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Single-chain-Antikorper gegen den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor als Werkzeuge zur

Diagnose und Therapie von Prionerkrankungen und Krebs, deren Herstellung und

Verwendung

Die vorliegende Erfindung liegt auf dem Gebiet von Antikdrpern, welche gegen den
Zelloberflachenrezeptor von Prionproteinen, den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor, gerichtet
sind. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung Einzelketten-Antikérper, sog. ,,Single-
chain“-Antikérper, die spezifisch sowohl die 37 kDa Vorlduferform des Lamininrezeptors (37
kDa LRP) als auch die 67 kDa high-affinity-Form des Lamininrezeptors (67 kDa I.R)

erkennen.

Prionproteine, die am Auftreten der verschiedensten Formen von iibertragbaren spongiformen
Encephalopathien (TSEs) beteiligt sind, wie Scrapie bei Schafen, Miusen und Hamstern,
tibertragbare spongiforme Encephalopathie von Rindern (BSE), iibertragbare spongiforme
Encephalopathie bei Nerzen (TME), Kuru, Gerstmann-Straufller-Scheinker-Syndrom (GSS),
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) und fatale familidre Insomnie (FFI) beim Menschen,
bestehen hauptsichlich, wenn auch nicht ginzlich aus PrP%, einer anomalen Isoform des
ubiquitdren zelluldren Prionenproteins PrP° (siche beispielsweise Aguzzi and Weissmann,
1998; Lasmézas and Weiss, 2000; Prusiner et al., 1998).

Aus der WO 98/53838 sowie aus Rieger et al. (Rieger et al., 1997) ist bekannt, dass das PrP°
spezifisch an den Zelloberflichenrezeptor von Prionproteinen, den 37 kDa LRP/67 kDa LR,
bindet. Aus der WO 98/53838 sowie der EP-A-1 127 894 und aus Rieger et al., (Rieger et al.,
1997) ist bekannt, dass der Lamininrezeptorspiegel in Geweben von mit Scrapie infizierten

Tieren, wie Hamster und Miusen, erhoht ist.

Gauczynski et al., 2001b zeigen, dass der 37 kDa LRP/67 kDa LR als Rezeptor fiir PrP°
fungiert. Bindestellen auf beiden Molekiilen wurden gemappt (Hundt et al., 2001) und
Heparansulfatproteoglykane (HSPGs) als Cofaktoren bzw. Corezeptoren fiir PrP° identifiziert
(Hundt et al., 2001).
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Der 37 kDa laminin receptor precursor (37 kDa LRP, p40, LBP) ist das Vorl‘ciuferprotein des
67 kDa high affinity Lamininrezeptors (67 kDa LR) (Rao et al., 1989; Yow et al., 1988). Die
67 kDa Form wurde zunichst aus Tumorzellen isoliert (Lesot et al., 1983; Malinoff and
Wicha, 1983; Rao et al., 1983), wo das Protein eine hohe Affinitit zu Laminin aufweist.

Der 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor ist ferner in Tumorgeweben iiberexprimiert (Lesot et al.,

1983; Malinoff and Wicha, 1983; Rao et al., 1983).

Laminin ist ein Glykoprotein der extrazelluldren Matrix, wo es an der Anhaftung, Bewegung,
Differenzierung und Wachstum von Zellen beteiligt ist (Beck et al., 1990). Beide Formen des
Lamininrezeptors existieren nebeneinander in Siugerzellen, was durch immunologische

Studien von Membranfraktionen gezeigt werden konnte (Gauczynski et al., 2001b).

Die 37 kDa Form kommt auch im Zytosol vor, wo sie mit Ribosomen assoziiert ist und
Aufgaben bei der Proteintranslation {ibernehmen kann (Auth and Brawerman, 1992; Sato et
al., 1999). Es wurde auch die Existenz dieses Proteins im Kern diskutiert, wo sie bei der
Aufrechterhaltung von Strukturen involviert sein soll (Kinoshita et al., 1998; Sato et al.,
1996).

Bei LRP/LR handelt es sich um ein multifunktionelles Protein, welches ausgehend von dem
Genprodukt p40 zwei unterschiedliche Formen bilden kann, in verschiedenen
Zellkompartimenten vorkommt und dort unterschiedliche Funktionen ausiibt. Die
Aminoséauresequenz des 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptors ist hochkonserviert, mit einer
hohen Homologie bei Siugern (Rao et al., 1989). Durch eine Evolutionsanalyse der
Aminosiuresequenz konnte gezeigt werden, dass die palindromische Sequenz LMWWML
verantwortlich fiir die Fahigkeit ist, Laminin zu binden. Diese Sequenz liegt im PrP-
bindenden Bereich des 37 kDa LRP (Ardini et al., 1998; Hundt et al., 2001; Rieger et al,,
1997).

Es scheint, dass das ribosomale Protein p40, das zun#chst nicht die Fahigkeit besaB Laminin
zu binden (Auth and Brawerman, 1992), im Laufe der Evolution durch Aminosiureaustausch

und Einfithrung von posttranslationalen Verdnderungen zu einem lamininbindenden
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Zelloberflachenprotein evolvierte, welches auch Elastin (Hinek et al., 1988; Salas et al., 1992)
und Kohlenhydratketten (siehe beispielsweise Ardini et al., 1998; Mecham, 1991; Rieger et
al., 1999) binden kann.

Die Lamininrezeptorfamilie ist in vielen eukaryotischen Zellen hochkonserviert (Keppel and
Schaller, 1991; Wewer et al., 1986) und kann auch in Archaea gefunden werden (Ouzonis et
al.,, 1995). Der 37 kDa LRP fungiert als Rezeptor fiir das Venezuelanische Equine
Enzephalitis Virus auf Moskitozellen (Ludwig et al., 1996), wihrend die 67 kDa Form
offensichtlich als Rezeptor fiir das Sindbis Virus dienen kann (Wang et al., 1992).

Hinsichtlich der der Umwandlung der 37 kDa Form in das 67 kDa Protein zugrundeliegenden
Prozesse ist bekannt, dass beide Proteine aus der 37 kDa Komponente bestehen, wobei
mehrere Vorschlage gemacht wurden, die groBere Masse des reifen Proteins zu erkliren.
Homodimerisierung des 37 kDa Proteins, wie auch die Bindung einer anderen Komponente
wurden diskutiert (Castronovo et al., 1991; Landowski et al., 1995). Andere Studien jedoch
schlagen ein durch Fettsiuren stabilisiertes Heterodimer vor (Buto et al., 1998). Kiirzlich
wurde gezeigt, dass der 67 kDa Lamininrezeptor auch auf aktivierten humanen T-
Lymphozyten vorkommt und dort zusammen mit Integrinen eine starke Affinitét zu Laminin
aufweist (Canfield and Khakoo, 1999).

Es ist jedoch festzuhalten, dass gegenwiirtig der 37 kDa/67 kDa Polymorphismus nicht

~ abschlieBend geklart ist.

Der 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor ist durch mehrere Gene im Genom von Siugern
vertreten. Beim Menschen sind es 26, bei der Maus 6 Kopien (Fernandez et al., 1991; Jackers
et al., 1996b). Das Gen besteht aus sieben Exons und sechs Introns, wobei es sich bei den
meisten Genkopien wahrscheinlich um Pseudogene handelt (Jackers et al., 1996a). Bei der
Maus gibt es Hinweise, dass mindestens zwei der sechs Gene aktiv sind und sich auf
Chromosom 9 befinden (Douville and Carbonetto, 1992; Fernandez et al., 1991). Mit Hilfe
von T RIBE;MCL, ein Algorithmus zur Detektion von Proteinfamilien (Enright et al., 2002),
wurden fiinf LRP-Gene bei der Verwendung des Programms zum Screening der aktuellen

Maus Genom Sequenz Datenbank (www..ensembl.org) identifiziert. Interessanterweise wurde
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kiirzlich gezeigt, dass sich auf Chromosom 9 méglicherweise Genloci befinden, welche die

Inkubationszeit von Prionenerkrankungen bei Mausen beeinflussen (Stephenson et al., 2000).

Das Gen, das fiir den 37 kDa LRP codiert, ist in vielen verschiedenen Spezies identifiziert
worden, wie Saccharomyces cerevisiae (Davis et al., 1992), Arabidopsis thaliana (Garcia-
Hernandez et al.,, 1994), Drosophila melanogaster (Melnick et al., 1993), dem Seeigel
Urechis caupo (Rosenthal and Wordeman, 1995), Chlorohydra veridissima (Keppel and
Schaller, 1991), Candida albicans (Lopez-Ribot et al., 1994) und dem Archaebakterium
Haloarcula marismortui (Ouzonis et al,, 1995) und den Siugern (siehe beispielsweise
Gauczynski et al., 2001a; Leucht and Weiss, 2002; Rieger et al., 1999).

