet oder zum Herausfischen oder Abfangen antigener
Strukturen zur Verwendung in einer Impfstoffformulierung

verwendet.

Fin weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
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Verwendung eines erfindungsgemdfen oder eines mit einem
erfindungsgemdfen Verfahren erhaltlichen Immunglobulins zur
Herstellung einer Proteinbibliothek von Polypeptiden,
welche veranderte variable Domédnen von Immunglobulinen
umfasst.

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung
betrifft ein Verfahren zur spezifischen Bindung und/oder
-um Nachweis eines Zielmolekiils, das die Schritte umfasst:

- In Kontakt Dbringen eines Molekils, welches ein
erfindungsgemdfes verdndertes Immunglobulin oder eine
variable Domine eines Immunglobulins umfasst oder ein
Molekiil, das eine nach dem erfindungsgeméfen Verfahren
erhdltliche verdnderte variable Domé&ne eines
Immunglobulins umfasst mit einer Testprobe, welche das
7zielmolekiil enthdalt oder in Verdacht ist, es zu
enthalten und wahlweise

- Nachweis der potentiellen Bildung eines spezifischen
Immunglobulin/Molekiil-Komplexes oder eines Komplexes
aus der variablen Domdne eines Immunglobulins und dem
Molekil.

Ein Dbevorzugtes erfindungsgemdfes Verfahren dient der
spezifischen Binduﬁg und/oder dem Nachweis eines Molekils,
das die Schritte umfasst:

-  In Kontakt bringen einer Bibliothek erfindungsgemédler
Immunglobuline oder eines verinderten Immunglobulins
mit einer Testprobe, welche das Molekiil enth&lt und
wahlweise

- Nachweis der potentiellen Bildung eines spezifischen
Immunglobulin/Molekﬁl—Komplexes.

Testproben koénnen menschliche oder tierische Proben sein,
wie etwa Blutproben oder andere Korperfliissigkeiten und
Zellsuspensionen, die mdglicherweise ein Zielmolekil
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erhalten, das zum Abfangen und/oder Nachweis durch

Immunglobuline spezifisch ist.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur spezifischen Isolierung eines Zielmolekils,

das die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen eines Molekils, welches ein
erfindungsgemdBes verdndertes Immunglobulin oder eine
variable Domine eines Immunglobulins umfasst oder ein
Molekiil, das eine nach dem erfindungsgemidfen Verfahren
erhdaltliche verdanderte variable Domé&ne eines
Immunglobulins umfasst mit einer Probe, welche das
Zielmolekil enthdlt,

- Abtrennung des gebildeten spezifischen Komplexes aus
der variablen Domine eines Immunglobulins und dem
Zielmolekiil sowie

- wahlweise Isolierung des Zielmolekiils aus dem Komplex.

Ein bevorzugtes erfindungsgeméfies Verfahren dient der
spezifischen Isolierung eines veranderten Immunglobulins,
das an ein Molekiil bindet, welches die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen einer Bibliothek erfindungsgemafier
Immunglobuline mit einer Probe, welche das Molekil
enthdlt,

- Abtrennung des gebildeten spezifischen Komplexes aus
verandertem Immunglobulin und dem Molekiil sowie

- wahlweise Isolierung "des verinderten Immunglobulins

aus dem Komplex.

Diese Proben werden fir gewdhnlich als Quellen zur
prdparativen Isoierung dieser Molekile betrachtet,
beispielsweise komplexe natiirliche Quellen, wie tierische,
menschliche oder pflanzliche Quellen oder mikrobiell
abgeleitete Quellen oder Zellsuspensionen und -kulturen.
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Die erfindungsgemédfien Imunoglobuline oder variablen Domanen
von Immunglobulinen kénnen zur spezifischen Isolierung von
Molekiilen aus einer Probe verwendet werden. Wenn multi-
spezifische Immunglobuline oder variable Domdnen von
Immunglobulinen verwendet werden, kann mehr als ein
zielmolekiil aus einer Probe isoliert werden. Es ist
besonders vorteilhaft Immunglobuline oder veradnderte
variable Domdnen von Immunglobulinen in solchen Verfahren
su verwenden, weil dadurch z.B. eine Matrix erzeugt werden
kann, die eine homogene Oberfliche mit definierten Mengen
von darauf immobilisierten Bindungspartnern (d.h.
verianderte variable Domdnen von Immunglobulinen) aufweist,
welche dazu in der Lage sind, die zu isolierenden
7ielmolekiile zu binden. Im Gegensatz dazu kann, wenn
monospezifische Bindungspartner verwendet werden, keine
homogene Matrix  erzeugt werden, da die einzelnen
Bindungspartner nicht mit derselben Wirksamkeit an die

Matrix binden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zum =zielgerichteten Hinleiten einer Verbindung
auf ein Zielmolekiil, das die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen eines Molekiils, das eine er-
findungsgemife verdnderte variable Domdne eines
Immunglobulins umfasst oder eines Molekiils, das eine
mit einem erfindungsgemdfen Verfahren erhaltliche
verinderte variable Domdne eines Immunglobulins
umfasst, das in der Lage ist, spezifisch an die
Verbindung zu binden,

- Hinleiten des Molekiils, das einen Komplex aus der
variablen Domdne eines Immunglobulins und der
Verbindung umfasst, zu dem Zielmolekil.

ErfindungsgemdBe verdnderte Immunglobuline oder variable
Dominen von Immunglobulinen kénnen zum Hinleiten mindestens

einer Verbindung, die an die CDRs und/oder verédnderten

NACHGEREICHT




(XXX J
seee
seee

Strukturschleifenregionen gebunden ist, zu dem Zielmolekiil
verwendet werden. Solche Immunglobuline kénnen dazu
verwendet werden, therapeutische Substanzen in
zielgerichteter Weise zu einem bevorzugten Wirkungsort im
Laufe der Behandlung von Krankheiten zu leiten.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
eine Molekiilbibliothek, die ein erfindungsgemédBes oder mit
einem erfindungsgemdfien Verfahren erhdltliches
Immunglobulin oder eine variable Doméne eines
Immunglobulins umfasst.

Die bevorzugte Bibliothek von erfindungsgemdfen
Immunglobulinen oder variablen Domédnen von Immunglobulinen
umfasst mindestens 10 Immunglobuline oder variable Domdnen
von Immunglobulinen, vorzugsweise 100, besonders bevorzugt
1 000, besonders bevorzugt 10 000, besonders bevorzugt 100
000, insbesondere mehr als 1 000 000 Varianten von
Immunglobulinen oder variablen Doméanen, mit einer
Veridnderung in mindestens zwei Strukturschleifenregionen.
Es zeigte sich, dass die am meisten bevorzugten Mitglieder
einer Bibliothek Mutationen von mindestens 4 oder sogar
mindestens 5 oder 6 Aminosdurepositionen in mindestens zwel
Strukturschleifenregionen aufweisen. Foiélich bestehen die
besonders bevorzugten erfindungsgem&Ben Bibliotheken aus
Mitgliedern, die Mutationen von mindestens 2, 3 oder 4
Aminosdurepositionen in mindestens zweli Struk-

turschleifenregionen aufweisen.

Eine erfindungsgemédBe Bibliothek kann ferner aus einer oder
einem Gemisch von variablen Dom&nen von Immunglobulinen
bestehen oder diese umfassen, die ausgewadhlt sind aus der
Gruppe von VH, Vkappa, Vlambda und VHH, nach Eignung zum
zweck der Bestimmung von Bindungspartnern aus kommerziellen

Grunden.

Bevorzugte Verfahren zur Herstellung der Bibliothek kodnnen
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im obigen und in den Beispielen gefunden werden. Die
erfindungsgemidfe Bibliothek kann zur Identifizierung von
Immunglobulinen oder von variablen Domanen von
Immunglobulinen verwendet werden, die an ein individuelles
Molekiil binden.

Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung einer
Proteinbibliothek von Polypeptiden, welche ein
erfindungsgemdfes oder mit dem erfindungsgemifen Verfahren
erhiltliches Immunglobulin oder eine variable Domine eines
Immunglobulins umfasst, zum Entwurf von
Immunglobulinderivaten. Ein bestehendes Immunglobulin kann
verandert  werden, um Antigenbindungsstellen in ein
Immunglobulin oder eine variable Doméne eines
Immunglobulins einzufihren, unter Verwendung einer Protein-
bibliothek des Dbetreffenden Immunglobulins oder der
variablen Domidne von mindestens 10, vorzugsweise 100,
pesonders bevorzugt 1 000, besonders bevorzugt 10 000,
besonders bevorzugt 100 000, insbesondere mehr als 1 000
000 Immunglobulinen oder variablen Domi&nvarianten, wobeil
jede mindestens zweil verinderte Strukturschleifenregionen
aufweist. Die Bibliothek wird daraufhin auf Bindung an das
spezifische Antigen gescreent. Nach molekularer
Charakterisierung auf die gewiinschten ‘Eigenschaften wird
das ausgewdhlte Immunglobulin oder die variable Domane
durch gentechnische Verfahren in das urspriingliche
Immunglobulin kloniert, so dass es die Wildtypregion
ersetzt. Alternativ kann nur die DNS, welche fiir die
verinderten Schleifen kodiert oder fiir die mutierten
Aminosauren kodiert ausgetauscht werden, zum Erhalt eines
Immunglobulins mit der zusatzlichen Bindungsstelle fir das
spezifische Antigen. Alternativ kann die Verdnderung in den
Strukturschleifen der variablen Domdnen mit der variablen
Domine in deren natiirlichem 7Zusammenhang ausgefihrt werden,
z.B. in Form eines Fab, scFv oder vollstéandigen

Immunglobulinmolekiils.
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Die Wahl der Stelle der mutierten, antigen-spezifischen
Strukturschleife ist abhangig von der Struktur des
urspringlichen Immunglobulins und vom Zweck der
susdtzlichen Bindungsstelle. Wenn, beispielsweise, das
uréprﬁngliche Immunglobulin ein Fab oder scFv ist, ist eine
Verinderung von zwei Strukturschleifen in den variablen
Dominen der leichten Kette und/oder der schweren Kette
mdglich.

zur Erzeugung einer Bibliothek kénnen Bibliotheken von
mutierten urspriinglichen Molekiilen hergestellt werden, die
Mutationen in zwei oder mehreren Strukturschleifen einer
oder mehrerer variabler Domidnen aufweisen. Die Selektion
mit vollstadndigen mutierten urspriinglichen Molekiilen kann
einige Vorteile aufweisen, da die Selektion auf
Antigenbindung mit einer verdnderten Strukturschleife die
sterisch vorteilhaften Verdnderungen liefert.
Beispielsweise kann es vorteilhaft sein, wenn das
vollstindige Molekiil ein scFv ist, die Bibliothek wvon
mutierten urspriinglichen scFv auf die Bindung an ein
Antigen zu screenen, gefolgt von einem Screening der
spezifischen bindenden Molekiile auf Bindung an das Antigen,
welches von den CDR Schleifen erkannt wird (urspriingliche
Spezifitdt). In einem alternativen Selektionsverfahren kann
das urspriingliche- das erste- Antigen wahrend des
Screenings auf Bindung an ein Antigen mit den veranderten
Strukturschleifen an die CDR-Schleifen gebunden sein.
Dieses gleichzeitige Screening kann die Rettung von Klonen
erlauben, die wahrénd eines schrittweisen
Selektionsverfahrens verloren gingen, wenn die Bindung an
das Antigen von der Bindung an das erste Antigen
beeinflusst wird.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung ist eine
Bibliothek von Varianten variabler Domé&nen von
Immunglobulinen mit mindestens einer Aminosidurepositions-

variante in Jjeder von mindestens zwel der Struktur-
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schleifen. Die Bibliothek kann Immunglobulindomé&nen der
schweren und der leichten Kette oder Gemische und

molekulare Kombinationen davon umfassen.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform ist eine Bibliothek
von VHH Domé&nen oder humanisierte Formen solcher
Kameldomé&nen mit mindestens einer Aminos&durenposi-
tionsvariante in jeder von mindestens zweil Struktur-

schleifen.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung ist eine
Bibliothek mit einzelkettigen Antikérpern, wie etwa eine
scFv Bibliothek mit mindestens einer Aminosduren-
positionsvariante in jeder von mindestens zwel der
Strukturschleifen jeder beliebigen der variablen Domdnen

des einzelkettigen Antikdrpers oder scFv.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung ist
eine Diabody-Bibliothek mit mindestens einer
Aminosiurenpositionsvariante in jeder von mindestens zwel
der Strukturschleifen jeder beliebigen der variablen

Dominen des Diabodies.

