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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein chimares Adenovirus-Fiberprotein, welches eine eingeschrankte
nicht-native Aminosauresequenz umfasst. Die nicht-native Aminosauresequenz codiert ein Peptid-Motiv, wel-
ches ein Epitop fiur einen Antikdrper oder einen Liganden fur einen Zelloberflachenrezeptor umfasst, welches
zum Zell-Targeting verwendet werden kann. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren, welche ein der-
artiges chimares Adenovirus-Fiberprotein umfassen, und Verfahren zur Verwendung derartiger Vektoren.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Trotz ihrer vorher schlechten Reputation als Hauptkrankheitserreger, welche zu zahlreichen Infekti-
onskrankheiten flihren, haben Adenoviren (und insbesondere replikationsdefiziente Adenoviren) in jlingerer
Zeit betrachtliche Anerkennung als hocheffektive virale Vektoren fir die Gentherapie erlangt. Adenovirale Vek-
toren bieten aufregende Mdoglichkeiten auf diesem neuen Gebiet der Therapeutik, basierend auf ihrer hohen
Gentransfereffizienz, ihrer betrachtlichen Transportkapazitat und ihrer Fahigkeit, ein breites Spektrum an Zell-
typen zu infizieren (Crystal, Science, 270, 404-410 (1995); (Curiel et al., Human Gene Therapy, 3, 147-154
(1992); Internationale Patentanmeldung WO 95/21259).

[0003] Aufgrund dieser wiinschenswerten Eigenschaften von Adenoviren hat man rekombinante adenovirale
Vektoren fur den zellgerichteten Transfer eines oder mehrerer rekombinanter Gene in erkrankte Zellen oder
Gewebe, die der Behandlung bedirfen, verwendet. Mit Bezug auf die allgemeine Struktur eines Adenovirus
unter dem Elektronenmikroskop ahnelt ein Adenovirus-Partikel einer Raumkapsel mit abstehenden Antennen
(Xia et al., Structure, 2, 1259-1270 (1994)). Das virale Kapsid umfasst mindestens sechs verschiedene Poly-
peptide, umfassend 240 Kopien des trimeren Hexons (d. h. Polypeptid IlI) und jeweils 12 Kopien der pentame-
ren Penton-(Polypeptid IlI-)Basis und der trimeren Fiber (Xia et al., supra).

[0004] Ein Adenovirus verwendet zwei separate Zellrezeptoren, die beide prasent sein missen, um an eine
Zelle anzuheften und sie zu infizieren (Wickham et al., Cell, 73, 309-319 (1993)). Als Erstes heftet das Adeno-
virus-Fiberprotein das Virus an eine Zelle durch Bindung an einen bisher noch unidentifizierten Rezeptor. So-
dann bindet die Pentonbasis an a,-Integrine, die eine Familie von heterodimeren Zelloberflachenrezeptoren
sind, welche zelluldre Adhasion an die extrazellularen Matrixmolekile sowie andere Molekule vermitteln (Hy-
nes, Cell, 69, 11-25 (1992)). Wenn ein Adenovirus einmal an eine Zelle angeheftet ist, durchlauft es Rezep-
tor-vermittelte Internalisierung in Clathrin-"coated" endocytische Vesikel und wird schrittweise zerlegt bis auf
das virale doppelstrangige Genom, und sodann wird das Genom (und einige begleitende virale Komponenten)
zu dem Zellkern transportiert und somit eine Infektion initiiert (Svennson et al., J. Virol., 51, 687-694 (1984);
Chardonnet et al., Virology, 40, 462—-477 (1970); Greber et al., Cell, 75, 477-486 (1993); Fitzgerald et al., Cell,
32, 607-617 (1983)).

[0005] Das Fiber-Monomer besteht aus einem aminoterminalen Schwanz (welcher nicht-kovalent an die Pen-
tonbasis anheftet), einem Schaft (dessen Lange zwischen verschiedenen Virus-Serotypen variiert), und einer
carboxyterminalen globularen Knob-Domane (die notwendig und ausreichend ist flir Wirtszellbindung) (De-
vaux et al., J. Molec. Biol., 215, 567-588 (1990); Xia et al., supra; Green et al., EMBO J., 2, 1357-1365 (1983);
Henry et al., J. Virology, 68(8), 5239-5246 (1994)). Die Regionen, welche notwendig sind fiir die Fiber-Trime-
risierung (die fur die Pentonbasis-Bindung erforderlich ist), sind ebenfalls in der Knob-Region des Proteins lo-
kalisiert (Henry et al. (1994), supra; Novelli et al., Virology, 185, 365-376 (1991)). Die Fiber und das Hexon
bestimmen zusammen die Serotyp-Spezifitat des Virus und umfassen ferner die Haupt-Antigendeterminanten
des Virus (Watson et al., J. Gen. Virol., 69, 525-535 (1988)).

[0006] Diese Fahigkeit der adenoviralen Fiber und des Hexon-Proteins, als Ziele fiir eine Wirtsimmunantwort
zu fungieren, hat anfanglich die Versuche zur adenoviral vermittelten Gentherapie behindert. Namentlich sind
Anderungen in der Genexpression, welche durch Adenovirus vermittelt wird, nicht permanent, weil der Vektor
nicht stabil aufrechterhalten wird. Jedoch kénnen nach einer Readministration des adenoviralen Vektors, um
die therapeutische Antwort zu prolongieren, neutralisierende Antikdrper gegen die adenovirale Fiber und/oder
Hexon-Proteine hervorgerufen werden und so die Proteinproduktion umgangen werden (Wohlfart, J. Virology,
62, 2321-2328 (1988); Wohlfart et al., J. Virology, 56, 896-903 (1985)). Glicklicherweise wird eine derartige
Immunantwort nicht bei allen Verwendungen von adenoviralen Vektoren erzeugt. Ahnlich ist nun bekannt,
dass, wenn die Gegenwart derartiger neutralisierender Antikdrper adenoviral vermitteltes intrazellulares Deli-
very verhindert, statt dessen ein anderer adenoviraler Vektor, z. B. ein adenoviraler Vektor anderen Serotyps
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oder ein anderer Adenovirus-Vektor, dem das Epitop fehlt, gegen das der Antikérper gerichtet ist, verwendet
werden kann (Crompton et al., J. Gen. Virol., 75, 133—-139 (1994)). Ferner tauchen standig neuere und effektive
Techniken auf, um zu verhindern, dass eine Antikdrperantwort gegen das Virus eine effektive Readministration
eines adenoviralen Vektors ausschliet (siehe z. B. die Internationale Patentanmeldung WO 96/12406; Ma-
strangeli et al., Human Gene Therapy, 7, 79-87 (1996)).

[0007] Die adenoviral vermittelte Gentherapie bleibt also weiterhin sehr vielversprechend, insbesondere mit
Bezug auf das Umdirigieren des Adenovirus-Tropismus. Namentlich, obschon Adenovirus in eine beeindru-
ckende Vielfalt von Zelltypen eintreten kann (siehe z. B. Rosenfeld et al., Cell, 68, 143-155 (1992); Quantin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 2581-2584 (1992)); Lemarchand et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 6482-6486
(1992); Anton et al., J. Virol., 69, 4600-4606 (1995); LaSalle et al., Science, 259, 988-990 (1993)), scheint es
immer noch Zellen zu geben (z. B. Lymphocyten), die nicht leicht zuganglich sind fur Adenovirus-vermitteltes
Gen-Delivery (siehe z. B. Grubb et al., Nature, 371, 802-806 (1994); Dupuit et al., Human Gene Therapy, 6,
1185-1193 (1995); Silver et al., Virology, 165, 377-387 (1988); Horvath et al., J. Virol., 62(1), 341-345 (1988)).
Ahnlich hat man auch beim Targeting auf Zellen, die leicht von Adenovirus infiziert werden, in vielen Fallen sehr
hohe Levels von Adenovirus-Partikeln verwendet, um Transduktion zu erzielen. Dies ist nachteilig insofern, als
jegliche Immunantwort, die mit adenoviraler Infektion assoziiert ist, zwangslaufig verschlimmert wiirde bei Ver-
wendung solch hoher Levels.

[0008] Demgemaf suchen Forscher nach neuen Wegen zum selektiven Einflihren von Adenoviren in Zellen,
welche durch Adenoviren nicht infiziert werden kdnnen, und zum Erhohen der Effektivitat von adenoviralem
Delivery in Zellen, welche von Adenoviren infiziert werden. Das allgemeine Prinzip des Umdirigierens des Ade-
novirus-Tropismus ist "straightforward". Bei einem Ublichen Ansatz kann durch Inkorporation von Peptidbin-
dungsmotiven in ein Adenovirus-Coat-Protein, z. B. Fiberprotein, das Virus so umdirigiert werden, dass es an
eine Zelloberflachen-Bindungsstelle bindet, an die es normalerweise nicht bindet (siehe z. B. Michael et al.,
Gene Therapy, 2, 660-668 (1995); Internationale Patentanmeldung WO 95/26412; Internationale Patentan-
meldung WO 94/10323; Internationale Patentanmeldung WO 95/05201). Ein Peptidbindungsmotiv ist eine kur-
ze Sequenz von Aminosauren, z. B. ein Epitop flir einen Antikdrper (z. B. einen bispezifischen Antikorper), oder
ein Ligand fir eine Zelloberflachen-Bindungsstelle (z. B. einen Rezeptor), welches zum Zell-Targeting verwen-
det werden kann. Wenn das Peptidmotiv bindet, z. B. an seine korrespondierende Zelloberflachen-Bindungs-
stelle, an die Adenovirus normalerweise nicht oder nur mit geringer Affinitat bindet, dann kann das Adenovirus,
welches das Peptidmotiv tragt, auf spezifische und/oder effizientere Weise selektiv Gene in die Zelle liefern,
welche diese Bindungsstelle umfasst.

[0009] Jedoch ist die MalRnahme, ein bekanntes Peptidmotiv einfach in das Fiberprotein eines Adenovirus zu
inkorporieren, moglicherweise nicht ausreichend, um dem Virus zu gestatten, eine Zielzelle zu binden und sie
effektiv zu transduzieren. Die Effektivitat des Peptidmotivs beim Umdirigieren der Virusbindung auf eine neue
Zelloberflachen-Bindungsstelle hangt von mehreren Faktoren ab, einschlielllich der Verfiigbarkeit des Peptid-
motivs zum Binden an den Zelloberflachenrezeptor, der Affinitat des Peptidmotivs fir die Zelloberflachen-Bin-
dungsstelle und der Anzahl von Zielbindungsstellen (z. B. Rezeptoren), welche auf der Zelle prasent sind, auf
die das Gen-Delivery zielgerichtet ist. Wahrend der letztgenannte Faktor derzeit nicht manipuliert werden kann
in in-vivo-Applikationen, scheinen die beiden erstgenannten Raum flir Verbesserungen zu bieten hinsichtlich
der vorherrschenden adenoviral vermittelten Gentherapie. Zum Beispiel haben friihere Forscher nicht beriick-
sichtigt, dass, wenn das Peptidmotiv innerhalb der Struktur des Fiberproteins verdeckt ("buried") und/oder
durch die umgebende Struktur des Proteins maskiert ist, das Peptidmotiv nicht in der Lage sein wird, mit sei-
nem Ziel zu interagieren und es zu binden. Ahnlich haben friihere Forscher nicht angesprochen, dass es die
Affinitat des Peptidmotivs fiir die Zelloberflachen-Bindungsstelle (z. B. den Rezeptor) ist, die bestimmt, wie ef-
fizient das Virus einen Bindungskontakt mit dem Zielrezeptor initiieren und aufrechterhalten kann, so dass Zell-
infektion/-transduktion resultiert.

[0010] Es besteht also weiterhin Bedarf an verbesserten Verfahren zum Zell-Targeting und an adenoviralen
Vektoren, durch welche dieses erreicht werden kann. Die vorliegende Erfindung sucht mindestens einige der
im Vorstehenden genannten Probleme rekombinanter adenoviraler Gentherapie zu Gberwinden. Insbesondere
liegt ein Ziel der vorliegenden Erfindung in der Bereitstellung verbesserter Vektoren und Verfahren zum
Zell-Targeting durch Bereitstellung eines chimaren Adenovirus-Fiberproteins, welches ein eingeschranktes
Peptidmotiv umfasst. Diese und weitere Ziele und Vorteile der vorliegenden Erfindung sowie zuséatzliche erfin-
dungsgemalie Merkmale ergeben sich aus der nachfolgenden Detailbeschreibung.
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KURZE ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0011] Die vorliegende Erfindung stellt ein chimares Adenovirus-Fiberprotein bereit, welches sich von dem
wildtypischen (d. h. nativen) Adenovirus-Fiberprotein unterscheidet durch die Einfiihrung einer nicht-nativen
Aminosauresequenz in einer konformationell beschrankten (d. h. eingeschrankten) Weise, wobei die nicht-na-
tive Aminosauresequenz durch die Anwesenheit einer RGD-Sequenz und eines oder mehrerer Cystein-Paare
eingeschrankt ist und wobei die nicht-native Aminosauresequenz zur Bildung einer nicht-praexistierenden
Schleife infolge Interaktion zwischen den Cysteinen befahigt ist oder in die oder an Stelle der nativen Amino-
sauresequenz einer praexistierenden Schleife des Wildtyp-Adenovirus-Fiberproteins inseriert ist.

[0012] Die Einflhrung resultiert in der Insertion oder Erzeugung eines eingeschrankten Peptidmotivs, wel-
ches dem resultierenden chimaren Adenovirus-Fiberprotein eine Fahigkeit verleiht, einen Zelleintritt eines Vek-
tors zu dirigieren, welcher das chimare Fiberprotein umfasst, der effizienter ist als der Zelleintritt eines Vektors,
welcher bis auf die Tatsache, dass er ein Wildtyp-Adenovirus-Fiberprotein umfasst, identisch ist, und/oder eine
Fahigkeit, den Eintritt in Zellen zu dirigieren, die Adenovirus, welches das Wildtyp-Fiberprotein umfasst, typi-
scherweise nicht infiziert/transduziert. Die vorliegende Erfindung stellt ferner Vektoren bereit, welche das chi-
mares Adenovirus-Fiberprotein umfassen, und Verfahren zur Konstruktion und Verwendung derartiger Vekto-
ren.

KURZBESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0013] Fig. 1 ist ein Diagramm, welches das erfindungsgemafe Verfahren illustriert zum Targeting von Ade-
novirus durch konformationelle Beschrankung einer nicht-nativen Aminosauresequenz in einer exponierten
Schleife des Fiber-Knob, um ein Peptidbindungsmotiv zu umfassen.

[0014] Fig. 2 ist ein Diagramm, welches das erfindungsgemafe Verfahren illustriert zum Targeting von Ade-
novirus durch Inkorporieren einer konformationell eingeschrankten nicht-nativen Aminosauresequenz (d. h. ei-
ner Sequenz, welche eine nicht-praexistierende Schleife umfasst) in den C-Terminus des Fiberproteins, um ein
Peptidbindungsmotiv zu umfassen.

[0015] Fig. 3 ist ein Diagramm, welches das Plasmid p193(F5*) zeigt, das zur Konstruktion von Adenovi-
rus-Fiber-Chimaren verwendet wird.

[0016] Fig. 4 ist ein Diagramm, welches das Plasmid p193 F5F2K zeigt, das ein chimares Fiberprotein co-
diert.

[0017] Eig. 5 ist ein Diagramm, welches das Plasmid p193 F5F2K(RKKK2) zeigt, das ein chimares Adenovi-
rus-Fiberprotein codiert, umfassend die Heparin-Bindungsdomane (d. h. RKKKRKKK) oder Arg Lys Lys Lys
Arg Lys Lys Lys [SEQ ID NO:1]) in der exponierten HI-Schleife des Ad2-Fiber-Knob.

[0018] Fig. 6 ist ein Diagramm, welches das Plasmid p193 F5F2K(FLAG) zeigt, das ein chimares Adenovi-
rus-Fiberprotein codiert, umfassend das FLAG-Epitop (d. h. DYKDDDDK oder Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp
Lys [SEQ ID NO:2]) in der exponierten HI-Schleife des Ad2-Fiber-Knob.

[0019] Fig. 7 ist ein Balkendiagramm, welches 3-Galactosidase-Expression (% Kontrolle) in 293-Zellen zeigt,
transduziert entweder mit AdZ.F5F2K(RKKK2) (geschlossene Balken) oder AdZ (offene Balken) in der Abwe-
senheit (Kontrolle) oder in der Anwesenheit (Fiber) von I6slichem Fiberprotein.

[0020] Fig. 8 zeigt das Transfer-Plasmid p193(F5)RGD, welches zur Erzeugung des Adenovirus-Vektors
AdZ.RGD verwendet wurde.

[0021] Fig.9 zeigt das Transfer-Plasmid p193(F5)pLDV, welches zur Erzeugung des Adenovirus-Vektors
AdZ.pLDV verwendet wurde.

[0022] Fig. 10 zeigt das Transfer-Plasmid p193(F5)pYIGSR, welches zur Erzeugung des Adenovirus-Vektors
AdZ.pYIGSR verwendet wurde.

[0023] Fig. 11 ist eine Auftragung von Tage post Infektion gegen FFU/Zelle fir 293-Zellen, infiziert mit AdZ
(offene Kreise) oder AdZ.RGD (geschlossene Quadrate).
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[0024] Fig. 12 ist eine Auftragung von zugegebenen Viruspartikeln (pro 6 cm-Platte) gegen B-Galactosida-
se-Expression (RLU/0,3 pl/7 min) fir A549-Zellen, infiziert mit AdZ (geschlossene Kreise) oder AdZ.RGD (ge-
schlossene Dreiecke).

[0025] Fig. 13 ist eine Auftragung von zugegebenen Viruspartikeln (pro 6 cm-Platte) gegen B-Galactosida-
se-Expression (RLU/0,3 pl/7 min) fur CPAE-Zellen, infiziert mit AdZ (geschlossene Kreise) oder AdZ.RGD (ge-
schlossene Dreiecke).

[0026] Fig. 14 ist eine Auftragung von zugegebenen Viruspartikeln (pro 6 cm-Platte) gegen B-Galactosida-
se-Expression (RLU/0,3 pl/7 min) fir HISM-Zellen, infiziert mit AdZ (geschlossene Kreise) oder AdZ.RGD (ge-
schlossene Dreiecke).

[0027] Fig. 15 ist ein Balkendiagramm, welches die Bindung von AdZ.RGD (geschlossene Balken) und AdZ
(offene Balken) zeigt, ausgedrtickt als % Input von zellgebundenem Vektor in 835-Nierenzellen entweder in der
Abwesenheit (Kontrolle) oder in der Anwesenheit von kompetierendem Fiberprotein (F5), Pentonbasis-Protein
(PB) oder sowohl Fiber- als auch Pentonbasis-Protein (F5/PB).

[0028] Fig. 16 ist ein Balkendiagramm, welches die Bindung von AdZ.RGD (geschlossene Balken) und AdZ
(offene Balken) zeigt, ausgedruckt als % Input von zellgebundenem Vektor in A10-Glattmuskelzellen entweder
in der Abwesenheit (Kontrolle) oder in der Anwesenheit von kompetierendem Fiberprotein (F5), Pentonba-
sis-Protein (PB) oder sowohl Fiber- als auch Pentonbasis-Protein (F5/PB).

[0029] Fig. 17 ist ein Balkendiagramm, welches die Bindung von AdZ.RGD (geschlossene Balken) und AdZ
(offene Balken) zeigt, ausgedriickt als % Input von zellgebundenem Vektor in CPAE-Endothelzellen entweder
in der Abwesenheit (Kontrolle) oder in der Anwesenheit von kompetierendem Fiberprotein (F5), Pentonba-
sis-Protein (PB) oder sowohl Fiber- als auch Pentonbasis-Protein (F5/PB).

[0030] Fig. 18 ist ein Balkendiagramm, welches B-Galactosidase-Expression (% Kontrolle) in A549-Zellen,
transduziert entweder mit AdZ.pYIGSR (geschlossene Balken) oder AdZ (offene Balken) in der Abwesenheit
(Kontrolle) oder in der Anwesenheit (Fiber) von Iéslichem Fiberprotein zeigt.

[0031] FEig. 19 ist ein Balkendiagramm, welches 3-Galactosidase-Expression (% Kontrolle) in Ramos-Zellen,
transduziert entweder mit AdZ.pLDV (geschlossene Balken) oder AdZ (offene Balken) in der Abwesenheit
(Kontrolle) oder in der Anwesenheit (Fiber) von I6slichem Fiberprotein oder Fiberprotein und EDTA (Fiber +
EDTA) zeigt.

[0032] Fig. 20 ist ein Balkendiagramm, welches B-Galactosidase-Expression (% Kontrolle) in 293-Zellen,
transduziert entweder mit AdZ.RGD (geschlossene Balken), AdZ.pRGD (gestrichelte Balken) oder AdZ (offene
Balken) in der Abwesenheit (Kontrolle) oder in der Anwesenheit (Fiber) von I6slichem Fiberprotein zeigt.

DETAILBESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0033] Die vorliegende Erfindung stellt u. a. ein rekombinantes Adenovirus bereit, welches ein chimares Fi-
berprotein umfasst. Das chimare Fiberprotein umfasst eine eingeschrankte nicht-native Aminosauresequenz
zusatzlich zu oder an Stelle einer nativen Aminosauresequenz. Diese nicht-native Aminosauresequenz erlaubt
der chimaren Fiber (oder einem Vektor, welcher die chimare Fiber umfasst), effizienter an Zellen zu binden und
in sie einzutreten.

Chiméares Adenovirus-Fiberprotein

[0034] Ein "Fiberprotein" gemaf der Erfindung umfasst vorzugsweise ein adenovirales Fiberprotein. Ein be-
liebiger der Serotypen von humanem oder nicht-humanem Adenovirus (wie spater im Kontext des Vektors, wel-
cher ein chimares Fiberprotein umfasst, beschrieben) kann als Quelle fiir das Fiberprotein oder Fiber-Gen ver-
wendet werden. Optimalerweise aber ist das Adenovirus ein Ad2- oder Ad5-Adenovirus.

[0035] Das Fiberprotein ist "chimar" insofern, als es Aminosaurereste umfasst, welche nicht typischerweise
in dem Protein gefunden werden, wie es aus Wildtyp-Adenovirus (d. h. umfassend das native Protein oder
Wildtyp-Protein) isoliert wird. Das Fiberprotein umfasst also eine "nicht-native Aminosauresequenz”. Mit
"nicht-native Aminosauresequenz" ist eine Sequenz von beliebiger geeigneter Lange, vorzugsweise ca. 3 bis
ca. 200 Aminosauren, optimalerweise ca. 3 bis ca. 30 Aminosauren, gemeint. Winschenswerterweise wird die
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nicht-native Aminosauresequenz in das Fiberprotein auf der Genexpressionsebene eingefiihrt (d. h. durch Ein-
fuhrung einer "Nucleinsduresequenz, welche eine nicht-native Aminosauresequenz codiert"). Eine derartige
nicht-native Aminosauresequenz wird entweder an Stelle von adenoviralen Sequenzen oder zusatzlich zu ade-
noviralen Sequenzen eingefuhrt. Unabhangig von der Natur der Einflihrung resultiert ihre Integration in ein
adenovirales Fiberprotein auf der Ebene von entweder DNA oder Protein in der Erzeugung eines Peptidmotivs
(d. h. eines Peptidbindungsmotivs) in dem resultierenden chimaren Fiberprotein.