Aus der WO 98/53838 sowie aus einer spiteren Publikation (Leucht et al., 2003) ist bekannt,
dass der polyklonale LRP-Antikdrper W3 die PrP™-Vermehrung in kultivierten neuronalen
Zellen verhindert. Dies zeigt, dass generell Antikorper gegen 37kDa LRP/67 kDa LR die
Prionenvermehrung  zumindest in Zellkultur vollstdindig unterdriicken konnen.
Interessanterweise blieben die Zellen auch dann frei von PrP%° (Leucht et al., 2003), wenn
nach Weiterkultivierung fiir weitere zwei Wochen kein LRP/LR-Antikérper zugegeben
wurde. Dies zeigt, dass generell LRP/LR-Antikérper in der Lage sind, Prion-infizierte

Zellkulturen von einer Prioninfektion vollstindig zu heilen.

Weiterhin ist aus der EP-A-1 127 894 bekannt, dass LRP/LR-Antikorper diagnostisch zur
Erkennung von Prionerkrankungen eingesetzt werden konnen, da der LRP/LR-Spiegel in

Geweben von mit Scrapie infizierten Nagern erhoht ist.

Polyklonale Antikdrper gegen LRP/LR, die in der WO 98/53838 und der EP-A-1 127 894
beschrieben sind, besitzen jedoch den Nachteil, dass sie nur schwierig zu selektieren sind,
sehr groff sind und eine hohe Immunogenitit zeigen. Diese Antikérper stehen im Gegensatz
zu Single-chain-Antikorpern, welche in grossen Mengen in E.coli synthetisiert werden

konnen, nur in begrenztem Umfang zur Verfiigung,
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es folglich, neue monoklonale Antikérper, welche
spezifisch LRP/LR erkennen, bereitzustellen, die leicht zu selektieren sind, sich durch eine

geringe Grofe auszeichnen und eine geringe Immunogenitit aufweisen.

Gegenstand eines ersten Aspekis der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-
Antikorpermolekiil, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die
Aminosiuresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie

Homologe der Fragmente.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-
Antikdrpermolekiil, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die
Aminosiuresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie

Homologe der Fragmente.

Ein Homolog des Antikérpermolekiils, das die Aminosiduresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4
umfasst, ist iiblicherweise zu mindestens 70%, vorzugsweise zu 80 oder 90% und
insbesondere zu 95% homolog zu dem die Aminosiuresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4
umfassenden Antikérpermolekiil tiber eine Region von mindestens 60, 80 oder 100 oder mehr

benachbarte Aminosiuren.

Im allgemeinen weist ein Fragment des erfindungsgem#Ben Antikdrpermolekiils, das die
Aminosiuresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 umfasst, oder ein Homolog hiervon eine

Aminosiurelange von mindestens 30, 40, 50 oder 60 Aminosiuren auf.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist eine cDNA, die fiir das
Antikorpermolekiil mit der Bezeichnung S18 codiert, welches gegen LRP/LR gerichtet ist und
das die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.1 umfasst, sowie eine Fragment-cDNA, die selektiv an
die cDNA hybridisiert.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist eine cDNA, die fiir das

Antikorpermolekiil mit der Bezeichnung N3 codiert, welches gegen LRP/LR gerichtet ist und
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das die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.3 umfasst, sowie eine Fragment-cDNA, die selektiv an
die cDNA hybridisiert.

Eine ¢cDNA mit der Fihigkeit zur selektiven Hybridisierung an die cDNA, die die
Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 oder 3 umfasst, ist iiblicherweise zu mindestens 70%,
vorzugsweise zu 80 oder 90% und insbesondere zu 95% homolog zu der die
Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 oder 3 umfassenden cDNA iiber eine Region von mindestens
60, 80 oder 100 oder mehr benachbarten Nukleotiden. |

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Replikations- oder
Expressionvektor, der die erfindungsgemdfle cDNA tragt. Die Vektoren k&nnen
beispielsweise Plasmid-, Virus- oder Phagenvektoren sein, die einen Replikationsursprung
und gegebenenfalls einen Promotor fiir die Expression der cDNA und gegebenenfalls einen
Regulator des Promotors umfassen. Der Vektor kann ein oder mehrere selektierbare
Markergene, beispielsweise das Ampicillinresistenzgen, enthalten. Der Vektor kann in vitro,

beispielsweise zur Produktion von RNA entsprechend der cDNA oder zumTransfizieren einer

~ Wirtszelle verwendet werden. Als Vektoren eignen sich beispielsweise virale Vektoren

(Lentiviren, Adenoviren, Adeno-associated Viren (AAV)).

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind Wirtszellen, die mit den
Vektoren fiir die Replikation und Expression der erfindungsgeméBen cDNA, einschlieBlich
der cDNA, die die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 oder 3 oder den offenen Leserahmen
hiervon umfasst, transformiert sind. Die Zellen sind so gewihlt, dass sie mit dem Vektor
kompatibel sind. Beispiele hierfiir sind Bakterien-, Hefe-, Insektenzellen oder Siugerzellen,

insbesondere E.coli-Zellen oder Siugerzellen.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur
Herstellung eines Antikorpermolekiils, das ein Kultivieren von Wirtszellen gemiB der
vorliegenden Erfindung unter zur Expression eines erfindungsgemiBen Antikérpermolekiils

wirksamen Bedingungen umfasst.
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Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische

‘Zusammensetzungen, die ein erfindungsgemifes Antikérpermolekiil in Verbindung mit

einem pharmazeutisch akzeptablen Verdiinnungsmittel und/oder Triger umfassen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform eignet sich die oben genannte

pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Prionerkrankungen.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind diagnostische
Zusammensetzungen, die ein erfindungsgemifies Antikdrpermolekiil in Verbindung mit

einem akzeptablen Verdiinnungsmittel und/oder Triger umfassen.

Das oben beschriebene Antikdrpermolekiil umfasst auch solche, bei denen ein Teil ihrer
Aminoséuresequenz fehlt (d.h. ein Antikérpermolekiil, das lediglich die essentielle Sequenz
zur Entfaltung der biologischen Aktivitit der in SEQ ID Nr. 2 oder 4 angegebenen
Aminosduresequenz umfasst), solche, bei denen ein Teil ihrer Aminosiuresequenz durch
andere Aminosduren ersetzt ist (d.h. bei denen eine Aminosiure durch eine Aminosiure
dhnlicher Eigenschaft ersetzt ist) und solche, bei denen andere Aminoséduren an bzw. in einen

Teil threr Aminosiuresequenz addiert bzw. inseriert sind.

Abb. 1 zeigt die schematische Darstellung eines single chain (Einzelkettenantikérpers) scFv
im Vergleich zum die volle Lange aufweisenden Antikérper, bestehend aus Fab- u. Fc-Teil.
Der scFv besteht aus einem Teil der schweren Kette (Vy). und einem Teil der leichten Kette
(Vo). Beide Teile stammen aus dem Fab Teil eines Antikorpers, welche fiir die
Antigenerkennung zustéindig ist. Vi und Vy sind durch einen Linker (YOL) verbunden.

Abb. 2 zeigt schematisch die naive scFv Bank, welche zum Screening der scFv Antik&rper
gerichtet gegen GST::LRP verwendet wurde. Die naive Bank enthilt etwa 2 x 10° Klone und
wurde durch die Kombination der kodierenden Regionen fiir die schweren (Vi) und leichten
Ketten (VL) nach PCR Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere
Blutlymphozyten) generiert.
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Abb. 3 zeigt schematisch die synthetische scFv Bank bestehend aus selektierten Frameworks
mit guten Faltungseigenschaften und hohen Expressionsraten und enthaltend randomisierte

Sequenzen in ihren CDR3 Regionen. Die Bank enthilt etwa 1 x 10° Klone.

Abb. 4 zeigt schematisch das Soreening—Verfahren iber Phage-Display. Bei diesem Verfahren
werden die in Abb. 2 und Abb. 3 dargestellten naiven oder synthetischen scFv Banken
eingesetzt. Das in der WO 98/53838 beschriebene Antigen GST::LRP wurde auf Polystyrol-
Tubes immobilisiert. Nur Phagen, welche scFv prisentieren, welche GST::LRP binden,
werden selektiert. Unspezifisch gebundene Phagen werden weggewaschen. Es folgt eine
Ampliﬁkation‘ dieser Phagen, wobei diese iiber drei aufeinanderfolgende Selektionsrunden

angereichert werden.