Eine weitere bevorzugte Ausfﬁhrungsform‘der Erfindung ist
eine Minibody-Bibliothek mit mindestens einer
Aminosidurenpositionsvariante in jeder von mindestens zwel
der Strukturschleifen Jjeder beliebigen der variablen
Dominen des Minibodies.

Noch eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung
ist eine Fab-Bibliothek mit mindestens einer
Aminosaurenpositionsvariante in jeder von mindestens zwel
der Strukturschleifen Jjeder beliebigen der variablen

Dominen des Fabs.

Noch eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung
ist eine Antikdrper- oder IgG-Bibliothek, vorzugsweise eine
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menschliche Antikoérperbibliothek, mit mindestens einer
Aminosdurenpositionsvariante in Jjeder von mindestens zwei
der Strukturschleifen jeder beliebigen der variablen
Dominen der Antikorper- oder IgG-Doménen.

Die GroBenanforderungen (d.h. die Anzahl von Protein-
varianten) einer Proteinbibliothek, die verschiedenartig
mutierte Immunglobuline oder variable Dom&nen von
Immunglobulinen oder Fusionsmolekiile mutierter variabler
Antikdrperdomdnen umfasst, ist abhingig von der Aufgabe. Im
allgemeinen muss eine Bibliothek zur de novo Erzeugung
einer Antigenbindungsstelle groBer sein als eine
Bibliothek, die =zur weiteren Verdnderung einer Dbereits
bestehenden manipulierten Antigenbindungsstelle, die durch
eine veridnderte Strukturschleife gebildet wird, verwendet
wird (z.B. zur Steigerung der Affinitat oder die
Veranderung der Feinspezifitat gegeniiber dem Antigen).

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenso eine Polypep-
tidbibliothek oder eine Nukleinsidurebibliothek, die mehrere
Polypeptide umfasst, welche Immunglobuline oder variable
Dominen von Immunglobulinen oder mindestens zwei in einer
Minidomine enthaltene Strukturschleifenregionen umfassen,
oder dafiir kodierende Nukleinsiduremolekiille. Die Bibliothek
enthilt Mitglieder mit unterschiedlichen Veranderungen,
wobei die Vielzahl durch die Veranderungen in .den
mindestens zwei Strukturschleifenregionen bestimmt wird.
Die Nukleins&durebibliothek umfasst vorzugsweise mindestens
10 verschiedene Mitglieder (mit mindestens zwel
potentiellen Aminosidureveridnderungen) und umfasst besonders
bevofzugt mindestens 100, besonders bevorzugt 1 000 oder 10
000 unterschiedliche Mitglieder (z.B. entworfen durch
“Randomisierungsstrategien” oder kombinatorische  Tech-
niken). Noch stdrker diversifizierte individuelle
Mitgliederanzahlen, wie etwa mindestens 1 000 000 oder
mindestens 10 000 000 werden ebenfalls bevorzugt.
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Kombination

zweier verschiedener Immunglobuline oder variabler Domdnen

von Immunglobulinen, die aus mindestens zweli
erfindungsgemdfien Bibliotheken ausgewdhlt sind, um
multispezifische Immunglobuline zZu erzeugen. Diese
ausgewahlten spezifischen variablen Domanen von

Immunglobulinen  kodnnen miteinander oder mit anderen
Molekiilen kombiniert werden, &hnlich wie Bausteine, um die
optimale Anordnung der Domianen zu entwerfen, um die
erwiinschten Eigenschaften zu erlangen, wie etwa Kombi-

nationen von Spezifit&dten und/oder Valenzen.

Ferner kénnen ein oder mehrere erfindungsgeméfe verdnderte
Immunglobuline oder variable Domé&nen von Immunglobulinen an
zahlreichen oder allen unterschiedlichen Stellen eines
Proteins eingefiihrt werden, ohne die Struktur des Proteins
zu zerstdren. Durch solche Domdnenshuffling-Techniken
werden neue Bibliotheken erschaffen, die wiederum auf die

erwiinschten Eigenschaften selektiert werden kdénnen.

Die bevorzugte Bibliothek enthdlt erfindungsgeméfe
Immunglobuline oder variable Domdnen von Immunglobulinen

oder Derivate davon.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung 1ist ein
Bindungsmolekil fir ein Antigen (Antigen-bindendes
Molekiil), das mindestens ein Immunglobulin oder eine
variable Domdne eines Immunglobulins sowie mindestens zwei
Strukturschleifenregionen ﬁmfasst, die erfindungsgemdl zur
Bindung an das Antigen verandert wurden, wobei das
Bindungsmolekil keine relevante und/oder spezifische
Bindungsaktivitdt mit seinen CDR-Schleifen aufweist. Es
kann weitere Anteile umfassen, die fur
Antikdrperaktivitdten nitzlich sind (z.B. wie etwa
natiirliche oder verédnderte Effektorregionen (Sequenzen)),
es fehlt ihm jedoch die ™“natiirliche” Bindungsregion fir
Antikoérper, d.h. aktive CDR-Schleifen in ihrer
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natirlicherweise auftretenden Position. Diese
erfindungsgemében Antigen-bindenden Molekile weisen die im
obigen fiir die vorliegenden Molekiile beschriebenen Vorteile
auf, aber ohne die spezifische Bindungsaktivitdt von
Antikorpern; jedoch mit einer neu eingefiihrten spezifischen
Bindungsaktivitdt in der Strukturschleifenregion.

Auch fiir die erfindungsgem&fen Antigen-bindenden Molekiile

wird bevorzugt, dass die neuen Antigenbindungsstellen in .
den Strukturschleifen durch randomisierende Technologien
eingefithrt werden, d.h. durch Verianderung eines oder ?
mehrerer Aminosdurereste mindestens zweier
Strukturschleifen durch Randomisierungstechniken oder durch ]
Einfihrung zufallsgemdR erzeugter Einfligungen in solche ’
Strukturschleifen. Alternativ wird die Verwendung

kombinatorischer Ansdtze bevorzugt.

GemiB eines weiteren Aspekts betrifft die vorliegende
Erfindung ein verdandertes Immunglobulin, das eine
Antigenbindungsstelle aufweist, die dem unveranderten
Immunglobulin fremd ist und in eine, zwei, drei oder
mehrere Strukturschleifen der variablen Doméne eingesetzt
ist. Die Bezeichnung “fremd” bedeutet, dass die
Antigenbindungsstelle nicht natiirlicherweise durch die
spezifischen Strukturschleifenregionen der variablen Doméne

des Immunglobulins gebildet wird.

GemaB noch eines weiteren Aspekts betrifft die vorliegende 2
Erfindung ein verdndertes Immunglobulin, das eine ?
Antigenbindungsstelle aufweist, die dem unverdnderten
Immunglobulin fremd ist und in eine, zwei, drei oder

mehrere Strukturschleifen der variablen Doméane eingesetzt

ist, wobei das verédnderte Immunglobulin an das Antigen mit

ciner Affinitit von mindestens 10° mol™*, mindestens 10°

mol™!, mindestens, 10° mol™!, mindestens 106 mol’l,

mindestens 107 mol™!, mindestens 10° mol™ oder mindestens

10° mol™? bindet.
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Bevorzugte erfindungsgemdfle Immunglobuline oder variable
Dominen von Immunglobulinen umfassen mindestens zwei
Antigenbindungsstellen, wobei die erste Stelle an ein
erstes Epitop bindet und die zweite Stelle an ein zweites
Epitop bindet.

GemiaB einer bevorzugten Ausfithrungsform umfasst das
vorliegende Immunglobulin oder die variable Domdne eines
Immunglobulins mindestens drei Schleifenregionen, wobei die
erste Schleifenregion an ein erstes Epitop bindet und die
sweite und dritte Schleifenregion an ein zweites Epitop
binden. Entweder die mindestens erste oder mindestens
sweite und dritte Schleifenregion oder beide kénnen eine
Strukturschleife enthalten. Die erfindungsgeméfen
Immunglobuline oder variablen Domdnen von Immunglobulinen
umfassen die Fragmente davon, die im Stand der Technik als
funktionell bekannt sind, welche die erfindungsgemédfien
wesentlichen Elemente enthalten: die erfindungsgeméf
verinderten Strukturschleifenregionen.

Vorzugsweise setzt sich das erfindungsgemédfe Immunglobulin
aus mindestens zwei Immunglobulindomé&nen oder einem Anteil
davon, einschlieflich einer Minidomane,kzusammen, und Jjede
Domidne enthdlt mindestens eine Antigenbindungsstelle.

Ebenfalls wird ein erfindungsgemdfies Immunglobulin
bevorzugt, das mindestens eine Doméne der variablen Region
eiﬁes Immunglobulins und mindestens eine Domdne der
konstanten Region eines Immunglobulins umfasst;
beispielswéise eine variable Domine, die in mindestens zwel
mit einer CHI Domane verbundenen Strukturschleifen

verdndert ist.

Das erfindungsgemah bevorzugte Immunglobulin umfasst eine
Domine, die mindestens 50 % Homologie mit der unverénderten

Domine aufweist.
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Die Bezeichnung “Homologie” =zeigt an, dass Polypeptide
dieselben oder konservierte Reste an entsprechenden
Positionen in deren primdren, sekundédren oder tertiadren
Struktur aufweisen. Die Bezeichnung erstreckt sich auch auf
zwei oder mehrere Nukleotidsequenzen, welche fir die

homologen Polypeptide kodieren.

Eine “homologe Immunglobulindoméne” bezeichnet eine
erfindungsgemdfe Immunglobulindomane, die mindestens 50 %
Identitdt der Aminosduresequenz hinsichtlich einer nativen
Volllangensequenz einer Immunglobulindomdne aufweist oder
jeder beliebigen anderen Volllédngensequenz einer
Immunglobulindoméne wie hierein offenbart. Vorzugsweise
weist eine homologe Immunglobulindomdne mindestens etwa 50
% Identitat der Aminosidurensequenz, besonders bevorzugt
mindestens etwa 55 % Identitat der Aminosdurensequenz,
besonders bevorzugt mindestens etwa 60 % Identitat der
Aminosdurensequenz, besonders bevorzugt mindestens etwa 65
s Tdentitat der Aminosdurensequenz, besonders bevorzugt
mindestens etwa 70 % Identitdt der Aminosaurensequenz,
besonders bevorzugt mindestens etwa 75 % Identitdt der
Aminosiurensequenz, besonders bevorzugt mindestens etwa 80
% Identitidt der Aminosdurensequenz, besonders bevorzugt
mindestens etwa 85 % Identitdt der Aminosdurensequenz,
pesonders bevorzugt mindestens etwa 90 % Identitdt der
Aminosiurensequenz, besonders bevorzugt mindestens etwa 95
g Identitidt der Aminosdurensequenz mit einer nativen
Sequenz einer Immunglobulindoméne auf oder mit Jjedem
beliebigen anderen spezifisch definierten Fragment einer
Volllingensequenz einer Immunglobulindomdne wie hierin
offenbart.

Die “Prozentuale (%) Identitat der Aminos&duresequenz” ist
in Hinsicht auf die hierin bezeichneten
Immunglobulinsequenzen als Prozentsatz der Aminosaurereste
in einer AnwiArtersequenz definiert, der mit den
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Aminosiureresten in der spezifischen Sequenz der variablen
Domdne eines Immunglobulins identisch ist, nach
Sequenzvergleich der Sequenz und, falls erforderlich,
Einfihrung von Liicken, um die maximale prozentuale
Sequenzidentitét zu erhalten, und wobei beliebige
konservative Substitutionen nicht als Teil der Se-
quenzidentitdt in Betracht gezogen werden. Ein Se-
quenzvergleich zum Zweck der Bestimmung der prozentualen
Identitat der Aminosiuresequenz kann auf zahlreiche Weisen
erreicht werden, die dem Fachmann geldufig sind,
beispielsweise unter Verwendung dffentlich zugénglicher
Computersoftware wie etwa BLAST, BLAST-2, ALIGN oder
Megalign (DNASTAR) Software. Der Fachmann kann die
angemessenen Parameter zur Messung des Sequenzvergleichs
pestimmen, einschlieBlich beliebigenrAlgorithmen, die zum
Erhalt der maximalen Sequenzilbereinstimmung {Uber die

gesamte Lange der verglichenen Sequenzen bendtigt werden.