[0036] Das Peptidmotiv erlaubt Zell-Targeting, z. B. dadurch, dass es ein Epitop flir einen Antikorper oder ei-
nen Liganden fiir eine Zelloberflachen-Bindungsstelle umfasst. Das Peptidmotiv kann optional andere Elemen-
te zur Verwendung zum Zell-Targeting umfassen (z. B. eine "Single-Chain"-Antikérper-Sequenz). Das Peptid-
motiv kann durch die Insertion generiert werden und kann z. B. native und nicht-native Sequenzen umfassen
oder vollstandig aus nicht-nativen Sequenzen bestehen. Das Peptidmotiv, welches aus der Insertion der
nicht-nativen Aminosauresequenz in das chimare Fiberprotein resultiert, kann entweder ein Hochaffinitatspep-
tid (d. h. ein Peptid, welches seine kognate Bindungsstelle bindet, wenn es bei einer relativ niedrigen Konzen-
tration bereitgestellt wird) oder ein Niederaffinitatspeptid (d. h. ein Peptid, welches seine kognate Bindungs-
stelle bindet, wenn es bei einer relativ hohen Konzentration bereitgestellt wird), sein. Vorzugsweise ist das re-
sultierende Peptidmotiv jedoch ein Hochaffinitatsmotiv, insbesondere ein Motiv, welches von hoher Affinitat fur
seine kognate Bindungsstelle geworden ist infolge seiner Einschrankung innerhalb des Adenovirus-Fiberpro-
teins.

[0037] Ein "Antikérper" umfasst, ist aber nicht beschrankt auf Immunglobulin-Molekiile und immunologisch
aktive Bereiche von Immunglobulin-Molekilen, z. B. Bereiche, welche ein Paratop (d. h. eine Antigen-Bin-
dungsstelle) enthalten. Insbesondere kann ein Antikdrper vorzugsweise ein bispezifischer Antikdrper sein, d.
h. mit einem Paratop, das auf ein Epitop des chimaren Fiberproteins gerichtet ist, und einem anderen Paratop,
das auf ein Epitop einer Zelloberflachen-Bindungsstelle gerichtet ist.

[0038] Eine "Zelloberflachen-Bindungsstelle" umfasst einen Rezeptor (der vorzugsweise ein Protein, Kohlen-
hydrat, Glycoprotein oder Proteoglycan ist) sowie ein beliebiges entgegengesetzt geladenes Molekdl (d. h. ent-
gegengesetzt geladen mit Bezug auf das chimare Coat-Protein) oder einen anderen Typ von Molekiil, mit dem
das chimare Coat-Protein interagieren kann, um die Zelle zu binden und dadurch den Zelleintritt zu férdern.
Beispiele flir potentielle Zelloberflachen-Bindungsstellen umfassen, sind aber nicht beschrankt auf: Heparin-
und Chondroitinsulfatreste, welche auf Glycosaminoglycanen vorkommen; Sialinsdurereste, welche auf Muci-
nen, Glycoproteinen und Gangliosiden vorkommen; Haupthistokompatibilitatskomplex I-(MHC |)-Glycoprotei-
ne; die Ublichen Kohlenhydrat-Komponenten, die in Membranglycoproteinen vorkommen, einschlielich Man-
nose, N-Acetylgalactosamin, N-Acetylglucosamin, Fucose, Galactose und dergleichen. Jedoch sind ein erfin-
dungsgemales chimares Fiberprotein und Verfahren zu seiner Verwendung nicht auf einen besonderen Me-
chanismus zellularer Interaktion (d. h. Interaktion mit einer besonderen Zelloberflachen-Bindungsstelle) be-
schrankt und sind nicht so auszulegen.

[0039] Eine erfindungsgemale Zelloberflachen-Bindungsstelle ist vorzugsweise eine Bindungsstelle, die zu-
vor einer Interaktion mit einem Wildtyp-Adenovirus-Fiberprotein nicht oder nur auf einem sehr niedrigen Niveau
zuganglich war, wie es in der reduzierten Eintrittseffizienz eines Wildtyp-Adenovirus-Fiberprotein enthaltenden
Vektors im Vergleich zu einem Vektor, welcher ein chimares Adenovirus-Fiberprotein gemaf der Erfindung um-
fasst, widergespiegelt wird. Die Insertion der nicht-nativen Aminosauresequenz in das chimare Fiberprotein
verleiht dem chimaren Fiberprotein also wiinschenswerterweise eine Fahigkeit, an eine auf einer Zelloberfla-
che prasente Bindungsstelle zu binden, welche Wildtyp-Fiberprotein nicht oder nur mit sehr niedriger Affinitat
bindet. Dies resultiert vorzugsweise in einer Situation, worin das chimare Adenovirus-Fiberprotein in der Lage
ist, einen Zelleintritt eines Vektors zu dirigieren Uber die Interaktion der nicht-nativen Aminosaure — entweder
direkt oder indirekt — mit einem zellularen Rezeptor, der von dem Fiber-Rezeptor verschieden ist.

[0040] Dies resultiert ferner vorzugsweise in einer Situation, worin das chimare Adenovirus-Fiberprotein in
der Lage ist, einen Zelleintritt eines Vektors zu dirigieren, welcher die chimare Adenovirus-Fiber umfasst, der
effizienter ist als der Zelleintritt eines Vektors, der bis auf die Tatsache, dass er ein Wildtyp-Adenovirus-Fiber-
protein an Stelle des chimaren Adenovirus-Proteins umfasst, identisch ist. Ferner vorzugsweise kann das chi-
mare Adenovirus-Fiberprotein eine Erhéhung der Targeting-Spezifitat bewirken, z. B. durch Andern der Spezi-
fitat des Fiberproteins.

[0041] Die "Eintrittseffizienz" kann durch verschiedene Mittel quantitativ bestimmt werden. Insbesondere

kann die Eintrittseffizienz quantitativ bestimmt werden durch Einflihren eines chimaren Fiberproteins in einen
Vektor, vorzugsweise in einen viralen Vektor, und Uberwachen des Zelleintritts (z. B. durch Vektor-vermitteltes
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Delivery eines Gens, z. B. eines Reportergens, in eine Zelle) als eine Funktion der Multiplizitat der Infektion
(MOI). In diesem Fall zeigt ein reduzierter erforderlicher MOI-Wert fur den Zelleintritt eines Vektors, welcher
ein chimares adenovirales Fiberprotein umfasst, im Vergleich zu einem Vektor, der bis auf die Tatsache, dass
er ein Wildtyp-Adenovirus-Fiberprotein an Stelle des chimaren Adenovirus-Fiberproteins umfasst, identisch ist,
einen "effizienteren" Eintritt an.

[0042] Ahnlich kann die Eintrittseffizienz quantitativ bestimmt werden mit Bezug auf die Zellbindungsfahigkeit
von Vektoren, welche chimare oder Wildtyp-Fiberproteine enthalten, oder von den I6slichen chimaren oder
Wildtyp-Fiberproteinen selbst. In diesem Fall ist eine erhdhte Bindung, welche fiir den Vektor, der ein chimares
adenovirales Fiberprotein enthalt, oder das chimare Fiberprotein selbst gezeigt wird, im Vergleich zu dem iden-
tischen Vektor, der statt dessen ein Wildtyp-Fiberprotein enthalt, oder dem Wildtyp-Fiberprotein selbst, indika-
tiv fur eine erhohte Eintrittseffizienz oder einen "effizienteren" Eintritt.

[0043] Gemal vorliegender Erfindung ist eine nicht-native Aminosauresequenz konformationell beschrankt
oder "eingeschrankt". Eine nicht-native Aminosauresequenz ist eingeschrankt, wenn sie in einem chimaren Fi-
berprotein prasent ist und einer Zelle in einer solchen Weise prasentiert wird, dass die Fahigkeit des chimaren
Fiberproteins, an die Zelle zu binden und/oder Zelleintritt zu vermitteln, erhoht wird, z. B. relativ zu dem Wild-
typ-Protein. Eine derartige Einschrankung geman vorliegender Erfindung wird erzielt durch die Platzierung ei-
ner nicht-nativen Aminosauresequenz in einer exponierten Schleife des chimaren Fiberproteins oder durch die
Platzierung der Sequenz in einer anderen Lokalisation und Erzeugung einer schleifenartigen Struktur, umfas-
send die nicht-native Aminosauresequenz an dieser Stelle.

[0044] Adenoviral vermitteltes Gen-Delivery in spezifische Gewebe (d. h. Zell-Targeting) ist bisher durch die
Tatsache behindert worden, dass, allgemein, uneingeschrankte Peptide niedrigerer Affinitat oft nicht so effektiv
sind in der Vermittlung von Adenovirus-Bindung an Zielrezeptoren wie eingeschrankte Peptide. Beispielsweise
werden durch Phagen-Display oder allgemein identifizierte Peptidmotive in einer eingeschrankten Umgebung
prasentiert. Demgemal stellt die vorliegende Anmeldung ein Mittel bereit zum Targeting von Adenovirus, wo-
bei in einer Ausfiihrungsform die Peptidmotive in der eingeschrankten Umgebung der Schleifendomanen des
Knob des Adenovirus-Fiberproteins prasentiert werden.

[0045] Dieses Verfahren ist vorteilhaft, weil nicht alle Reste der exponierten Fiber-Knob-Schleifen kritisch sind
fir den Zusammenbau oder die Funktion des Fiberproteins und somit giinstige Stellen bereitstellen, an denen
die Peptidmotive inseriert werden kénnen. Dieses Verfahren ist ferner vorteilhaft insofern, als Hinzufiigungen
innerhalb einer Schleife einer Proteinstruktur resistenter gegen proteolytische Degradation sein werden als
Hinzufligungen am Ende eines Proteins. Weiter: insbesondere fiir Niederaffinitats-Peptidmotive ist dieses Ver-
fahren effizienter als das Verfahren, bei dem die Peptidmotive als uneingeschrankte lineare Strukturen am
C-Terminus des Knob der Fiber prasentiert werden. Es ist denkbar, dass "Einschrankung" gemaf der vorlie-
genden Erfindung die Affinitat erhoht, weil sie das Molekil in eine topologische Konformation bringt, in der es
in Synchronisation mit seinem Rezeptor ist, und auf diese Weise die Bindung erleichtert. Jedoch ist die Be-
schreibung nicht auf einen besonderen Wirkmechanismus beschrankt und ist nicht so auszulegen.

[0046] Mit Bezug auf die Schleifendomanen des Fiber-Knob, welche im Kontext der Erfindung verwendet wer-
den konnen, ist die Kristallstruktur des Fiber-Knob beschrieben worden (siehe z. B. Xia et al., supra, insbeson-
dere Fig. 4). Das Knob-Monomer umfasst eine achtstréangige antiparallele -Sandwich-Faltung. Die Gesamt-
struktur des Fiber-Knob-Trimers dhnelt einem dreiflligeligen Propeller, wobei bestimmte 3-Strange von jedem
der drei Monomere die Flachen der Flugel bilden. Insbesondere scheinen die folgenden Reste des Ad5-Fi-
ber-Knob wichtig fiir die Wasserstoffbindung in dem 3-Sandwich-Motiv: 400-402, 419-428, 431-440, 454-461,
479-482, 485-486, 516-521, 529-536, 550-557 und 573-578. Die verbleibenden Reste des Proteins (die
nicht kritisch zu sein scheinen fiir die Bildung der Fiberprotein-Sekundarstruktur) definieren die exponierten
Schleifen der Protein-Knob-Domane. Insbesondere umfassen die Reste inklusive 403-418 die AB-Schleife,
die Reste inklusive 441-453 umfassen die CD-Schleife, die Reste inklusive 487-514 umfassen die DG-Schlei-
fe, die Reste inklusive 522-528 umfassen die GH-Schleife, die Reste inklusive 537-549 umfassen die
HI-Schleife und die Reste inklusive 558-572 umfassen die 1J-Schleife.

[0047] GemaR vorliegender Erfindung ist "Schleife" in dem generischen Sinne gemeint, dass sie eine Spanne
von Aminosaureresten definiert (d. h. mehr als eine, vorzugsweise weniger als 200 und noch mehr bevorzugt
weniger als 30), welche mit der nicht-nativen Aminosauresequenz substituiert werden kdnnen, um ein Peptid-
motiv zu umfassen, welches Zell-Targeting erlaubt. Wahrend derartige Schleifen hierin mit Bezug auf die
Ad5-Sequenz definiert sind, ist das Sequenz-Alignment anderer Fiber-Spezies beschrieben worden (siehe z.
B. Xia et al., supra). Fur diese anderen Spezies (insbesondere Ad2, Ad3, Ad7, Ad40 und Ad41, beschrieben
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von Xia et al., supra) scheinen die korrespondierenden Schleifenregionen der Knob-Doméanen vergleichbar zu
sein.

[0048] Ferner scheinen die korrespondierenden Reste, welche in dem Fiber-Knob fir die Proteinbindung/-fal-
tung wichtig sind, zwischen Fiberproteinen unterschiedlicher adenoviraler Serotypen konserviert zu sein (Xia
et al., supra). Dies legt nahe, dass auch fiir diejenigen adenoviralen Spezies, bei denen die Kristallstruktur des
Fiberproteins nicht bekannt ist, auerhalb dieser konservierten Reste nicht-konservierte Regionen oder Regi-
onen, welche nicht den hohen Grad an Konservierung zeigen, der fiir die Reste beobachtet wird, welche fir
die Proteinfunktionalitat kritisch sind, liegen werden. Wahrscheinlich wird die Sequenz des Fiber-Knob-Prote-
ins in diesen nicht-konservierten Regionen als eine Schleife prasent sein infolge der Abwesenheit von wichti-
gen intramolekularen Interaktionen in dieser Region des Proteins. Die Schleifensequenzen, welche diese
nicht-konservierten Regionen umfassen, kdnnen ahnlich mutiert werden wie hierin beschrieben durch Inkorpo-
ration von Peptidmotiven, welche Zell-Targeting erlauben. Diese sogenannten nicht-konservierten Sequenzen
umfassen wahrscheinlich jegliche Aminosauren, welche aulerhalb der konservierten Regionen vorkommen
(d. h. die Reste nicht-inklusive derjenigen, welche zu den Ad5-Resten 400-402, 419-428, 431-440, 454-461,
479-482, 485-486, 516-521, 529-536, 550-557 und 573-578 korrespondieren).

[0049] Allgemeiner werden die nicht-konservierten Regionen hydrophobe Reste umfassen, welche typischer-
weise im Inneren eines Proteins gefunden werden. Derartige hydrophobe Reste umfassen, sind aber nicht be-
schrankt auf lle, Val, Leu, Trp, Cys und Phe. Demgegeniiber werden die konservierten Regionen allgemein
hydrophile Reste umfassen, z. B. geladene Reste (z. B. Arg, Lys, Glu, Asp und dergleichen) oder polare Reste
oder Reste, welche eine Hydroxyl-Gruppe umfassen (z. B. Thr, Ser, Asn, GIn etc.). Dies bedeutet, dass eine
grobe Approximation fiir die exponierten und verdeckten Aminosauren des Fiberproteins abgeleitet werden
kann auf Basis seines Hydrophobizitats-/Hydrophilizitats-Diagramms.

[0050] Die vorliegende Erfindung stellt also ein chimares Adenovirus-Fiberprotein bereit, welches eine einge-
schrankte nicht-native Aminosauresequenz umfasst. Vorzugsweise ist die nicht-native Aminosauresequenz
eingeschrankt durch ihre Anwesenheit in einer Schleife des Knob des chimaren Fiberproteins. Insbesondere
ist die nicht-native Aminosauresequenz wiinschenswerterweise in eine oder an Stelle einer Proteinsequenz in
einer Schleife des Knob des chimaren adenoviralen Fiberproteins inseriert. Optional ist die Fiberprotein-Schlei-
fe ausgewahlt aus der Gruppe, welche aus den AB-, CD-, DG-, GH-, und IJ-Schleifen besteht und ist win-
schenswerterweise die HI-Schleife. Ferner umfasst die Schleife vorzugsweise Aminosaurereste in dem Fi-
ber-Knob, welche von den Ad5-Resten 400-402, 419-428, 431-440, 454-461, 479-482, 485-486, 516-521,
529-536, 550-557 und 573-578 verschieden sind. Wiinschenswerterweise umfasst die Schleife Aminosaure-
reste, welche aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus den Resten 403-418, 441-453, 487-514, 522-528,
537-549 und 558-572 besteht.

[0051] Insbesondere ist es bevorzugt, wenn die in der Schleife prasente nicht-native Aminosauresequenz
eine Sequenz umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, welche besteht aus: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:59
und SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:79, und wobei die Sequenz
entweder am C- oder am N-Terminus um 1, 2 oder 3 Reste deletiert sein kann. Die nicht-native Aminosaure-
sequenz kann ferner wiinschenswerterweise konservative Aminosauresubstitutionen dieser Sequenzen um-
fassen, wie hierin weiter beschrieben. Optional kdnnen diese Sequenzen in dem chimaren Protein prasent
sein, wie z. B. in Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6, Fig. 8, Fig. 9 und Fig. 10 gezeigt.

[0052] Die Erfindung stellt ferner ein Mittel bereit zum Targeting von Adenovirus, wobei die Peptidmotive in
einer eingeschrankten Umgebung am C-Terminus des Fiberproteins in der Region des Fiber-Knob prasentiert
werden. Dieses Verfahren umfasst die Generierung von Schleifen (d. h. "nicht praexistierenden Schleifen")
durch Bindung zwischen Cystein-Resten, um dadurch eine schleifendhnliche Sekundarstruktur in der Doméane
des Proteins zu erzeugen, in welche das Peptidmotiv inseriert wird. Allgemein wird erfindungsgemaf die hin-
zugefligte nicht-native Aminosauresequenz selbst eine schleifenahnliche Struktur bilden (durch Disulfidbin-
dung zwischen Cystein-Resten, welche in vivo vorkommen). Es ist jedoch auch méglich, dass die Schleife ge-
bildet wird infolge Bindung zwischen einem Cystein-Rest, welcher in der nicht-nativen Aminosauresequenz
prasent ist, und einem Cystein-Rest in dem Wildtyp-Fiberprotein. In diesem Sinne ist die Schleifenbildung der
Sequenz nicht inharent, aber potentiell.

[0053] Insbesondere umfasst ein chimares Adenovirus-Fiberprotein gemal der Erfindung eine nicht-native
Aminosauresequenz, welche durch ihren Besitz eines RGD-Peptids (oder eines anderen ahnlichen Peptids, z.
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B. LDV, wie hierin beschrieben) und eines oder mehrerer Cystein-Paare eingeschrankt ist. GemaRn vorliegen-
der Erfindung umfasst ein "Paar" zwei Cysteine, welche durch mindestens eine intervenierende Aminosaure
getrennt sind. Wenn die Sequenz nur ein einziges Paar umfasst, sind die Cysteine wiinschenswerterweise
durch die RGD-Sequenz (oder eine andere dhnliche Sequenz, welche verwendet werden kann, um Zell-Tar-
geting zu bewirken, und die vorzugsweise weniger als 30 Aminosauren umfasst) getrennt, derart, dass die
nicht-praexistierende Schleife erzeugt werden kann, d. h. durch Disulfidbindung. Vorzugsweise sind die Cy-
stein-Reste in diesem Falle durch weniger als 30 Aminosauren getrennt, z. B. durch eine Mischung von Glycin-
und Serin-Resten wie in [SEQ ID NO:72]. Unabhangig davon, welche nicht-native Aminosauresequenz ver-
wendet wird: sie muss eine schleifenartige Sekundarstruktur umfassen.

[0054] Mit Bezug auf diese nicht-praexistierende Schleife sind ein potentielles Peptidmotiv und Variationen
desselben hierin beschrieben worden. Jedoch sind andere RGD-haltige cyclische Peptide in der Literatur be-
schrieben worden und kénnen im Kontext der Erfindung als die nicht-native Aminosaurensequenz Verwendung
finden (siehe z. B. Koivunen et al., Bio/Technology, 13, 265-270 (1995)). Insbesondere kann eine weitere
nicht-native Aminosauresequenz gemaf der Erfindung die Sequenz CDCRGDCFC (d. h. Cys Asp Cys Arg Gly
Asp Cys Phe Cys [SEQ ID NO:3]) umfassen. Die nicht-native Aminosauresequenz umfasst jedoch vorzugs-
weise Cys Xaa Cys Arg Gly Asp Cys Xaa Cys [SEQ ID NO:4] (worin "Xaa" eine beliebige Nucleinsaure ist) oder
Cys (Xaa), Cys Arg Gly Asp Cys (Xaa); Cys [SEQ ID NO:5], worin "A" und "B" unabhangig voneinander vari-
ieren kdnnen und eine beliebige Zahl von 0 bis 8 sein kdnnen, solange entweder A oder B 1 ist. Insbesondere
umfasst die nicht-native Aminosauresequenz vorzugsweise die Sequenz Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Cys Arg Gly Asp Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys [SEQ ID NO:5], wobei Deletionen von Ami-
nosaureresten, welche von Cystein verschieden sind, auf einer oder beiden Seiten der RGD-(d. h. Arg Gly
Asp-)Sequenz von 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Resten erzeugt werden kénnen.

[0055] Wiinschenswerterweise wird also die nicht-native Aminosauresequenz, welche die nicht-praexistie-
rende Schleife umfasst, in eine oder an Stelle einer Proteinsequenz am C-Terminus des chimaren Adenovi-
rus-Fiberproteins inseriert. Vorzugsweise wird die nicht-native Aminosauresequenz, welche die nicht-praexis-
tierende Schleife umfasst, in eine Schleife des Knob des chiméaren adenoviralen Fiberproteins inseriert. Opti-
malerweise umfasst die nicht-native Aminosauresequenz eine Sequenz, ausgewahlt aus der Gruppe, welche
aus SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 und SEQ ID NO:5 besteht, wobei die Sequenz entweder am C- oder am
N-Terminus um 1, 2 oder 3 Reste deletiert sein kann. Die Aminosauresequenz kann ferner wiinschenswerter-
weise konservative Aminosauresubstitute dieser Sequenzen umfassen, wie hierin weiter beschrieben.

[0056] Optional ist die nicht-praexistierende Schleife an den C-Terminus des Fiberproteins oder in einer Fi-
ber-Knob-Schleife mittels einer sogenannten "Spacer"-Sequenz angeheftet. Die Spacer-Sequenz kann einen
Teil der nicht-nativen Aminosauresequenz selbst umfassen oder eine vollig separate Sequenz sein. Insbeson-
dere ist eine Spacer-Sequenz eine Sequenz, welche vorzugsweise zwischen der nativen Proteinsequenz und
der nicht-nativen Sequenz, zwischen einer nicht-nativen Sequenz und einer weiteren nicht-nativen Sequenz
oder zwischen einer nativen Sequenz und einer weiteren nativen Sequenz interveniert. Winschenswerterwei-
se ist eine derartige Sequenz in das Protein inkorporiert, um zu gewahrleisten, dass die nicht-native Sequenz,
welche das Epitop flr einen Antikorper oder eine Zelloberflachen-Bindungsstelle umfasst, von der dreidimen-
sionalen Struktur der chimaren Fiber derart hervorragt, dass sie mit Zellen interagieren und an dieselben bin-
den kann. Eine Spacer-Sequenz kann eine beliebige geeignete Lange aufweisen, vorzugsweise von ca. 3 bis
ca. 30 Aminosauren, und umfasst beliebige Aminosauren, z. B. eine Mischung von Glycin- und Serin-Resten
wie in [SEQ ID NO:72]. Optimalerweise interferiert die Spacer-Sequenz nicht mit der Funktion des Fiberprote-
ins.