Abb. 5 zeigt einen ELISA von periplasmatischen Rohextrakten von Klonen erhalten nach drei
Selektionsrunden aus der naiven scFv Bank. Die Extrakte wurden an rekombinanten
GST::LRP Fusionsprotein getestet. Das Ergebnis ist in Abb. 7 tabellarisch dargestellt. K =

nur Sekundérantikérper.

Abb. 6 zeigt einen ELISA von periplasmatischen Rohextrakten von Klonen erhalten nach drei
Selektionsrunden aus der synthetischen scFv Bank. Die Extrakte wurden an rekombinanten
GST::LRP Fusionsprotein getestet. Das Ergebnis ist'in Abb. 7 tabellarisch dargestellt. K =

nur Sekundérantikorper.

Abb. 7 stellt das Ergebnis der ELISAs aus Abb. 5 und 6 schematisch zusammen. 32 aus 48
Klonen (66%) im Falle der naiven Bank (Abb. 5) und 25 aus 47 Klonen (53%) aus der
synthetischen Bank zeigten positive Signale. Es wurde weiterhin eine Retestung von 13
Klonen aus der naiven und 6 Klonen aus der synthetischen Bank auf GST (ohne
Fusionspartner) durchgefiihrt. GST wurde nicht erkannt, was darauf schliessen lasst, dass die
scFvs nur den LRP-Teil des Fusionsproteins erkennen. Eine Restriktionsanalyse der cDNAs
der 13 Klone aus der naiven Bank mit Bs/NI zeigte, dass 10 Klone identisch waren (10/13).
Ein weiterer Klon wurde zweimal identifiziert (2/13). Ein Klon (N37) ergab ein individuelles

Restriktionsmuster.
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Abb.8 zeigt die Detektion von rekombinantem GST::LRP durch individuelle Klone selektiert
aus der synthetischen (S) und naiven (N) scFv Bank. Ausgewd#hlte Klone, welche iiber ELISA
identifiziert wurden (Abb.5 u.6) wurden im Western Blot getestet. In jeder Spur wurde eine
Mischung von rec. GST und GST::LRP exprimiert im Baculovirussystem auf einem 12%igen
SDS-PA-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet.
Die einzelnen Spuren des Blots wurden ausgeschnitten und die einzelnen Streifen mit
periplasmatischen Exirakten der selektierten individuellen scFvs aus der naiven und
synthetischen Bank oder respektiven Kontrollen inkubiert. Das polyklonale anti-LRP
Antiserum W3 bekannt aus WO 98/53838 wurde mit einem polyklonalen Ziege anti-Rabbit
(Hase) HRP-Konjugat (Dianova) detektiert. Die scFvs wurden mit einem monoklonalem
Maus-anti-penta-Histidin Antikérper (Qiagen) gefolgt von einem Ziege Anti-Maus HRP-
Konjugat (Dianova) detektiert. Anti-rabbit-HRP: nur Ziege-anti-Hase Konjugat. Anti-His:
monoklonalerMaus anti Histidine Antikérper mit einem weiteren Ziege Anti Maus HRP
Konjugat. Anti-Maus-HRP: nur Ziege anti-Maus-HRP Konjugat. MIuC5: monoklonaler anti-
LRP Antikorper, welcher in der Western Blot Analyse nicht funktioniert.

Die scFvs N3, sowie S18 und S23 lieferten starke Signale. Keiner der scFv Antikdrper

erkannte rec. GST, was zeigt, dass alle scFvs den LRP Teil erkennen.

Abb.9 zeigt den Nachweis von LRP/LR auf der Oberfliche und intrazelluldr von N2a Zellen.
Oberfliche: Die Zellen wurden inkubiert mit 100 pg/ml anti-LRP Antiserum W3 (WO
98/53838), dann mit dem FITC-konjugierten Ziege-anti-Hase IgG.

scFv anti-LR/LRP N3 und S18 wurden mit jeweils 18 pg/ml eingesetzt und detektiert mit
monoklonalem anti-His-Antikorper (1:20;Dia900) gefolgt von FITC-konjugiertem Ziege-anti-
Maus IgG.

Intrazellular: Die Zellen wurden fixiert mit 3% Paraformaldehyd, und inkubiert mit 50 mM
NH;Cl/20 mM Glycin vor der Anfarbung mit den oben beschriebenen Antikorpern mit
folgender Verénderung: alle Wasch- und Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur in
einem 0.1 % Saponin haltigen Puffer ausgefiihrt. Die scFv-Antikorper wurden jeweils zu
Konzentrationen 9 pg/ml eingesetzt.

Abb. 10 zeigt den Nachweis von LRP/LR auf der Oberfldche und intrazellular von Jurkat
Zellen (humane, periphere Blutleukémie-T-Zellen). Die verwendeteten Antikorper, Sekundir
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und Tertirantikdrper entsprechen den in der Legende von Abb. 9 beschriebenen. Die
verwendete Methode entspricht der in Abb. 9 beschriebenen ausser, dass Jurkat-Zellen

verwendet wurden.

Abb. 11 zeigt den Nachweis von rekombinantem LRP::FLAG bzw. endogenem LRP/LR in
Baby-Hamster Kidney Zellen (BHK) transfiziert mit SFV1-huLRP-FLAG bzw. SFV1-mo-
LRP::FLAG. BHK-Zellen wurden auf dem Fachmann auf dem Fachgebiet bekannte Weise
entweder nicht (n.t.) oder mit den rek. Semliki-Forest-Virus (SFV) RNAs SFV1-huLRP-
FLAG bzw. SFV1-moLRP::FLAG transfiziert. Die Methode der Herstellung rec. SFV RNA,
der Transfektion sowie der Analyse durch Western Blotting oder Immunofluoreszenz
(Abb.12) oder FACS (Abb.13) wurden bereits beschrieben (Gauczynski et al., 2002;
Gauczynski et al., 2001b). 24 h post Transfektion wurden Gesamtzellextrakte durch Western
Blotting analysiert. Die Gesamtzellextrakte wurden auf einem 12 % igen PA-Gel aufgetrennt,
danach die Proteine auf PVDF-Membran geblottet. Als Primarantikérper wurden die scFvs
S18 (C) und N3 (A) (Verdinnung jeweils 1:1000) eingesetzt, als Sekundarantikérper Maus-
anti-c-myc  (1:1000) als Tertigrantikrper anti-Maus-HRP (horse raddish-peroxidase)
gekoppelt. Als Kontrolle wurde der anti-LRP Antikérper mL.RP43512 (A), sowie eine anti-
mouse-IgG-HRP gekoppelter Sekundérantikorper verwendet. Als Ladungskontrolle wurde der
B-Actin Spiegel bestimmt. Dazu wurde ein anti-B-actin Antik6rper (Chemicon) eingesetzt.
Nachweis erfolgte durch Chemiluminescenz (Western Lightning, NEN). Die svFvS18 und N3
erkennen spezifisch das rec. LRP::FLAG. S18 und N3 erkennen éndogenes LRP (B,C). N3
erkennt endogenen LR (67 kDa) (B).

Abb. 12. Immunofluoreszenz-Analyse von LRP/LR in BHK Zellen transfiziert mit
rekombinater SFV RNA. BHK-Zellen wurden wie in Abb. 11 beschrieben nicht-transfiziert
oder mit den rec. SFV RNAs SFV-1-muLRP-FLAG und SFV-1-huLRP-FLAG transfiziert.
Die scFv Antikérper S18 und N3 sowie der aus der WO 98/53838 bekannte W3 Antikérper
wurden jeweils 1: 100 eingesetzt. Fiir S18 und N3 wurde ein Anti-c-myc-FITC gekoppelter
SekundarantikSrper jeweils 1:500 eingesetzt. Fiir W3 wurde ein anti-rabbit-Cy2 gekoppelter
Antikorper (1:500) eingesetzt. Als Kontrolle wurde nur der Sekundérantikdrper anti-c-myc-
FITC (1:500) eingesetzt. Der Nucleus wurde mit DAPI gefarbt. Diese Farbung ist in der Abb.

nicht zu sehen. Zellen wurden mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden nicht
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permeabilisiert, was Zelloberflichen-Farbung garantiert. Die Abb. zeigt, dass die scFv S18
und N3 LRP::FLAG an der Oberflache der transfizierten Zellen detektieren. Beide scFv S18
und N3 sind auch in der Lage endogenes LRP zu detektieren (2. u. 3. Linkes Bild von oben).