Die Werte der % Sequenzidentit&dt der Aminosduren kénnen wie
unten beschrieben unter Verwendung des WU-BLAST-2
Computerprogramms erhalten werden (Altschul et al., Methods
in Enzymology 266: 460-480 (1996)). Die meisten der WU-
BLAST-2 Suchparameter sind auf die voreingestellten Werte
eingestellt. Solche, die nicht auf die Ausgangswerte
eingestellt sind, d.h. die anpassbaren Parameter, sind auf
die folgenden Werte eingestellt: iberlappungsbereich=1,
iberlappungsfraktion=0,125, Wortschwelle (T)=11 und
Treffermatrix= BLOSUM62. Wenn WU-BLAST-2 eingesetzt wird,
wird ein Wert der % Identit&t der Aminosduren bestimmt
durch Teilung (a) der Anzahl der iibereinstimmenden iden-
tischen Aminosiurereste zwischen der Aminosduresequenz der
interessierenden variablen Dom&ne eines Immunglobulins, das
eine Sequenz aufweist, die von der nativen variablen Domdne
des Immunglobulins abgeleitet ist, und der zu
vergleichenden interessierenden Aminosiuresequenz (d.h. die
Sequenz, mit der die interessierende variable Domdne des
Immunglobulins verglichen wird, wobei es sich um die
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unverianderte variable Domine des Immunglobulins handeln
kann), wie mit WU-BLAST-2 bestimmt, durch (b) die gesamte
Anzahl von Aminosdureresten der nicht-randomisierten
Anteile der interessierenden variablen Doméne des
Immunglobulins. Beispielsweise 1ist in der Aussage “ein
Polypeptid, das eine Aminosduresequenz X aufweist, die
mindestens 80 % Identitdt der Aminos&uresequenz 2zu einer
Aminosduresequenz Y aufweist” die Aminos&uresequenz A die
interessierende Vergleichsaminosduresequenz, und die
Aminos&uresequenz B ist die Aminosduresequenz der

interessierenden variablen Dom&ne des Immunglobulins.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform  ist das er-
findungsgemiBe Polypeptid ein bispezifischer Antikdrper
oder ein bispezifischer einzelkettiger Antikdrper oder ein
bispezifisches Fab oder ein bispezifischer sdAb. Es wird
ferner bevorzugt, dass das Polypeptid eine bispezifische
Domidne oder einen Teil davon umfasst.

Das erfindungsgemdBe Polypeptid kann fur einen beliebigen
im Stand der Technik fir Immunglobuline bekannten Zweck
verwendet werden, aber erlaubt auch Anwendungen, die von
der Kombination der durch die vorliegende Erfindung
eingefilhrten Spezifitdten abh&dngig sind. DemgemdB werden
die erfindungsgemdfen Polypeptide vorzugsweise zur
therapeutischen und vorbeugenden Anwendung verwendet (z.B.
als eine aktive oder passive Immunotherapie); zur
préparativen und analytischen Anwendung und zur

diagnostischen Anwendung.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft

einen Kit von Bindungspartnern, der enthadlt

- ein Polypeptid, das eine verdnderte variable Domé&ne
eines Imnmunglobulins umfasst, das eine
Antigenbindungsstelle aufweist, die in zweil oder mehr
strukturschleifen eingesetzt ist sowie

- ein Bindungsmolekiil, das ein Epitop des Antigens
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enthalt.

Vorzugsweise enthdlt ein erfindungsgemifer Kit von

Bindungspartnern

- eine Bibliothek von erfindungsgemdf verdnderten
Immunglobulinen und

- ein Bindungsmolekil, das ein Epitop eines Antigens
enthdlt.

Ein solches Bindungsmolekiil des erfindungsgemdBen Kits kann
zur Selektion und Unterscheidung eines nativen oder
erfindungsgemdB verdnderten Immunglobulins in einer Probe
oder aus einer Bibliothek verwendet werden. Es kann ferner
zur Identifizierung der Bindungsspezifitdat von Polypeptiden
verwendet werden, die ein erfindungsgemdbes verandertes
Immunglobulin oder eine variable Domé&ne eines
Immunglobulins umfassen. Durch Verwendung des
Bindungsmolekiils des erfindungsgemdfen Kits kann die Potenz
des erfindungsgemdben verdnderten Polypeptids bestimmt

werden.

Die Potenz ist, wie hier definiert, die Bindungsfahigkeit
des verinderten Molekiils der Erfindung an dessen Antigen.
Die Bindung kann quantitativ und/oder dualitativ bestimmt
werden, hinsichtlich der Spezifitéat und/oder Affinitat
und/oder .Aviditét, wie fiir Zwecke der Qualitdtsprufung

verwendet.

Ferner kann das Bindungsmolekiil eines erfindungsgemdlen
Kits zur Selektion des Polypeptids, das ein er-
findungsgemébes verandertes Immunglobulin oder eine
variable Domine eines Immunglobulins umfasst, aus einer
Bibliothek verwendet werden, die aus mindestens 10,
vorzugsweise mindestens 100, besonders bevorzugt mindestens
1 000, besonders bevorzugt mindestens 10 000, insbesondere
mindestens 100 000 Polypeptiden mit unterschiedlichen
Veranderungen in den Strukturschleifen besteht.

NACHGEREICHT




Erfindungsgemdf ist es eines der Schlisselmerkmale der
vorliegenden Erfindung, dass die Manipulation des
Immunglobulins oder der variablen Dom&nen des
Immunglobulins in Bereichen stattfindet, die normalerweise
nicht an der Antigenbindung beteiligt sind, mit anderen
Worten, in anderen Bereichen als den CDRs einer wvariablen
Domine eines Antikorpers. Es wurde beobachtet, dass die
spezifische Faltung von Immunglobulindomdnen die Einfiihrung
von zufalligen Mutationen in Bereiche erlaubt, die
strukturell zu den CDRs analog sind, sich aber in der
Position in Sequenz und Struktur unterscheiden. Die durch
die vorliegende Erfindung identifizierten Bereiche sind,
wie CDRs, Schleifenregionen, welche die Beta-Strdnge der
Immunglobulinfalte verbinden. Diese
Strukturschleifenregionen kénnen, wie in der vorliegenden
Erfindung beschrieben, mutiert werden, ohne die Bindung der
variablen Domidnen des Immunglobulins zu beeintrachtigen,
die durch die CDR Schleifen vermittelt wird. Durch Mutation
der Strukturschleifenregionen wird eine neue molekulare
Bindungsoberfliche oder Bindungstasche erzeugt, welche in
GréBe und Gestalt der durch die CDR Schleifen der
natlirlichen Antigenbindungsstelle eines Antikérpers
gebildeten Bindungsoberfldche oder Bindungstasche &hnelt.
Da die Strukturschleifen auch durch Einsetzen zusdtzlicher
Aminosduren ausgedehnt werden koénnen, kann die Architektur
der neu erzeugten Bindungsstelle freiwillig an das
7zielmolekiil, an welches diese binden sollte, angepasst
werden. Beispielsweise kéﬁnen tiefe Bindungstaschen, die
besonders zur Bindung kleiner Molekiile geeignet sind,
pevorzugt durch lange Schleifen gebildet werden, d.h.
Strukturschleifen, denen zusdtzliche Aminosduren in ihre
Sequenz eingesetzt wurden, wdhrend ziemlich flache
Bindungsoberfldchen, die gut zur Bindung an Zielmolekiile
mit einer groBen, flachen molekularen Oberfldche geeignet
sind, bevorzugt gebildet werden, wenn die Reste in den
Strukturschleifen ohne das Einsetzen =zusdtzlicher Reste
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mutiert werden. Insbesondere wird hierin beschrieben, dass
durch Einfiihrung zufidlliger Mutationen in die die Beta-
Strange A-B, C’-D und E-F verbindenden Schleifen einer
menschlichen oder humanisierten variablen Doméne einer
schweren Kette, mutierte Domdnen selektiert werden konnen,
die spezifisch an entweder menschliches Serumalbumin oder

an den Fcgamma Rezeptor III binden, welche normalerweise

nicht von variablen Domdnen menschlicher oder humanisierter
Immunglobuline erkannt und gebunden werden. Die :
eingefiihrten Mutationen umfassen Mutationen, bei denen S
ausgewdhlte Aminosdurereste in den Wildtypsequenzen durch :
zufallig gewdhlte Reste ersetzt wurden, und sie umfassen

ferner Insertionen von zus&dtzlichen Aminosdureresten in die

oben beschriebenen Schleifen. Folglich werden
erfindungsgemal bevorzugt verdnderte Immunglobuline
bereitgestellt, die nach den oben beschriebenen Verfahren

erhialtlich sind und hergestellt werden und die eine
Bindungsstelle aufweisen, welche fiir ein Antigen spezifisch

ist, besonders spezifisch fiir Serumalbumin, Zellrezeptoren

und Komplementfaktoren, insbesondere menschliches Serum-

albumin und Fc-Rezeptoren.

In analoger Weise sind die variablen Domanen von
Immunglobulinen aus jeder beliebiéen Klasse von
Immunglobulinen und von Immunglobulinen jeder beliebigen
Species fiir diese Art von Manipulation zugédnglich. Ferner
kénnen nicht nur die in den Beispielen der vorliegenden
Erfindung angesteuerten spgzifischen Schleifen manipuliert
werden, sondern es kann jede beliebige Schleife, die Beta-
Stringe in variablen Doménen von Immunglobulinen verbindet,

auf dieselbe Weise manipuliert werden.

Manipulierte Immunglobuline oder variable Domdnen von
Immunglobulinen aus jedem beliebigen Organismus und aus
jeder beliebigen Immunglobulinklasse k&nnen erfindungsgemdl
entweder als solche (als Einzeldomdnen) oder als Teil eines
gréBeren Molekiils verwendet werden. Beispielsweise konnen
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sie Teil eines intakten Immunglobulins sein, was
dementsprechend seine “normale”, durch die 6 CDRs gebildete
Antigenbindungsregion sowie die neue, manipulierte
Antigenbindungsregion aufwiese. Auf diese Weise koénnte ein
multispezifisches, z.B. bispezifisches Immunglobulin
erzeugt werden. Die manipulierten Immunglobulindoménen
kénnen auch Teil eines beliebigen Fusionsproteins sein. Die
Verwendung dieser manipulierten Immunglobuline oder
Immuanobulindomanén liegt im allgemeinen Gebiet der

Verwendung von Immunglobulinen.

Beispiel 1: Entwurf der VHH Bibliothek

Die Kristallstruktur der Kamel VHH Dom&ne D2-L24 im Komplex
mit HiihnereiweiB-Lysozym, die in der Brookhaven Datenbank
als Eintrag 1ZVH.pdb verdffentlicht ist, wurde verwendet,
um den Entwurf der mutierten VHH Domdne zu unterstitzen.
Die Sequenz der Kette A der Strukturakte 1ZVH.pdb ist in
SEQ ID No. 1 angefihrt.

Die Sequenz, welche als Grundlage zum Aufbau der VHH
Bibliothek verwendet wurde, ist die Sequenz der anti-TNF-
alpha VHH Domé&ne aus der Patentschrift W004041862A2', Klon
3E und ist in SEQ ID No. 2 angefiihrt. Ein Sequenzvergleich
von SEQ ID No. 1 und SEQ ID No. 2 ist in Figur 1 angefiihrt.

1

Nach ausfithrlicher Analyse der Struktur von 1ZVH.pdb und
durch visuelle Uberpriifung der Reste, welche die die Beta-
Strdnge verbindenden Schleifen bilden, wurde entschieden,
die Reste 13, 15 (d.h. in der Schleife zwischen den Beta-
Strédngen A und B) 89, 90, 92 und 93 (d.h. in der Schleife
zwischen den Beta-Strdngen E und F) von SEQ ID No. 2 zur
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Erzeugung der Bibliothek zu randomisieren. Zusdtzlich wurde
entschieden, drei randomisierte Positionen zwischen die
Reste 14 und 15 einzusetzen, und es wurde entschieden, drei
randomisierte Positionen zwischen die Reste 92 und 93 von
SEQ ID No. 2 einzusetzen.

Beispiel 2: Bildung der VHH Bibliothek

Das fiir die VHH Sequenz kodierende manipulierte Gen wird in
Form eines synthetischen Gens durch PCR Aufbau hergestellt.
Die Sequenz und ihre Ubersetzung sind in Figur 2
dargestellt. Die zur Bibliotheksbildung zu randomisierenden
Aminosdurereste sind unterstrichen.
Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung sind wie
folgt umfasst und sind in der in Figur 2 gezeigten
Nukleotidsequenz unterstrichen: NcoI, BglII und NotI.