Nucleinsaure codierend fiir ein chimares Adenovirus-Fiberprotein

[0057] Wie bereits angegeben, wird die nicht-native Aminosauresequenz vorzugsweise auf der DNA-Ebene
eingefiihrt. Demgeman stellt die Erfindung ferner eine isolierte und gereinigte Nucleinsdure bereit, welche ein
chimares Adenovirus-Fiberprotein codiert, welches eine eingeschrankte nicht-native Aminosauresequenz ge-
mafR der Erfindung umfasst. Wiinschenswerterweise umfasst die Nucleinsauresequenz, welche die nicht-nati-
ve Aminosauresequenz codiert, eine Sequenz, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, welche besteht aus: SEQ
ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:34,
SEQID NO:38, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58
und SEQ ID NO:62, sowie konservativ modifizierte Varianten dieser Nucleinsauresequenzen.

[0058] Eine "konservativ modifizierte Variante" ist eine Variation der Nucleinsduresequenz, die in einer kon-
servativen Aminosauresubstitution resultiert. Eine "konservative Aminosauresubstitution” ist eine Aminosaure,
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welche mit einer alternativen Aminosaure ahnlicher Ladungsdichte, Hydrophilizitat/Hydrophobizitat, Groflke
und/oder Konfiguration substituiert ist (z. B. Val fur lle). Im Vergleich dazu ist eine "nicht-konservativ modifizier-
te Variante" eine Variation der Nucleinsduresequenz, die in einer nicht-konservativen Aminosauresubstitution
resultiert. Eine "nicht-konservative Aminosauresubstitution” ist eine Aminosaure, welche mit einer alternativen
Aminosaure verschiedener Ladungsdichte, Hydrophilizitat/Hydrophobizitat, GréRe und/oder Konfiguration
substituiert ist (z. B. Val fur Phe). Die Mittel zur Herstellung derartiger Modifikationen sind auf dem Fachgebiet
wohlbekannt, sie sind in den folgenden Beispielen beschrieben und kénnen ferner mittels kommerziell erhalt-
licher Kits und Vektoren erreicht werden (z. B. New England Biolabs, Inc., Beverly, MA; Clontech, Palo Alto,
CA). Ferner sind die Mittel zum Abschatzen derartiger Substitutionen (z. B. hinsichtlich des Effekts auf die Fa-
higkeit, an Zellen zu binden und in diese einzutreten) in den hierin vorgestellten Beispielen beschrieben. Ferner
sind weitere, im Stand der Technik beschriebene Ansatze verfligbar zum Identifizieren von Peptidsequenzen,
welche als Liganden fiir einen Zelloberflachenrezeptor fungieren und somit fir die vorliegende Erfindung Ver-
wendung finden kénnen (siehe z. B. Russell, Nature Medicine, 2, 276-277 (1996)).

[0059] Die Mittel zur Herstellung eines derartigen chimaren Fiberproteins, insbesondere die Mittel zum Ein-
fuhren der Sequenz auf der DNA-Ebene, sind auf dem Fachgebiet wohlbekannt und in den folgenden Beispie-
len beschrieben. Kurz gefasst umfasst das Verfahren die Einflihrung einer Sequenz in die das Fiberprotein co-
dierende Sequenz, um so ein neues Peptidmotiv in eine oder an Stelle einer Proteinsequenz am C-Terminus
des Wildtyp-Fiberproteins oder in eine Schleife eines Knob des Wildtyp-Fiberproteins zu inserieren. Eine der-
artige Einfiihrung kann in der Insertion eines neuen Peptidbindungsmotivs resultieren oder in der Erzeugung
eines Peptidmotivs (wobei z. B. ein Teil der das Motiv umfassenden Sequenz bereits in dem nativen Fiberpro-
tein prasent ist). Das Verfahren kann ferner durchgefiihrt werden, um Fiber-Sequenzen mit einer nicht-nativen
Aminosauresequenz gemal der Erfindung zu ersetzen.

[0060] Allgemein kann dies erreicht werden durch Klonieren der das chimare Fiberprotein codierenden Nuc-
leinsauresequenz in ein Plasmid oder einen anderen Vektor fiir leichte Manipulation der Sequenz. Sodann wird
eine singulare Restriktionsstelle, an der weitere Sequenzen in das Fiberprotein eingefiigt werden kénnen,
identifiziert oder in die Fiber-Sequenz inseriert. Ein doppelstrangiges synthetisches Oligonucleotid wird allge-
mein aus Uberlappenden synthetischen einzelstrangigen Sense- und Antisense-Oligonucleotiden erzeugt, der-
art, dass das doppelstrangige Oligonucleotid die Restriktionsstellen, welche die Zielsequenz flankieren, inkor-
poriert und z. B. zur Inkorporation von Austausch-DNA verwendet werden kann. Das Plasmid oder der andere
Vektor wird mit dem Restriktionsenzym gespalten, und die Oligonucleotid-Sequenz mit kompatiblen kohasiven
Enden wird in das Plasmid oder den anderen Vektor ligiert, um die Wildtyp-DNA zu ersetzen. Andere Mittel zur
ortsgerichteten in-vitro-Mutagenese, wie sie z. B. dem Fachmann bekannt sind und (insbesondere durch PCR)
z. B. mittels kommerziell erhaltlicher Kits erreicht werden kénnen, kdnnen ebenfalls Verwendung finden, um
die mutierte Sequenz in die Fiberprotein-Codierungssequenz einzufiihren.

[0061] Ist die mutierte Sequenz einmal in das chimare Coat-Protein eingeflihrt, so kann das die Sequenz co-
dierende Nucleinsaurefragment isoliert werden, z. B. durch PCR-Amplifizierung mittels 5'- und 3'-Primer, vor-
zugsweise solchen, welche in weiteren singularen Restriktionsstellen terminieren. Die Verwendung von Primer
auf diese Art und Weise resultiert in einem amplifizierten, chimare Fiber enthaltenden Fragment, welches von
den singularen Restriktionsstellen flankiert ist. Die singularen Restriktionsstellen konnen fiir weiteres glinstiges
Subklonieren des Fragments verwendet werden. Es kdnnen auch andere Mittel zum Generieren eines chima-
ren Fiberproteins verwendet werden. Diese Verfahren sind dem Fachmann hoch vertraut.

Vektor umfassend ein chimares Adenovirus-Fiberprotein

[0062] Ein "Vektor" gemal der Erfindung ist ein Vehikel fiir den Gentransfer, wie dieser Terminus vom Fach-
mann verstanden wird. Drei Typen von Vektoren, welche von der Erfindung umfasst sind, sind: Plasmide, Pha-
gen und Viren. Plasmide, Phagen und Viren kdnnen in ihrer Nucleinsdureform in eine Zelle transferiert werden
(z. B. via Transfektion). Im Vergleich dazu kdnnen Phagen und Viren auch mit der Nucleinsaure in einer "Kap-
sel"-Form transferiert werden. Somit werden die Vektoren (z. B. in Kapselform), welche zum Gentransfer ver-
wendet werden kdnnen, hierin allgemein als "Vektoren" bezeichnet, wobei Nucleinsaureformen im Besonderen
als "Transfervektoren" bezeichnet werden. Jedoch sind Transfervektoren ebenfalls Vektoren im Kontext der Er-
findung.

[0063] Vorzugsweise ist ein Vektor geman der Erfindung ein Virus, speziell ein Virus, welches ausgewabhlt ist
aus der Gruppe, die aus unbehiillten Viren, d. h. unbehiilites RNA- oder DNA-Viren, besteht. Ferner kann ein
Virus ausgewabhlt sein aus der Gruppe, welche aus behdillten Viren besteht, d. h. behiliten RNA- oder DNA-Vi-
ren. Derartige Viren umfassen vorzugsweise ein Fiberprotein oder ein analoges Coat-Protein, welches zum
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Zelleintritt verwendet wird. Wiinschenswerterweise ist das virale Coat-Protein ein Protein, welches von dem
Kapsid nach aulRen vorsteht, derart, dass es mit Zellen interagieren kann. Im Falle von behullten RNA- oder
DNA-Viren ist das Coat-Protein vorzugsweise ein Lipid-Hullglycoprotein (d. h. ein sogenanntes "Spike" oder
Peplomer).

[0064] Insbesondere ist ein Vektor vorzugsweise ein unbehlilltes Virus (d. h. entweder ein RNA- oder ein
DNA-Virus) aus der Familie Hepadnaviridae, Parvoviridae, Papovaviridae, Adenoviridae oder Picornaviridae.
Ein bevorzugtes unbehdiilltes Virus gemaf der Erfindung ist ein Virus der Familie Hepadnaviridae, speziell des
Genus Hepadnavirus. Ein Virus der Familie Parvoviridae ist wiinschenswerterweise vom Genus Parvovirus (z.
B. Parvoviren von Saugetieren und Vogeln) oder Dependovirus (z. B. Adeno-assoziierte Viren (AAVs)). Ein Vi-
rus der Familie Papovaviridae entstammt vorzugsweise der Subfamilie Papillomavirinae (z. B. die Papilloma-
viren, einschlieBlich, aber nicht beschrankt auf humane Papillomaviren (HPV) 1-48) oder der Subfamilie Poly-
omavirinae (z. B. die Polyomaviren, einschlieRlich, aber nicht beschrankt auf JC-, SV40- und BK-Virus). Ein
Virus der Familie Adenoviridae ist wiinschenswerterweise vom Genus Mastadenovirus (z. B. Sduger-Adeno-
viren) oder Aviadenovirus (z. B. Vogel-Adenoviren). Ein Virus der Familie Picornaviridae ist vorzugsweise ein
Hepatitis-A-Virus (HAV), ein Hepatitis-B-Virus (HBV) oder ein Nicht-A- oder Nicht-B-Hepatitis-Virus.

[0065] Ahnlich kann ein Vektor ein behiilltes Virus aus der Familie Herpesviridae oder Retroviridae sein, oder
er kann ein Sindbis-Virus sein. Ein bevorzugtes behiilltes Virus gemaf der Erfindung ist ein Virus der Familie
Herpesviridae, speziell der Subfamilie oder des Genus Alphaherpesvirinae (z. B. Herpes-simplex-artige Viren),
Simplexvirus (z. B. Herpex-simplex-artige Viren), Varicellavirus (z. B. Varicella- und Pseudowut-artige Viren),
Betaherpesvirinae (z. B. die Cytomegaloviren), Cytomegalovirus (z. B. die humanen Cytomegaloviren), Gam-
maherpesvirinae (z. B. die Lymphocyten-assoziierten Viren) und Lymphocryptovirus (z. B. EB-artige Viren).

[0066] Ein weiteres bevorzugtes behiilltes Virus ist ein RNA-Virus aus der Familie Retroviridae (d. h. ein Re-
trovirus), insbesondere ein Virus des Genus oder der Subfamilie Oncovirinae, Spumavirinae, Spumavirus,
Lentivirinae oder Lentivirus. Ein RNA-Virus aus der Subfamilie Oncovirinae ist wiinschenswerterweise ein hu-
manes T-lymphotropes Virus Typ 1 oder 2 (d. h. HTLV-1 oder HTLV-2) oder bovines Leukadmie-Virus (BLV), ein
aviares Leukose-Sarkom-Virus (z. B. Rous-Sarkom-Virus (RSV), avidres Myeloblastose-Virus (AMV), aviares
Erythroblastose-Virus (AEV), Rous-assoziiertes Virus (RAV)-1 bis 50, RAV-0), ein C-Typ-Virus von Saugetieren
(z. B. Moloney-Maus-Leukamie-Virus (MuLV), Harvey-Maus-Sarkom-Virus (HaMSV), Abelson-Maus-Leuka-
mie-Virus (A-MuLV), AKR-MuLV, felines Leukamie-Virus (FelV), Simian-Sarkom-Virus, Reticuloendothelio-
se-Virus (REV), Milznekrose-Virus (SNV)), ein B-Typ-Virus (z. B. Maus-Mammatumor-Virus (MMTV)) oder ein
D-Typ-Virus (z. B. Mason-Pfizer-Affen-Virus (MPMV), "SAIDS"-Viren). Ein RNA-Virus der Subfamilie Lentivirus
ist wiinschenswerterweise ein humanes Immundefizienz-Virus Typ 1 oder 2 (d. h. HIV-1 oder HIV-2, wobei
HIV-1 frGher Lymphadenopathie-assoziiertes Virus 3 (HTLV-III) und "Acquired-Immune-Deficiency-Syndro-
me-(AIDS)-related-Virus" (ARV) genannt wurde), oder ein anderes, zu HIV-1 oder HIV-2 verwandtes Virus, wel-
ches identifiziert und mit AIDS- oder AIDS-artiger Erkrankung assoziiert ist. Das Akronym "HIV" oder die Aus-
dricke "AIDS-Virus" oder "humanes Immundefizienz-Virus" werden hierin in dem Sinne verwendet, dass sie
sich generisch auf diese HIV-Viren und HIV-verwandte und -assoziierte Viren beziehen. Ferner ist ein RNA-Vi-
rus der Subfamilie Lentivirus vorzugsweise ein Visna/Maedi-Virus (das z. B. Schafe infiziert), ein felines Im-
mundefizienz-Virus (FIV), bovines Lentivirus, Simian-Immunodefizienz-Virus (SIV), ein equines infektioses An-
amie-Virus (EIAV) oder ein caprines Arthritis-Encephalitis-Virus (CAEV).

[0067] Ein besonders bevorzugter Vektor gemal der Erfindung ist ein adenoviraler Vektor (d. h. ein viraler
Vektor aus der Familie Adenoviridae, optimalerweise vom Genus Mastadenovirus). Wiinschenswerterweise ist
ein derartiger Vektor ein Ad2- oder Ad5-Vektor, wobei jedoch auch adenovirale Vektoren anderen Serotyps ver-
wendet werden kdnnen. Adenovirale Stocks, welche gemaf der Erfindung Verwendung finden kénnen, umfas-
sen einen beliebigen der Adenovirus-Serotypen 1 bis 47, die derzeit von American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD) verfiigbar sind, oder einen beliebigen anderen, von einer beliebigen anderen Quelle er-
haltlichen Adenovirus-Serotyp. Beispielsweise kann ein Adenovirus von einem Serotyp der Untergruppe A (z.
B. Serotypen 12, 18, 31), der Untergruppe B (z. B. Serotypen 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35), der Untergruppe C
(z. B. Serotypen 1, 2, 5, 6), der Untergruppe D (z. B. Serotypen 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33,
36-39, 42-47), der Untergruppe E (Serotyp 4), der Untergruppe F (Serotyp 40, 41) oder von einem beliebigen
anderen adenoviralen Serotyp sein.

[0068] Der zum Gentransfer verwendete adenovirale Vektor kann wildtypisch (d. h. replikationskompetent)
sein. Alternativ kann der adenovirale Vektor genetisches Material umfassen mit mindestens einer Modifikation
darin, welche das Virus replikationsdefizient machen kann. Die Modifikation des adenoviralen Genoms kann
umfassen, ist aber nicht beschrankt auf: Hinzufiigung eines DNA-Segments, "Rearrangement" eines
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DNA-Segmentes, Deletion eines DNA-Segments, Austausch eines DNA-Segments oder Einfihrung einer
DNA-Lasion. Ein DNA-Segment kann so klein sein wie ein Nucleotid und so grof3 wie 36 Kilobasenpaare (d. h.
die ungefahre GroéRRe des adenoviralen Genoms) oder, alternativ, gleich der maximalen Menge, welche in ein
adenovirales Virion verpackt werden kann (d. h. ca. 38 kb). Bevorzugte Modifikationen des adenoviralen Ge-
noms umfassen Modifikationen in der E1-, E2-, E3- und/oder E4-Region. Ein adenoviraler Vektor kann ferner
bevorzugt ein Cointegrat sein, d. h. eine Ligation von adenoviralen genomischen Sequenzen mit anderen Se-
quenzen, z. B. anderen Virus-, Phagen- oder Plasmidsequenzen.

[0069] Mit Bezug auf einen viralen Vektor (z. B. insbesondere einen replikationsdefizienten adenoviralen Vek-
tor) kann ein derartiger Vektor entweder vollstandige Kapside (d. h. umfassend ein virales Genom, z. B. ein
adenovirales Genom) oder leere Kapside (d. h. worin ein virales Genom fehlt oder degradiert ist, z. B. durch
physikalische oder chemische Mittel) umfassen. Vorzugsweise umfasst der virale Vektor vollstandige Kapside.
Nach den gleichen Grundsatzen — da Verfahren zum Transferieren von Viren, Plasmiden und Phagen in Form
ihrer Nucleinsaduresequenzen (d. h. RNA oder DNA) zur Verfiigung stehen — kann ahnlicherweise ein Vektor
(d. h. ein Transfervektor) RNA oder DNA in der Abwesenheit jeglichen assoziierten Proteins wie Kapsidprotein
und in der Abwesenheit jeglichen Hiilllipids umfassen. Wahrend also erfindungsgemaR ein Vektor ein chimares
adenovirales Fiberprotein "umfasst", umfasst ein Transfervektor ein chimares adenovirales Fiberprotein in dem
Sinne, dass er das chimare adenovirale Fiberprotein "codiert".

[0070] Ein erfindungsgemaler Vektor kann zusatzliche Sequenzen und Mutationen umfassen, z. B. einige in-
nerhalb des Fiberproteins selbst. Beispielsweise umfasst ein erfindungsgemaler Vektor ferner vorzugsweise
eine Nucleinsaure, welche ein Passagiergen umfasst.

[0071] Eine "Nucleinsaure" ist ein Polynucleotid (DNA oder RNA). Ein "Gen" ist eine Nucleinsduresequenz,
welche fir ein Protein oder ein naszierendes RNA-Molekil codiert. Ein "Passagiergen” ist ein Gen, welches in
einem Vektor (z. B. einem Transfervektor) gemaf der Erfindung nicht typischerweise prasent ist und in diesen
subkloniert ist und welches nach Einfiihrung in eine Wirtszelle von einer erkennbaren Anderung in der intrazel-
lularen Umgebung begleitet ist (z. B. von einem erhdhten Level an Desoxyribonucleinsaure (DNA), Ribonuc-
leinsaure (RNA), Peptid oder Protein oder von einer veranderten Produktions- oder Degradationsrate dersel-
ben). Ein "Genprodukt" ist entweder ein bisher untranslatiertes RNA-Molekiil, transkribiert aus einem gegebe-
nen Gen oder einer Codierungssequenz (z. B. mRNA oder Antisense-RNA), oder die Polypeptidkette (d. h.
Protein oder Peptid), translatiert aus dem von dem gegebenen Gen oder der Codierungssequenz transkribier-
ten mRNA-Molekil. Wahrend ein Gen Codierungssequenzen plus jegliche nicht-codierende Sequenzen um-
fasst, umfasst eine "Codierungssequenz" keine nicht-codierende (d. h. regulatorische) DNA. Ein Gen oder eine
Codierungssequenz ist "rekombinant”, wenn die Basensequenz entlang dem Molekil verandert worden ist ge-
genilber der Sequenz, in der das Gen oder die Codierungssequenz typischerweise in der Natur gefunden wird,
oder wenn die Basensequenz nicht typischerweise in der Natur gefunden wird. GemaR vorliegender Erfindung
kann ein Gen oder eine Codierungssequenz ganz oder teilweise synthetisch hergestellt sein, genomische oder
komplementare DNA-(cDNA-)Sequenzen umfassen und in der Form von entweder DNA oder RNA bereitge-
stellt sein.

[0072] Nicht-codierende Sequenzen oder regulatorische Sequenzen umfassen Promotor-Sequenzen. Ein
"Promotor" ist eine DNA-Sequenz, welche die Bindung von RNA-Polymerase dirigiert und dadurch RNA-Syn-
these fordert. "Enhancer” sind cis-agierende Elemente von DNA, welche die Transkription benachbarter Gene
stimulieren oder inhibieren. Ein Enhancer, der die Transkription inhibiert, wird auch "Silencer" genannt. Enhan-
cer unterscheiden sich von DNA-Bindungsstellen fiir sequenzspezifische DNA-Bindungsproteine, welche nur
in dem Promotor gefunden werden (auch "Promotor-Elemente" genannt), insofern, als Enhancer in beiden
Ausrichtungen funktionieren kénnen und Uber Distanzen von bis zu einigen Kilobasenpaaren, auch von einer
Position stromabwarts einer transkribierten Region aus. Erfindungsgemal ist eine Codierungssequenz "ope-
rativ verknUpft" mit einem Promotor (z. B. wenn sowohl die Codierungssequenz als auch der Promotor ein Pas-
sagiergen konstituieren), wenn der Promotor in der Lage ist, Transkription dieser Codierungssequenz zu diri-
gieren.

[0073] Demgemal kann ein "Passagiergen" ein beliebiges Gen sein und ist wiinschenswerterweise entweder
ein therapeutisches Gen oder ein Reporter-Gen. Vorzugsweise ist ein Passagiergen in der Lage, in einer Zelle
exprimiert zu werden, in die der Vektor internalisiert worden ist. Beispielsweise kann das Passagiergen ein Re-
portergen umfassen oder eine Nucleinsauresequenz, welche ein Protein codiert, das in irgendeiner Weise in
einer Zelle detektiert werden kann. Das Passagiergen kann ferner ein therapeutisches Gen umfassen, z. B.
ein therapeutisches Gen, das seinen Effekt auf RNA- oder Proteinebene ausiibt. Beispielsweise kann ein Pro-
tein, welches von einem transferierten therapeutischen Gen codiert wird, bei der Behandlung einer Erbkrank-
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heit eingesetzt werden, so z. B. die Cystische-Fibrose-Transmembran-Leitfahigkeitsregulator-cDNA fir die Be-
handlung der cystischen Fibrose. Das von dem therapeutischen Gen codierte Protein kann seinen therapeuti-
schen Effekt dadurch ausiben, dass es in Zelltétung resultiert. So kann z. B. die Expression des Gens selbst
zu Zelltdtung fuhren, wie z. B. bei der Expression des Diphterietoxin-A-Gens, oder die Expression des Gens
kann Zellen selektiv sensitiv fur die Abtdtungswirkung gewisser Arzneimittel machen; so macht z. B. die Ex-
pression des HSV-Thymidinkinase-Gens Zellen sensitiv flr antivirale Verbindungen, einschlieRlich Acyclovir,
Gancyclovir und FIAU (1-(2-Desoxy-2-fluoro--D-arabinofuranosil)-5-iodouracil).

[0074] Ferner kann das therapeutische Gen seinen Effekt auf der RNA-Ebene austben, z. B. durch Codieren
einer "Antisense-Message" oder eines Ribozyms, eines Proteins, das das SpleiRen oder die 3'-Prozessierung
(z. B. Polyadenylierung) beeinflusst, oder es kann ein Protein codieren, welches durch Beeinflussung des Ex-
pressionslevels eines anderen Gens innerhalb der Zelle wirkt (d. h. wobei Genexpression breit, als alle Schritte
von der Transkriptionsinitiation bis zur Produktion eines prozessierten Proteins umfassend betrachtet wird),
eventuell u. a. durch Vermittlung einer veranderten mRNA-Akkumulationsrate, einer Veranderung des
mRNA-Transports und/oder einer Veranderung in der posttranskriptionalen Regulation. Demgeman ist es be-
absichtigt, dass die Verwendung des Ausdrucks "therapeutisches Gen" diese und jegliche andere Ausfiih-
rungsformen dessen umfasst, was allgemeiner als Gentherapie bezeichnet wird, wie dem Fachmann bekannt.
Ahnlich kann das rekombinante Adenovirus zur Gentherapie oder zum Studium der Expressionseffekte des
Gens in einer gegebenen Zelle oder einem Gewebe in vitro oder in vivo verwendet werden.