Abb. 13 zeigt ein FACS-Analyse von BHK-Zellen, welche nicht transfiziert oder mit den
rekombinanten SFV-RNAs SFV-1-huLRP-FLAG bzw. SFV-1-muLRP-FLAG ftransfiziert
wurden. ScFVS18 und N3 wurden in der Konz. 18 pg/ml, der W3 Antikérper und der Anti-
Galectin-3 Antikérper mit 100 pg/ml eingesetzt. Sekundirantikérper: anti-c-myc-FITC
gekoppelt fiir S18 und N3, anti-rabbit-Cy2 fir W3 und anti-Maus-Cy2 gekoppelt fiir anti-gal3
Antikdrper (Verdiinnung der Sekundarantikdrper 1:500). Zellen wurden nicht permeabilisiert,
was Zelloberflichenfirbung garantiert. Die Abbildung zeigt, dass scFv S18 und N3
LRP::FLAG auf der Zelloberfliche lebender Zellen nachweisen kénnen.

Abb. 14 zeigt den Nachweis eines erhthten LR Spiegels in der Leukozytenfraktion des Blutes
von Rindern, welche an BSE erkrankt sind im Western Blot durch den ScFv S18. Die
Blutproben (500 pl) von an BSE erkrankten Rindern sowie gesunden Rindern wurden 1: 1 mit
1 x SSC gemischt, Zentrifugation bei 4000 rpm/10 min. Abnahme des Uberstands, Pellet in 1
x SSC resuspendieren, erneut zentrifugieren und Uberstand abnehmen. Pellet so lange
waschen bis Pellet weil} ist. Das weille Leukozytenpellet wird inv100 ul TBS resuspendiert.
Die Leukozyten werden auf einem 12.5 %igen PA-Gel analysiert. Als Kontrolle wird
GST::LRP aus dem Baculovirusexpressionssystem aufgetragen. Die Proteine werden auf
PVDF-Membran geblottet und mit dem scFv Antikérper S18 (1:1000; etwa 2 pg/ml) sowie
als Kontrolle zur Detektion des B-Actin-Spiegels mit einem anti-B-Actin-Antikorper
(Chemicon) abgegriffen. Fiir scFv S18: Sekundérantikdrper, anti-c-myc (1:1000),
Tertidrantikérper Ziege-anti-Maus-IgG-HRP gekoppelt (1:5000). GST::LRP wurde iiber den
W3 Antikérper, Sek. Antikérper anti-rabbit-IgG-HRP gekoppelt. Die Abbildung zeigt einen
erhShten LR-Spiegel in der Leukozytenfraktion von an BSE leidenden Rindem.

Abb.15 zeigt den Nachweis eines' ethohten LR-Spiegels in der Cerebrosinalfliissigkeit (CSF;
Liquor) von an BSE erkrankten Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Es wurden
gleiche Proteinmengen aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde GST::LRP (rec. aus

Baculovirussystem) aufgetragen. Gesamtliquor wurde auf einem 12.5 %igem PA-Gel
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aufgetrennt und auf PVDF Membran geblottet. ScFv S18 und N3 jeweils 1:1000 verdiinnt (je -
ca. 2 pg/ml), Sekundérantikérper Maus-anti-c-myc (1:1000), Tertisrantikorper Ziege-anti-
Maus-IgG-HRP gekoppelt. Nachweis iiber Chemilumineszenz. Die Abbildung zeigt einen
erhohten LR-Spiegel detektiert durch scFv S18 und N3 in der CSF von an BSE erkrankten
Rindern.

Abb.16 zeigt schematisch, dass scFv S18 und N3 die Bindung und Internalisierung von
exogenem getaggten PrP® verhindemn konnen. Die Abb. zeigt einen méglichen
‘Wirkmechanismus der svFv S18 und N3, niimlich der Blockierung der Aufnahme der

zelluldren Form des Prionproteins.

Abb. 17 zeigt schematisch, dass zu mit Scrapie infizierten Zellen gegebene scFv Antikorper
S18 und N3 die Zellen von einer Scrapie-Infektion heilen kénnen (Therapeutischer

“‘Wirkmechanismus).

Abb. 18 zeigt schematisch eine prophylaktische Wirkungsweise der scFv S18 und N3.
‘Werden beide Antikorper zu nicht-infizierten Zellen gegeben, verhindern sie, dass die Zellen

it Scrapie infiziert werden kénnen (Prophylaktischer Wirkmechanismus).

Abb. 19 zeigt schematisch die therapeutische in vivo-Anwendung der scFv Antikérper S18
und N3 im Tier (Passiver Antibody Transfer). (A) Die Antikorper werden zunichst in gesunde
"Tiere vorzugsweise Mause oder Hamster injiziert vorzugsweise intraperitoneal, um mogliche
spezifische und nichtspezifische (d.h. Entziindungsantwort) Nebeneffekte der Antikdrper zu
detektieren. (B) Die scFv Antikérper S18 und N3 werden dann zu verschiedenen Zeitpunkten
nach einer PrPSc Inokulation — vorzugsweise ein Tag nach der PrP*-Inokulation mit der
intraperitonealen Applikation begonnen. Weiterhin werden die Antikérper nach folgendem
Protokoll wiederholt appliziert: Eine initiale Dosis von jeweils 200 pg der S18 und N3
Aantikdrper wird intraperitoneal (i.p.) injiziert in vorzugsweise C57/BL6 Miuse ein Tag nach
intraperitonealer Inokulation mit einem Prion-Stamm vorzugsweise dem BSE Stamm 6PB1.
Es folgen ip. Injektionen zweimal pro Woche mit 100 pg der scFv S18/N3 fiir weitere
vorzugsweise acht Wochen. Ein Teil der Tiere wird 90 Tage p.i. getétet und auf PrP*

Anwesenheit biochemisch untersucht. Fin anderer 4Tei1 der Tiere wird entweder zum
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terminalen Stadium einer TSE-Erkrankung untersucht oder falls keine Symptome auftraten

am Ende der Lebenszeit.

Abb. 20 zeigt den Gentherapie- und Zelltherapie-Ansatz zur Behandlung von
Prionerkrankungen mit Hilfe der scFv Antikérper S18 und N3. Der Gentherapeutische Ansatz
verwendet virale Vektoren vorzugsweise AAV, um Gene, welche fiir S18 und N3 kodieren, in
Tiere oder Menschen zu ftransferieren. Der zelltherapeutsiche Ansatz erfolgt durch
Transplantation von enkapsulierten Zellen, welche die scFv Antik6érper S18 und N3

sezernieren. Beide Ansétze werden in den nachfolgenden Abbildungen niher erliutert.

Abb.21 zeigt die Anwendung rekombinanter AAV Viren, welche scFv S18/N3 exprimieren
konnen, an mit Scrapie infizierten Zellen. Die Infektion von mit Scrapie infizierten
neuronalen Zellen mit rekombinanten S18/N3 exprimierenden AAV Viren sollen diese Zellen

von Scrapie heilen.

Abb.22 zeigt den gentherapeutischen Ansatz mit rekorﬁbinanten AAYV Viren, welche S18/N3
exprimieren, in vivo in S#ugetieren (einschliesslich dem Menschen) vorzugsweise Mausen.
(A) Nach Injektion der rekombinanten AAV Viren direkt ins Gehirn von gesunden Tieren,
wird die Expression der scFV Antikorper S18 und N3 durch Western Blot Analyse der
Gehrinfraktionen iberpriift. (B) Miuse werden vor, wihrend oder nach einer PrP%°

Inokulation mit rekombinanten S18/N3 exprimierenden AAV Viren injiziert. Eine

| Verzogerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Miuse wird durch psychomotorische

Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.

Abb.23 zeigt die Klonierung und Expression/Sekretion von scFv Antikérper S18 und N3 von
neuronalen Zellen und schematisch von Muskelzellen. (A) Die cDNA, welche fiir S18 und N3
kodiert wird tiber die Restriktionsstellen HindIIUNotl in den Sekretionsvektor pSecTag2B
kloniert. (B) Neuronale Zellen werden mit rec. pSecTag2B, welcher S18 und N3 kodiert,
transfiziert. (C) Transfizierte Zellen zeigen 24 Stunden post transfektion (p.t.) die Expression
und Sekretion von S18 und N3 durch Western Blotting (1. Antikorper: anti-c-myc; 2.
Antikérper:  anti-Maus-IgG-HRP  konjugiert. Detektion iiber Chemilumineszenz). Die
Abbildung zeigt, dass die scFv S18 und N3 von N2a Zellen sezerniert werden.kénnen.