Die von dem synthetischen Gen kodierte Aminosduresequenz
ist in SEQ ID No. 3 angefiihrt. Die ersten beiden Reste und
die letzten beiden Reste werden durch die zur Klonierung
verwendeten Restriktionsschnittstellen verursacht.

Die fir SEQ ID No. 3 kodierende Nukleotiasequenz ist in SEQ
ID No. 4 angefiihrt. Die ersten beiden Codons und die
letzten beiden Codons werden durch die zur Klonierung
verwendeten Restriktionsschnittstellen verursacht.

Die Oligonukleotide fir dén PCR Aufbau des synthetischen
Gens werden unter Verwendung des Offentlich erhdltlichen
Softwarewerkzeugs DNAWorks 3.1% entworfen und werden durch
PCR nach Standardprotokollen aus den 18 Oligos aufgebaut,
die in Tabelle 1 und als SEQ ID No. 5 bis SEQ ID No.22?
dargestellt sind.

1. CCATGGCAAGTTCAGCTGCAGGARAGCGGTGGCGGCCTG (SEQ ID No. 5)
2. AGACGCAGGCTGCCGCCAGGCTGGACCAGGCCGCCACCGC (SEQ ID No. 6)
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3. CGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGTGCGGCCAGCGGCCGTACC (SEQ ID No. 7)
4. AGGTGTAGCCGCTATGGTCGCTAAAGGTACGGCCGCTGGC (SEQ ID No. 8)
5. ACCATAGCGGCTACACCTATACCATTGGCTGGTTTCGTCA (SEQ ID No. 9)
6. TCACGTTCTTTTCCTGGCGCCTGACGARACCAGCCAATGG (SEQ ID No. 10)
7. CGCCAGGAAAAGAACGTGAATTTGTGGCGCGTATTTACTG (SEQ ID No. 11)
8. ATAGGTATTGCCGCTGCTCCAGTAARATACGCGCCACAAAT (SEQ ID No. 12)
9. GAGCAGCGGCAATACCTATTATGCGGATAGCGTGAAAGGC (SEQ ID No. 13)

10. TGTCGCGGCTAATCGCGAAACGGCCTTTCACGCTATCCGC (SEQ ID No. 14)

11. GCGATTAGCCGCGACATTGCCAAGAACACGGTAGATCTTA (SEQ ID No. 15)

12. GGCTCCAGGTTGTTCATCGTAAGATCTACCGTGTTCTTGGC (SEQ ID No. 16)
13. CGATGAACAACCTGGAGCCCGAAGACACAGCCGTGTATTA (SEQ ID No. 17)

14. GCCATCCCGAGCCGCGCAATAATACACGGCTGTGTCTTCG (SEQ ID No. 18)

15. GCGGCTCGGGATGGCATTCCGACCAGCCGTAGCGTGGARAA (SEQ ID No. 19)

16. CCCTGGCCCCAGTAATTGTAGCTTTCCACGCTACGGCTGG (SEQ ID No. 20)

17. CAATTACTGGGGCCAGGGCACCCAGGTGACCGTCAGCTCT (SEQ ID No. 21)

18. GCGGCCGCAGAGCTGACGGTCACCTG (SEQ ID No. 22)

Tabelle 1: . Oligonukleotide, die zum Aufbau des
synthetischen Gens verwendet werden, das fir das ma-

nipulierte VHH Gen kodiert.
2

Kurzgefasst werden gleiche Volumina von Oligonukleo-
tidldsungen (jede zu einer Konzentration von ~1 mg/ml)
zusammengemischt und mit Wasser auf eine Endkonzentration
von ~1 ng/pl fur Jjedes Oligonukleotid verdinnt. Das
Oligonukleotidgemisch wird 5-fach mit PCR L&sung verdinnt.
Die Endkonzentrationen der Bestandteile betragen 0,2 ng/pl
fur jedes Oligonukleotid, 20 mM fir Tris-HCl (pH 8,8), 10

2 http://helixweb.nih.gov/dnaworks/

3 Hoover DM, Lubkowski J.
DNAWorks: an automated method fiir designing oligonucleotides for PCRe
based gene synthesis

Nucleic Acids Re. 2002 May 15; 30(10): e43
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mM fir KCl, 10 mM fiir (NHg)2SO4, 6 mM fur MgSO4, 0,1 % (V/V)
fiir Triton X-100, 0,1 mg/ml fir Rinderserumalbumin, 0,2 mM
fir jedes dNTP und 2,5 U fir Pfu Polymerase. Das PCR
Protokoll fir den Genaufbau beginnt mit einem 5 minlitigen
Denaturierungsschritt bei 95 °C wdhrenddessen die
Polymerase zugegeben wird, um einen mégliches Fehlstart zu
vermeiden (“HeiBstart PCR”). Dieser Schritt wird gefolgt
von 25 Zyklen bei einer Denaturierungstemperatur von 95 °C
fir 30 s, einer Anlagerungstemperatur von 55 °C fiur 30 s
und einer Verlingerungstemperatur von 72 °C fir 1,5 min.
Der letzte Schritt bei diesem Protokoll ist ein Inkuba-
tionszyklus bei 72 °C fir 10 min. Zur Genamplifikation wird
1 pl des aus der Genaufbaureaktion resultierenden Gemischs
als Vorlage verwendet, wobei die &uBersten Oligonukleotide
(SEQ ID No. 5 und SEQ ID No. 22) als Starter verwendet
werden. Das PCR Protokoll zur Genamplifikation ist im
wesentlichen dasselbe wie das zum Genaufbau. Das aufgebaute
synthetische VHH Gen wird daraufhin iiber die Ncol und Notl
Restriktionsschnittstellen in den Vektor pET27b (Novagen)*
kloniert und die Sequenz wird durch DNS Sequenzierung

bestatigt.
3

PCR wird dann zur Bildung der randomisierten Bibliothek
verwendet. Die Vorlage fir die ersten 2 PCR Reaktionen ist

das klonierte synthetische VHH Gen wie oben beschrieben.

‘http://www.merckbiosciences.co.uk/product/69863;

http://www.novagen.com
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Die Starterpaare filir die ersten zwei PCR Reaktionen sind
die folgenden: 3esynmul (SEQ ID No. 23) und 3esynmu2 (SEQ
ID No. 24); 3esynmu3 (SEQ ID No. 25) und 3esyn2 (SEQ ID No.
26). Die resultierenden PCR Produkte werden mit BglII
verdaut, ligiert und das Ligationsprodukt wird als Vorlage
flir eine PCR Reaktion mit den Startern 3esynl (SEQ ID No.
27) und 3esyn2 (SEQ ID No. 26) verwendet. Die NNS Codons in
den Startern 3esynmul (SEQ ID No. 23) und 3esynmu3 (SEQ ID
No. 25) fihren die randomisierten Positionen in die Sequenz
ein. Das Codon NNS (IUPAC Code, worin S C oder G bedeutet)
wird ausgewdhlt, das fir alle 20 natiirlicherweise
vorkommenden Aminosduren kodiert, welches jedoch 2 wvon 3
Stopcodons vermeidet. Figur 3 zeigt das Schema der PCR
Reaktionen und des Ligationsverfahrens. Horizontale Pfeile
geben die Positionen und die Richtungen der PCR Starter an,
senkrechte Linien geben die Positionen der NcoI, BglII
beziehungsweise NotI Stellen an (von links nach rechts).

Dieses randomisierte PCR Produkt wird daraufhin in den
Phagemid Klonierungsvektor pHEN1® im Leserahmen mit dem
pelB Sekretionssignal Uber die Ncol Restrik-
tionsschnittstelle kloniert. Die NotI Restrik-
tionsschnittstelle am 3’ Ende des Gens setzt die VHH
Bibliothek im Leserahmen mit dem fiir das kleine Hiillprotein
(Protein III) des filamentdsen Phagen fd kodierenden Gen,
welches in dem Vektor pHEN1l enthalten ist, ein.

4

Die manipulierte Sequenz der randomisierten VHH-Biblio-
theksinsertion ist als Nukleotidsequenz in SEQ ID No. 28
und translatiert als eine Aminosduresequenz in SEQ ID No.
29 angefiihrt. Der Buchstabe X in SEQ ID No. 29 bezeichnet

> Hoogenboom HR, Griffiths AD, Johnson KS, Chiswell DJ, Hudson P,

Winter G. Multi-subunit proteins on the surface of filamentous phage:
methodologies for displaying antibody (Fab) heavy and light chains.
Nucleic Acids Res. 1991 Aug 11; 19(15): 4133-7.
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die randomisierten Aminosdurereste.

Das Ligationsprodukt wird dann in Escherichia coli TGl
transformiert, die Anzahl der erhaltenen Kolonien wird
bestimmt und eine Anzahl ausgewdhlter Klone wird durch
Restriktionsanalyse und durch DNS Sequenzierung kon-
trolliert. Die folgenden Schritte der Phagenprdparation zur
Oberfldachenprédsentation werden nach Standardprotokollen
ausgefihrt. Kurzgefasst wird das Ligationsgemisch in E.
coli TGl Zellen durch Elektroporation transformiert.
Anschliefend werden Phagenpartikel aus E. coli TGl Zellen
mit dem Helferphagen M13-K07 befreit. Die Phagenpartikel
werden dann aus dem Kulturiberstand mit PEG/NaCl in 2
Schritten gef&llt, in Wasser geldst und zur Selektion durch
Panning verwendet, oder sie werden alternativ bei minus 80
°C aufbewahrt.

Beispiel 3: Panning der VHH Bibliothek auf menschlichem

Serumalbumin

3 Panning-Runden werden nach Standardprotokollen ausge-
fihrt. (z.B. Phage display of peptides and antibodies: a
laboratory manual, Kay et al., 1996, Academic Press, San
Diego, Calif.). Kurzgefasst wird das folgende Verfahren
angewandt. Maxisorp Platten mit 96 Vertiefungen (Nunc)
werden mit HSA beschichtet. 200 pl der folgenden L&sung
werden pro Vertiefung zugegeben: 0,1 M Na-carbonatpuffer,
pH 9,6, mit den folgenden Konzentrationen an HSA: 1.
Panning-Runde: 2 mg/ml HSA; 2. Panning-Runde: 1 mg/ml HSA;
3. Panning-Runde: 1 mg/ml HSA. Die Inkubation erfolgt fiir 1
Stunde bei 37 °C, gefolgt durch ein Blocken mit 2 %
Trockenmilch (M-PBS) mit 200 upl pro Vertiefung eine Stunde
lang bei Raumtemperatur. Die Oberflédchenprédsentations-
Phagenbibliothek wird daraufhin mit dem gebundenen HSA
durch Zugabe von 100 pl Phagensuspension und 100 pl 4 %

Trockenmilch (M-PBS) reagieren gelassen, gefolgt von einer

NACHGEREICHT




- 83 -

Inkubation fiir 45 Minuten unter Schiitteln und fiir 90
Minuten ohne Schiitteln bei Raumtemperatur.

Ungebundene Phagenpartikel werden wie folgt abgewaschen.
Nach der 1. Panning-Runde: 10 x 300 pl T-PBS, 5 x 300 ul
PBS; nach der 2. Panning-Runde: 15 x 300 pl T-PBS; 10 x 300
ul PBS; nach der 3. Panning-Runde: 20 x 300 pl T-PBS, 20 x
300 pl PBS.

Die Eluieruhg gebundener Phagenpartikel wird durch Zugabe
von 200 pul 0,1 M Glycin, pH 2,2 pro Vertiefung und
Inkubation unter Schiitteln 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Daraufhin wird die Phagen-
suspension durch Zugabe von 60 pl 2 M Tris-Base neu-
tralisiert, gefolgt von einer Infektion von E. coli TGl
Zellen durch Mischen von 10 ml einer exponentiell
wachsenden Kultur mit 0,5 ml eluierten Phagen und einer
Inkubation fiur 30 Minuten bei 37 °C. SchlieBlich werden die
infizierten Bakterien auf TYE Medium mit 1 % Glukose und
100 pug /ml Ampicillin ausplattiert und ilber Nacht bei 30 °C
inkubiert.