[0075] Demgemal stellt die vorliegende Erfindung einen Vektor bereit, umfassend ein chimares Adenovi-
rus-Fiberprotein, welches eine eingeschrankte nicht-native Aminosauresequenz umfasst. Ein derartiger Vektor
umfasst vorzugsweise ein Passagiergen, welches optional entweder in das adenovirale Genom inseriert oder
an ein Coat-Protein (z. B. Pentonbasis-, Fiber- oder Hexon-Protein) des Adenovirus mittels einer Prote-
in/DNA-Interaktion angeheftet ist. Alternativ tréagt der adenovirale Vektor vorzugsweise eine unverknipfte DNA
oder ein Proteinmolekiil oder einen anderen kleinen Rest in eine Zelle mittels Adenovirus-"Bystander"-vermit-
telter Aufnahme dieser Molekiile (Internationale Patentanmeldung WO 95/21259).

[0076] Nach diesen Grundsatzen kann das erfindungsgemafe Verfahren verwendet werden zum Transferie-
ren von Nucleinsauresequenzen, welche als Teil des adenoviralen Genoms transportiert werden (d. h. codiert
durch Adenovirus), und zum Transferieren von Nucleinsduresequenzen, welche an die AuRenseite des ade-
noviralen Kapsids angeheftet sind (Curie) et al., supra), sowie unangehefteter DNA, Protein oder anderen klei-
nen Molekiilen, welche ahnlich durch adenovirale "Bystander"-vermittelte Aufnahme transportiert werden kon-
nen (Internationale Patentanmeldung WO 95/21259). Das Verfahren kann verwendet werden zur Vermittlung
von Gen- und/oder Protein-Delivery entweder ex vivo oder in vivo, wie hierin beschrieben.

[0077] Winschenswerterweise ist ein Vektor ein viraler Vektor, ausgewahlt aus der Gruppe, welche aus un-
behiillten Viren besteht. Ein derartiger Vektor umfasst wiinschenswerterweise eine nicht-native Aminosaure-
sequenz gemal der Erfindung und/oder eine Nucleinsauresequenz, welche eine derartige nicht-native Amino-
sauresequenz codiert. Optimalerweise ist der Vektor ein adenoviraler Vektor, insbesondere ein adenoviraler
Vektor, ausgewahlt aus der Gruppe, welche besteht aus AdZ.FLAG, AdZ.RKKK2, AdZ.pGS, AdZ.RGD,
AdZ.pRGD, AdZ.pLDV und AdZ.pYIGSR.

[0078] Die Mittel zur Herstellung der rekombinanten adenoviralen Vektoren gemaf der Erfindung sind dem
Fachmann bekannt. Beispielsweise kdnnen rekombinantes Adenovirus, welches ein chimares Fiberprotein
umfasst, und das rekombinante Adenovirus, welches zusatzlich ein Passagiergen oder Gene, welche in der
Lage sind, in einer bestimmten Zelle exprimiert zu werden, umfasst, mittels eines Transfervektors generiert
werden, vorzugsweise mittels eines viralen oder plasmidischen Transfervektors gemaf vorliegender Erfin-
dung. Ein derartiger Transfervektor umfasst vorzugsweise eine chimare adenovirale Fiber-Sequenz, wie friiher
beschrieben. Die chimare Fiberprotein-Gensequenz umfasst eine nicht-native (d. h. Nicht-Wildtyp-)Sequenz
an Stelle der nativen Sequenz, welche deletiert worden ist, oder zusatzlich zu der nativen Sequenz.

[0079] Eine rekombinante chimare Fiberprotein-Gensequenz kann in einen oder von einem adenoviralen
Vektor von oder in ein Baculovirus oder einen geeigneten prokaryotischen oder eukaryotischen Expressions-
vektor Uberfihrt werden zur Expression und Evaluierung von Rezeptor- oder Proteinspezifitat und -aviditat, Tri-
merisierungspotential, Pentonbasis-Bindung und anderen biochemischen Charakteristika. Insbesondere kann
das Verfahren zur Proteinproduktion in Baculovirus verwendet werden wie in den folgenden Beispielen darge-
legt und wie von Wickham et al. (1995), supra, beschrieben.

[0080] Demgemal stellt die vorliegende Erfindung ferner rekombinante baculovirale und prokaryotische und
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eukaryotische Expressionsvektoren bereit, umfassend eine chimare adenovirale Fiberprotein-Gensequenz,
welche ebenfalls Transfervektoren sein kénnen. Die vorliegende Erfindung stellt ferner Vektoren bereit, welche
unter eine allgemein gebrauchliche Definition von Transfervektoren fallen, z. B. Vektoren, die Adenovirus-Se-
quenzen enthaltende Plasmide sind, welche zur Erzeugung neuer Adenovirus-Vektoren verwendet werden.
Die chimare Fiberprotein-Gensequenz umfasst eine nicht-native Sequenz zusatzlich zu oder an Stelle einer
nativen Aminosauresequenz. Dies erlaubt dem resultierenden chimaren Fiberprotein, an eine Bindungsstelle
zu binden, welche von einer Bindungsstelle, die von der nativen Sequenz gebunden wird, verschieden ist.
Durch Uberfiihren des chimaren Gens von einem adenoviralen Transfervektor in Baculovirus oder einen pro-
karyotischen oder eukaryotischen Expressionsvektor ist eine hohe Proteinexpression erzielbar (wobei die chi-
mare Fiber ca. 5-50% des Gesamtproteins ausmacht). Bevorzugte Transfervektoren gemafy der Erfindung
sind ausgewahlt aus der Gruppe, welche besteht aus: p193(F5*), p193 F5F2K(FLAG), p193 F5F2K, p193
F5F2K(RKKK2), p193(F5)pGS(RGD), p193(F5)pLDV, p193(F5)pYIGSR und p193(F5*)RGD.

[0081] Ferner kann ein erfindungsgemaler Vektor entweder innerhalb, an Stelle oder auRerhalb der Codie-
rungssequenz eines Fiberproteins zusatzliche Sequenzen umfassen, welche die Trimerisierungsfahigkeit des
Fiberproteins beeinflussen, oder er kann eine Protease-Erkennungssequenz umfassen. Eine Sequenz, welche
die Fahigkeit zur Trimerisierung beeinflusst, umfasst eine oder mehrere Sequenzen, welche Fiber-Trimerisie-
rung erlauben. Eine Sequenz, welche eine Protease-Erkennungssequenz umfasst, ist eine Sequenz, welche
durch eine Protease gespalten werden kann, wodurch die Entfernung des chimaren Coat-Proteins (oder eines
Teils desselben) und Anheftung des rekombinanten Adenovirus an eine Zelle mittels eines anderen Coat-Pro-
teins bewirkt wird. Bei Verwendung mit einem Fiberprotein beeinflusst die Protease-Erkennungsstelle die Fi-
ber-Trimerisierung oder Rezeptor-Spezifitat des Fiberproteins vorzugsweise nicht. Beispielsweise wird bei ei-
ner Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung vorzugsweise das Fiberprotein oder ein Teil desselben mit-
tels einer Protease-Erkennungssequenz deletiert, und sodann befehligt das Pentonbasis-Protein oder ein an-
deres Protein Zellbindung/Zelleintritt.

[0082] Mit Bezug auf die Produktion von Vektoren und Transfervektoren gemag der Erfindung werden Trans-
fervektoren mittels molekularer und genetischer Standardtechniken, wie sie dem Fachmann bekannt sind, kon-
struiert. Vektoren, welche Virionen und Viruspartikel umfassen, werden mittels viraler Vektoren in den geeig-
neten Zelllinien produziert. Ahnlich werden die adenovirale Fiber-Chimare enthaltenden Partikel in Standard-
zelllinien produziert, z. B. solchen, wie sie derzeit fir adenovirale Vektoren verwendet werden. Nach Produkti-
on und Reinigung werden die Partikel, in denen Fiber zu deletieren ist, fiberlos gemacht durch Verdau der Par-
tikel mit einer geeigneten sequenzspezifischen Protease, welche die Fiberproteine spaltet und sie von den vi-
ralen Partikeln trennt, um fiberlose Partikel zu generieren.

Illustrative Verwendungen

[0083] Die vorliegende Erfindung stellt ein chimares Fiberprotein bereit, welches in der Lage ist, mit hoher Ef-
fizienz an Zellen zu binden und Zelleintritt zu vermitteln, sowie Vektoren und Transfervektoren, welche dassel-
be umfassen. Das chimare Fiberprotein selbst hat multiple Verwendungen, z. B. als ein Werkzeug fir in-vit-
ro-Studien von Adenovirus-Bindung an Zeilen (z. B. durch Scatchard-Analyse, wie friiher von Wickham et al.
(1993), supra, gezeigt), zum Blockieren von Adenovirus-Bindung an Rezeptoren in vitro (z. B. mit Hilfe von An-
tikorpern, Peptiden und Enzymen, wie in den Beispielen hierin beschrieben und wie auf dem Fachgebiet be-
kannt) und, unter Verwendung einiger chimarer Fiberproteine, welche bestimmte Peptidmotive umfassen, zum
Schutz gegen adenovirale Infektion in vivo durch Kompetition um die Bindung an die Bindungsstelle, durch die
Adenovirus Zelleintritt bewirkt.

[0084] Ein Vektor, welcher ein chimares Fiberprotein umfasst, kann ferner zur Stammgenerierung und als ein
Mittel zum Herstellen neuer Vektoren verwendet werden. Beispielsweise kann die nicht-native Aminosaurese-
quenz intrazellular eingefiihrt werden als ein Mittel zur Generierung neuer Vektoren via Rekombination. Ahn-
lich kann ein Vektor in der Gentherapie verwendet werden. Beispielsweise kann ein Vektor gemaf vorliegender
Erfindung verwendet werden zur Behandlung einer Anzahl von Erkrankungen durch Delivery von korrektiver
DNA, d. h. DNA, die eine Funktion codiert, welche entweder fehlt oder beeintrachtigt ist, oder eines diskreten
"Killing"-Agens, z. B. DNA, die ein Cytotoxin codiert, welches z. B. nur intrazellular aktiv ist, in Zielzellen. Er-
krankungen, die Kandidaten flr eine derartige Behandlung sind, umfassen beispielsweise Krebs, z. B. Mela-
nom, Gliom oder Lungenkrebs; genetische Stérungen, z. B. cystische Fibrose, Hamophilie oder Muskeldystro-
phie; pathogene Infektionen, z. B. HIV, Tuberkulose oder Hepatitis; Herzerkrankungen, z. B. die Verhinderung
von Restenose nach Angioplastie oder die Forderung von Angiogenese zur Reperfusion von nekrotischem Ge-
webe; und Autoimmunkrankheiten, z. B. Crohn'sche Krankheit, Kolitis oder rheumatoide Arthritis.
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[0085] Insbesondere kann Gentherapie durchgefiihrt werden bei der Behandlung von Krankheiten, Stérun-
gen oder Zustanden, welche mit verschiedenen Geweben assoziiert sind, an die Adenovirus vor der vorliegen-
den Erfindung nicht oder nur mit niedriger Affinitat und/oder Spezifitat binden und eintreten konnte. Beispiels-
weise kann das Verfahren verwendet werden zum Inkorporieren einer Targeting-Sequenz, welche eine erhohte
Effizienz des Gen-Delivery in verschiedene Gewebe erlaubt. Derartige Targeting-Sequenzen umfassen, sind
aber nicht beschrankt auf: eine Heparin-Bindungsdomane (z. B. polyK, polyR oder Kombinationen hiervon);
eine Integrin-Bindungsdomane (z. B. RGD, LDV und dergleichen); eine Laminin-Rezeptordomane (z. B.
YIGSR [SEQ ID NO:66]); eine DNA-Bindungsdomane (z. B. polyK, polyR oder Kombinationen hiervon); Anti-
korper-Epitope (z. B. das FLAG-Peptid DYKDDDDK [SEQ ID NO:2] oder ein anderes Epitop); eine gehirnspe-
zifische Targeting-Domane (z. B. SLR); und eine beliebige andere Peptid-Domane, welche an einen Rezeptor
bindet (z. B. insbesondere eine Peptid-Domane im Bereich von ca. 2 bis 200 Aminosauren).

[0086] Nach diesen Grundsatzen kann das Verfahren verwendet werden zur Erhéhung der Effizienz des ade-
noviral vermittelten Delivery z. B. in Knochenmarkszellen, Endothel, Organe wie Lunge, Leber, Milz, Nieren,
Gehirn, Auge, Herz, Muskel und dergleichen, hamatopoetische Zellen, Tumorvaskulatur und Tumorzellen.
Krankheiten, Stérungen oder Zustéande, welche mit diesen Geweben assoziiert sind, umfassen, sind aber nicht
beschrankt auf: Angiogenese, Restenose, Inflammation, Krebs, Alzheimer-Krankheit, HIV-(HIV-1-, HIV-2-)In-
fektion und Anamien.

[0087] Diese im Vorstehenden erwahnten illustrativen Verwendungen sind keinesfalls erschopfend, und es ist
beabsichtigt, dass die vorliegende Erfindung derartige weitere Verwendungen umfasst, die sich aus der Offen-
barung ableiten, aber nicht explizit hierin angegeben sind. Ahnlich ergeben sich zahlreiche Vorteile in Zusam-
menhang mit der Verwendung der verschiedenen Aspekte der vorliegenden Erfindung.

[0088] Beispielsweise wird bei Inkorporation von Antikérper-Epitopen in das Fiberprotein, wenn das Antikor-
per-Epitop in einer Schleife in der Nahe der Fiber-Rezeptor-Bindungsdomane ist, die Bindung des bispezifi-
schen Antikorpers die normale Rezeptorbindung blockieren, wodurch die Zell-Targeting-Spezifitat mittels des
Antikdrper-Epitops erhdht wird. Wenn die Fiber-Rezeptor-Bindungsdomane so mutiert ist, dass sie ihren Re-
zeptor nicht mehr bindet, dann wird die Inkorporation von spezifischen Rezeptor-Bindungsdoménen in die
Schleife ein Targeting auf jene Gewebe, welche den komplementaren Rezeptor exprimieren, in der Abwesen-
heit jeglicher kompetierender Bindung, vermittelt durch die Wildtyp-Fiber-Rezeptor-Bindungsdomane, erlau-
ben.

[0089] Ahnlich kann ferner eine Doméne, welche eine Inaktivierung der Fiber fiir ihre normale Rezeptorbin-
dung erlaubt, in eine exponierte Schleife des Fiberproteins inkorporiert werden. Die Inaktivierung der Fiber-Bin-
dung an ihren normalen Rezeptor erlaubt spezifisches Targeting Uber ein anderes Protein oder eine andere
Domane von Adenovirus. Beispielsweise kann auf diese Weise a,-Integrin-Targeting mit nativer Pentonbasis
durchgefihrt werden. Nach diesen Grundséatzen kann eine Enterokinase-Spaltstelle (z. B. DYKDDDDK [SEQ
ID NO:2]) oder eine Trypsin-Spaltstelle (z. B. RKKKRKKK) [SEQ ID NO:1]) in eine Fiber-Schleife inkorporiert
werden, gefolgt von einer Behandlung von adenoviralen Partikeln mit Enterokinase oder Trypsin. Native Ade-
novirus-Partikel sind immun gegen eine derartige Enterokinase- oder Trypsin-Behandlung.

[0090] Ferner ist ein erfindungsgemaler Vektor, insbesondere ein adenoviraler Vektor, vorteilhaft insofern,
als er durch konventionelle Mittel isoliert und gereinigt werden kann. Da Anderungen in dem Vektor auf der
Genom-Ebene durchgefiihrt werden, sind keine beschwerlichen und teuren Modifikationen nach der Produkti-
on erforderlich, wie sie mit anderen Vektoren verbunden sind (siehe z. B. Cotten et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
89, 6094-6098 (1992); Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 6099-6103 (1992)). Ahnlich sind keine spezi-
ellen Adenovirus-Rezeptor exprimierenden Zelllinien erforderlich. Ein adenoviraler Vektor, welcher das chima-
re Fiberprotein umfasst, kann zu &hnlichen Titern propagiert werden wie ein Wildtyp-Vektor, dem die Fiber-Mo-
difikation fehilt.

Mittel zur Verabreichung
[0091] Die Vektoren und Transfervektoren gemaf vorliegender Erfindung kénnen verwendet werden, um ent-
weder in vitro oder in vivo mit Zellen in Kontakt gebracht zu werden. Erfindungsgemaf umfasst "Inkontaktbrin-
gen" beliebige Mittel, mit denen ein Vektor intrazellular eingefihrt wird; das Verfahren ist nicht von besonderen
Mitteln zur Einfihrung abhangig und ist nicht so auszulegen. Mittel zur Einfliihrung sind dem Fachmann wohl-
bekannt und sind ferner beispielhaft hierin erlautert.

[0092] Demgemal kann die Einflihrung z. B. entweder in vitro (z. B. in einem ex vivo-Verfahren der Genthe-
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rapie oder in Gewebekulturstudien) oder in vivo durch Elektroporation, Transformation, Transduktion, Konju-
gation oder "Triparental Mating", (Co-)Transfektion, (Co-)Infektion, Membranfusion mit kationischen Lipiden,
Hochgeschwindigkeitsbombardement mit DNA-umhillten Mikroprojektilen, Inkubation mit Calcium-Phos-
phat-DNA-Préazipitat, direkte Mikroinjektion in einzelne Zellen und dergleichen bewirkt werden. Ahnlich kénnen
die Vektoren mittels kationischer Lipide, z. B. Liposome, eingefiihrt werden. Solche Liposome sind kommerziell
erhaltlich (z. B. Lipofectin®, Lipofectamine™ und dergleichen von Life Technologies, Gibco BRL, Gaithersburg,
MD). Ferner kdnnen Liposome mit erhéhter Transferkapazitat und/oder reduzierter Toxizitat in vivo (siehe z. B.
die Internationale Patentanmeldung Nr. WO 95/21259) fiir die vorliegende Erfindung verwendet werden. Fer-
ner stehen andere Methoden zur Verfligung und sind dem Fachmann bekannt.

[0093] Erfindungsgemal umfasst ein "Wirt" (und damit eine "Zelle" von einem Wirt) einen beliebigen Wirt, in
den ein erfindungsgemafier Vektor eingefiihrt werden kann, und umfasst somit ein Tier, einschlieRlich, aber
nicht beschrankt auf Amphibien, VAgel, Fische, Insekten, Reptilien oder nicht-menschliche Saugetiere. Opti-
malerweise ist ein Wirt ein Saugetier, z. B. ein Rodent, Primat (z. B. Schimpanse, lang-, kurz-, ungeschwanzte
Affen, Gorilla, Orang-Utan oder Gibbon), Feline, Canine, Ungulat (z. B. Ruminant oder Schwein). Wiinschens-
werterweise ist eine solche Wirtszelle eine Zelle, in der ein Adenovirus flir einen Zeitabschnitt (z. B. typischer-
weise fUr irgendeinen Zeitraum bis zu ca. zwei Monaten und potentiell auch langer) nach Eintritt in die Zelle
existieren kann.

[0094] Eine Zelle kann als eine einzige Entitat vorliegen oder sie kann Teil einer gréReren Zellsammlung sein.
Eine solche "groRere Zellsammlung" kann z. B. umfassen: eine Zellkultur (gemischt oder rein), ein Gewebe (z.
B. epitheliales oder anderes Gewebe), ein Organ (z. B. Herz, Lunge, Leber, Gallenblase, Harnblase, Auge und
andere Organe), ein Organsystem (z. B. das Zirkulationssystem, das Respirationssystem, das gastrointestina-
le System, das Harnsystem, das Nervensystem, das Haut- und Hautanhangsystem oder ein anderes Organ-
system), oder einen Organismus (z. B. Vogel, nicht-menschliches Saugetier oder dergleichen). Vorzugsweise
ist das zum Zell-Targeting verwendete Peptid-Bindungsmotiv so gewahlt, dass die Ziel-Organe/-Gewebe/-Zel-
len dem Zirkulationssystem (z. B. einschlief3lich, aber nicht beschrankt auf Herz, Blutgefae und Blut), dem
Respirationssystem (z. B. Nase, Pharynx, Larynx, Trachea, Bronchien, Bronchiolien, Lunge und dergleichen),
dem gastrointestinalen System (z. B. einschlieBlich Mund, Pharynx, Osophagus, Magen, Darm, Speicheldrii-
sen, Pankreas, Leber, Gallenblase u. a.), dem Harnsystem (z. B. Nieren, Ureter, Harnblase, Urethra und der-
gleichen), dem Nervensystem (z. B. einschlief3lich, aber nicht beschrankt auf Gehirn und Riickenmark und spe-
zielle Sinnesorgane wie das Auge) und dem Haut- und Hautanhangsystem (z. B. Haut) angehéren. Noch mehr
bevorzugt sind die Zielzellen ausgewahlt aus der Gruppe, welche aus Herz-, hamatopoetischen, Lungen-, Le-
ber-, Milz-, Nieren-, Gehirn-, Augen-, Knochenmarks-, Endothel-, Muskel-, Tumorvaskulatur- und Tumorzellen
besteht.

[0095] Fur den Fachmann wird erkennbar sein, dass geeignete Verfahren zur Verabreichung eines Vektors
(insbesondere eines adenoviralen Vektors) gemal vorliegender Erfindung an ein Tier zum Zwecke der Gen-
therapie (siehe z. B. Rosenfeld et al., Science, 252, 431-434 (1991); Jaffe et al., Clin. Res., 39(2), 302A (1991);
Rosenfeld et al., Clin. Res., 39(2), 311A (1991); Berkner, BioTechniques, 6, 616-629 (1988); Crystal et al., Hu-
man Gene Ther., 6, 643-666 (1995); Crystal et al., Human Gene Ther., 6, 667-703 (1995)); Chemotherapie
und Impfung zur Verfligung stehen und dass man zwar mehr als eine Route zur Verabreichung verwenden
kann, dass aber die eine Route eine unmittelbarere und effektivere Reaktion bereitstellen kann als die andere
Route. Pharmazeutisch zulassige Exzipienten sind dem Fachmann ebenfalls wohlbekannt und sind leicht ver-
fugbar. Die Wahl des Exzipienten wird zum Teil bestimmt durch das jeweilige Verfahren, welches zur Verabrei-
chung des rekombinanten Vektors verwendet wird. Dementsprechend gibt es eine breite Vielfalt an geeigneten
Formulierungen zur Verwendung im Kontext der vorliegenden Erfindung. Die folgenden Verfahren und Exzipi-
enten sind rein exemplarisch und in keiner Weise limitierend.

[0096] Weiter: zur Optimierung der Fahigkeit des Adenovirus zum Zelleintritt nach dem erfindungsgemaRen
Verfahren wird das Verfahren vorzugsweise durchgefiihrt in der Abwesenheit von neutralisierenden Antikor-
pern, die gegen das besondere Adenovirus, welches intrazellular eingefiihrt wird, gerichtet sind. In der Abwe-
senheit derartiger Antikdrper besteht keine Mdglichkeit, dass das Adenovirus durch den Antikérper gebunden
und damit an einer Bindung an die Zelle und/oder einen Eintritt in die Zelle gehindert wird. Fir den Durch-
schnittsfachmann ist es leicht moglich, auf die Anwesenheit derartiger neutralisierender Antikdrper zu testen.
Techniken, welche auf dem Fachgebiet bekannt sind, kénnen verwendet werden, um zu verhindern, dass die
Anwesenheit von neutralisierenden Antikorpern eine effektive Proteinproduktion verhindert (siehe z. B. Cromp-
ton et al., supra, Internationale Patentanmeldung WO 96/12406).