10

15

20

25

30

WO 2005/035580 PCT/EP2004/011268

14

Abb. 24 zeigt die Anwendung S18/N3 sezernierender ScN2a Zellen. Nach Transfektion

Scrapie propagierender Zellen sollen diese von PrP* geheilt werden.

Abb. 25 zeigt schematisch die Zelltherapie durch scFv S18/N3 sezernierende Zellen
vorzugsweise Muskelzellen oder neuronale Zellen, BHK Zellen oder NIH3T3 Zellen, welche
enkapsuliert sind und in das Gehirn von Siugetieren einschliesslich dem Menschen
transplantiert werden. Durch die Sekretion der scFv S18/N3 soll die Prion-Propagation im

Gehirn des Organismus gestoppt werden.
Abb. 26 zeigt die Epitop-kartierung der scFv S18/N3 Antikérper.

Abb. 27 zeigt eine schematische Darstellung der Epitop-kartierung der scFv S18/N3
Antikorper.

Verzeichnis der Abkiirzungen:

Ab = Antikdrper
AAV = Adeno-Associated-Virus

BHK = Baby Hamster Kidney Zellen

BSE = bovine spongiforme Enzephalopathie

BSE+ = Rind, welches an BSE erkrankt ist

BSE- = Rind, welches gesund ist

CDR1/2/3 = complementary determining region 1/2/3

(s/f/nv) CJD = (sporadic/familial/new variant) Creutzfeldt-Jakob-Disease

c-myc = Epitop aus dem korrespondierenden Oncogen
CMYV = Cytomegalovirus

CWD = Chronic wasting disease

cy2 = 4‘-6-diamidine-2-phenylindole
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dsRed = Red Fluorescence protein

eGFP = enhanced Green Fluorescence Protein -

ELISA = Enzym Linked Immunoabsorbant Assay

F.p = Antigenbindestelle eines Antikorpers

F. = konstante Region eines Antikorpers

FF1 = fatal familial insomnia

FI'TC = fluorescein isothiocyanat

FL.AG = Polypeptid bestehend aus den acht Aminoséuren DYKDDDDK
GSS = Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom

GST = Glutathion-S-Transferase

GST::LRP = Fusion aus GST (N-terminal) mit LRP (C-terminal)

Igx = x-Kette der Immunglobulin

1.p. = intraperitoneal

Jurkat-Zellen = humane, periphere Blutleuk#mie-T-Zellen

N1-47 = scFv Antikorper selektiert aus der naiven scFv Bank

His = Histidin

HRP = Horse Raddish Peroxidase

Linker = Aminosiuresequenz, welche zwei Proteindoménen verbindet
LR = 67 kDa Form des Lamininrezeptors (high affinity Lamininrezeptor)
LRP = Lamininrezeptor Precursor

Mrx(K) = Molekulargewichtsstandard in kDa

pIII = Phagenhiillprotein

polyHis: Polypeptid bestehend aus sechs Histidin-Resten

PrP° = zellulire Form des Prionproteins

PrP% = Scrapie-Form des Prionproteins

S1-47 = scFv Antikorper selektiert aus der synthetischen scFv Bank
(Sc)GT1 = (scrapie infizierte) hypothalamic neuronal cells
(Sc)N2a = (scarpie infizierte) Neuroblastomzellen

W3 = Antikérper W3 gerichtet gegen LRP/LR, polyklonal

scFy = single chain Antikorper der variablen Region bestehend aus Vi und Vy verbunden

durch einen Linker

scF, N3 = single chain Antikérper N3 selektiert aus der naiven scF, Bank



10

20

25

30

WO 2005/035580 PCT/EP2004/011268

16

scFy S18 = single chain Antikérper S18 selektiert aus der synthetischen scF, Bank
SFV = Semliki-Forest-Virus

TSE = transmissible spongiforme Enzephalopathie

V1 = Leichte Kette der variablen Region eines Antikorpers

Vu = schwere Kette der variablen Region eines Antikorpers

Gegenstand eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-
Antikorpermolekiil, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die
Aminos#uresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie

Homologe der Fragmente.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-
Antikdrpermolekiil, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die
Aminos#uresequenz. SEQ ID Nr. 4 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie

Homologe der Fragmente.

Ein Homolog des Antikérpermolekiils, das die Aminosiuresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4
umfasst, ist iiblicherweise zu mindestens 70%, vorzugsweise zu 80 oder 90% und
insbesondere zu 95% homolog zu dem die Aminosiduresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4
umfassenden Antikérpermolekiil tiber eine Region von mindestens 60, 80 oder-100 oder mehr

benachbarte Aminosduren.

Im allgemeinen weist ein Fragment des erfindungsgeméfen Antikorpermolekiils, das sie
Aminosiuresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 umfasst, oder ein Homolog hiervon eine

Sequenzlidnge von mindestens 30, 40, 50 oder 60 Aminoséuren auf.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem erfindungsgem&Ben
Antikérpermolekiil um ein solches mit der Bezeichnung S18, das die Aminosiuresequenz
SEQ ID Nr. 2 aufweist.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem erfindungsgeméBen
Antikérpermolekiil um ein solches mit der Bezeichnung N3, das die Aminosiuresequenz SEQ
ID N1. 4 aufweist.

Die erfindungsgemifien Single-chain-Antikérper (scFv) bestehen aus einer Fusion der
variablen schweren Ketten (Vy) und der variablen leichten Ketten (Vi) eines
Antikdrpermolekiils. Beide Ketten sind iiber einen Peptidlinker (YOL) verbunden. ScFvs,
welche aus den scFv-Bibliotheken stammen, tragen ein C-terminales Histidin-Tag, welches
sowohl zur Detektion des scFv als auch zu dessen Reinigung iiber IMAC verwendet werden
kann (Abb. 1 u. Abb. 2).

Antikérper gegen LRP/LR dienen auch als niitzliche Werkzeuge zur Diagnostik von
Krebserkrankungen und konnen auch als Therapeutika in Krebserkrankungen eingesetzt
werden. Die in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Single-chain-Antikérper,
vorzugsweise die Antikdrpermolekiile mit der Bezeichnung S18 und N3, kénnen auch zur

Diagnostik und Therapie von Krebserkrankungen eingesetzt werden.

Abb. 10  zeigt die Zelloberflachenerkennung und. intrazelluldre Erkennung von LRP/LR auf
Jurkat-Zellen (humane, periphere Blutleukidmie-T-Zellen) durch die Single-chain-Antikérper
S18 und N3. Das Beispiel zeigt, dass die erfindungsgemif bevorzugten Antikérpermolekiile
S18 u. IN3 zur Diagnose von Leukimie geeignet sein kénnen. S18 und N3 kénnen sich aus
diesem Befund auch fiir die Diagnose anderer Krebserkrankungen eignen.

Solche .Antikérper sind sowohl fiir die Diagnose wie auch zur Therapie von tibertragbaren

spongiformen Encephalopathien (transmissible spongiform encephalopathies, TSE) duBerst
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geeignet. Deshalb eignen sich auch die hier zum erstenmal beschriebenen Single-chain-

Antikorper zur Diagnostik von Prionerkrankungen.

Die erfindungsgemif} bevorzugten Antikdrpermolekiile mit der Bezeichnung S18 bzw. N3
wurden aus komplexen synthetischen und naiven Antikérperbanken mit Hilfe der Phagen-
Display-Technologie unter Verwendung des in der WO98/53838 beschriebenen GST::LRP

Fusionsproteins als Selektionsantigen gewonnen.

Die zur Selektion der scFv-Antikorper verwendeten komplexen scFv-Banken enthielten
zusammen etwa 3x10° individuelle Klone (die naive Bank enthielt etwa 2 x 10° Klone, die
synthetische Bank etwa 1 x 10° Klone). Die naive IgM Bank wurde durch die Kombination
der kodierenden Regionen fiir die variablen schweren und leichten Ketten nach PCR
Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere Blutlymphozyten)
generiert. Zur Herstellung der synthetischen Bibliothek wurden humane scFv-Frameworks
ausgewihlt, welche sich durch gute Faltungs- und Expressionseigenschaften auszeichnen. Die

CDR3-Sequenzen der Vy-Kette wurden randomisiert.

Die Affinitatsselektion wurde mit jeder der beiden Banken an einem im Baculovirus-System
exprimierten GST::LRP Fusionsprotein durchgefiihrt. Die Herstellung des GST::LRP
Fusionsproteins ist in der WO 98/53838 beschrieben.

Abb. 2 fasst schematisch die Generierung der 2 x 10° verschiedenen Klone fiir die naive Bank
zusammen. Abb. 3 fasst die Generierung der synthetischen scFv Antikérperbank zusammen,

welche eine Komplexitit von 1 x 10° Klone aufweist.