Beispiel 4: Klonierung ausgewdhlter, gegen HSA selektierter
Klone von VHH Mutanten zur l6slichen Expression

Phagemid DNS aus dem durch die 3 Panning-Runden aus-
gewdhlten Phagen wird mit einer Midi-Prep isoliert. DNS,
welche fir die mutierten VHH Domd&nenregionen kodiert, wird
in einem Ansatz mit PCR amplifiziert und Uber NcoI-NotI in
den Vektor pNOTBAD/Myc-His kloniert, wobei es sich um den
E. coli EXpressionsvektor pBAD/Myc-His (Invitrogen) mit
einer eingefiigten NotI Restriktionsschnittstelle zur
leichteren Klonierung handelt. Die kligierten Konstrukte
werden in E. coli 1LMG194 Zellen (Invitrogen) durch
Elektroporation transformiert und iiber Nacht bei 30 °C auf
TYE Medium mit 1 % Glukose und Ampicillin angezogen.
Ausgewdhlte Klone werden in 200 pl 2xYT Medium mit
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Ampicillin inokuliert, iiber Nacht bei 30 °C angezogen und
durch Zugabe von L-Arabinose zu einer Endkonzentration von
0,1 % induziert. Nach einer Expression bei 16 °C iiber Nacht
werden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und mit 100
pl Na-boratpuffer, pH 8,0 bei 4 °C ber Nacht =zur
Herstellung periplasmatischer Extrakte behandelt. 50 pl der
periplasmatischen Extrakte werden in einem ELISA verwendet
(siehe unten).

Beispiel 5: ELISA von gegen HSA selektierten VHH Mutanten

Die periplasmatischen Extrakte der auf Bindung an
menschliches Serumalbumin selektierten VHH Mutanten werden

in einem ELISA nach dem folgenden Protokoll getestet:

Beschichtung: Mikrotiterplatte (Nunc, Maxisorp), 100 pl pro
Vertiefung, 100 pg HSA /ml in PBS, iber Nacht bei 4 °C.
Waschen: 3 x 200 pl PBS

Blocken: 1 % Blocker Casein in PBS (Pierce), 1lh bei RT
Waschen: 3 x 200 pl PBS

Bindung des periplasmatischen Extrakts: 50 pl periplas-
matisches Extrakt (Beispiel 4), 50 pl PBS 0,05 % Tween 20,
bei Raumtemperatur iber Nacht

Waschen: 3 x 200 pl PBS

Erster AntikoOrper: Anti-His4 (Quiagen), 1:1000 in PBS 0,05
% Tween 20, 90 min bei RT, 100 pl pro Vertiefung

Waschen: 3 x 200 pl PBS

Zweiter Antikoérper: Ziegen Anti-Maus*HRP (SIGMA), 1:1000 in
PBS 0,05 % Tween 20, 90 min bei RT (Raumtemperatur), 100 pl
pro Vertiefung

Waschen: 3 x 200 pl PBS

Nachweis: 3 mg/ml OPD in Na-citrat/phosphatpuffer, pH 4,5,
0,4 pl 30 % Hz0;

Stoppen bevor der Hintergrund zu stark wird: 100 ml 3 M
H2S0,4

Gemessene Absorption: 492/620 nm
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Beispiel 6: Beispiel einer Bibliothek, in der nur eine
Schleife randomisiert ist: die C’’D Schleife

Das synthetische Gen, das fir das manipulierte VHH Gen wie
oben beschrieben in Beispiel 2 kodiert, wird als Vorlage
fir zwei PCR Reaktionen verwendet, bei denen die folgenden
Starterpaare verwendet werden: SEQ ID No. 30 (esynmud)
zusammen mit SEQ ID No. 26 (3esyn2) sowie SEQ ID No. 31
(3esynmub) zusammen mit SEQ ID No. 27 (3esynl). Die
resultierenden PCR Produkte werden mit Xhol verdaut,
ligiert, und das Ligationsprodukt wird als Vorlage fiir die
PCR Reaktion mit den Startern 3esynl (SEQ ID No. 27) und
3esyn2 (SEQ ID No. 26) verwendet. Die NNS Codons in den
Startern 3esynmu4 (SEQ ID No. 30) und 3esynmu5 (SEQ 1ID
No.31) fihren die randomisierten Positionen in die Sequenz
ein, &hnlich wie in Beispiel 2 beschrieben. Figur 4 zeigt
das Schema der PCR Reaktionen und des Ligationsverfahrens.
Horizontale Pfeile geben die Positionen und die Richtungén
der PCR Starter an, senkrechte Linien geben die Positionen
der NcoI, XhoI beziehungsweise NotI Stellen an (von 1links
nach rechts). )

Dieses randomisierte PCR Produkt wird daraufhin in den
Phagemid Klonierungsvektor pHEN1® im Leserahmen mit dem
pelB Sekretionssignal und dem kleinen Huillprotein (Protein
III) des filamentdsen Phagen fd, welches in dem Vektor
pHEN1 enthalten ist, wie in Beispiel 2 beschrieben
kloniert. Die manipulierte Sequenz der randomisierten VHH-
Bibliotheksinsertion ist als eine Nukleotidsequenz in SEQ
ID No. 32 und translatiert als eine Aminosduresequenz in
SEQ ID No. 33 angefiihrt. Der Buchstabe X in SEQ ID No. 33

bezeichnet die randomisierten Aminos&durereste.

Das Ligationsprodukt wird dann in Escherichia coli TGl

transformiert, die Anzahl der erhaltenen Kolonien wird
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bestimmt und eine Anzahl ausgewdhlter Klone wird durch
Restriktionsanalyse und durch DNS Sequenzierung kon-
trolliert. Die folgenden Schritte der Phagenprédparation zur
Oberflachenprdsentation werden nach Standardprotokollen
ausgefihrt, wie in Beispiel 2 beschrieben. Die Schritte des
Pannings, der Selektion und der Charakterisierung
spezifisch bindender Klone werden im wesentlichen wie in
den Beispielen 3, 4 und 5 beschrieben durchgefiihrt.

5

Beispiel 7: Beispiel einer Bibliothek in der drei Schleifen
randomisiert sind: die AB, die EF und die C’’D Schleife

Die Bibliothek mit den randomisierten Resten in der AB
Schleife und in der EF Schleife wie in Beispiel 2
beschrieben wird als Vorlage fiir eine PCR verwendet, bei
der dieselben Starter wie in Beispiel 6 verwendet werden:
SEQ ID No. 30 (esynmud4) zusammen mit SEQ ID No. 26 (3esyn2)
sowie SEQ ID No. 31 (3esynmu5) zusammen mit SEQ ID No. 27
(3esynl). Die folgenden Schritte der Herstellung der
Bibliothek, Klonierung, "Panning”, Selektion und
Charakterisierung der spezifisch bindenden Klone werden im
wesentlichen wie 1in den Beispielen 2, 3, 4 wund 5
beschrieben ausgefiihrt.

Beispiel 8: Vergleich von Bibliotheken variabler Dominen
mit randomisierten Aminos&urepositionen in einer, zwei und
drei Strukturschleifen

Die Bibliotheken werden zum Panning mit zahlreichen

% Hoogenboom HR, Griffiths AD, Johnson KS, Chiswell DJ, Hudson P,
Winter G. Multi-subunit proteins on the surface of filamentous phage:
methodologies for displaying antibody (Fab) heavy and light chains.
Nucleic Acids Res. 1991 Aug 11; 19(15): 4133-7.
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Antigenen verwendet.
Hihnerei-Lysozym als Antigen:

Es werden drei Panning-Runden durchgefiihrt. Maxisorp
Platten mit 96 Vertiefungen (Nunc) werden mit Hiihnerei-
Lysozym durch Zugabe der folgenden L&sung pro Vertiefung
beschichtet:

PBS mit den folgenden Konzentrationen an gel&stem Hithnerei-
Lysozym (HEL):

1. Panning-Runde: 2 mg/ml HEL

2. Panning-Runde: 1 mg/ml HEL

3. Panning-Runde: 1 mg/ml HEL

Die Inkubation erfolgt fiir 1 Stunde bei 37 °C, gefolgt
durch ein Blocken mit 2 % Trockenmilch (M-PBS) mit 200 pl
pro Vertiefung eine Stunde lang bei Raumtemperatur.

Die Oberflédchenprasentations-Phagenbibliothek wird
daraufhin mit dem gebundenen Hihnerei-Lysozym durch Zugabe
von 100 pl Phagensuspension und 100 pl 4 % Trockenmilch (M-
PBS) reagieren gelassen, gefolgt von einer Inkubation fir
45 Minuten unter Schiitteln und fiir 90 Minuten ohne
Schiitteln bei Raumtemperatur.

Ungebundene Phagenpartikel wurden wie folgt abgewaschen.
1. Panning-Runde: 10 x 300 pl T-PBS, 5 x 300 ul PBS

2. Panning-Runde: 15 x 300 pul T-PBS; 10 x 300 pl PBS

3. Panning-Runde: 20 x 300 pl T-PBS, 20 x 300 pl PBS.

Die Eluierung gebundener Phagenpartikel wird durch Zugabe
von 200 pl 0,1 M Glycin, pH 2.2 pro Vertiefung und
Inkubation unter Schitteln 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur durchgefithrt. Daraufhin wird die Phagen-
suspension durch Zugabe von 60 pl 2 M Tris-Base neu-
tralisiert, gefolgt von einer Infektion von E. coli TGl
Zellen durch Mischen von 10 ml einer exponentiell
wachsenden Kultur mit 0,5 ml eluierten Phagen und einer
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Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C. SchlieBlich werden die
infizierten Bakterien auf TYE Medium mit 1 % Glukose und
100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und iber Nacht bei 30 °C
inkubiert.

Menschliches Serumalbumin als Antigen:

Die Bibliotheken der Beispiele 2, 6 und 7 werden in
Panning-Runden wie oben beschrieben verwendet. Speziell
werden die Phagenbibliotheken in Bindungspuffer (PBS, 1 %
Ovalbumin, 0,005 % Tween 20) suspendiert und gegen direkt
auf Maxisorp Platten immobilisiertes menschliches
Serumalbumin “gepannt” (10 Mikrogramm/ml in PBS, {iber Nacht
bei 4 °C; die Platten werden mit Blocker Casein (Pierce)
geblockt). Nach 2 Stunden werden ungebundene Phagen durch
wiederholtes Waschen (PBS, 0,05 % Tween 20) entfernt und
gebundene Phagen werden mit 500 mM KCL, 10 mM HCl, pH 2
eluiert.

Nach jeder HSA-spezifischen Panning-Runde werden die
resultierenden Klone selektiert oder auf Bindung an TNF-
alpha getestet. Die Selektion und der Test auf TNF-alpha
Spezifitdt werden wie in Beispiel 1 von W02004/041862
beschrieben durchgefiihrt. —

FcRn als Antigen:

Das Panning wird wie in WO02060919, Beispiel 6.2
beschrieben durchgefiihrt. Kurzgefasst werden Phagenbib-
liotheken in 5 ml 20 mM MES, pH 6,0/5 % Magermilch/0,05 $
Tween 20 resuspendiert und zu 20 Vertiefungen einer
Maxisorp Immunoplatte (Nunc), die zuvor mit 1 Mikrogramm
Mduse FcRn beschichtet und mit 5 % Magermilch geblockt
wurde, zugegeben (100 Mikroliter von 5 X 1012
PFU/ml/Vertiefung). Nach Inkubation fiir zwei Stunden bei 37
°C werden die Vertiefungen 10-30 Mal mit 20 mM MES, pH
6,0/0,2 % Tween 20/0,3 M NaCl gewaschen und die Phagen
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durch Inkubation in 100 Mikrolitern PBS, pH 7,4/Vertiefung
30 min lang bei 37 °C eluiert. Die Phagen werden dazu
verwendet, exponentiell wachsende E. c¢oli TGl wie in
Beispiel 3 beschrieben wieder zu infizieren.

Nach jeder Panning-Runde auf FcRn werden die resultierenden
Klone selektiert oder auf Bindung an TNF-alpha wie oben
beschrieben getestet.

Fc-gamma Rezeptoren als Antigene:

Das Panning gegen rekombinante Fusionsproteine von Fc-
gammaRI, Fc-gammaRIIA und Fc-gammaRIIA wird wie in Berntzen
et al. (2006) Proetin Eng des Sel. 19: 121-128 beschrieben
durchgefihrt. Nach Jjeder Panning-Runde auf einen Fc-
Rezeptor werden die resultierenden Klone selektiert oder
auf Bindung an TNF-alpha wie oben beschrieben getestet.

Beispiel 9:

Dieses Beispiel zeigt die Méglichkeit, neue Funktionen oder
zusdtzliche Bindungspezifitdten in ein Antikérperfragment
einzufihren. Das als Ausgangspunkt fiir die Ver#dnderung
verwendete Molekilil ist das einzelkettige‘Antikérperfragment
sFv 26-10 aus der Maus (Huston et al. (1998) Proc Natl Acad
Sci. USA 85: 5879-5883).