[0097] Zur oralen Verabreichung geeignete Formulierungen konnen bestehen aus: (a) flissigen Losungen, z.
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B. aus einer wirksamen Menge der Verbindung, geldst in Verdinnungsmitteln wie Wasser, Kochsalzlésung
oder Orangensaft; (b) Kapseln, Sachets oder Tabletten, die jeweils eine vorgegebene Menge der Aktivsub-
stanz als Feststoffe oder Granulen enthalten; (c) Suspensionen in einer geeigneten Flussigkeit; und (d) geeig-
nete Emulsionen. Tablettenformen kénnen eine oder mehrere der folgenden Komponenten umfassen: Lacto-
se, Mannitol, Maisstarke, Kartoffelstarke, mikrokristalline Cellulose, Acacia, Gelatine, kolloidales Siliciumdio-
xid, Croscarmellose-Natrium, Talkum, Magnesiumstearat, Stearinsdure und andere Exzipienten, Farbmittel,
Verdinnungsmittel, Pufferagenzien, Feuchthaltemittel, Konservierungsmittel, Geschmackstoffe und pharma-
kologisch kompatible Exzipienten. Pastillenformen kénnen die Aktivsubstanz in einem Geschmackstoff umfas-
sen, Ublicherweise Saccharose und Acacia oder Tragant, sowie Pastillen, welche die Aktivsubstanz in einer
inerten Grundlage umfassen, z. B. Gelatine und Glycerin oder Saccharose und Acacia, Emulsionen, Gele und
dergleichen, welche neben der Aktivsubstanz solche Exzipienten enthalten, wie sie auf dem Fachgebiet be-
kannt sind.

[0098] Ein Vektor oder Transfervektor gemaf vorliegender Erfindung kann — fir sich allein oder in Kombina-
tion mit anderen geeigneten Komponenten — zu Aerosol-Formulierungen verarbeitet werden, welche durch In-
halation zu verabreichen sind. Diese Aerosol-Formulierungen kénnen in zulassige Drucktreibmittel eingebracht
werden, z. B. Dichlordifluormethan, Propan, Stickstoff und dergleichen. Sie kdnnen ferner als Arzneimittel fir
drucklose Zubereitungen, z. B. in Nebulisatoren oder Zerstaubern, formuliert werden.

[0099] Zur parenteralen Verabreichung geeignete Formulierungen umfassen wassrige und nichtwassrige iso-
tonische, sterile Injektionslosungen, welche Antioxidantien, Puffer, Bakteriostatika und geloste Substanzen,
welche die Formulierung auf Isotonie mit dem Blut des vorgesehenen Empfangers einstellen, enthalten kon-
nen, sowie wassrige und nichtwassrige sterile Suspensionen, welche Suspensionsmittel, Losungsvermittler,
Verdickungsmittel, Stabilisatoren und Konservierungsmittel umfassen kénnen. Die Formulierungen kénnen in
versiegelten Einzeldosis- oder Mehrdosenbehaltnissen, z. B. Ampullen und Vials, dargeboten werden und kén-
nen in gefriergetrocknetem (lyophilisiertem) Zustand gelagert werden, wobei nur die Zugabe des sterilen fliis-
sigen Exzipienten wie Wasser fir Injektionen unmittelbar vor Gebrauch erforderlich ist. Extemporane Injekti-
onslésungen und Suspensionen kdnnen aus sterilen Pulvern, Granulen und Tabletten der friher beschriebe-
nen Art hergestellt werden.

[0100] Ferner kann ein Vektor oder Transfervektor gemaf vorliegender Erfindung zu Suppositorien verarbei-
tet werden durch Mischen mit einer Vielfalt von Grundlagen, z. B. mit emulgierenden Grundlagen oder wasser-
I6slichen Grundlagen.

[0101] Zur vaginalen Verabreichung geeignete Formulierungen kénnen als Pessare, Tampons, Cremes, Ge-
le, Pasten, Schaumpraparate oder Sprayformulierungen dargeboten werden, welche neben der Aktivsubstanz
solche Trager enthalten, wie sie auf dem Fachgebiet als geeignet bekannt sind.

[0102] Die einem Tier, insbesondere einem Menschen verabreichte Dosis im Kontext der vorliegenden Erfin-
dung variiert je nach dem interessierenden Gen, der verwendeten Zusammensetzung, der Verabreichungsme-
thode und dem jeweils behandelten Ort und Organismus. Die Dosis sollte jedoch ausreichend sein, um eine
therapeutische Antwort zu bewirken.

[0103] Wie bereits angegeben, kann ein Vektor oder ein Transfervektor gemaf vorliegender Erfindung auch
in vitro Verwendung finden. Ein derartiger Vektor kann als Forschungswerkzeug beim Studium der adenovira-
len Anheftung und Infektion von Zellen und in einem Verfahren zum Assay der Bindungsstelle-Ligand-Interak-
tion verwendet werden. Ahnlich kann das chimare Fiberprotein, welches eine eingeschrankte nicht-native Ami-
nosauresequenz zusatzlich zu oder an Stelle einer nativen Aminosauresequenz umfasst, z. B. in Rezeptor-Li-
gand-Assays und als Adhasionsprotein in vitro oder in vivo verwendet werden.

Beispiele

[0104] Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der vorliegenden Erfindung und sind selbst-
verstandlich nicht so auszulegen, dass sie den Bereich der Erfindung in irgendeiner Weise begrenzen.

Beispiel 1
[0105] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion von Transfervektoren, welche Fiber-Sequenzen codieren,

die Insertionen von verschiedenen Peptidmotiven in exponierten Schleifen der Knob-Region des Adenovi-
rus-Fiberproteins aufweisen.
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[0106] Die Fiberproteine von Ad2 und Ad5 erkennen beide denselben Rezeptor. Eine parallele Evaluierung
der Proteinstruktur des Fiber-Knob und seiner DNA-Restriktionskarte zeigt, dass der Ad2-Fiber-Knob eine sin-
gulare Spe I-Restriktionsstelle in einer Region enthalt, welche eine exponierte Schleife in dem Protein codiert.
Die Aminosauren in dieser Schleife sind in keine Interaktionen involviert, welche fiir Proteinfaltung relevant
sind. Demgemal ist es unwahrscheinlich, dass Hinzufligungen zu dieser Schleife die Fahigkeit des Fiberpro-
teins, sich zu falten, beeinflussen. Chimare adenovirale Fiberproteine, welche Modifikationen von einer expo-
nierten Schleife umfassen (insbesondere der HI-Schleife), wurden konstruiert wie hierin beschrieben.

[0107] Zur Vektorkonstruktion und -charakterisierung wurden molekulare und genetische Standardtechniken
durchgefihrt, z. B. die Generierung von Stammen, Plasmiden und Viren, Gelelektrophorese, DNA-Manipulati-
onen, einschlieBlich Plasmidisolierung, DNA-Klonierung und -Sequenzierung, Western-Blot-Assays und der-
gleichen, wie sie dem Fachmann bekannt sind und im Detail in Standard-Laborhandbtichern beschrieben sind
(z. B. Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. (Cold Spring Harbor, NY, 1992); Ausubel
et al., Current Protocols in Molecular Biology, (1987)). Restriktionsenzyme und andere Enzyme, welche fir mo-
lekulare Manipulationen eingesetzt wurden, wurden von kommerziellen Quellen bezogen (z. B. Boehringer
Mannheim, Inc., Indianapolis, Indiana; New England Biolabs, Beverly, Massachusetts; Bethesda Research La-
borstories, Bethesda, Maryland) und gemaf den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Fiir Experimente
verwendete Zellen (z. B. Zellen der transformierten humanen embryonalen Nierenzelllinie 293 (d. h. CRL
1573-Zellen) und andere, von American Type Culture Collection gelieferte Zellen) wurden kultiviert und auf-
rechterhalten mittels steriler Standard-Kulturreagenzien, -medien und -techniken, wie friher beschrieben
(Erzerum et al., Nucleic Acids Research, 21, 1607-1612 (1993)).

[0108] Zur Herstellung von rekombinanten Adenovirus-Vektoren, welche Targeting-Sequenzen enthalten,
durch Ligation von Restriktionsverdaufragmenten war es zunachst notwendig, die in einem Transfervektor pra-
sente Knob-Region des Ad5 gegen die Knob-Codierungsregion von Ad2 auszutauschen, weil die HI-Schleife
von Ad2 eine singuldre Spe I|-Restriktionsstelle umfasst, welche Klonierung von bestimmten Targeting-Se-
quenzen in diese Stelle erlaubt. Das Nettoergebnis dieser Vektormanipulation war die Erzeugung einer Fi-
ber-Chimare, in welcher die den Schwanz und den Schaft der Fiber codierende DNA von Ad5 stammt, die das
Knob codierende DNA von Ad2 stammt und das Knob ferner eine nicht-native Aminosauresequenz in der
HI-Schleife aufweist, wie in Fig. 1 gezeigt. Alternativ wurde eine Standard-Oligonucleotid-vermittelte ortsge-
richtete Mutagenese nach den Angaben des Herstellers (Stratagene, La Jolla, CA) verwendet. Fir ortsgerich-
tete Mutagenese besteht keine Notwendigkeit, die Fiber-Knobs auszutauschen, weil keine singularen Restrik-
tionsstellen erforderlich sind. Bei einem weiteren alternativen Verfahren der Erfindung, welches in spateren
Beispielen beschrieben ist, wird die Targeting-Sequenz an den Terminus des Fiber-Knob-Proteins platziert, wie

in Fig. 2 gezeigt.

[0109] In dem ersten Schritt des Verfahrens zur Herstellung von Fiber-Knob-Insertionen in einer Schleife wur-
de der in Fig. 3 gezeigte Transfervektor p193(F5*) konstruiert. Dieses Plasmid enthalt eine 8-Nucleotid-Inser-
tion zwischen dem letzten Aminosaure-Codon der Fiber-Codierungssequenz und dem Stop-Codon. Die 8-Nu-
cleotid-Insertion enthalt eine singuldre Bam HI-Restriktionsstelle, welche einen "Straightforward"-Austausch
von Ad5-Fiber-Domanen mit anderen Fiber-Domanen von anderen Adenovirus-Serotypen erlaubt. Namentlich
ist die Sequenz des Wildtyp-Ad5-Fiber-Gens:

TCA TAC ATT GCC CAAGAATAA A [SEQ ID NO:6]
Ser Tyr Ile Ala GIn Glu * [SEQ ID NO:7]

worin * einen Terminations-Codon bezeichnet. Im Vergleich ist der C-Terminus des mutierten Fiber-Gens, wel-
ches in p193(F5*) prasent ist:

TCA TAC ATT GCC CAA GAA GGA TCC AAT AAA [SEQ ID NO:8]
Ser Tyr Ile Ala GIn Glu Gly Ser Asn Lys [SEQ ID NO:9]

worin die unterstrichene Sequenz die in das Fiberprotein eingeflihrte Bam HI-Stelle bezeichnet. Diese Bam
HI-Stelle dient ferner dazu, fur die Aminosauren Glycin und Serin zu codieren.

[0110] Das Transferplasmid p193(F5*) wurde aus p193NS(AF) konstruiert. Das mutierte Fiber-Gen (d. h. das
Fiber-Gen, welches die Bam HI-Stelle vor dem Stop-Codon umfasst) wurde in das Fiber-minus-Plasmid
p193NS(AF) inkorporiert mittels synthetischer Sense- und Antisense-Oligonucleotid-Primer, um das Fiber-Gen
mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu amplifizieren und dabei gleichzeitig eine modifizierte Bam
HI-Stelle auf den letzten Codon des Fiber-Gens folgend zu inkorporieren, um das mutante Fiber-Gen zu erzeu-
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gen. Die Primer, welche zum Amplifizieren von der Nde I-Stelle zu den C-terminalen Codierungsregionen des
Fiber-Gens aus Ad5-Genom-DNA verwendet wurden, waren: Antisense-Primer T CCC CCC GGG TCT AGA
TTA GGA TCC TTC TTG GGC AAT GTA TGA (Bam HI-Stelle unterstrichen) [SEQ ID NO:10]; Sense-Primer
CGT GTA TCC ATA TGA CAC AGA (Nde I-Stelle unterstrichen) [SEQ ID NO:11]. Das PCR-Produkt wurde
dann mit Nde | und Bam HI geschnitten und in die Nde I/Bam HI-Stellen von p193NS(AF) kloniert.

[0111] Das Plasmid p193NS(AF) selbst wurde konstruiert mittels einer intermediaren Reihe von Vektoren.
Namentlich wurde zunachst das Transferplasmid p193NS83-100 konstruiert durch Klonieren des Ad5-Nde
[-Sal I-Fragments, welches die Karteneinheiten-Region 83-100 des Ad5-Genoms lberspannt, welche das Fi-
ber-Gen enthalt, in das Plasmid pNEB193 (New England Biolabs, Beverly, MA). Das Nde I-Mun I-Fragment
wurde ersetzt durch ein synthetisches Oligonucleotid, umfassend eine Bam HI-Stelle, die von einer 5'-Nde
[-Stelle und einer 3'-Mun [|-Stelle flankiert war, um Klonierung zu erleichtern. Das doppelstrangige synthetische
Oligonucleotid-Fragment wurde aus den Uberlappenden synthetischen einzelstrangigen Oligonucleotiden
Sense (d. h. umfassend die Sequenz TAT GGA GGA TCC AAT AAAGAATCG TTT GTG TTATGT TTC AAC
GTGTTTATT TTT C [SEQ ID NO:12]) und Antisense (d. h. umfassend die Sequenz AAT TGA AAA ATA AAC
ACG TTG AAA CAT AAC ACA AAC GAT TCT TTA TTG GAT CCT CCA [SEQ ID NO:13]) erzeugt. Die Enden
der Uiberlappenden Oligomere wurden so erzeugt, dass Uberhange entstehen, die kompatibel sind fir eine di-
rekte Klonierung in die Nde |- und Mun I-Stellen. Dem resultierenden Vektor p193NS(AF) fehlt die komplette
Codierungssequenz fiir das Fiber-Gen, er enthalt aber die gesamte adenovirale E4-Codierungssequenz. Das
Plasmid behalt das AATAAA-Polyadenylierungssignal bei, welches in dem synthetischen Nde I/Mun I-Oligonu-
cleotid enthalten ist, und inkorporiert ferner die neue Bam HI-Restriktionsstelle.

[0112] Nach seiner Konstruktion in einer Reihe von sequentiellen Klonierungsschritten wurde also der Trans-
fervektor P193(F5%) in nachfolgenden Vektorkonstruktionen verwendet. Namentlich wurden das Sense-Oligo-
nucleotid F5F2K(s)N (d. h. umfassend die Sequenz GGC CAT GGC CTA GAATTT GAT TCA AAC GGT GCC
ATG ATT ACT AAA CTT GGA GCG [SEQ ID NO:14], enthaltend eine Nco I-Restriktionsstelle) und der Anti-
sense-Oligonucleotid-Primer F5F2K(a)B (d. h. umfassend die Sequenz GC GGA TCC TTA TTC CTG GGC
AAT GTA GGA [SEQ ID NO:15], enthaltend eine Bam HI-Restriktionsstelle) verwendet, um die Knob-Codie-
rungsregion aus gereinigter Ad2-DNA mittels PCR zu amplifizieren. Die Inkorporation dieser Stellen an beiden
Enden des PCR-Produktes erlaubte, es mit Nco | und Bam HI zu schneiden und in das Basisplasmid p193(F5%)
zu klonieren, um den in Fig. 4 gezeigten Transfervektor p193 F5F2K zu erzeugen. Anders als p193(F5*) ent-
halt p193 F5F2K eine singulare Spe I-Restriktionsstelle innerhalb des Ad2-Fiber-Gens, welche eine exponierte
Schleife in dem Protein codiert. Namentlich umfasst das in p193 F5F2K prasente Fiber-Gen die mutierte Fi-
ber-Sequenz

ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGT GAA TCC ACA
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Ser Glu Ser Thr

GAA ACT [SEQ ID NO:16]
Glu Thr [SEQ ID NO:17]

worin die unterstrichene Sequenz die neue, in das Fiber-Gen eingeflihrte Spe I-Stelle bezeichnet.

[0113] Dieser Vektor wurde dann zum Klonieren von Targeting-Sequenzen in die Spe |-Stelle verwendet. Ins-
besondere wurden eine Nucleinsduresequenz, welche das FLAG-Peptidmotiv DYKDDDDK (d. h. Asp Tyr Lys
Asp Asp Asp Asp Lys [SEQ ID NO:2]) codiert, und eine Nucleinsauresequenz, welche die Strecke von 8 basi-
schen Aminosauren RKKKRKKK (Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys [SEQ ID NO:1]), umfassend die Hepa-
rin-Bindungsdomane, codiert, in die Spe I-Stelle von p193 F5F2K mittels tberlappender Sense- und Antisen-
se-Oligonucleotide kloniert.

[0114] Namentlich umfasst die PolyGS(RKKK),-Sequenz:

ACT AGA AAA AAA AAA CGC AAG AAG AAG
Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys

ACT AGT [SEQ ID NO:18]
Thr Ser [SEQ ID NO:19].
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[0115] Das 27-mere Sense-Oligonucleotid PolyGS(RKKK),(s) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGA AAG
AAG AAA CGC AAA AAG AAG A [SEQ ID NO:20]) und das 27-mere Antisense-Oligonucleotid Po-
lyGS(RKKK),(a) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGT CTTCTT TTT GCG TTT CTT CTT T [SEQ ID NO:21])
wurden verwendet zum Klonieren der PolyGS(RKKK),-Sequenz, umfassend das Peptidmotiv RKKKRKKK
[SEQ ID NO:17]. Dieses Plasmid wurde konstruiert durch Klonieren der die Bindungsdoméne codierenden
DNA-Sequenz in die Spe I-Stelle von p193 F5FK2. Die Uberlappenden Sense- und Antisense-Oligonucleotide,
welche die Bindungsdoméane codieren, wurden zunachst "annealt" und dann direkt in die Spe |-Restriktions-
stelle ligiert, um in dem in Fig. 5 gezeigten Plasmid p193 F5F2K(RKKK2) zu resultieren.

[0116] Ahnlich umfasst die FLAG-Sequenz:

ACT AGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG
Thr Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

ACT AGT [SEQ ID NO:22]
Thr Ser [SEQ ID NO:23].

[0117] Das 30-mere Sense-Oligonucleotid FLAG(s) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGA GAC TAC AAG
GAC GAC GAT GAT AAG A [SEQ ID NO:24]) und das 30-mere Antisense-Oligonucleotid FLAG(a) (d. h. um-
fassend die Sequenz CT AGT CTT ATC ATC GTC GTC CTT GTA GTC T [SEQ ID NO:25]) wurden verwendet
zum Klonieren der FLAG-Peptidsequenz auf eine ahnliche Weise wie fur p193 F5F2K(RKKK2) beschrieben,
um in dem in Fig. 6 gezeigten Plasmid p193 F5F2K(FLAG) zu resultieren.

[0118] Die FLAG-Sequenz wird von dem anti-FLAG M2-Antikérper (Kodak, New Hauen, CT) erkannt und wird
zum Targeting von Adenovirus mittels bispezifischer Antikdrper verwendet (Wickham et al., "Targeted Adeno-
virus Gene Transfer to Endothelial and Smooth Muscle Cells Using Bispecific Antibodies”, J. Virol., 70(10),
6831-6838 (1996)). Die Peptid-Sequenz RKKKRKKK [SEQ ID NO:17] erkennt zellulares Heparinsulfat und
wird zum Targeting des Adenovirus auf Heparinsulfat enthaltende Rezeptoren auf Zellen verwendet. Weil He-
parinsulfatreste auf nahezu allen Saugetierzellen exprimiert werden, erlaubt das Heparin-Bindungsmotiv
AdF2K(RKKK2) ein breites Spektrum von Zellen zu binden und zu transduzieren im Vergleich zu unmodifizier-
ten (d. h. Wildtyp-)Adenovirus-Vektoren.

[0119] Es wurde bestatigt, dass die Plasmide p193 F5F2K(RKKK2) und p193 F5F2K(FLAG) die korrekten In-
serte enthielten, durch die Verwendung von PCR-Analyse und Mobility-Shift-Assays, durchgefiihrt an durch
Restriktionsverdauungen der Plasmide generierten DNA-Fragmenten. Namentlich ist der relevante Bereich
der modifizierten Schleife des Fiber-Knob, welcher in p193 F5F2K(RKKK2) prasent ist:

ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGA AAG AAG AAA CGC AAA AAG AAG
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys

ACT AGT GAA TCC ACA GAA ACT [SEQ ID NO:26]
Thr Ser Glu Ser Thr Glu Thr [SEQ ID NO:27].

[0120] Der relevante Bereich der modifizierten Schleife des Fiber-Knob, welcher in p193 F5F2K(FLAG) pra-
sent ist, ist:

ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAT
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp

AAG ACT AGT GAA TCC ACA GAA ACT [SEQ ID NO:28]
Lys Thr Ser Glu Ser Thr Glu Thr [SEQ ID NO:29].

[0121] Bei einer anderen Ausfiihrungsform der Erfindung wurde ein zusatzliches mutantes Fiberprotein durch
ortsgerichtete Mutagenese erzeugt. Es wurden Primer synthetisiert, um die DNA Sequenz, welche Aminosau-
ren der CD-, FG- und IJ-Schleifen des Ad5-Fiber-Knob codiert, zu ersetzen. Insbesondere wurde die Sequenz,
welche die Aminosauresequenz SGTVQ [SEQ ID NO:81] (Aminosauren 449 bis 453 der CD-Schleife des na-
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tiven Ad5-Fiber-Knob) codiert, durch DNA ersetzt, welche die Aminosauresequenz Gly Ser Gly Ser Gly [SEQ
ID NO:82] codiert, durch Durchfiihrung ortsgerichteter Mutagenese des Plasmids pAcSG2 F5KN (Roelvink et
al.) mittels der Primer

GGC AGT TTG GCT CCA ATA GGA TCC GGG TCT GGA AGT GCT CAT CTT ATT
[SEQ ID NO:83]

und

AAT AAG ATG AGC ACT TCC AGA CCC GGA TCC TAT TGG AGC CAA ACT GCC
[SEQ ID NO:85].

[0122] Ahnlich wurden mittels geeigneter Primer fiir ortsgerichtete Mutagenese die Aminosduresequenzen
Ser His Gly Lys Thr Ala [SEQ ID NO:86] (Aminosauren 507-512) der FG-Schleife und Ser Gly His Asn [SEQ
ID NO:87] (Aminosauren 559-562) der |J-Schleife durch Gly Ser Gly Ser Gly Ser [SEQ ID NO:88] bzw. Gly Ser
Gly Ser [SEQ ID NO:89] ersetzt. Die resultierenden Baculovirus-Transfervektoren, welche die mutierten Fi-
ber-Knob-Gene enthielten, wurden zur Herstellung von rekombinantem Baculovirus verwendet. Die rekombi-
nanten Baculoviren wurden verwendet, um rekombinante Fiber-Knob-Proteine, welche die Mutationen enthal-
ten, herzustellen. Es wurde gefunden, dass die resultierenden Proteine voll 16slich waren, was anzeigt, dass
sie sich korrekt zu Trimeren gefaltet hatten. Ferner wurden die I8slichen Proteine verwendet, um Adenovi-
rus-Bindung an Zellen zu blockieren, was anzeigt, dass die Substitutionen in dem Fiber-Gen die Bindung an
den Fiber-Rezeptor nicht unterbrachen.

[0123] Diese Resultate bestatigen somit, dass die hierin beschriebenen Verfahren verwendet werden kdnnen,
um Transfervektoren zu konstruieren, welche Fiber-Sequenzen codieren, die Insertionen von verschiedenen
Peptidmotiven in einer exponierten Schleife der Knob-Region des Adenovirus-Fiberproteins aufweisen.