Abb.4 fasst schematisch die Selektion von scFv Antikdrpern zur spezifischen Bindung an
GST::LRP zusammen.

Nach der dritten Selektionsrunde, wurden rohe periplasmatische Extrakte von 48
individuellen Klonen von jeweils jeder Bank im ELISA beziiglich der Erkennung des
rekombinanten Fusionsproteins GST::LRP getestet (Abb.5 und 6). 66% der individuellen
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Klone im Falle der naiven Bank und 53% im Falle der synthetischen Bank zeigten ein
positives Signal im ELISA (Abb.7).

Eine wiederholte Testung an rekombinantem GST ergab, dass alle Antikdrper nicht GST
erkannten, obwohl als Antigen das GST::LRP Fusionsprotein verwendet wurde (Abb.7).

Eine Restriktionsanalyse der fiir die scFv kodierenden DNAs mit Bs¢NI identifizierte einen
Klon aus der naiven Bank als hoch angereichert (Abb.7). Die CDR3 Sequenzen der Klone,
welche von der synthetischen Bank angereichert wurden, ergaben zwei verschiedene
Konsensus-Sequenzen. Alle Klone wurden in einer Western-Blot-Analyse beziiglich der
Erkennung des rekombinanten GST::LRP Fusionsproteins getestet (Abb.8). Als Kontrolle
wurde GST in jeder Spur zugesetzt, was zeigte, dass keiner der Klone GST erkannte (Abb.8).

Zwei Klone mit der Bezeichnung N3 (aus der naiven Bank) und S18 (aus der synthetischen
Bank) wurden aufgrund der starksten Anreicherung zur weiteren Affinitétsreinigung an einer
Cu**-Chelat-Siule ausgewihlt .

Der Single-chain-Antikdrper mit der Bezeichnung S18 wird auf cDNA Ebene von der DNA-
Sequenz SEQ ID Nr. 1 kodiert. v

Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-S18 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ,
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15962 am 02.10.2003
hinterlegt. Nach Transformation in E.coli XL.1-Blue ist die Produktion des scFv Antikérpers
S18 méglich.

Der Single-chain-Antikérper mit der Bezeichnung S18 zeigt auf Proteinebene die Sequenz
SEQ ID Nr. 2.

Der Single-chain-Antikérper mit der Bezeichnung N3 wird auf cDNA Ebene von der DNA-
Sequenz SEQ ID Nr. 3 kodiert.

Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ,
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15961 am 02.10.2003
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hinterlegt. Nach Transformation in E.coli XL1-Blue ist die Produktion des scFv Antikorpers
N3 moglich.

Der Antikorper mit der Bezeichnung N3 zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 4.

In einer weiteren Ausfilhrungsform gem#B der vorliegenden Erfindung sind die
erfindungsgemifen Antikorpermolekiile an einer oder mehreren Positionen weiter
modifiziert, um die Stabilitit zu erhohen und/oder um ihre biochemischen und/oder

biophysikalischen Eigenschaften zu veréndern.

Die beiden Single-chain-Antikérper S18 und N3 wurden in verschiedenen biochemischen und

zellbiologischen Systemen beziiglich spezifischer LRP/LR Erkennung getestet.

Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden durch Fluorescence-Activated Cell Scanning
(FACS) mit Hilfe der LRP/LR spezifischen Antikérper W3 (polyklonal) aus der WO
98/53838 und der scFv Antikdrper S18 und N3 auf Zelloberflachenexpression von LRP/LR
getestet. IN2a Zellen stellen das ideale Zellsystem fiir die Propagation von Prionen dar. Abb. 9
zeigt den Nachweis von LRP/LR durch die scFv Antikérper S18 und N3 auf der Oberfliche
von N2a Zellen. Dies zeigt, dass beide Single-chain-Antikérper S18 und N3 LRP/LR auf der

Oberflache von N2a Zellen spezifisch erkennen.

Der 37 kDa/67 kDa LRP/LR ist auf Tumorgewebe stark exprimiert. Beispielsweise auf der
Oberfliche metastasierenden Tumorzellen (Coggin et al., 1999; Rohrer et al., 2001). Abb. 10
zeigt den. Nachweis des 37 kDa/67 kDa LRP/LR in und auf der Oberfliache von Jurkat-Zellen
mit Hilfe der scFv Antikorper S18 und N3. Jurkat Zellen stellen humane, periphere
Blutleuk#imie-T-Zellen dar. Dies demonstriert, dass die hier beschriebenen Single-Chain-
Antikorper in der Lage sind, LRP/LR auf Tumorzellen zu erkennen und zeigt, dass die
bevorzugten erfindungsgeméfen Antikorper mit der Bezeichnung S18 und N3 fiir die
Diagnostik von Krebs geeignet sind.

Die hier beschriebenen scFv-Antikorper mit der Bezeichnung S18 und N3 sind in der Lage,

rekombinanten humanen und murinen 37 kDa/67 kDa LRP/LR in der Fusion mit einem am
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Carboxyterminus von LRP angehingten FLAG-Tag in mit rerekombinanter Semliki-Forest-
Virus-RNA transfizierten Baby Hamster Kidney Zellen (Baby-Hamster-Nierenzellen) durch
Western Blotting, Immunofluoreszenz und Fluoreszenz-activated Cell Scanning (FACS) zu
erkennen. Dem Fachmann auf dem einschligigen Fachgebiet sind diese Methoden bekannt.
Abb. 11 zeigt die Erkennung des murinen und humanen 37 kDa LRP::FLAGs sowie der 67
kDa Form durch den scFv N3 und die Erkennung der 37 kDa LRP::FLAG Form durch den
scFv S18 in BHK Zellen durch Western Blotting. Abb. 12 zeigt eine Oberflichenfirbung
humaner und muriner LRP/LR exprimierender BHK-Zellen mit Hilfe der scFv Antikérper
S18 und N3. Der in der WO 98/53838 beschriebene polyklonale Antikérper W3 ist dazu
ebenfalls in der Lage. Beide scFvs S18 und N3 erkennen ebenfalls beide murine und humane
LRP/LR Molekiile an der Oberflache von transfizierten BHK-Zellen in der FACS-Analyse
(Abb. 13). Die gezeigten Beispiele demonstrieren, dass scFv S18 und N3 LRP/LR Molekiile
hochspezifisch erkennen. Die Tatsache, dass verschiedene LRP/LR Spezies von N3 und S18
erkannt werden, ist auf die extrem starke Konservierung des Proteins wihrend der Evolution
zuriickzufiihren (Ardini et al., 1998).

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind diagnostische
Zusammensetzungen, die ein erfindungsgemiBes Antikérpermolekiil in Verbindung mit

einem akzeptablen Verdiinnungsmittel und/oder Trager umfassen.

Die erfindungsgemil bevorzugten scFv-Antikorper mit der Bezeichnung S18 und N3 konnen
als diagnostische Werkzeuge zur Erkennung von {ibertragbaren spongiformen
Enzephalopathien eingesetzt werden. Die Antik&rpermolekiile mit der Bezeichnung S18
erkennen in der Leukozyten-Fraktion des Blutes und die Antikérpermolekiile mit der
Bezeichnung S18 und N3 erkennen in der Cerebrospinalfliissigkeit (,,Liquor”) von an BSE
erkrankten Rindern einen erhdhten Spiegel der 67 kDa Form des Lamininrezeptors (Abb. 14
und 15). Beide scFv-Antikdrper dienen als Werkzeuge fiir einen sog. Surrogatmarker-Test fiir
die Erkennung von BSE.

Im Gegensatz zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen LRP/LR Antikérper W3 sind die
erfindungsgemil bevorzugt verwendeten Single-chain-Antikérper S18 und N3 spezifischer
fir LR und zeichnen sich aufgrund ihres monoklonalen Ursprungs durch eine héhere
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Spezifitit aus. Weiterhin koénnen beide scFv in unbegrenzter Menge in E.coli hergestellt
werden, wihrend der polyklonale Antikdrper W3 nur in begrenzter Menge zur Verfiigung
steht.

In dhnlicher Weise konnen die erfindungsgemif bevorzugt verwendeten Antikorpermolekiile
mit der Bezeichnung S18 und N3 auch zur Diagnose von anderen TSEs als BSE, wie Scrapie
beim Schaf, Chronic Wasting Disease (CWD) bei Cerviden, nvCJID, sCJD, fCID, Kuru,
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) Syndrom und Fataler Familirer Insomnia (FFI) beim

Menschen verwendet werden.