Es werden finf verschiedene Bibliotheken hergestellt, um
unterschiedliche Strukturschleifensequenzen durch zufdllige
Aminosduresequenzen zu verdndern:

Bibliothek 26-10-1:
EVQLOQSGPELVKPGASVRMSCKSSGYIFTDFYMNWVRQSHGKSLDYIGYISPYSGVTG
YNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAGSSGNKWAMDYWGHGASVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLNWYLQ
KAGQSPKLLIYKVSNRFSGXXXXFSGSGSGTDFTLKISXXXXXXXGIYFCSQTTHVPPT
FGGGTKLEIKR
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Bibliothek 26-10-2:
EVQLOQSGPELVKPGASVRMSCKSSGYIFTDFYMNWVRQSHGKSLDYIGYISPYSGVTG
YNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAGSSGNKWAMDYWGHGASVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPXXXXXQASISCRSSQSLVHSNGNTYLNWYLQ
KAGQSPKLLIYKVSNRFSGXXXXFSGSGSGTDFTLKISXXXXXXXGIYFCSQTTHVPPT
FGGGTKLEIKR

Bibliothek 26-10-3:
EVQLOQSGPELVKPGASVRMSCKSSGYIFTDFYMNWVRQSHGKSLDYIGYISPYSGVTG
YNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAGS SGNKWAMDYWGHGASVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPXXXXXQASISCRSSQSLVHSNGNTYLNWYLQ
KAGQSPKLLIYKVSNRFSGXVPDRFSGSGSGTDFTLKISXXXXXXXGIYFCSQTTHVPP
TFGGGTKLEIKR

Bibliothek 26-10-4:
EVQLOQSGPELVKPGASVRMSCKSSGYIFTDFYMNWVRQSHGKSLDYIGYISPYSGVTG
YNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAGSSGNKWAMDYWGHGASVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLNWYLQ
KAGQSPKLLIYKVSNRFSGXXXXXXXFSGSGSGTDFTLKISXXXXXXXGIYFCSQTTHV
PPTFGGGTKLEIKR

Bibliothek 26-10-5:
EVQLQQSGPELVKPGASVRMSCKSSGYIFTDFYMNWVRQXXXXXXDYIGYISPYSGVTG
YNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAGSSCNKWAMDYWGHGASVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLNWYLQ
XXXXXXKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYFCSQTTHVPPT
FGGGTKLEIKR

Die Bibliotheken werden durch reverse Translation der
Sequenzen hergestellt, wobei die randomisierten
Aminosdurepositionen durch das Nukleotidtriplett  NNK
kodiert werden. '

Bibliothek 26-10-1 Gen:
GAAGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGTCCGGAACTGGTTAAACCGGGTGCTTCTGTTCGTAT
GTCTTGCAAATCTTCTGGTTACATCTTCACCGACTTCTACATGAACTGGGTTCGTCAGT

NACHGEREICHT




e

seve
LA X XY

- 91 -

CTCACGGTAAATCTCTGGACTACATCGGTTACATCTCTCCGTACTCTGGTGTTACCGGT
TACAACCAGAAATTCAAAGGTAAAGCTACCCTGACCGTTGACAAATCTTCTTCTACCGC
TTACATGGAACTGCGTTCTCTGACCTCTGAAGACTCTGCTGTTTACTACTGCGCTGGTT
CTTCTGGTAACAAATGGGCTATGGACTACTGGGGTCACGGTGCTTCTGTTACCGTTTCT
TCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGACGTTGTTAT
GACCCAGACCCCGCTGTCTCTGCCGGTTTCTCTGGGTGACCAGGCTTCTATCTCTTGCC
GTTCTTCTCAGTCTCTGGTTCACTCTAACGGTAACACCTACCTGAACTGGTACCTGCAG
AAAGCTGGTCAGTCTCCGAAACTGCTGATCTACAAAGTTTCTAACCGTTTCTCTGGTNN
KNNKNNKNNKTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTTCACCCTGAAAATCTCTNNKN
NKNNKNNKNNKNNKNNKGGTATCTACTTCTGCTCTCAGACCACCCACGTTCCGCCGACC
TTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAAATCAAACGT

Bibliothek 26-10-2 Gen:
GAAGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGTCCGGAACTGGTTAAACCGGGTGCTTCTGTTCGTAT
GTCTTGCAAATCTTCTGGTTACATCTTCACCGACTTCTACATGAACTGGGTTCGTCAGT
CTCACGGTAAATCTCTGGACTACATCGGTTACATCTCTCCGTACTCTGGTGTTACCGGT
TACAACCAGAAATTCAAAGGTAAAGCTACCCTGACCGTTGACAAATCTTCTTCTACCGC
TTACATGGAACTGCGTTCTCTGACCTCTGAAGACTCTGCTGTTTACTACTGCGCTGGTT
CTTCTGGTAACAAATGGGCTATGGACTACTGGGGTCACGGTGCTTCTGTTACCGTTTCT
TCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGACGTTGTTAT
GACCCAGACCCCGCTGTCTCTGCCGNNKNNKNNKNNKNNKCAGGCTTCTATCTCTTGCC
GTTCTTCTCAGTCTCTGGTTCACTCTAACGGTAACACCTACCTGAACTGGTACCTGCAG
AAAGCTGGTCAGTCTCCGAAACTGCTGATCTACAAAGTTTQTAACCGTTTCTCTGGTNN
KNNKNNKNNKTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTTCACCCTGAAAATCTCTNNKN
NKNNKNNKNNKNNKNNKGGTATCTACTTCTGCTCTCAGACCACCCACGTTCCGCCGACC
TTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAAATCAAACGT

Bibliothek 26-10-3 Gen: )

GAAGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGTCCGGAACTGGTTAAACCGGGTGCTTCTGTTCGTAT
GTCTTGCAAATCTTCTGGTTACATCTTCACCGACTTCTACATGAACTGGGTTCGTCAGT
CTCACGGTAAATCTCTGGACTACATCGGTTACATCTCTCCGTACTCTGGTGTTACCGGT
TACAACCAGAAATTCAAAGGTAAAGCTACCCTGACCGTTGACAAATCTTCTTCTACCGC
TTACATGGAACTGCGTTCTCTGACCTCTGAAGACTCTGCTGTTTACTACTGCGCTGGTT
CTTCTGGTAACAAATGGGCTATGGACTACTGGGGTCACGGTGCTTCTGTTACCGTTTCT
TCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGACGTTGTTAT
GACCCAGACCCCGCTGTCTCTGCCGNNKNNKNNKNNKNNKCAGGCTTCTATCTCTTGCC
GTTCTTCTCAGTCTCTGGTTCACTCTAACGGTAACACCTACCTGAACTGGTACCTGCAG
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ARAGCTGGTCAGTCTCCGAAACTGCTGATCTACAAAGTTTCTAACCGTTTCTCTGGTGT
TCCGGACCGTTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTTCACCCTGAAAATCTCTNNKN
NKNNKNNKNNKNNKNNKGGTATCTACTTCTGCTCTCAGACCACCCACGTTCCGCCGACC
TTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAAATCAAACGT

Bibliothek 26-10-4 Gen:
GAAGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGTCCGGAACTGGTTAAACCGGGTGCTTCTGTTCGTAT
GTCTTGCAAATCTTCTGGTTACATCTTCACCGACTTCTACATGAACTGGGTTCGTCAGT
CTCACGGTAAATCTCTGGACTACATCGGTTACATCTCTCCGTACTCTGGTGTTACCGGT
TACAACCAGAAATTCAAAGGTAAAGCTACCCTGACCGTTGACAAATCTTCTTCTACCGC
TTACATGGAACTGCGTTCTCTGACCTCTGAAGACTCTGCTGTTTACTACTGCGCTGGTT
CTTCTGGTAACAAATGGGCTATGGACTACTGGGGTCACGGTGCTTCTGTTACCGTTTCT
TCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGACGTTGTTAT
GACCCAGACCCCGCTGTCTCTGCCGGTTTCTCTGGGTGACCAGGCTTCTATCTCTTGCC
GTTCTTCTCAGTCTCTGGTTCACTCTAACGGTAACACCTACCTGAACTGGTACCTGCAG
AAAGCTGGTCAGTCTCCGAAACTGCTGATCTACAAAGTTTCTAACCGTTTCTCTGGTNN
KNNKNNKNNKNNKNNKNNKTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTTCACCCTGAAAA
TCTCTNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKGGTATCTACTTCTGCTCTCAGACCACCCACGTT
CCGCCGACCTTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAAATCAAACGT

Bibliothek 26-10-~5 Gen:
GAAGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGTCCGGAACTGGTTAAACCGGGTGCTTCTGTTCGTAT
GTCTTGCAAATCTTCTGGTTACATCTTCACCGACTTCTACATGAACTGGGTTCGTCAGN
NKNNKNNKNNKNNKNNKGACTACATCGGTTACATCTCTCCéTACTCTGGTGTTACCGGT
TACAACCAGAAATTCAAAGGTAARAGCTACCCTGACCGTTGACAAATCTTCTTCTACCGC
TTACATGGAACTGCGTTCTCTGACCTCTGAAGACTCTGCTGTTTACTACTGCGCTGGTT
CTTCTGGTAACAAATGGGCTATGGACTACTGGGGTCACGGTGCTTCTGTTACCGTTTCT
TCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGACGTTGTTAT
GACCCAGACCCCGCTGTCTCTGCCGGTTTCTCTGGGTGACCAGGCTTCTATCTCTTGCC
GTTCTTCTCAGTCTCTGGTTCACTCTAACGGTAACACCTACCTGAACTGGTACCTGCAG
NNKNNKNNKNNKNNKNNKAAACTGCTGATCTACAAAGTTTCTAACCGTTTCTCTGGTGT
TCCGGACCGTTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTTCACCCTGAAAATCTCTCGTG
TTGAAGCTGAAGACCTGGGTATCTACTTCTGCTCTCAGACCACCCACGTTCCGCCGACC
TTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAAATCAAACGT

Die jeweiligen Gene werden mit chemisch synthetisierten
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Oligonukleotiden aufgebaut und in einen Phagenprasenta-
tionsvektor zur Phagenoberflichenprédsentation wie oben
beschrieben kloniert, mit allen erforderlichen Anpassungen,
um eine Translation im Leserahmen eines Leader-Peptids, der
scFv-Variante und des Hiullproteins III des Phagen =zu

erhalten.

Die phagenprédsentierten Bibliotheken werden wie in Beispiel
8 beschrieben auf Bindung an menschliches Serumalbumin,
Lysozym, FcRn und Fc-gamma Rezeptoren selektiert.
Alternativ werden die Gene mit dem Vektor pRDV analog des
in Binz et al. (2005) Nat Biotechnol. 22: 575-582
beschriebenen Verfahrens ligiert und auf menschliches
Serumalbumin, Fc-Rezeptoren und Lysozym gemiB der in
Schaffitzel et al. (1999) J Immunol Methods 231: 119-135
beschriebenen Verfahrensweise “gepannt”.

Beispiel 10:

Ein menschlicher Antikoérper, 2F5, der spezifisch fiir das
HIV-Peptid ELDKWA ist, wird als Geriist zur Randomisierung
von Strukturschleifen verwendet und als scFv exprimiert.
Die Expression. und die Konstruktion des
Phagenprdsentationsvektors wird wie in Beispiel 9
beschrieben durchgefihrt. Die Phagenselektion wird
entsprechend durchgefiihrt.

Die Wildtyp-scFv Sequenz und die betreffenden Bibliotheken
sind in den Figuren 5 bis 8 dargestellt.
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Beschreibung der Figuren

Figur 1: Sequenzvergleich der Aminos&urensequenzen von SEQ
ID No. 1 und SEQ ID No. 2.

Figur 2: Nukleotidesequenz, welche fiir das synthetische
Gen kodiert, das fiir die Anti-TNF-alpha Kamel-VHH-Domine
kodiert, sowie die Ubersetzung in den einstelligen
Aminosduren-Code. Die zur Klonierung verwendeten
Restriktionschnittstellen sind in der Nukleotidsequenz
unterstrichen. Die in der Bibliothek zu randomisierenden
Aminosdurenreste sind in der Aminosdurensequenz
unterstrichen. (Eingefilhrte Aminos&duren sind in dieser
Sequenz nicht angefiihrt.)