Beispiel 2

[0124] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion von adenoviralen Vektoren, welche Fiber-Sequenzen co-
dieren, die Insertionen von verschiedenen Peptidmotiven in einer Schleife der Knob-Region des Adenovi-
rus-Fiberproteins aufweisen.

[0125] Die Transferplasmide p193 F5F2K(RKKK2) und p193 F5F2K(FLAG) wurden verwendet, um die kor-
respondierenden adenoviralen Vektoren zu erhalten, welche die FLAG- und RKKK2-Peptidmotive umfassen.
Erreicht wurde dies durch Verdau dieser Plasmide (welche die essentielle E4-Region von Adenovirus enthal-
ten) mit Sal | und Transfektion derselben in 293-Zellen, welche bereits 1 Stunde zuvor mit dem Adenovi-
rus-Vektor AdZ.E4Gus infiziert worden waren. Diesem Adenovirus-Vektor fehlt die E4-Region, und er kann in
293-Zellen ohne die E4-Gene nicht replizieren. Erst wenn AdZ.E4Gus-DNA mit Plasmid-DNA, z. B. p193
F5F2K, p193 F5F2K(FLAG) und p193 F5F2K(RKKK2), rekombiniert, um die E4-Gene zu erhalten, ist der Vek-
tor fahig, in 293-Zellen zu replizieren. Wahrend dieser Rekombination zur Rettung des adenoviralen Vektors
nimmt der neu gebildete Vektor ferner die durch die Plasmide codierte mutierte Fiber-Sequenz auf.

[0126] Lebensfahiges rekombinantes E4*-Adenovirus, enthaltend die F2K(RKKK2)-  und
F2K(FLAG)-DNA-Sequenzen (d. h. AdZ.FLAG und AdZ.RKKK2), wurde durch Plaquebildung der transfizierten
Zelllysate 5 Tage nach Transfektion isoliert. Die rekombinanten Adenoviren wurden dann zweimal auf 293-Zel-
len Plague-gereinigt. Die gereinigten Plaques wurden auf 293-Zellen amplifiziert. Alle Viren wurden aus infi-
zierten Zellen 2 Tage post Infektion in 3 Gefrier-Tau-Zyklen gereinigt, gefolgt von zwei sukzessiven Bandenbil-
dungen auf CsCI-Gradienten. Das gereinigte Virus wurde gegen 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8, enthaltend
10 mM MgCl,, 3% Saccharose, dialysiert und bei —80°C eingefroren, bis es gebraucht wird. Durch PCR wurde
verifiziert, dass die gereinigten Viren entweder das RKKK2-Insert oder das FLAG-Insert enthielten.

[0127] Diese adenoviralen Vektoren und die Sequenzen, die sie spezifisch gezielt ansteuern infolge ihres Be-
sitzes von modifizierten Fiber-Knobs, sind in Tabelle 1 aufgezeigt.
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Tabelle 1 Adenovirale Vektoren umfassend eingeschrankte Peptidmotive

Vektorname Zielrezeptor Zielsequenz
AdZ.FLAG Beliebiger Rezeptor (unter Verwen- TRDYKDDDDKTS
dung eines bispezifischen Antikdpers |Thr Arg Asp Tyr

Lys Asp Asp Asp
Asp Lys Thr Ser
[SEQ ID NO:23]
AdZ.RKKK2 Heparinsulfat enthaltende Rezeptoren | TRKKKRKKKTS
Thr Arg Lys Lys
Lys Arg Lys Lys
Lys Thr Ser [SEQ
ID NO:19]

[0128] Diese Resultate bestatigen somit, dass die hierin beschriebenen Verfahren verwendet werden kénnen,
um adenovirale Vektoren zu konstruieren, welche Fiber-Sequenzen codieren, die Insertionen von verschiede-
nen Peptidmotiven in einer exponierten Schleife der Knob-Region des Adenovirus-Fiberproteins aufweisen.

Beispiel 3

[0129] Dieses Beispiel beschreibt die Charakterisierung von adenoviralen Vektoren, welche Fiber-Sequen-
zen codieren, die Insertionen von verschiedenen Peptidmotiven in einer Schleife der Knob-Region des Adeno-
virus-Fiberproteins aufweisen.

[0130] Es wurde gezeigt, dass das in dem AdZ.FLAG-Vektor prasente FLAG-Insert funktional zugénglich und
zur Bindung des anti-FLAG-M2-mAB befahigt war, wie abgeschatzt mittels Immunofluoreszenz, wie friher be-
schrieben (Wickham et al., 1993). Kurz gefasst wurden 293-Zellen bei einer niedrigen Multiplizitat der Infektion
(d. h. bei einem MOI-Wert von ca. 0,02) mit den AdZ.RKKK2- oder AdZ.FLAG-Isolaten infiziert. Die Zellen wur-
den zwei Tage post Infektion fixiert und entweder mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-Pentonbasis-Antikor-
per oder einem Maus-anti-FLAG-mAB inkubiert, gefolgt von Inkubation mit anti-Kaninchen- oder an-
ti-Maus-FITC-Antikérper. Der anti-Pentonbasis-Antikdrper erkannte mit jedem der beiden Viren infizierte Zel-
len. Im Vergleich dazu erkannte der FLAG-mAB nur die mit dem AdZ.FLAG-Virus infizierten Zellen, nicht aber
die mit dem AdZ.RKKK2-Virus infizierten Zellen.

[0131] Diese Resultate bestatigen, dass gemal dem erfindungsgemalen Verfahren produzierte Adenoviren
lebensfahig sind und dass das Insert (z. B. das FLAG-Epitop), welches in einer exponierten Schleife von Fi-
berprotein prasent ist, zuganglich ist fur seine korrespondierende Bindungsentitdt (z. B. eine Zelloberfla-
chen-Bindungsstelle oder einen Antikdrper, z. B. den anti-FLAG-Antikdrper) und dieselbe zu binden vermag.
Diese Resultate bestatigen, dass das erfindungsgemale Verfahren fir adenoviral vermitteltes Zell-Targeting
verwendet werden kann.

Beispiel 4

[0132] Dieses Beispiel beschreibt Gen-Delivery, vermittelt durch adenovirale Vektoren, welche Fiber-Sequen-
zen codieren, die Insertionen von verschiedenen Peptidmotiven in einer exponierten Schleife der Knob-Region
des Adenovirus-Fiberproteins aufweisen.

[0133] Zum Testen der Fahigkeit des RKKK2-Motivs, Zell-Targeting zu bewirken, wurden 293-Zellen (welche
relativ hohe Levels des Rezeptors, Uber den Wildtyp-Adenovirus-Fiberprotein Zelleintritt bewirkt, zu exprimie-
ren scheinen) fur 30 Minuten in der Anwesenheit und in der Abwesenheit von kompetierendem Wildtyp-Fiber-
protein vorinkubiert. Gereinigte AdZ- oder AdZ.RKKK2-Vektoren wurden sodann mit den Zellen fir weitere 60
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und tber Nacht in Kulturmedium
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inkubiert. Sodann wurde aus lysierten Zellen die B-Galactosidase-Aktivitat mittels eines fluorometrischen 3-Ga-
lactosidase-Assay-Kit (Tropix, Redford, MA) bestimmt. Die Aktivitat wurde in einem Luminometer in relativen
Lichteinheiten (RLU) gemessen.

[0134] Die in Fig. 7 illustrierten Daten demonstrieren Gen-Delivery in 293-Zellen, bewirkt durch den
AdZ.RKKK2-Vektor. Wie aus dieser Figur ersichtlich, blockierte das rekombinante Wildtyp-Fiberprotein
Gen-Delivery durch AdZ, nicht aber Gen-Delivery durch AdZ.RKKK2. Der AdZ.RKKK2-Vektor war in der Lage,
den Fiber-vermittelten Block von adenoviral vermitteltem Gen-Delivery zu Uberwinden.

[0135] Diese Resultate bestatigen, dass dieses eingeschrankte Peptidmotiv, welches in der Fiber-Schleife
prasent ist, in der Lage ist, Zellbindung/-eintritt effizient zu vermitteln. Ferner bestatigen die Resultate weiter,
dass adenovirale Vektoren, welche Fiber-Sequenzen codieren, die Insertionen von verschiedenen Peptidmo-
tiven in einer exponierten Schleife des Knob des Adenovirus-Fiberproteins aufweisen, zum Delivery (z. B. von
DNA und/oder Protein) in Zellen verwendet werden kénnen.

Beispiel 5

[0136] Dieses Beispiel beschreibt andere Oligonucleotide, welche zum Inserieren einer nicht-nativen Amino-
sauresequenz in ein chimares Adenovirus-Fiberprotein, vorzugsweise in eine exponierte Schleife des Adeno-
virus-Fiber-Knob, aber auch am C-Terminus des Proteins, verwendet werden konnen.

[0137] Die in dem vorausgehenden Beispiel beschriebenen Klonierungstechniken kénnen verwendet wer-
den, um in eine exponierte Schleife des Fiber-Knob Inserte zu inkorporieren, welche Peptidmotive umfassen,
die z. B. a,-Integrine, a,f,-Integrin, FLAG-mAb oder andere Zelloberflachen-Bindungsstelle gezielt ansteuern.

[0138] Insbesondere kann eine HAa,-Sequenz inseriert werden.

[0139] Diese Sequenz umfasst:

ACT AGA GCC TGC GAC TGT CGC GGC GAT TGT TTT TGC GGT
Thr Arg Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly

ACT AGT [SEQ ID NO:30]

Thr Ser [SEQ ID NO:31].

[0140] Die Sequenz kann inseriert werden unter Verwendung des 39-meren Sense-Oligonucleotids HAav(s)
(d. h. umfassend die Sequenz CT AGA GCC TGC GAC TGT CGC GGC GAT TGT TTT TGC GGT A[SEQ ID
NO:32]) und des 30-meren Antisense-Oligonucleotids HAav(a) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGT ACC

GCA AAA ACA ATC GCC GCG ACA GTC GCA GGC T [SEQ ID NO:33]). Diese Oligonucleotide wurden zur
Herstellung von p193(F5*)pGS(RGD) verwendet, welches zur Herstellung von AdZ.RGD verwendet wurde.

[0141] Ahnlich kann eine HAaB,-Sequenz inseriert werden, welche Targeting auf a581-Integrin erlaubt. Die-
se reprasentative Sequenz umfasst:

ACT AGA TGC CGC CGC GAA ACC GCT TGG GCC TGT
Thr Arg Cys Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys

ACT AGT [SEQ ID NO:34]
Thr Ser [SEQ ID NO:35].

[0142] Die Sequenz kann inseriert werden unter Verwendung des 39-meren Sense-Oligonucleotids
HAaB,(s) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGA TGC CGC CGC GAA ACC GCT TGG GCC TGT A[SEQID
NO:36]) und des 39-meren Antisense-Oligonucleotids HAa.B,(a) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGT ACA
GGC CCA AGC GGT TTC GCG GCG GCA T [SEQ ID NO:37)).

[0143] Diese Sequenzen (und andere hierin beschriebene Sequenzen), welche Targeting auf die a,-Integrine

erlauben, kdnnen Verwendung finden, weil dieser Zielrezeptor eine breite Verteilung demonstriert, einschlief3-
lich Endothelzellen und glatte Muskelzellen. Der Adhasionsrezeptor scheint wichtig zu sein bei Wunden (d. h.
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betreffend sowohl Heilung als auch Exazerbation derselben), sowie in der Angiogenese, Restenose und Me-
tastasierung. Allgemein ist der Rezeptor in proliferierenden Endothelzellen und glatten Muskelzellen aufregu-
liert und zeigt hohe Expression in Melanom und Gliom. Normale Liganden fir die a,-Integrin-Rezeptoren um-
fassen Vitronectin, Collagen, Fibronectin, Laminin und Osteopontin.

[0144] Ferner kann eine E-Selectin-Targeting-Sequenz inseriert werden. Eine reprasentative Sequenz um-
fasst:

ACT AGA GAC ATT ACC TGG GAC CAG CTT TGG GAC CTT ATG AAG
Thr Arg Asp Ile Thr Trp Asp GIn Leu Trp Asp Leu Met Lys

ACT AGT [SEQ ID NO:38]
Thr Ser [SEQ ID NO:39].

[0145] Weitere Liganden, welche Elastin binden, sind im Stand der Technik beschrieben und kénnen ahnlich
als nicht-native Aminosauresequenzen fur die Generierung von Peptidmotiven wie hierin beschrieben verwen-
det werden (siehe z. B. Martens et al., J. Biolog. Chem., 270, 21129-21136 (1995)). Die E-Selectin-Sequenz
kann inseriert werden unter Verwendung des 42-meren Sense-Oligonucleotids E-Selectin(s) (d. h. umfassend
die Sequenz CT AGA GAC ATT ACC TGG GAC CAG CTT TGG GAC CTT ATG AAG A [SEQ ID NO:40]) und
des 42-meren Antisense-Oligonucleotids E-Selectin(a) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGT CTT CAT AAG
GTC CCA AAG CTG GTC CCA GGT AAT GTC T [SEQ ID NO:41)).

[0146] Ferner kdnnen eine PolyGS(RKKK),-Sequenz oder andere Variationen dieser Sequenz inseriert wer-
den. Diese Sequenz umfasst:

ACT AGA AAG AAG AAG CGC AAA AAA AAA AGA AAG AAG AAG
Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys

ACT AGT [SEQ ID NO:42]
Thr Ser [SEQ ID NO:43].

[0147] Die Sequenz kann inseriert werden unter Verwendung des 39-meren Sense-Oligonucleotids Po-
lyGS(RKKK),(s) (d. h. umfassend die Sequenz CT AGA AAG AAG AAG CGC AAA AAA AAA AGA AAG AAG
AAG A[SEQ ID NO:44]) und des 39-meren Antisense-Oligonucleotids PolyGS(RKKK),(a) (d. h. umfassend die
Sequenz CTAGTCTTCTTCTTTCTTTTTTT TTT GCG CTT CTT CTT T [SEQ ID NO:45]).

[0148] Dieses Beispiel bestatigt somit, dass andere Oligonucleotide verwendet werden kénnen zum Inserie-
ren einer nicht-nativen Aminosauresequenz in ein Fiberprotein. Derartige Insertionen kénnen entweder in einer
exponierten Schleife des Adenovirus-Fiber-Knob oder, wie im Folgenden beschrieben, am C-Terminus des Fi-
berproteins durchgefiihrt werden. Ferner kann die nicht-native Aminosauresequenz in das chimare Fiberpro-
tein nicht nur als eine Insertion in die Sequenz inkorporiert werden, sondern auch als ein Austausch von ade-
noviralen Sequenzen. Durchgefihrt werden kann dies durch Modifikation der hierin beschriebenen Klonie-
rungsprozeduren, wie sie dem Fachmann bekannt sind.

Beispiel 6

[0149] In einer ahnlichen Weise wie die durch Platzierung eines Peptidmotivs innerhalb einer exponierten
Schleife des Adenovirus-Fiberproteins erzielte Einschrankung kann eine Einschrankung durch geeignete Mo-
difikation eines Peptidmotivs am C-Terminus des Fiberproteins erhalten werden, um im Wesentlichen eine
nicht-praexistierende Schleife an dieser Stelle zu erzeugen. Dieses Beispiel beschreibt also die Konstruktion
von Transfervektoren, welche Fiber-Sequenzen codieren, die Insertionen von verschiedenen eingeschrankten
Peptidmotiven am C-Terminus des Adenovirus-Fiberproteins aufweisen. Dieses Verfahren ist in Fig. 2 darge-
stellt.

[0150] Der in Beispiel 1 beschriebene Transfervektor p193(F5*) wurde als ein Basisplasmid verwendet, um
chimare Adenovirus-Partikel zu erzeugen, welche C-terminale Hinzuflgungen zu dem Fiber-Gen enthalten.
Insbesondere wurden DNA-Sequenzen, welche eine Linker-Sequenz gefolgt von einer Targeting-Sequenz und
einem Stop-Codon codieren, in die Bam HI-Stelle kloniert, um weitere Transfervektoren zu erzeugen, die ih-
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rerseits (d. h. Uber die Konstruktion der weiteren Transfervektoren p193(F5)pGS(RGD) und p193(F5)pGS) zur
Herstellung von chimaren Adenovirus-Partikeln verwendet wurden.

[0151] Die mutanten Transferplasmide, welche Sequenzen enthalten, die einen Glycin/Serin-Aminosau-
re-Repeat-Linker, eine Targeting-Sequenz und einen Stop-Codon codieren, wurden hergestellt durch Klonie-
ren von synthetischen Oligonucleotiden in die Bam HI-Stelle von p193(F5*). Die Klonierungsreaktionen wurden
im Wesentlichen durchgeflihrt wie in Beispiel 1 beschrieben. Insbesondere waren die Giberlappenden synthe-
tischen Oligonucleotide, welche zur Herstellung des in Fig. 8 gezeigten Transferplasmids p193(F5)pGS(RGD)
verwendet wurden, folgende: Sense, GA TCA GGA TCA GGT TCA GGG AGT GGC TCT GCC TGC GAC TGT
CGC GGC GAT TGT TTT TGC GGT TAA G [SEQ ID NO:46]; Antisense, GA TCC TTA ACC GCA AAA ACA
ATC GCC GCG ACA GTC GCA GGC AGA GCC ACT CCC TGA ACC TGA TCC T [SEQ ID NO:47]. Dieses
Plasmid umfasst die Nucleinsequenz GCC CAA GAA GGA TCA GGA TCA GGT TCA GGG AGT GGC TCT
GCC TGC GAC TGT CGC GGC GAT TGT TTT TGC GGT TAA GGA TCC AAT AA [SEQ ID NO:48], welche
die Aminosauresequenz Ala GiIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp
Cys Phe Cys Gly *** [SEQ ID NO:49] codiert, worin *** sich auf den Stop-Codon bezieht. Das RGD-Peptid ist
innerhalb dieser gréReren Sequenz prasent. Das Plasmid p193(F5)pGS(RGD) umfasst also die Targeting-Se-
quenz CDCRGDCFC (d. h. Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys [SEQ ID NO:3]), welche in der gréf3eren
Sequenz Ser Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly [SEQ ID NO:79] prasent ist. Diese Sequenz, wie
andere, friher beschriebene Sequenzen, welche das Tripeptidmotiv RGD enthalten, fungieren als ein Ligand
fur die Zielrezeptor-a,-Integrine. Jedoch binden hoch eingeschrénkte Formen von RGD mit héheren Affinitaten
an Integrine als lineare Formen (siehe z. B. Aumailley et al., FEBS, 291, 50-54 (1991); Cardarelli et al., J. Bi-
olog. Chem., 269., 18668-18673 (1994); Koivunen et al., Bio/Technology, 13, 265-270 (1995)). Nach diesen
Grundsatzen bindet das eingeschrankte RGD-Targeting-Motiv, welches in p193(F5)pGS(RGD) prasent ist, mit
ca. 100fach héherer Affinitat an a,-Integrine als &hnliche, lineare RGD-Motive. Jedes Paar von Cysteinen bei-
derseits des RGD bildet Disulfidbindungen mit dem gegenuberliegenden Paar von Cysteinen, um eine hoch
eingeschrankte RGD-Schleife zu bilden.

[0152] Ferner kdnnen Variationen der Targeting-Sequenz CRCRGDCFC [SEQ ID NO:3] im Kontext der vor-
liegenden Erfindung verwendet werden. Beispielsweise kann an Stelle von zwei Cysteinresten beiderseits der
RGD-Tripeptid-Sequenz nur ein Rest verwendet werden. Es kann eine beliebige Sequenz verwendet werden,
solange eine schleifenahnliche Struktur erzeugt wird, welche die RGD-Sequenz umfasst, und solange die Se-
quenz ein oder mehrere Cysteinpaare umfasst. Ferner kann die RGD-Sequenz mit einer anderen Sequenz
substituiert werden, z. B. LDV.

[0153] Mit Bezug auf die Konstruktion des verwandten Transferplasmids p193(F5)pGS waren die Uberlappen-
den synthetischen Oligonucleotide, welche zur Herstellung des Transferplasmids verwendet wurden, folgende:
Sense, PolyGS(s), GATCC GGT TCA GGA TCT GGC AGT GGC TCG ACT AGT TAA A[SEQ ID NO:50]; An-
tisense, PolyGS(a), GA TCT TTA ACT AGT CGA GCC ACT GCC AGA TCC TGA ACC G [SEQ ID NO:51]. Die
Sense- und Antisense-Oligonucleotide wurden in aquimolaren Verhaltnissen gemischt und in die Bam HI-Stelle
von p193(F5*) kloniert, um p193(F5)pGS zu erzeugen. Der Transfervektor p193(F5)pGS wurde sodann ver-
wendet, um weitere Transfervektoren zu konstruieren, wie in den folgenden Beispielen beschrieben.

[0154] Dieses Beispiel bestatigt somit, dass Transfervektoren, welche Fiber-Sequenzen codieren, die Inser-
tionen von verschiedenen eingeschrankten Peptidmotiven am C-Terminus des Adenovirus-Fiberproteins auf-
weisen, gemal der Erfindung konstruiert werden kénnen. Ferner kdnnen auch andere Transfervektoren (d. h.
mit verschiedenen Targeting-Sequenzen) mittels dieses Ansatzes konstruiert werden.

Beispiel 7

[0155] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion von Adenovirus-Vektoren, welche Fiber-Sequenzen co-
dieren, die Insertionen von verschiedenen eingeschrankten Peptidmotiven am C-Terminus des Adenovirus-Fi-
berproteins aufweisen.

[0156] Das fir diese Experimente verwendete E1- und E3-deletierte Adenovirus AdZ enthalt das p-Galacto-
sidase-Gen unter der Kontrolle eines Cytomegalovirus(CMV-)Promotors und im adenoviralen Genom inte-
griert. AdZ wurde in humanen embryonalen Nieren-293-Zellen propagiert, welche die komplementare E1-Re-
gion fir Viruswachstum enthalten. AdZ.RGD (sowie andere Vektoren, welche auf andere Adhasionsrezeptoren
zielgesteuert sind, wie hierin beschrieben), wurde direkt von AdZ abgeleitet. Diese Viren sind ebenfalls E1- und
E3-deletiert und sind identisch zu AdZ bis auf die Gegenwart zusatzlicher Aminosauren am C-Terminus der
Fiberproteine.
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[0157] Die Transferplasmide p193(F5)pGS und p193(F5)pGS(RGD), welche die essentielle E4-Region von
Adenovirus enthalten, wurden flir adenovirale Vektorkonstruktion verwendet. Diese Transferplasmide wurden
mit Sal | geschnitten und in 293-Zellen transfiziert, welche bereits 1 Stunde zuvor mit dem Adenovirus-Vektor
AdZ.E4Gus infiziert worden waren. Dem Adenovirus-Vektor AdZ.E4Gus fehlt die E4-Region, und er kann in
293-Zellen ohne die E4-Gene nicht replizieren. Erst wenn AdZ.E4Gus-DNA mit der p193(F5)pGS- oder
p193(F5)pGS(RGD)-Plasmid-DNA rekombiniert, um die E4-Gene zu erhalten, ist der Vektor in der Lage, in
293-Zellen zu replizieren. Wahrend dieser Rekombination nimmt der neu gebildete Vektor ferner die in den
Plasmiden codierten Fiber-Mutationen auf. Lebensféhige rekombinante E4*-Adenoviren, welche die pGS- und
pGS(RGD)-Mutationen enthalten, wurden sodann durch Plaquebildung der transfizierten Zelllysate 5 Tage
nach Transfektion isoliert. lhre resultierenden Vektoren AdZ.pGS und AdZ.RGD wurden durch zwei aufeinan-
derfolgende Plaquebildungsrunden auf 293-Zellen isoliert und gereinigt. Es wurde verifiziert, dass jeder Vektor
das korrekte Insert enthielt, durch Sequenzierung von PCR-Produkten aus Virus-DNA, welche die Region der
Insert-DNA Uberspannt.