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische
Zusammensetzungen, die ein erfindungsgemiflies Antikdrpermolekiil in Verbindung mit

einem pharmazeutisch akzeptablen Verdiinnungsmittel und/oder Trager umfassen.

Die erﬂndungsgemﬁﬁen pharmazeutischen Zusammensetzung eignen sich zur Therapie von
tibertragbaren spongiformen Enzephalopathien (TSEs). Unter TSEs werden alle bekannten
Formen der TSEs verstanden. Der Vorteil der erfindungsgemifBen Antikdrpermolekiile im
Vergleich zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen polyklonalen W3 Antikérper bzw.
anderen monoklonalen murinen Antikdrpern gleicher Spezifitit, liegt im humanen Ursprung
der erfindungsgeméfBen Antikérpermolekiille und der damit verbundenen niedrigen
Immunogenitit. ScFv ohne F.-Teil und humanen Ursprungs sind in anbetracht der Therapie
von Patienten, welche an einer TSE erkrankt sind, von grofem Vorteil wegen der potentiell

geringeren Immumnogenitit.

Die erfindungsgemaifBen Antikorpermolekiile kénnen zur Verhinderung der Bindung und

Internalisierung von Prion-Proteinen an seinen 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor eingesetzt
werden (siche Abb. 16). |

Ferner konnen die erfindungsgeméfien Antikérpermolekiile zur Behandlung von mit Scrapie
infizierten Zellen, wie ScGT1, ScN2a und anderen’ mit Scrapie infizierbaren Hirnzellen

eigesetzt werden (Abb.17). Weiterhin kénnen die erfindungsgem#Ben Antikérpermolekiile
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auch zur Privention eingesetzt werden (Abb.18). In dieser Ausfithrungsform sollen sie den
Ausbruch einer Prionerkrankung in Zellkultur verhindern.

In einer weiteren Ausfithrungsform kénnen die erfindungsgemiBen Antikdrpermolekiile in
vivo im Tier eingesetzt werden, um Tiere wie Nager (Hamster Mause) von einer Prion-
Infektion bzw, einer iibertragbaren spongiformen Enzephalopathie zu heilen. Zunéichst wie in
Abb. 19  ausgefiihrt, werden mogliche Nebeneffekte der erfindungsgeméBen
Antikorpermolekiile evaluiert, indem die erfindungsgeméBen Antikérpermolekiile in gesunde
Miuse oder Hamster injiziert werden. Die Injektion erfolgt subkutan oder direkt ins Gehirn.
Dem Fachmann sind die verschiedenen Injektionsméglichkeiten von Antikdrpern in Sduger
geldufig. Nebeneffekte (Nebenwirkungen) der Antikérper werden nach bestimmten
Zeitpunkten post-injektionell bis zum Lebensende der Maus (ca. 800 Tage) verfolgt. In einer
weiteren Ausfihrungsform wie in Abb. 19 dargestellt, werden die erfindungsgemiBen
Antikérper zu bestimmten Zeitpunkten nach einer Inokulation der Nager mit PrP%° in die
Nager injiziert. Eine eventuelle Verzdgerung der Ausbruch einer TSE oder eine Verhinderung
eines TSE-Ausbruchs wird beobachtet durch die Analyse des Todeszeitpunktes, der PrP™
Akkumulation (Gehimn + Milz) und durch Durchfithrung psychomotorischer Tests. Diese
Méthoden sind dem Fachmann auf dem einschlégigen Fachgebiet bekannt.

Gegenstand eines “weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der
erfindungsgemifen Antikdrper im Rahmen einer Gentherapie und Zelltherapie (Abb. 20). Der
Gentherapieansatz fithrt die Gene, welche fiir die erfindungsgemifBen Antikérpermolekiile
kodieren, in den zu therapierenden Organismus ein. Mehrere Strategien sind bisher zum
Gentransfer in neuronale Zellen mit viralen Vektoren (Lentiviren, Adenoviren, Adeno-
associated Viren (AAV) verfolgt worden. Dabei war das Adeno-associated-Virus (AAV)
System das vielversprechendste. AAV ist nicht-pathogen und kann nicht-teilende Zellen wie
Neurone infizieren. Der Gentransfer mit AAV ins zentrale Nervensystem (ZNS) ist effizient
und geschieht ohne Aktivierung der zelluliren oder humoralen Immunantwort. Der
Gentransfer mit AAV wurde in verschiedenen Tiersystemen neurologischer Dysfunktionen
erreicht, wie Parkinson’s disease (Kirik et al., 2002; Mandel et al., 1997), Alzheimer's disease
(Klein et al., 2000), demyelining disease (multiple sclerosis) (Guy et al., 1998), und gelang
auch zur Behandlung von Hirntumoren (Ma et al., 2002).
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In einer weiteren Ausfithrungsform kénnen die erfindungsgemifen Antikérpermolekiile im
Gehimn durch rekombinante AAV-Viren exprimiert werden. Unter den AAV-Serotypen ist
AAV?2 der am hochsten adaptierte und transduziert préferentiell neuronale Zellen. Ein AAV-
Vektor, praferentiell ein AAV-2 Vektor, welcher fiir die erfindungsgemiBen
Antikérpermolekiile kodiert, wird verwendet, um hoch-titrige Virionen nach der Methode von
Grimm zu produzieren (Grimm et al., 1998). 293 Zellen (human embryonic kidney cell line)
werden mit dem AAV-Vektor, welcher fiir ein erfindungsgeméBes Antikorpermolekiil kodiert,
zusammen mit einem AAV-Helferplasmid (pDG) co-transfiziert, welches die AAV
Hiillprotein-Gene und weitere Adeno-associated Virus Gene exprimiert, welche fiir
Helferfunktionen im Verpacken notig sind. Mit Scrapie infizierte neuronale Zellen (ScGT1,
ScN2a und weitere mit Scrapie infizierte Gehirnzellen) werden mit rekombinanten AAV
Viren, welche die erfindungsgemiBen Antikérpermolekiile exprimieren, infiziert, um zu
zeigen, dass die Viren die Zellen von Scrapie heilen konnen (Abb. 21). Die rekombinanten
AAV-Viren werden dann in das Gehirn von M#usen vorzugsweise C57B16, injiziert (Abb.22).
Die Expression der erfindungsgemifen Antikérpermolekille wird zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion iiber Western Blot Analyse der Gehirnfraktion iiberpriift
(Abb.22A). Rekombinante AAV-Viren werden zu verschjedenén Zeitpunkten vor und nach
der Inokulation mit PrP® injiziert (Abb.22B). Eine Verzdgerung des Ausbruchs einer TSE-
Erkrankung der Mi#use wird durch psychomotorische Tests und histologische und

immunohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.

Gegenstand einer weiteren Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung sind
pharmazeutische Zusammensetzungen, die die erfindungsgemifien Antikérpermolekiile
produzierende Zellenn umfassen, wobei die pharmazeutischen Zusammensetzungen geeignet
sind, direkt ins Gehirn von S#ugetieren eingebracht zu werden. Beispielsweise kann es sich
bei diesen pharmazeutischen Zusammensetzungen um Kapseln handeln, die die
erfindungsgemiBen Antikérper produzierende Zellen enthalten. Diese Zusammensetzungen
dienen dazu, Siugetiere einschliesslich dem Menschen zu therapieren, welche an einer TSE
erkrankt sind. Diese Strategie impliziert, genetisch veranderte Zellen zu benutzen, welche in

der Lage sind ein Protein, im vorliegenden Falle die erfindungsgeméBen Antikérpermolekiile
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zu sezemieren (Abb.20). Die Zellen werden in ein immunoprotektives Polymer z.B.
Zellulosesulfat eingekapselt, dessen Poren es erlauben grosse Molekiile, wie im vorliegenden
Fall Antikérper, freizusetzen. Dabei bleiben die Zellen Iebend iiber einen langen Zeitraum.
Zur Ubersicht iiber diese Technik siehe auch den Artikel von Pelegrin et al., 1998. Diese
Strategie wurde bereits erfolgreich zur Behandlung muriner viraler Erkrankungen (Pelegrin et
al., 2000) und menschlicher Erkrankungen im Tiermodell wie Parkinson’s disease in Primaten

(Date et al., 2000) und Huntington's disease in Ratten (Emerich et al., 1996) eingesetzt.