Figur 3 zeigt das Schema der PCR Reaktionen und des
Ligationsverfahrens. Horizontale Pfeile geben die
Positionen und Richtungen der PCR Starter an, senkrechte
Pfeile geben die Positionen der NcoI, BglII beziehungsweise
NotI Stellen an (von links nach rechts).

Figur 4: Schema der PCR Reaktionen, die zum Aufbau der in
Beispiel 6 beschriebenen Bibliothek verwendet werden.

Figur 5: scFv 2F5 wt synthetische Genbibliothek 1 (VH-
Linker-VL) wund Ubersetzung, zwei randomisierte Struk-
turschleifen

Figur 6: scFv 2F5 wt synthetische Genbibliothek 2 (VH-
Linker-VL) wund Ubersetzung, zwei randomisierte Struk-
turschleifen

Figur 7: scFv 2F5 wt synthetische Genbibliothek 3 (VH-
Linker-VL) und Ubersetzung, drei randomisierte Struk-

turschleifen

Figur 8: scFv 2F5 Wildtyp synthetisches Gen mit Ubersetzung

NACHGEREICHT




(VH-Linker-VL)

NACHGEREICHT




{
s
S ese

. -

ANSPRUCHE:

Verfahren zur Manipulation eines Immunglobulins, das
mindestens eine Ver&dnderung in jeder von mindestens
zwel Strukturschleifenregionen in einer variablen
Domdne des Immunglobulins umfasst und zur Bestimmung
der Bindung des Immunglobulins an ein Epitop eines
Antigens, wobei das unverinderte Immunglobulin im
wesentlichen nicht an das Epitop bindet, welches die
Schritte umfasst:

- Bereitstellung einer Nukleinsiure, die fiir ein
Immunglobulin kodiert, welches mindestens zwei
Strukturschleifenregionen umfasst,

- Veranderung mindestens eines Nukleotidrests jedes
der mindestens zwei Strukturschleifenregionen,

- Ubertragung der ver&nderten Nﬁkleinséure in ein
Expressionssystem,

- Expression des verdnderten Immunglobulins,

- Kontaktierung des exprimierten veranderten
Immunglobulins mit einem Epitop und

- Bestimmung, ob das verinderte Immunglobulin an
das Epitop bindet.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Immunglobulin
spezifisch an mindestens zwei unterschiedliche Epitope
bindet.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das Immunglobulin aus dem Men-
schen, dem Kamel oder der Maus stammt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die variable Domdne ausgew&dhlt
ist aus der Gruppe von VH, Vkappa, Vlambda, VHH und
Kombinationen davon.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass die ver&nderten Schleifenregionen
einer VH, einer Vkappa, einer Vlambda oder einer VHH
mindestens eine Ver&nderung in den Aminosduren 7 bis
21, Aminos&uren 25 bis 39, Aminosiduren 41 bis 81,
Aminosduren 83 bis 85, Aminosiuren 89 bis 103 oder
Aminos&duren 106 bis 117 umfassen, wobei die
Nummerierung der Aminosidurepositionen der Dominen der
IMGT entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass die Schleifenregionen von VH oder
Vkappa oder Vlambda aus dem Menschen mindestens eine
Verdnderung in den Aminosduren 8 bis 20, Aminos&duren
44 bis 50, Aminosduren 67 bis 76 und Aminosiuren 89
bis 101 umfassen, insbesondere den
Aminosdurenpositionen 12 bis 17, Aminosdurepositionen
45 Dbis 50, Aminosdurepositionen 69 bis 75 und
Aminosdurepositionen 93 bis 98, wobei die Nummerierung
der Aminosdurepositionen der Dom&nen der IMGT
entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass die Schleifenregionen von VH aus
der Maus mindestens eine Verdnderung in den
Aminosduren 6 bis 20, Aminosiduren 44 Dbis 52,
Aminosduren 67 bis 76 und Aminosduren 92 bis 101 um-
fassen, wobei die Nummerierung der Aminosdureposi-
tionen der Doménen der IMGT entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass die ver&dnderten Schleifenregionen
einer VHH aus dem Kamel mindestens eine Verdnderung in
den Aminosduren 7 bis 18, Aminosduren 43 bis 55,
Aminosduren 68 bis 75 und Aminosiuren 91 bis 101
umfassen, wobei die Nummerierung der
Aminosdurepositionen der Domdnen der IMGT entspricht.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass das verdnderte Immunglobulin
ferner mit einem oder mehreren verdnderten
Immunglobulinen oder mit unverdnderten Immunglobulinen
oder Teilen davon kombiniert ist, um ein Kombina-

tionsImmunglobulin zu erhalten.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass die Immunglobuline durch Rekombinationstechniken
kombiniert sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass die Verdnderung mindestens eines
Nukleotids einer Nukleinsidure zu einer Substitution,
Deletion und/oder 1Insertion einer oder mehrerer
Aminosduren des durch die Nukleinsiure kodierten
Immunglobulins fiihrt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens eine Aminos&dure jeder
von mindestens zwei Strukturschleifenregionen durch
ortsgerichtete Zufallsmutation ver&dndert wird.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das zuf&allig verdnderte Nukleinsiuremolekiil
mindestens eine Nukleotid-Wiederholungseinheit
umfasst, welche die Sequenz 5’ -NNS- 3/, 5’ -NNN- 3’
oder 5’ -NNK- 3’ aufweist.

Verwendung eines durch das Verfahren nach einem der
Anspriiche 1 bis 13 erhdltlichen Immunglobulins zur
Herstellung einer Proteinbibliothek von
Immunglobulinen.

Bibliothek, die mindestens 10 durch das Verfahren nach
einem der Anspriiche 1 bis 13 erh&dltliche
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
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Immunglobuline mit einer Veranderung in mindestens

zwei Strukturschleifenregionen umfasst.

Bibliothek nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet,
dass sie Immunglobuline mit Mutationen von mindestens
4 Aminosdurepositionen in mindestens zwel

Strukturschleifenregionen enthdlt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens 10 variable
Domdnen von Immunglobulinen mit Verdnderungen in den
Strukturschleifenregionen enthdlt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass sie Immunglobuline enthdlt, die
mindestens zwei verdnderte variable Domé&nen mit
mindestens einer Verdnderung in den
Strukturschleifenregionen jeder Domdne aufweist.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch
gekennzeichnet, dass sie Immunglobuline mit mindestens
4 Veradnderungen in mindestens zwel Struk-

turschleifenregionen enthdlt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 19, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens 10 veradnderte
einzelkettige Immunglobuline mit mindestens zwei
Verdnderungen in den Strukturschleifenregionen jedes

einzelkettigen Immunglobulins enthdlt.

Bibliothek nach einem der Anspriche 15 bis 20, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens 10 verdnderte VHH
Dominen mit mindestens zwei Veranderungen in den
Strukturschleifenregionen jeder VHH Domdne enthdlt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 21, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens 10 verédnderte
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

*one
[ A X K]
LXR X

menschliche Antikorper mit mindestens zwel
Veranderungen in den strukturschleifenregionen jedes

menschlichen Antikdrpers enthdlt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 22, dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens 10 verdnderte Fab
Fragmente mit mindestens zwei Verdnderungen in den

strukturschleifenregionen jedes Fab Fragments enthalt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 15 bis 23, dadurch
gekennzeichnet, dass sie Immunglobuline ausgewdhlt aus
der Gruppe von VH, Vkappa, Vlambda und VHH umfasst.

Verdndertes Immunglobulin erhaltlich nach dem
Verfahren eines der Anspriiche 1 bis 13, das eine
Bindungsstelle aufweist, welche durch mindestens zwei
Verdnderungen in den Strukturschleifenregionen
spezifisch fiir ein Antigen ist.

Verindertes Immunglobulin nach Anspruch 25, wobei das
Antigen menschliches Serumalbumin ist.

Verandertes Immunglobulin nach Anspruch 25, wobei das
Antigen ein Fc-Rezeptor ist.

Verfahren zur spezifischen Bindung und/oder zum
Nachweis eines Molekiils, welches die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen einer Bibliothek verédnderter
Immunglobuline nach einem der Anspriiche 15 bis 24
oder eines Immunglobulins, das durch ein
Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13
erhaltlich ist, mit einer Testprobe, welche das
Molekiil enthalt und wahlweise

- Nachweis der potentiellen Bildung eines spezi-

fischen Immunglobulin/Molekiil-Komplexes.
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32.
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Verfahren zur spezifischen Isolierung eines
verinderten Immunglobulins, das an ein Molekil bindet,

welches die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen einer Bibliothek ver&nderter
Immunglobuline nach einem der Anspriiche 15 bis 24
oder eines verinderten Immunglobulins, das durch
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13
erhaltlich ist, mit einer Probe, welche das
Molekil enthdlt,

- Abtrennung des gebildeten spezifischen Komplexes
aus verandertem Immunglobulin und dem Molekil
sowie

- wahlweise Isolierung des verdnderten

Immunglobulins aus dem Komplex.

Kit von Bindungspartnern, welcher enthalt

- eine Bibliothek veranderter Immunglobuline nach
einem der Anspriiche 15 Dbis 24 oder ein
verdndertes Immunglobulin, das durch ein
Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13
erhalten wurde sowie

- ein Bindungsmolekil, das ein Epitop eines
Antigens enthédlt.

Verwendung eines Bindungsmolekiils eines Kits nach
Anspruch 30 zur Selektion eines veranderten
Immunglobulins aus einer Bibliothek nach einem der
Anspriiche 15 bis 24.

Polypeptidvariante einer variablen Domé&ne, die
mindestens zwei veradnderte Strukturschleifen umfasst,
wobei mindestens eine BAminosdure Jjeder verdnderten
Sstrukturschleife ausgewdhlt ist aus der Gruppe der
Aminosduren Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin, Histi-
din, Isoleucin, Serin, Methionin, Alanin und

Asparagin.
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33.

34.

Polypeptidvariante einer variablen Doméne nach
Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
eine verinderte Strukturschleife mindestens zwel
dieser Aminosduren enthdlt.

Polypeptidvariante einer variablen Domane nach einem
der Anspriiche 32 bis 33, dadurch gekennzeichnet, dass
sie vom Menschen stammt oder eine humanisierte
Polypeptidvariante einer variablen Doméane ist und dass

sie mindestens ein Tyrosin in einer der Positionen 12

bis 17, 45 bis 50, 69 bis 75 und 93 bis 98 und/oder
mindestens ein Tryptophan in einer der Positionen 12

bis 17, 45 bis 50, 69, 71 bis 75, 93 bis 94 und 96 bis

98 und/oder mindestens ein Histidin in einer der Posi-

tionen 12 bis 17, 46, 47, 49, 50, 69 bis 74 und 93 bis

98 und/oder mindestens ein Asparagin in einer der
Positionen 12 bis 17, 45 bis 47, 49, 50, 70 bis 73,

75, 94 bis 96 und 98 und/oder mindestens ein Methionin
in einer der Positionen 12 bis 17, 46 bis 50, 69 bis

71, 73 bis 75, 93, 95, 96 und 98 und/oder mindestens

ein Serin in einer der Positionen 13, 71, 75, 94, 95
und 98 und/oder mindestens ein Isoleucin in einer der
Positionen 12, 14 bis 17, 45 bis 50, 69, 70, 72 bis
75, 93 wund 96 Dbis 98 und/oder mindestens ein
Phenylalanin in einer der Positionen 15, 46, 48, 70
bis 73, 75, 93, 95 und 98 umfasst.
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Neue Anspruchsfassung vom 30.4. 2007
ANSPRUCHE:

Verfahren zur Herstellung [Manipulation] eines Immunglobulins, das eine CDR-

Schleifen-Konformation und mindestens eine Veridnderung in jeder von mindestens

zwei Strukturschleifenregionen in einer variablen Doméne des Immunglobulins

umfasst und zur Bestimmung der Bindung des Immunglobulins an ein Epitop eines

Antigens, wobei das unverédnderte Immunglobulin im wesentlichen nicht an das Epitop

bindet, welches die Schritte umfasst: ‘

- Bereitstellung einer Nukleinsiure, die fiir ein Immunglobulin kodiert, welches
mindestens zwei Strukturschleifenregionen umfasst,

- Verinderung mindestens eines Nukleotidrests jedes der mindestens zwei
Strukturschleifenregionen,

- Ubertragung der verinderten Nukleinsdure in ein Expressionssystem,

- Expression des veridnderten Inmunglobulins,

- Kontaktierung des exprimierten verdnderten Immunglobulins mit einem Epitop
und

- Bestimmung, ob das verdnderte Immunglobulin an das Epitop bindet.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Immunglobulin spezifisch an mindestens zwei
Epitope bindet, die diesselben oder unterschiedliche Epitope sind [bindet].