[0158] Dieses Beispiel bestatigt, dass Adenovirus-Vektoren, welche Fiber-Sequenzen codieren, die Insertio-
nen von verschiedenen eingeschrankten Peptidmotiven am C-Terminus des Adenovirus-Fiberproteins aufwei-
sen, gemal der Erfindung konstruiert werden kénnen.

Beispiel 8

[0159] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion von Transfervektoren und adenoviralen Vektoren unter
Verwendung anderer Oligonucleotide, welche zum Inserieren einer nicht-nativen Aminosauresequenz in ein
chiméares Adenovirus-Fiberprotein, vorzugsweise in eine exponierte Schleife des Adenovirus-Fiber-Knob, aber
auch am C-Terminus des Proteins, verwendet werden kénnen.

[0160] Die in Beispiel 6 beschriebenen Klonierungstechniken wurden verwendet, um Hinzufligungen an dem
C-Terminus zu erzeugen. Im Wesentlichen wurden die in diesem Beispiel beschriebenen Transfervektoren
(insbesondere der Transfervektor p193(F5)pGS) an der in den Vektoren prasenten singularen Klonierungsstel-
le Spe | linearisiert, und neue Sequenzen wurden an dieser Stelle inseriert. Andere Mittel (z. B. PCR-Reaktio-
nen) kénnen ebenfalls verwendet werden, um Insertionen in diese singulére Stelle durchzufiihren. Ahnlich kén-
nen die in Beispiel 5 beschriebenen Klonierungstechniken verwendet werden, um in eine exponierte Schleife
des Fiber-Knob Inserte zu inkorporieren, welche Peptidmotive umfassen, die andere Zelloberflachen-Bin-
dungsstellen oder Epitope flr einen Antikorper gezielt ansteuern.

[0161] Insbesondere wurden multiple Kopien der RGD-Sequenz (d. h. polyRGD- oder pRGD-Sequenz) inse-
riert. Diese Sequenz umfasst:

ACT AGT GGA AGA GGA GAT ACT TTT GGC CGC GGC GAC ACG TTC
Thr Ser Gly Arg Gly Asp Thr Phe Gly Arg Gly Asp Thr Phe

GGA AGG GGG GAT ACA TTT TCT AGT [SEQ ID NO:52]
Gly Arg Gly Asp Thr Phe Ser Ser [SEQ ID NO:53].

[0162] Die Sequenz wurde inseriert unter Verwendung des Sense-Oligonucleotids pRGDs (d. h. umfassend
die Sequenz CT AGT GGA AGA GGA GAT ACT TTT GGC CGC GGC GAC ACG TTC GGA AGG GGG GAT
ACA TTT T [SEQ ID NO:54]) und des Antisense-Oligonucleotids pRGDs (d. h. umfassend die Sequenz CT
AGA AAA TGT ATC CCC CCT TCC GAA CGT GTC GCC GCG GCC AAA AGT ATC TCC TCT TCC A [SEQ
ID NO:55]).

[0163] Das resultierende Plasmid p193(F5*)RGD wurde verwendet, um das Adenovirus AdZ.pRGD zu erzeu-

gen. Ein Vergleich der in AdZ.RGD und AdZ.pRGD préasenten Inserte (wobei das RGD-Peptid fett hervorgeho-
ben ist) ist in Tabelle 2 vorgestellit.
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Tabelle 2 Vergleich der adenoviralen Vektoren AdZ.RGD und AdZ.pRGD

Vektorname Zielrezeptor Zielsequenz
AdZ.RGD a - Integrine SACDCRGDCFCGTS
[SEQ ID NO:68]

AdZ.pRGD a y- Integrine TS(GRGDTF)3SS
B1-Integrine [SEQ ID NO:53]

[0164] Ahnlich kénnen eine oder mehrere Kopien einer LDV-Targeting-Sequenz inseriert werden. Der
LDV-Zielrezeptor ist in hdmatopoetischen Zellen, Lymphocyten und Monocyten/Makrophagen verteilt. Der Ad-
hasionsrezeptor ist hoch exprimiert auf ruhenden Lymphocyten, welche in Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktio-
nen involviert sind (z. B. wahrend hamatopoetischer Extravasation sowie Inflammation und Lymphocy-
ten-"Trafficking"). Liganden fiir den a,-Integrin-Zielrezeptor umfassen, sind aber nicht begrenzt auf Fibronectin
(ein Extrazellularmatrixprotein), VCAM-1 (welches Wechselwirkung mit Endothelgewebe vermittelt) und MAd-
CAM (a,B,) (welches darmspezifisch ist). Insbesondere umfassen die a,-Integrin-Targeting-Sequenzen die Se-
quenz EILDVPST (d. h. Glu lle Leu Asp Val Pro Ser Thr [SEQ ID NO:56], welche von der obigen Sequenz um-
fasst ist, und die Sequenz (EILDVPS), (oder drei Kopien des Peptidmotivs EILDVPS [SEQ ID NO:80] in Tan-
dem, oder Glu lle Leu Asp Val Pro Ser Glu lle Leu Asp Val Pro Ser Glu lle Leu Asp Val Pro Ser) [SEQ ID NO:57].

[0165] Insbesondere kdnnen multiple Kopien der LDV-Sequenz (d. h. eine polyLDV- oder pLDV-Sequenz) in-
seriert werden, um die Sequenz:

ACT AGT GAA ATT CTT GAC GTC GGA GAG ATC CTC GAC GTC GGG
Thr Ser Glu Ile Leu AspVal Gly Glu Ile Leu Asp Val Gly

GAA ATA CTG GAC GTC TCT AGT [SEQ ID NO:58]
Glu Ile Leu Asp Val Ser Ser [SEQ ID NO:59]

zu umfassen.

[0166] Diese Sequenz wurde inseriert unter Verwendung des Sense-Oligonucleotids pLDVs (d. h. umfassend
die Sequenz CT AGT GAA ATT CTT GAC GTC GGA GAG ATC CTC GAC GTC GGG GAA ATA CTG GAC
GTC T [SEQ ID NO:60]) und des Antisense-Oligonucleotids pLDVs (d. h. umfassend die Sequenz CT AGA
GAC GTC CAG TAT TTC CCC GAC GTC GAG GAT CTC TCC GAC GTC AAG AAT TTC A[SEQ ID NO:61)).

[0167] Diese Insertion resultierte in der Generierung des in Eig. 9 gezeigten Vektors p193(F5)pLDV. Das in
diesem Vektor prasente LDV-Targeting-Motiv (d. h. umfassend die Sequenz SEQ ID NO:59) bindet mit submil-
limolarer Affinitat an a,-Integrine. Das LDV-Moitiv ist dreimal wiederholt in jedem Fiber-Monomer, so dass sich
insgesamt 9 Motive pro Fiber-Molekil ergeben. Dieser Vektor wurde ferner fir die Generierung eines korres-
pondierenden adenoviralen Vektors verwendet.

[0168] Ferner wurde eine pYIGSR-Targeting-Sequenz am C-Terminus des Fiberproteins inseriert, um das in
Fig. 10 gezeigte Plasmid p193(F5)pYIGSR abzuleiten. Das Fiberprotein in diesem Plasmid umfasst die Ami-
nosauresequenz:

ACT AGT GGA TAC ATC GGC AGT CGC GGT TAC ATT GGG TCC
Thr Ser Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr Ile Gly Ser

CGA GGA TAT ATA GGC TCA AGA TCT AGT [SEQ ID NO:62]
Arg Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Ser Ser [SEQ ID NO:63].
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[0169] Die Sequenz wurde inseriert unter Verwendung des Sense-Oligonucleotids pYIGSRs (d. h. umfassend
die Sequenz CT AGT GGA TAC ATC GGC AGT CGC GGT TAC ATT GGG TCC CGA GGA TAT ATA GGC
TCA AGA T [SEQ ID NO:64]) und des Antisense-Oligonucleotids pYIGSRs (d. h. umfassend die Sequenz CT
AGA TCT TGA GCC TAT ATA TCC TCG GGA CCC AAT GTA ACC GCG ACT GCC GAT GTATCCA[SEQID
NO:65]).

[0170] Das resultierende Plasmid enthalt das Targeting-Motiv YIGSR [SEQ ID NO:66] (d. h. umfassend die
Sequenz Tyr lle Gly Ser Arg [SEQ ID NO:66]), welches mit submillimolarer Affinitat an den Hochaffinitatsrezep-
tor Laminin bindet. Das Motiv YIGSR [SEQ ID NO:66], welches als YIGSRG prasent ist (d. h. umfassend die
Sequenz Tyr lle Gly Ser Arg Gly [SEQ ID NO:67]), ist dreimal wiederholt in jedem Fiber-Monomer, so dass sich
insgesamt 9 Motive pro Fiber-Molekiil ergeben. Insbesondere stellt das Motiv YIGSR [SEQ ID NO:66] Targe-
ting auf den 67 kDA-Laminin/Elastin-Rezeptor bereit. Dieser Rezeptor ist prasent in Monocyten/Neutrophilen,
glatten GefaBmuskeln, Fibroblasten und Chondrocyten und ist in vielen Tumoren aufreguliert. Ferner scheint
der Rezeptor involviert in Tumormetastasierung und Angiogenese. Typische Liganden fiir den Laminin/Elas-
tin-Rezeptor umfassen Laminin, Elastin und Galactose. Das hierin abgeleitete Plasmid p193(F5)pYIGSR wur-
de ferner fiir die Generierung des Adenovirus-Vektors AdZ.pYIGSR verwendet.

[0171] Dieses Beispiel bestatigt somit, dass andere Oligonucleotide verwendet werden kénnen zum Inserie-
ren einer nicht-nativen Aminosauresequenz in ein Fiberprotein. Derartige Insertionen kénnen entweder in einer
exponierten Schleife des Adenovirus-Fiber-Knob oder, wie im Folgenden beschrieben, am C-Terminus des Fi-
berproteins durchgefihrt werden. Ferner kann die nicht-native Aminosauresequenz in das chimare Fiberpro-
tein nicht nur als eine Insertion in die Sequenz inkorporiert werden, sondern auch als ein Austausch von ade-
noviralen Sequenzen. Dies kann durchgefiihrt werden durch einfache Modifikation der hierin beschriebenen
Klonierungsprozeduren, wie sie dem Fachmann bekannt sind.

Beispiel 9

[0172] Dieses Beispiel beschreibt die Charakterisierung von adenoviralen Vektoren, welche Fiber-Sequen-
zen codieren, die eine Insertion eines eingeschrankten RGD-Peptidmotivs am C-Terminus des Adenovirus-Fi-
berproteins aufweisen. Insbesondere wurden diese Vektoren auf ihre Fahigkeit, aktive Viruspartikel in ver-
schiedenen Zellen zu produzieren, untersucht.

[0173] Fir die Western-Analyse von Viruspartikeln wurden gereinigte Viruspartikel (2 x 10') in einem Volu-
men von 10 pl 1:1 in Laemmli-Laufpuffer verdinnt und auf ein Gel mit 9% Acrylamid, enthaltend 0,1% SDS,
geladen. Das Gel wurde bei 150 mV laufen gelassen und dann auf Nitrocellulose transferiert. Die Nitrocellulose
wurde mit 5% Trockenmilch blockiert und mit einer Kombination von polyklonalen Kaninchen-Antikdrpern son-
diert, die gegen denaturierte Ad5-Virionen (1:1000) und gegen Fiberprotein (1:5000) gerichtet sind. Die Prote-
ine wurden mittels anti-Kaninchen-Peroxidase (1:5000) und eines kommerziell erhaltlichen Chemilumines-
zenz-Detektionskit detektiert.

[0174] Die Fiberproteine der rekombinanten Adenoviren AdZ.pGS und AdZ.RGD waren auf dem Western re-
lativ zu dem in dem AdZ-Vektor enthaltenen Fiberprotein nach oben verschoben. Ein parallel laufen gelasse-
nes Gel, welches auf Nitrocellulose transferiert und nur mit dem gegen das Fiberprotein gerichteten polyklona-
len Antikérper sondiert wurde, demonstrierte, dass die verschobenen Banden in der Western-Analyse in der
Tat Fiberprotein waren. Diese Resultate bestatigen, dass die AdZ.pGS- und AdZ.RGD-Fiberproteine die ge-
eigneten Aminosaure-Inserte enthalten.

[0175] Die Kinetik der Virusproduktion wurde bestimmt, um zu bestatigen, dass lebensfahiges Adenovirus in
293-Zellen produziert wurde, welche mit verschiedenen adenoviralen Vektoren gemaf der Erfindung infiziert
waren. Zur Durchfiihrung dieser Studien wurde radiomarkiertes Adenovirus hergestellt durch Zugabe von 50
pCi/ml [*H]-Thymidin (Amersham, Arlington Heights, IL) zu dem Medium von infizierten Zellen 20 Stunden nach
ihrer Infektion bei einem MOI-Wert von 5. Die infizierten Zellen wurden dann 60 Stunden post Infektion geerntet
und das Virus wurde gereinigt, wie friiher beschrieben. Die Aktivitat der markierten Viren betrug ca. 10* Virus-
partikel/cpm. Infektidse Partikel wurden in Fluoreszenz-Fokuseinheiten (ffu) mittels eines Fluoreszenz-Fo-
kus-Assay auf 293-Zellen titriert.

[0176] Die Kinetik der Produktion aktiver Viruspartikel aus infizierten 293-Zellen wurde bestimmt durch Infi-
zieren von 10° 293-Zellen mit 0,2 ml AdZ oder AdZ.RGD fiir 1 Stunde in 6 cm-Platten bei einem MOI-Wert von
10 am Tag 0. Die Zellen wurden am Tag 1, 2 und 3 post Infektion geerntet. Die Zellen wurden herunterzentri-
fugiert und resuspendiert in 1 ml PBS fir AdZ und AdZ.RGD. Die Zellen wurden dreimal eingefroren und auf-
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getaut, um die Viruspartikel freizusetzen. Die Lysate wurden dann auf die Anzahl der pro Zelle produzierten
aktiven Partikel mittels Standard-Techniken getestet. Die Resultate dieser Experimente (in Fig. 11 dargestellt)
bestatigen, dass die Modifikationen des Fiberproteins in AdZ.RGD die Produktion von aktiven Viruspartikeln
nicht signifikant beeinflussen, verglichen mit dem unmodifizierten Vektor AdZ.

[0177] Ahnlich wurde die Partikeldosis-Antwort der Vektoren AdZ und AdZ.RGD auf A549-Epithel-, CPAE-En-
dothel- und humanen intestinalen glatten Muskel(HISM-)Zellen untersucht. HISMC-, CPAE- oder A549-Zellen
(5 x 10° Zellen/Well) wurden 1 bis 2 Tage vor den Experimenten auf 6 cm-Platten ausgesét. In Assays zum
Evaluieren der Vektordosis-Antwort in Fiber-Rezeptor exprimierenden Zellen wurden ansteigende Konzentra-
tionen von AdZ- oder AdZ.RGD-Partikeln mit den Zellen fiir 60 Minuten bei 37°C in 0,2 ml DMEM + 20 mM
HEPES inkubiert. Die Platten wurden alle 10 Minuten wahrend dieser Inkubation geschittelt. Die Zellen wur-
den dann zweimal mit DMEM gewaschen und in DMEM + 5% Kalberserum fur 2 bis 3 Tage bei 37°C kultiviert.
Das Medium wurde dann abgesaugt, und die Zellen wurden in 1 ml 1X-Reporter-Lyse-Puffer + 10 mM EDTA
(Promega, Madison, WI) lysiert. Die B-Galactosidase-Aktivitat in den Zelllysaten wurde sodann bestimmt, wie
friher beschrieben. Die Resultate sind Mittelwerte von Duplikatmessungen.

[0178] Die Resultate dieser Experimente sind in den Fig. 12-Fig. 14 prasentiert. Diese Experimente bestati-
gen, dass die AdZ- und AdZ.RGD-Vektoren aquivalent sind mit Bezug auf ihre Fahigkeit zum Eintritt und zur
Produktion von lebensfahigen Viruspartikeln in Zellen (A549), die bekanntermal3en hohe Levels von Adenovi-
rus-Fiber-Rezeptor exprimieren (d. h. A549-Zellen, wie in Fig. 12 prasentiert). Fir die (in Fig. 13 bzw. Fig. 14
prasentierten) CPAE- und HISM-Zellen jedoch, denen signifikante Levels von Adenovirus-Fiber-Rezeptor feh-
len, die aber a-Integrine exprimieren, ist der AdZ.RGD-Vektor viel effizienter in der Transduktion als der un-
modifizierte AdZ-Vektor. Die Transduktion der CPAE- und HISM-Zellen durch AdZ.RGD ist etwa 100fach bzw.
30fach héher als bei AdZ tber einen weiten Bereich von Vektor-Konzentrationen.

[0179] Dieses Resultate validieren, dass Aminosaure-Inserte, welche in adenoviralen Vektoren gemaf der
Erfindung prasent sind, geeignet translatiert werden im Kontext des chimaren Adenovirus-Fiberproteins und
dass das resultierende Fiberprotein funktional ist, wie abgeschatzt durch die Generierung von lebensfahigen
Adenoviren, welche dieses Protein enthalten. Ferner bestatigen die Resultate, dass das in dem chimaren Fi-
berprotein prasente Peptidmotiv in der Lage ist, Adenovirus-Bindung umzudirigieren und adenovirale Zellbin-
dung/-eintritt mit einer hohen Effizienz selektiv zu bewirken.

Beispiel 10

[0180] Dieses Beispiel beschreibt das Bindungsverhalten von adenoviralen Vektoren, welche Fiber-Sequen-
zen codieren, die eine Insertion eines eingeschrankten Peptidmotivs am C-Terminus des Adenovirus-Fiberpro-
teins aufweisen.

[0181] Die Spezifitat der Vektoren AdZ und AdZ.RGD bei der Bindung an Nieren(835)-, Glattmuskel-(A10)-
und Endothel-(CPAE)-Zellen wurde untersucht. Fir diese Experimente wurden Monolayer von 835-, A10- oder
CPAE-Zellen in 24-Well-Gewebekulturplatten fir 45 Minuten mit 0,3 ml Medium, welches Idsliche rekombinan-
te Fiber (F5; 3 ug/ml), Pentonbasis (PB; 50 ug/ml), Fiber plus Pentonbasis oder keines der Coat-Proteine, ent-
hielt, vorinkubiert. Radiomarkierter AdZ oder AdZ.RGD wurde sodann zu den Wells hinzugegeben und fiir 90
Minuten unter Hin- und Herbewegen bei Raumtemperatur inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit PBS gewa-
schen, und die verbliebene zellassoziierte Radioaktivitat wurde in einem Szintillationszahler bestimmt. Die Re-
sultate dieser Experimente sind graphisch in den Fig. 15-Fig. 17 und quantitativ in Tabelle 3 prasentiert.

Tabelle 3 Vergleich der AdZ- und AdZ.RGD-Bindung an drei Zelllinien*

835-HEK** CPAE** A10**

Adz AdZ.RGD Adz AdZ.RGD AdZ AdZ.RGD
Kontrolle 7,6 12,7 0,19 0,84 0,72 1,68
Fiber 1,7 12,3 0,22 1,06 0,23 1,40
PB 9,0 9,7 0,20 0,37 0,80 0,62
Fiber/PB 1,0 3,7 0,21 0,46 0,20 0,41

Werte reprasentieren den Prozentsatz an Input-Vektor im Bindungsassay.
**Fehler fur alle Werte unter 10%.
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[0182] Diese Resultate bestatigen, dass sowohl fir die 835-Zellen (Fig. 15) als auch fur die A10-Zellen
(Fig. 16) Fiberprotein die AdZ-Transduktion signifikant blockiert, nicht aber die AdZ.RGD-Transduktion. Nur Fi-
ber plus Pentonbasis, welches — in Kombination — sowohl Fiber-Rezeptor als auch a,-Integrine blockiert, ist in
der Lage, die Bindung von AdZ.RGD an diese Zellen signifikant zu blockieren. Fiir die CPAE-Zellen, denen
detektierbare Levels an Fiber-Rezeptor fehlen (Fig. 17), ist Pentonbasis allein in der Lage, die Bindung von
AdZ.RGD signifikant zu blockieren.

[0183] Diese Resultate demonstrieren, dass AdZ.RGD mit a,-Integrinen auf Zellen interagiert. Ferner validie-
ren die Resultate, dass das Peptidmotiv, wie es in dem Fiberprotein von AdZ.RGD prasent ist, effektiv verwen-
det werden kann, um Adenovirus auf bestimmte Zellen zielzusteuern.

Beispiel 11

[0184] Dieses Beispiel beschreibt Gen-Delivery, welches durch adenovirale Vektoren vermittelt wird, die In-
sertionen von verschiedenen Sequenzen am C-Terminus des Adenovirus-Fiberproteins codieren.

[0185] Zum Testen der Fahigkeit des Peptidmotivs YIGSR [SEQ ID NO:66], Zell-Targeting zu bewirken, wur-
den A549-Zellen fiir 30 Minuten in der Anwesenheit und in der Abwesenheit von kompetierendem Wildtyp-Fi-
berprotein vorinkubiert. Gereinigte AdZ- oder AdZ.pYIGSR-Vektoren wurden sodann mit den Zellen fir weitere
60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden dann dreimal mit PBS gewaschen und Gber Nacht in Kultur-
medium inkubiert. Aus den lysierten Zellen wurde die B-Galactosidase-Aktivitat bestimmt.

[0186] Fig. 18 zeigt, dass das rekombinante Wildtyp-Fiberprotein das Gen-Delivery durch beide Vektoren
komplett blockierte. Erhdhtes Gen-Delivery durch den AdZ.pYIGSR-Vektor wird in der Anwesenheit von Fiber-
protein nicht beobachtet. Dies zeigt, dass das pYIGSR-Targeting-Motiv nicht von ausreichend hoher Affinitat
ist, um den Block der Adenovirus-Bindung zu tUberwinden, der mit der Zugabe l6slichen Fiberproteins erzielt
wird.

[0187] Zum Testen der Fahigkeit des pLDV-Motivs, Zell-Targeting zu bewirken, wurden Ramos-Zellen (wel-
che hohe Levels des q,-Integrin-Zielrezeptors exprimieren) fir 30 Minuten in der Anwesenheit und in der Ab-
wesenheit von kompetierendem Wildtyp-Fiberprotein vorinkubiert. Die gereinigten AdZ- oder AdZ.pLDV-Vek-
toren wurden sodann mit den Zellen fir weitere 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit
PBS gewaschen und Gber Nacht in Kulturmedium inkubiert. Sodann wurde aus den lysierten Zellen die 3-Ga-
lactosidase-Aktivitat bestimmt.