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass das
Immunglobulin aus dem Menschen, dem Kamel oder der Maus stammt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2 [3], dadurch gekennzeichnet, dass die
variable Doméne ausgewdhlt ist aus der Gruppe von VH, Vkappa, Vlambda, VHH und
Kombinationen davon.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
verinderten Schleifenregionen einer VH, einer Vkappa, einer Vlambda oder einer
VHH mindestens eine Veriinderung in den Aminoséuren 7 bis 21, Aminosiuren 25 bis
39, Aminosiuren 41 bis 81, Aminosiuren 83 bis 85, Aminosduren 89 bis 103 oder
Aminosiuren 106 bis 117 umfassen, wobei die Nummerierung der Aminoséureposi-
tionen der Doméanen der IMGT entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Schleifenregionen von VH oder Vkappa oder Vlambda aus dem Menschen mindestens
eine Verdnderung in den Aminosguren 8 bis 20, Aminoséuren 44 bis 50, Aminosduren
67 bis 76 und Aminosduren 89 bis 101 umfassen, insbesondere den
Aminosdurenpositionen 12 bis 17, Aminoséurepositionen 45 bis 50,
Aminoséurepositionen 69 bis 75 und Aminosiurepositionen 93 bis 98, wobei die
Nummerierung der Aminosiurepositionen der Doménen der IMGT entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Schleifenregionen von VH aus der Maus mindestens eine Verénderung in den
Aminosduren 6 bis 20, Aminosduren 44 bis 52, Aminoséuren 67 bis 76 und
Aminosguren 92 bis 101 umfassen, wobei die Nummerierung der Aminosdureposi-
tionen der Doménen der IMGT entspricht.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
verinderten Schleifenregionen einer VHH aus dem Kamel mindestens eine
Verinderung in den Aminoséduren 7 bis 18, Aminoséduren 43 bis 55, Aminoséuren 68
bis 75 und Aminosduren 91 bis 101 umfassen, wobei die Nummerierung der
Aminosiurepositionen der Doménen der IMGT entspricht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das
verdnderte Immunglobulin ferner mit einem oder mehreren verédnderten
Immunglobulinen oder mit unverédnderten Immunglobulinen oder Teilen davon durch
Rekombinationstechniken oder durch Verbindung kombiniert ist, um ein Kombina-
tionsimmunglobulin zu erhalten.

10.[Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Immunglobuline durch

Rekombinationstechniken kombiniert sind.]

Die Nummerierung der nachfolgenden Anspriiche wurde entsprechend angepasst.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9 [10], dadurch gekennzeichnet, dass die
Veridnderung mindestens eines Nukleotids einer Nukleinséure zu einer Substitution,
Deletion und/oder Insertion einer oder mehrerer Aminoséuren des durch die
Nukleinsédure kodierten Immunglobulins fiihrt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10 [11], dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens eine Aminoséure jeder von mindestens zwei Strukturschleifenregionen
durch ortsgerichtete Zufallsmutation verdndert wird.

Verfahren nach Anspruch 11 [12], dadurch gekennzeichnet, dass das zufillig
veridnderte Nukleinsduremolekiill mindestens eine Nukleotid-Wiederholungseinheit
umfasst, welche die Sequenz 5° -NNS- 3°, 5 -NNN- 3’ oder 5’ -NNK- 3’ aufweist.

Verwendung eines durch das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12[13]
erhiltlichen Immunglobulins zur Herstellung einer Proteinbibliothek von
Immunglobulinen.

Bibliothek, die mindestens 10 durch das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
12[13] erhiltliche Immunglobuline mit einer Verinderung in mindestens zwei
Strukturschleifenregionen umfasst.

Bibliothek nach Anspruch 14[15], dadurch gekennzeichnet, dass sie Immunglobuline
mit Mutationen von mindestens 4 Aminosdurepositionen in mindestens zwei
Strukturschleifenregionen enthilt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 15[16], dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens 10 variable Doménen von Immunglobulinen mit Verénderungen
in den Strukturschleifenregionen enthilt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 16[17], dadurch gekennzeichnet,
dass sie Immunglobuline enthilt, die mindestens zwei verédnderte variable Doménen
mit mindestens einer Verinderung in den Strukturschieifenregionen jeder Doméne
aufweist.
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Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 17[18], dadurch gekennzeichnet,
dass sie Immunglobuline mit mindestens 4 Verdnderungen in mindestens zwei Struk-
turschleifenregionen enthélt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 18[19], dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens 10 verdnderte einzelkettige Immunglobuline mit mindestens zwei
Veranderungen in den Strukturschleifenregionen jedes einzelkettigen Immunglobulins
enthalt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 19[20], dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens 10 verinderte VHH Doménen mit mindestens zwei
Verinderungen in den Strukturschleifenregionen jeder VHH Doméne enthalt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 20[21], dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens 10 verinderte menschliche Antikorper mit mindestens zwei
Verinderungen in den Strukturschleifenregionen jedes menschlichen Antikdrpers
enthilt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 21[22], dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens 10 verinderte Fab Fragmente mit mindestens zwei Verdnderungen
in den Strukturschleifenregionen jedes Fab Fragments enthélt.

Bibliothek nach einem der Anspriiche 14[15] bis 22[23], dadurch gekennzeichnet,
dass sie Immunglobuline ausgew#hlt aus der Gruppe von VH, Vkappa, Vlambda und
VHH umfasst.

Verindertes Immunglobulin erhiltlich nach dem Verfahren eines der Anspriiche 1 bis
12[13], das eine Bindungsstelle aufweist, welche durch mindestens zwei
Verinderungen in den Strukturschleifenregionen spezifisch fiir ein Antigen ist.

Verindertes Immunglobulin nach Anspruch 24{25], wobei das Antigen menschliches
Serumalbumin ist.

Verindertes Immunglobulin nach Anspruch 24[25], wobei das Antigen ein Fc-
Rezeptor ist.

Verfahren zur spezifischen Bindung und/oder zum Nachweis eines Molekiils, welches

die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen einer Bibliothek verdnderter Immunglobuline nach einem
der Anspriiche 14[15] bis 23[24] oder eines Immunglobulins, das durch ein
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12[13] erhiltlich ist, mit einer
Testprobe, welche das Molekiil enthélt und wahlweise

- Nachweis der potentiellen Bildung eines spezifischen
Immunglobulin/Molekiil-Komplexes.
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Verfahren zur spezifischen Isolierung eines verdnderten Immunglobulins, das an ein

Molekiil bindet, welches die Schritte umfasst:

- In Kontakt bringen einer Bibliothek verdnderter Immunglobuline nach einem
der Anspriiche 14[15] bis 23[24] oder eines verdnderten Immunglobulins, das
durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12 [13] erhaltlich ist, mit
einer Probe, welche das Molekiil enthilt,

- Abtrennung des gebildeten spezifischen Komplexes aus verdndertem
Immunglobulin und dem Molekiil sowie

- wahlweise Isolierung des verinderten Inmunglobulins aus dem Komplex.

Kit von Bindungspartnern, welcher enthélt

- cine Bibliothek verinderter Immunglobuline nach einem der Anspriiche 14[15]
bis 23[24] oder ein veréndertes Immunglobulin, das durch ein Verfahren nach
einem der Anspriiche 1 bis 12[13] erhalten wurde sowie

- ein Bindungsmolekiil, das ein Epitop eines Antigens enthilt.

Verwendung eines Bindungsmolekiils eines Kits nach Anspruch 29[30] zur Selektion
eines verinderten Immunglobulins aus einer Bibliothek nach einem der Anspriiche
14[15] bis 23[24].

Polypeptidvariante einer variablen Doméne, die eine CDR-Schleifen-Konformation
und mindestens zwei verdnderte Strukturschleifen umfasst, wobei mindestens eine
Aminosiure jeder veréinderten Strukturschleife ausgewdhlt ist aus der Gruppe der
Aminos#uren Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin, Histidin, Isoleucin, Serin,
Methionin, Alanin und Asparagin.

Polypeptidvariante einer variablen Doméne nach Anspruch 31[32], dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens eine verdnderte Strukturschleife mindestens zwei
dieser Aminosguren enthélt.

Polypeptidvariante einer variablen Doméne nach einem der Anspriiche 31[32] bis
32[33], dadurch gekennzeichnet, dass sie vom Menschen stammt oder eine
humanisierte Polypeptidvariante einer variablen Doméne ist und dass sie mindestens
ein Tyrosin in einer der Positionen 12 bis 17, 45 bis 50, 69 bis 75 und 93 bis 98
und/oder mindestens ein Tryptophan in einer der Positionen 12 bis 17, 45 bis 50, 69,
71 bis 75, 93 bis 94 und 96 bis 98 und/oder mindestens ein Histidin in einer der Posi-
tionen 12 bis 17, 46, 47, 49, 50, 69 bis 74 und 93 bis 98 und/oder mindestens ein
Asparagin in einer der Positionen 12 bis 17, 45 bis 47, 49, 50, 70 bis 73, 75, 94 bis 96
und 98 und/oder mindestens ein Methionin in einer der Positionen 12 bis 17, 46 bis 50,
69 bis 71, 73 bis 75, 93, 95, 96 und 98 und/oder mindestens ein Serin in einer der
Positionen 13, 71, 75, 94, 95 und 98 und/oder mindestens ein Isoleucin in einer der
Positionen 12, 14 bis 17, 45 bis 50, 69, 70, 72 bis 75, 93 und 96 bis 98 und/oder
mindestens ein Phenylalanin in einer der Positionen 15, 46, 48, 70 bis 73, 75, 93, 95
und 98 umfasst.

NACHGEREICHT




Recherchenbericht zu A 1145/2006
Technische Abteilung 4A

dsterreichisches
patentamt

Klassifikation des Anmeldungsgegenstands geman o
C12N 15/62 (2006.01); CO7K 16/00 (2006.01)
Klassifikation des Anmeldungsgegenstands gemaR ECLA:
C12N15/62, CO7K16/00
Recherchierter Prifstoff (Klassifikation):
Konsultierte Online-Datenbank:
WPI, EPODOC, FullText
Dieser Recherchenbericht wurde zu den am 5. Juli 2006 eingereichten Anspriichen 1-34 erstelit.
Kategorie’ | Bezeichnung der Veréffentlichung: Betreffend Anspruch
Landercode, Vertffentlichungsnummer, Dokumentart (Anmelder), Verdffentiichungsdatum,
Textstelle oder Figur soweit erfordertich
X EP1752471 A1 (F-STAR BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNGS- UND 1-25, 27-33
ENTWICKLUNGSGES.M.B.H) 14. Februar 2007 (14.02.2007)
gesamtes Dokument
A WO 1996/022377 A1 (ARMITAGE ET AL.) 25. Juli 1996 (25.07.1996) 1-34
gesamtes Dokument
A WO 2001/088159 A2 (EURO CELTIQUE SA) 1-34
22. November 2001 (22.11.2001)
gesamtes Dokument
Datum der Beendigung der Recherche: Priifer(in):
23. Februar 2007 O Fortsetzung siehe Folgeblatt | Dr. ETZ
“Kategorien der angefihrien Dokumente: A Vertffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert.
X Verdffentlichung von besonderer Bedeutung: der Anmeldungs- P $
gegenstand kann allein agfgrund dieser Druckschrift nicht als neu bzw. P 33,':,“Eﬁﬂ‘,’,&iﬁ;‘;'},:f::,‘:,‘;ﬂg,:;’}fﬁ?ﬁ?,’,‘ﬁﬂ;{ 3,?,%:) +jedoch nach
auf erﬁnd.eﬁscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden. . E Dokument, das von besonderer Bedeutung ist (Kategorie X), aus dem
Y  Verdffentichung von Bedeutung: der Anmeldungsgegenstand kann nicht ein 4lteres Recht hervorgehen kdnnte (friheres Anmeldedatum, jedoch
als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden, wenn die nachverdffentlicht, Schutz ist in Osterreich moglich, wiirde Neuheit in
\{erbffenﬂichqu [mt einer oder mehreren V{elteren Verdffentlichungen Frage stellen).
dieser ,‘,‘;’;‘;ﬂn‘,’;‘:,',“,,‘;:';‘,’;‘;‘;’;%%:f racht wird und diese Verbindung fir .\ i hichung, die Mitglied der selben Patentfamilie ist.

gedanken.gut.geschiitzt.

DVR. 0078018



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	SEARCH_REPORT