[0188] FEiq. 19 illustriert durch den AdZ.pLDV-Vektor bewirktes Gen-Delivery in Ramos-Zellen. Wie aus dieser
Figur ersichtlich, blockierte das rekombinante Wildtyp-Fiberprotein sowohl das Gen-Delivery durch AdZ als
auch das Gen-Delivery durch AdZ.pLDV. Wie bei AdZ.pYIGSR kann kein gesteigertes Gen-Delivery, bewirkt
durch den AdZ.pLDV-Vektor, in der Gegenwart von Fiberprotein, nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass das
pLDV-Targeting-Motiv — wie das Targeting-Motiv YIGSR [SEQ ID NO:66] — nicht von ausreichend hoher Affinitat
ist, um den Fiber-vermittelten Block der Proteinbindung zu tberwinden. Die verbliebene Gen-Delivery-Kapazi-
tat von AdZ.pLDV, die nicht durch die Zugabe von I6slichem Fiberprotein blockiert wird, wird auch durch weitere
Inkubation mit EDTA nicht blockiert. Im Vergleich dazu wird die Interaktion der a,-Integrine mit dem LDV-Motiv,
welches normalerweise in Fibronectin prasent ist, durch EDTA blockiert. Dieses Resultat bestatigt ferner, dass
das pLDV-Targeting-Motiv nicht mit ausreichend hoher Affinitat mit a,-Integrinen interagiert, um Vektorbindung
und Gen-Delivery in die Ramos-Zellen zu erhéhen. Jedoch ist es sowohl mit dem YIGSR-Motiv (d. h. umfas-
send die Sequenz [SEQ ID NO:66]) als auch mit dem LDV-Motiv mdglich, dass Hochaffinitats-Peptidmotive ab-
geleitet werden kdnnten durch die konformationelle Beschrankung dieser Peptide in einer exponierten Schleife
der Fiberproteine.

[0189] Die Fahigkeit des RGD-Motivs, Zell-Targeting zu bewirken, wurde ahnlich bei av-Integrine exprimie-
renden 293-Zellen studiert. Diese Studien wurden wie fir die anderen Peptidmotive/Zelllinien durchgefihrt. Je-
doch wurden zu Vergleichszwecken ferner die Vektoren AdZ und AdZ.pRGD (d. h. der Vektor, welcher multiple
Kopien des RGD-Motivs enthalt, das keine Cystein-Reste aufweist) einbezogen. Die Ergebnisse dieser Studi-
en sind in Fig. 20 prasentiert. Wie aus dieser Figur ersichtlich, war AdZ.RGD, nicht aber AdZ.pRGD, klar in der
Lage, den Fiber-vermittelten Block des adenoviral vermittelten Gen-Delivery zu Gberwinden.

[0190] Diese Resultate bestatigen somit, dass das RGD-Peptidmotiv (d. h. prasent als eine Schleife am

C-Terminus des Fiberproteins) — wie das in einer Schleife des Adenovirus-Fiberproteins prasente RKKK2-Mo-
tiv (in Beispiel 4 beschrieben) — von ausreichend hoher Affinitat ist, so dass es in der Lage war, den Fiber-ver-
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mittelten Block des adenoviral vermittelten Gen-Delivery zu tGberwinden und effektiv die typische Interaktion
von Wildtyp-Fiberprotein mit seinem zellularen Rezeptor zu "verdrangen", um das Adenovirus auf einen neuen
Rezeptor zielzusteuern.

[0191] Die Resultate bestatigen weiter, dass die Einschrankung einer nicht-nativen Aminosauresequenz (d.
h. entweder durch Insertion in eine Fiber-Schleife oder durch Erzeugung einer schleifenahnlichen Struktur am
Fiber-Terminus) in der Erzeugung eines Hochaffinitats-Peptidmotivs resultieren kann. Ein derartiges Hochaffi-
nitats-Peptidmotiv kann fur adenovirales Zell-Targeting Anwendung finden.

[0192] Die Erfindung wurde mit Betonung auf bevorzugte Ausfiihrungsformen beschrieben; fiir den Durch-
schnittsfachmann wird jedoch erkennbar sein, dass Variationen der bevorzugten Ausfiihrungsformen herge-
stellt und verwendet werden kénnen und dass die Erfindung auch anders als spezifisch hierin beschrieben um-
gesetzt werden kann. Es ist beabsichtigt, dass die vorliegende Erfindung derartige Variationen und alternative
Umsetzungen mit umfasst.
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SEQUENZLISTE

(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:
(i) ANMELDERIN: GENVEC, INC,

(i) TITEL DER ERFINDUNG: ADENOVIRUS-TARGETING MITTELS
EINGESCHRANKTER PEPTIDMOTIVE

(i) ANZAHL SEQUENZEN: 89

(iv) KORRESPONDENZADRESSE:
(A) ADRESSAT: Leydig, Voit & Mayer, Ltd.
(B) STRASSE: 2, Prudential Plaza, Suite 4900
(C) STADT: Chicago
(D) STAAT: Illinois
(E) LAND: USA
(F) PLZ: 60601

(v) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) ART DES MEDIUMS: Floppy Disk
(B) COMPUTER: IBM PC Kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, VERSION #1.30

(vi) AKTUELLE ANMELDEDATEN:
(A) ANMELDUNG NR.: WO
(B) ANMELDEDATUM:

(vii) FRUHERE ANMELDEDATEN:
(A) ANMELDUNG NR.: US 08/701 124

(B) ANMELDEDATUM: 21. AUGUST 1996

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:1:
0 SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
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(A) LANGE: 8 Aminoséauren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:1:
Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:2:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:2:
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:3:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 9 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:3:
Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:4:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 9 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE:, Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4:
Cys Xaa Cys Arg Gly Asp Cys Xaa Cys
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:5:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 23 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:5:
Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Arg Gly Asp Cys Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 22 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..18

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:6:
TCA TAC ATT GCC CAA GAA TAAA 22
Ser Tyr Ile Ala GIn Glu
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:7:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 6 Aminosauren
(B) TYP: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:7:
Ser Tyr Ile Ala GIn Glu
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:8:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..30

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8:
TCA TAC ATT GCC CAA GAA GGA TCC AAT AAA
Ser Tyr Ile Ala GIn Glu Gly Ser Asn Lys
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:9:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 10 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:9:

Ser Tyr Ile Ala GIn Glu Gly Ser Asn Lys
1 5 10
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:10:

(1)

(ii)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 43 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:10:

TCCCCCCGGG TCTAGATTAG GATCCTTCTT GGGCAATGTA TGA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:11:

(1)

(ii)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 21 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinséure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:11:

CGTGTATCCA TATGACACAG A

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:12:

()

(i)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 55 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

37/91

43

21



DE 697 38432 T2 2008.12.11

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:12:
TATGGAGGAT CCAATAAAGA ATCGTTTGTG TTATGTTTCA ACGTGTTAT TTTTC

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:13:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 57 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:13:
AATTGAAAAA TAAACACGTT GAAACATAAC ACAAACGATT CTTTATTGGA TCCTCCA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:14:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 54 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:14:
GGCCATGGCC TAGAATTTGA TTCAAACGGT GCCATGATTA CTAAACTTGG AGCG

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:15:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 29 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:15:
GCGGATCCTT ATTCCTGGGC AATGTAGGA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:16:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 36 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:16:
ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGT GAA TCC ACA GAA ACT
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Ser Glu Ser Thr Glu Thr
15 20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:17:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosdaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:17:
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Ser Glu Ser Thr Glu Thr
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:18:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 33 Basenpaare
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(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:18:
ACT AGA AAA AAA AAA CGC AAG AAG AAG ACT AGT 33
Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Thr Ser

15 20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:19:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 11 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:19:
Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Thr Ser
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:20:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 27 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:20:
CTAGAAAGAA GAAACGCAAA AAGAAGA 27
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:21:
Q) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 27 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:21:

CTAGTCTTCT TTTTGCGTTT CTTCTTI

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:22:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 36 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:22:

ACT AGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG ACT AGT
Thr Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Thr Ser
15 20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:23:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:23:

Thr Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Thr Ser
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:24:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinséure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:24:

CTAGAGACTA CAAGGACGAC GATGATAAGA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:25:
() SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinséure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:25:

CTAGTCTTAT CATCGTCGTC CTTGTAGTCT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:26
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 63 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
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(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..63

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:26:
ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGA AAG AAG AAA CGC AAA AAG AAG ACT AGT
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Thr Ser
1 5 10 15

GAA TCC ACA GAA ACT
Glu Ser Thr Glu Thr
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:27:
() SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 21 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:27:
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Thr Ser
1 5 10 15

Glu Ser Thr Glu Thr
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:28:
() SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 66 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
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(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..66

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:28:
ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAT AAG ACT
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Thr
1 5 10 15

AGT GAA TCC ACA GAA ACT
Ser Glu Ser Thr Glu Thr
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:29:
Q) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 22 Aminosé&uren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:29:
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Thr
1 5 10 15

Ser Glu Ser Thr Glu Thr
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:30:

() SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 45 Basenpaare
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(B) TYP: Nucleinsgure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..45
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:30:
ACT AGA GCC TGC GAC TGT CGC GGC GAT TGT TTT TGC GGT ACT AG 45

Thr Arg Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly Thr Ser

1

5 10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:31:

(1)

(i)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 15 Aminos&duren
(B) TYP: Aminosaure

(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Peptid

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:31:

Thr Arg Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly Thr Ser

1

10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:32:

()

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 39 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinsdure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:32:

CTAGAGCCTG CGACTGTCGC GGCGATTGTT TTTGCGGTA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:33:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:33:

CTAGTACCGC AAAAACAATC GCCGCGACAG TCGCAGGCT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:34:
) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
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(B) LOKALISATION: 1..39

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:34:
ACT AGA TGC CGC CGC GAA ACC GCT TGG GCC TGT ACT AGT
Thr Arg Cys Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys Thr Ser
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:35:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 13 Aminosauren
(B) TYP: Aminosadure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:35:
Thr Arg Cys Arg Arg Glu Thr Ala Trp Ala Cys Thr Ser
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:36:
() SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 33 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:36:
CTAGATGCCG CCGCGAAACC GCTTGGGCCT GTA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:37:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 33 Basenpaare
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(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:37:

CTAGTACAGG CCCAAGCGGT TTCGCGGCGG CAT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:38:

()

(ii)

(ix)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 48 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: DNA (genomisch)
MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LOKALISATION: 1..48

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:38:

ACT AGA GAC ATT ACC TGG GAC CAG CTT TGG GAC CTT ATG AAG ACT AGT
Thr Arg Asp Ile Thr Trp Asp GIn LeuTrp Asp Leu Met Lys Thr Ser

1

10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:39:

(1)

(i)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 16 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:39:

Thr Arg Asp Ile Thr Trp Asp GIn Leu Trp Asp Leu Met Lys Thr Ser
1 5 10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID N0O:40:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:40:

CTAGAGACAT TACCTGGGAC CAGCTTTGGG ACCTTATGAA GA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:41:
(i SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:41:

CTAGTCTTCA TAAGGTCCCA AAGCTGGTCC CAGGTAATGT CT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:42:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 45 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
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(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..45

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:42:
ACT AGA AAG AAG AAG CGC AAA AAA AAA AGA AAG AAG AAG ACT AGT
Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Thr Ser
1 5 10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:43:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 15 Aminos&uren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:43:
Thr Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Arg Lys Lys Lys Thr Ser
1 5 10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:44:
0) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:44:
CTAGAAAGAA GAAGCGCAAA AAAAAAAGAA AGAAGAAGA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:45:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:45:
CTAGTCTTCT TCTTTCTTTT TTTTTTGCGC TTCTTCTTT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:46:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 66 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinséure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:46:

GATCAGGATC AGGTTCAGGG AGTGGCTCTG CCTGCGACTG TCGCGGCGAT TGTTTTTGCG
GTTAAG

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:47:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 66 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:47:

GATCCTTAAC CGCAAAAACA ATCGCCGCGA CAGTCGCAGG CAGAGCCACT CCCTGAACCT
GATCCT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:48
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 86 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..72

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:48:
GCC CAA GAA GGA TCA GGA TCA GGT TCA GGG AGT GGC TCT GCC TGC GAC
Ala GIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Ala Cys Asp
1 5 10 15

TGT CGC GGC GAT TGT TTT TGC GGT TAAGGATCCA ATAA
Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:49:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 24 Aminosduren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:49:
Ala GIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Ala Cys Asp
1 5 10 15

Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:50:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsaure
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:50:
GATCCGGTTC AGGATCTGGC AGTGGCTCGA CTAGTTAAA 39

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:51:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Andere Nucleinséure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:51:
GATCTTTAAC TAGTCGAGCC ACTGCCAGAT CCTGAACCG 39
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:52
Q) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 66 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..66

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:52:
ACT AGT GGA AGA GGA GAT ACT TTT GGC CGC GGC GAC ACG TTC GGA AGG
Thr Ser Gly Arg Gly Asp Thr Phe Gly Arg Gly Asp Thr Phe Gly Arg
1 5 10 15

GGG GAT ACATTT TCT AGT
Gly Asp Thr Phe Ser Ser
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:53:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 22 Aminosé&uren
(B) TYP: Aminosadure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:53:
Thr Ser Gly Arg Gly Asp Thr Phe Gly Arg Gly Asp Thr Phe Gly Arg
1 5 10 15

Gly Asp Thr Phe Ser Ser
20
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:54:
(M) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 60 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsadure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:54:
CTAGTGGAAG AGGAGATACT TTTGGCCGCG GCGACACGTT CGGAAGGGGG GATACATTTT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:55:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 60 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsiure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:55:
CTAGAAAATG TATCCCCCCT TCCGAACGTG TCGCCGCGGC CAAAAGTATC TCCTCTTCCA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:56:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Nicht relevant
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:56:
Glu Ile Leu Asp Val Pro Ser Thr
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:57:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 21 Aminosé&uren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:57:
Glu Ile Leu Asp Val Pro Ser Glu Ile Leu Asp Val Pro Ser Glu Ile
1 5 10 15

Leu Asp Val Pro Ser
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:58:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 63 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinséure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
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(B) LOKALISATION: 1..63

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:58:
ACT AGT GAA ATT CTT GAC GTC GGA GAG ATC CTC GAC GTC GGG GAA ATA
Thr Ser Glu Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile
1 5 10 15

CTG GAC GTC TCT AGT
Leu Asp Val Ser Ser
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:59:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 21 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:59:
Thr Ser Glu Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile
1 5 10 15

Leu Asp Val Ser Ser
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:60:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 57 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinséure
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:60:
CTAGTGAAAT TCTTGACGTC GGAGAGATCC TCGACGTCGG GGAAATACTG GACGTCT 57

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:61:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 57 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinséure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:61:
CTAGAGACGT CCAGTATTTC CCCGACGTCG AGGATCTCTC CGACGTCAAG AATTTCA 57

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:62
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 66 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: DNA (genomisch)

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
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(B) LOKALISATION: 1..66

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:62:
ACT AGT GGA TAC ATC GGC AGT CGC GGT TAC ATT GGG TCC CGA GGA TAT
Thr Ser Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr
1 5 10 15

ATA GGC TCA AGA TCT AGT
Ile Gly Ser Arg Ser Ser
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:63:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 22 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:63:
Thr Ser Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr
1 5 10 15

Ile Gly Ser Arg Ser Ser
20

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:64:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 60 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:64:
CTAGTGGATA CATCGGCAGT CGCGGTTACA TTGGGTCCCG AGGATATATA GGCTCAAGAT

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:65:
Q) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 60 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:65:
CTAGATCTTG AGCCTATATA TCCTCGGGAC CCAATGTAAC CGCGACTGCC GATGTATCCA

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:66:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 5 Aminoséduren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:66:
Tyr Ile Gly Ser Arg
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:67:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 6 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:67:
Tyr Ile Gly Ser Arg Gly
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:68:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 14 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:68:
Ser Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Cys Thr Ser
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:69:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 5 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:69:

Ile Thr Leu Asn Gly
1 5
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:70:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 5 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:70:
Glu Ser Thr Glu Thr
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:71:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 7 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:71:
Phe Ser Tyr Ile Ala GIn Glu
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:72:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 10 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosdure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:72:

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:73:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 36 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..36

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:73:

ATT ACA CTT AAT GGC ACT AGT GAA TCC ACA GAA ACT
Ile Thr Leu Asn Gly Thr Ser Glu Ser Thr Glu Thr
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:74:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:74:

Ile Thr Leu Asn Gly Thr Ser Glu Ser Thr Glu Thr
1 5 10

63/91

36



DE 697 38432 T2 2008.12.11

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:75:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 105 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..102

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:75:
GCC CAA GAA GGA TCC GGT TCA GGA TCT GGC AGT GGC TCG ACT AGT GAA
Ala GIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ser Glu
1 5 10 15

ATT CTT GAC GTC GGA GAG ATC CTC GAC GTC GGG GAA ATA CTG GAC GTC

Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile Leu Asp Val
20 25 30

TCT AGT TAA

Ser Ser

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:76:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 34 Aminoséuren
(B) TYP: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:76:
Ala GIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ser Glu
1 5 10 15

Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile Leu Asp Val Gly Glu Ile Leu Asp Val
20 25 30

Ser Ser

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:77:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 108 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LOKALISATION: 1..105

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:77:
GCC CAA GAA GGA TCC GGT TCA GGA TCT GGC AGT GGC TCG ACT AGT GGA
Ala GIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly SerGly Ser Gly Ser Thr Ser Gly
1 5 10 15

TAC ATC GGC AGT CGC GGT TAC ATT GGG TCC CGA GGA TAT ATA GGC TCA
Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr Ile Gly Ser
20 25 30
AGA TCT AGT TAA
Arg Ser Ser
35

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:78:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 35Aminoséuren
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(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:78:
Ala GIn Glu Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ser Gly
1 5 10 15

Tyr Ile Gly Ser Arg Gly Tyr lle Gly Ser Arg Gly Tyr Ile Gly Ser
20 25 30
Arg Ser Ser
35

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:79:
Q) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 Aminoséduren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:79:
Ser Ala Cys Asp Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:80:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 7 Aminosduren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstréngig
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:80:
Glu Ile Leu Asp Val Pro Ser
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:81:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 5 Aminos&uren
(B) TYP: Aminosaure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:81:
Ser Gly Thr Val GIn
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:82:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 5 Aminoséauren
(B) TYP: Aminoséure
(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:82:
Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:83:
0 SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
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(A) LANGE: 48 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Andere Nucleinsdure

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:83:

GGC AGT TTG GCT CCA ATA GGA TCC GGG TCT GGA AGT GCT CAT CTT ATT
Gly Ser Leu Ala Pro Ile Gly Ser Gly Ser Gly Ser Ala His Leu lle

1

5 10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:84:

(1)

(i)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 16 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure

(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: Protein

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:84:

Gly Ser Leu Ala Pro Ile Gly Ser Gly Ser Gly Ser Ala His Leu Ile

1

10 15

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:85:

(1)

(ii)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 48 Basenpaare

(B) TYP: Nucleinséure

(C) STRANGIGKEIT: Einzelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear

MOLEKULTYP: DNA (genomisch)
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:85:
AATAAGATGA GCACTTCCAG ACCCGGATCC TATTGGAGCC AAACTGCC

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:86:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 6 Aminos&uren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:86:
Ser His Gly Lys Thr Ala
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:87:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 4 Aminosé&uren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:87:
Ser Gly His Asn

1

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:88:
() SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 6 Aminoséauren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULTYP: Protein
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:88:
Gly Ser Gly Ser Gly Ser
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID NO:89:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 4 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:89:
Gly Ser Gly Ser
1
Patentanspriiche

1. Chimares Adenovirus-Fiberprotein, umfassend eine nicht-native Aminosauresequenz, welche durch die
Anwesenheit einer RGD-Sequenz und eines oder mehrerer Cystein-Paare eingeschrankt ist, wobei die
nicht-native Aminosauresequenz zur Bildung einer nicht-praexistierenden Schleife infolge Interaktion zwischen
den Cysteinen befahigt ist oder in die oder an Stelle der nativen Aminosaduresequenz einer praexistierenden
Schleife eines Wildtyp-Adenovirus-Fiberproteins inseriert ist.

2. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach Anspruch 1, wobei das chimare Adenovirus-Fiberprotein den
Zelleintritt eines Vektors, welcher das chimare Adenovirus-Fiberprotein umfasst, effizienter erleichtert vergli-
chen mit einem adenoviralen Vektor, der bis auf die Tatsache, dass er ein Wildtyp-Adenovirus-Fiberprotein an
Stelle des chimaren Adenovirus-Fiberproteins umfasst, identisch ist.

3. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei die nicht-native Aminosau-
resequenz ein Epitop fur einen Antikdrper oder einen Liganden fiir eine Zelloberflachenbindungsstelle umfasst.

4. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die nicht-native Aminosau-
resequenz bis zu 200 Aminosauren umfasst.

5. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die nicht-native Aminosau-
resequenz bis zu 30 Aminosauren umfasst.

6. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die nicht-native Aminosau-
resequenz eine Sequenz umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, welche besteht aus SEQ ID NO:31, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:68 und SEQ ID NO:79.

7. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die nicht-native Aminosau-
resequenz eine Sequenz umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, welche besteht aus SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4 und SEQ ID NO:5.

8. Chimares Adenovirus-Fiberprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die nicht-native Aminosau-
resequenz in eine oder an Stelle einer Proteinsequenz an dem C-Terminus eines Wildtyp-Adenovirus-Fiber-
proteins inseriert ist.

9. Isolierte oder gereinigte Nucleinsaure, welche ein chimares Adenovirus-Fiberprotein nach einem der An-
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spriiche 1 bis 8 codiert.
10. Transfervektor, umfassend die isolierte oder gereinigte Nucleinsaure nach Anspruch 9.

11. Transfervektor nach Anspruch 10, wobei der Transfervektor p193(F5)pGS(RGD) ist, wie in Fig. 8 ge-
zeigt.

12. Vektor, umfassend das chimare Adenovirus-Fiberprotein nach einem der Anspriche 1 bis 8.
13. Vektor nach Anspruch 12, wobei der Vektor ein nicht behlilltes Virus ist.
14. Vektor nach Anspruch 12 oder 13, wobei der Vektor ein adenoviraler Vektor ist.

15. Vektor nach einem der Anspriiche 12 bis 14, wobei der Vektor ferner ein Passagier-Gen umfasst, wel-
ches entweder in das virale Genom inseriert ist oder an ein Coat-Protein des Adenovirus mittels einer Prote-
in/DNA-Interaktion angeheftet ist.

16. In-vitro-Verfahren zur Erhéhung der Effizienz des Zelleintritts eines Vektors, welcher ein Fiberprotein
umfasst, wobei das Verfahren umfasst: Ersetzen des Fiberproteins des Vektors durch das chimare Adenovi-
rus-Fiberprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 8.

17. In-vitro-Verfahren zum genetischen Modifizieren einer Zelle, umfassend das Inkontaktbringen der Zelle
mit einem Vektor nach einem der Anspriche 11 bis 15.

18. Wirtszelle, umfassend einen Vektor nach einem der Anspriiche 11 bis 15.

19. Verfahren zur Erhéhung der Affinitat eines Peptids fiir eine Zelloberflachen-Bindungsstelle, umfassend:
(a) Erhalten eines Wildtyp-Adenovirus-Fiberproteins, und
(b) Inserieren einer nicht-nativen Aminosauresequenz in eine oder an Stelle einer Proteinsequenz in einer pra-
existierenden Schleife eines Knob des Wildtyp-Adenovirus-Fiberproteins, wobei die nicht-native Aminosaure-
sequenz durch ihren Besitz einer RGD-Sequenz und eines oder mehrerer Cystein-Paare eingeschrankt ist, so
dass ein chimares Adenovirus-Fiberprotein resultiert.

20. Verfahren zum Erhohen der Affinitat einer RGD-Sequenz fiir eine Zelloberflachen-Bindungsstelle, um-
fassend:
(a) Erhalten eines Wildtyp-Adenovirus-Fiberproteins, und
(b) Inserieren einer RGD-Sequenz in eine oder an Stelle einer Proteinsequenz des Wildtyp-Adenovirus-Fiber-
proteins, derart, dass sie von einem oder mehreren Cystein-Paaren flankiert ist und zur Bildung einer Schleife
infolge Interaktion zwischen den Cysteinen befahigt ist.

Es folgen 20 Blatt Zeichnungen

71/91



DE 697 38432 T2 2008.12.11

Anhangende Zeichnungen
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