Dieses Verfahren erfordert folgende Schritte: Neuroblastomzellen oder andere neuronale
Zellen (PC 12) werden mit einem Expressionsvektor wie z.B. pSecTag2 (Abb. 23) transient
oder stabil transfiziert. Zur Sekretion wird die Ig-k-Kette Leadersequenz verwendet. Fiir die
Expression in neuronalen Zellen verwendet man Promotoren, wie CMV (Cytomegalovirus).
Die Sekretion der erfindungsgem#Ben Antikdrper von N2a Zellen wurde bereits nachgewiesen
(Abb. 23), was demonstriert, dass das Verfahren mit den erfindungsgem#fBen Antikérpern
funktioniert. Mit Scrapie infizierte neuronale Zellen, werden weiterhin mit den
erfindungsgeméflen Sekretionsvektoren transfiziert. Durch die Sekretion beider Antikorper

von diesen Zellen, kénnen die Zellen von Scrapie geheilt werden (Abb.24).

Zur Transplantation enkapsulierter Zellen in das Gehirn von Siugetieren einschlieflich
Mensch zur Therapie von TSEs werden Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 Zellen) verwendet,
da diese in der Lage sind iiber einen langen Zeitraum Antikérper zu sezernieren, wenn sie in
Méuse transplantiert sind. Myoblasten oder differenzierte Muskelzellen (vorzugsweise C2.7
Zellen) werden mit einem Expressionsvektor, welcher die erfindungsgemiBen Antikérper
unter Kontrolle eines Muskelzell-spezifischen Promotors exprimiert, stabil transfiziert (Abb.
23). Alternativ kénnen auch neuronale Zellen (PC12 Zellen) oder Baby-Hamster Nieren
(BHK)-Zellen oder NIH3T3-Zellen, welche die erfindungsgem#Ben Antikdrper sezernieren
kénnen, zur weiteren Enkapsulierung und Transplantation verwendet werden. Die die
erfindungsgeméfen Antikérpermolekiile exprimierenden Zellen werden in dem Fachmann auf
dem einschldgigen Fachgebiet bekannter Weise enkapsuliert. Das Verfahren ist in der
Ubersicht bei Pelegrin et al., 1998 beschrieben (Pelegrin et al., 1998). Als Material kann hier
z.B. Cellulosesulfat verwendet werden (Pelegrin et al., 1998).
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Die enkapsulierten Zellen werden in dem Fachmann auf diesem Fachgebiet bekannter Weise
in Gehirne von Mausen transplantiert. Wie im Falle des oben beschriebenen Gentherapie
Ansatzes mit AAV-Viren, wird zun#chst die Expression der Single-chain-Antikérper getestet.
Um den therapeutischen Effekt der erfindungsgeméBen Antikorper gegeniiber einer TSE
Erkrankung zu iiberpriifen, werden die mit die erfindungsgemiBen Antikérpermolekiile
exprimierenden Zellen transplantierten Versuchstiere vorzugsweise Méuse oder Hamster mit
PrPSc inokuliert. Eine Verzogerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Mause wird
durch Psychomotorische Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des

Gehirns festgestellt.

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die Zeichnungen anhand von

nicht beschrankend wirkenden Beispielen naher erlautert.
Beispiele

Beispiel 1
Selektion der scFv S18 und N3 aus synthetischen und naiven scFv Banken (Biopanning)

Als Antigen zur Selektion von single chain scFv Fragmenten wurde das in der W0O98/53838
beschriebene GST::ILRP Fusionsprotein verwendet.

Zur Selektion der scFv-Antikorper wurden zwei komplexe scFv—Bankeﬁ verwendet, welche
etwa 3x10° individuelle Klone enthielten (die naive Bank enthielt etwa 2 x 10° Klone, die
synthetische Bank etwa 1 x 10° Klone). Die naive IgM Bank wurde durch die Kombination
der kodierenden Regionen fiir die variablen schweren und leichten Ketten nach PCR
Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere Blutlymphozyten)
generiert . Zur Herstellung der synthetischen Bibliothek wurden humane scFv-Frameworks
ausgewdhlt, welche sich durch gute Faltungs- und Expressionseigenschaften auszeichnen. Die

CDR3-Sequenzen der Vy —Kette wurden randomisiert.
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Die Selektion wurde mit jeder der beiden Banken an einem im Baculovirus System
exprimierten GST:LRP Fusionsproteins durchgefiihrt. Die Herstellung des GST:LRP
Fusionsproteins ist in der WO 98/53838 beschrieben.

Abb. 2 fasst schematisch die Generierung der 2 x 10° verschiedenen Klone fiir die naive Bank
zusammen. Abb. 3 fasst die Generierung der synthetischen scFv Antikorperbank zusammen,

welche eine Komplexitit von 1 x 10° Klone zeigt.

Abb.4 fasst schematisch die Selektion von scFv Antikérpern zur spezifischen Bindung an
GST::LRP zusammen.

Nach der dritten Selektionsrunde, wurden periplasmatische Rohextrakte von 48 individuellen
Klonen von jeweils jeder Bank im ELISA beziiglich der Erkennung des rekombinanten
Fusionsproteins GST::LRP getestet (Abb.5 und 6). 66% der individuellen Klone im Falle der
naiven Bank und 53% im Falle der synthetischen Bank zeigten ein positives Signal im ELISA
(Abb.7).

Eine wiederholte Testung an rekombinantem GST ergab, dass alle Antikorper nicht GST
erkannten, obwohl als Antigen das GST::LRP Fusionsprotein verwendet wurde (Abb.7).

Eine Restriktionsanalyse dex fiir die scFv kodierenden DNAs mit Bs/NI zeigte einen Klon aus
der naiven Bank als hoch-angereichert (Abb.7). Die Vy-CDR3 Sequenzen der aus der
synthetischen Bank isolierten Klone zeigen zwei verschiedene Konsensus Sequenzen. Alle
Klone wurden in einer Western Blot Analyse beziiglich der Erkennung des rek. GST::LRP
Fusionsproteins getéstet (AbDb.8). Als Kontrolle wurde GST eingesetzt, was zeigte, dass keiner
der Klone GST erkannte (Abb.8).

Zwei Klone mit der Bezeichnung N3 (aus der naiven Bank) und S18 (aus der synthetischen
Bank) wurden aufgrund der stirksten Anreicherung zur weiteren Affinitétsreinigung an einer

Cu** Chelat-Saule ausgewihlt .

Der Single-chain-Antikérper S18 wird auf cDNA Ebene von der DNA Sequenz SEQ ID Nr. 1
kodiert.
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Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP—SlS enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ,
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15962 am 02.10.2003
hinterlegt. Nach Transformation in E.coli XL.1-Blue ist die Produktion des scFv Antikorpers
S18 moglich.

Der S18 Antikorper zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 2.

Der Single-chain-Antikérper N3 wird auf cDNA Ebene von der DNA Sequenz SEQ ID Nr. 3
kodiert.

Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ,
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15961 am 02.10.2003
hinterlegt. Nach Transformation in E.coli XL1-Blue ist die Produktion des scFv Antikérpers
N3 moglich.

Der N3 Antikorper zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 4.

Die scFv Antikérper S18 und N3 konnen durch Transformation der Plasmide
pEX/HAM/LRP-S18 und pEX/HAM/LRP-N3 in E.coli Stimmen wie XL1-Blue in groBen
Mengen dem Fachmann auf dem einschligigen Fachgebiet an sich bekannter Weise
exprimiert werden. Die exprimierten Proteine S18 und N3 kénnen durch IMAC (Immobilized
Metal Affinity Chromatogréphy) dem Fachmann auf dem einschligigen Fachgebiet an sich

bekannter Weise gereinigt werden.

Alternativ konnen die scFv Antikérper S18 und N3 in dem E.coli Stamm RV308 exprimiert
werden. Dazu wird die fir S18 und N3 kodierende c¢cDNA aus den Plasmiden
pEX/HAM/LRP-S18 und pEX/HAM/LRP-N3 in den Vektor pSKK-2 iiber Ncol/Notl kloniert,
was zu den Expressionsplasmiden pSKK-S-2-18 und pSKK-2-N3 fiihrte.

Die Expression der scFv S18 und N3 aus pSKK-2 birgt den Vorteil, daB kein PII-
Fusionsprotein mehr produziert wird. Dariiberhinaus wird von pSKK-2 das Chaperon SKP
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exprimiert, welches zur Verbesserung der Proteinfaltung beitrégt. Ferner wird ein zusitzliches
c-myc Tag am C-Terminus eingefiihrt, welche eine alternative Detektion iiber einen anti-c-
myc Antikérper zusitzlich ermd glicht. Der Vorteil des RV308 gegeniiber XL-1 Blue ist sein
schnelleres Wachstum.

Zur Expression der scFv Antikorper S18 und N3 werden Ubernachtkulturen von E. coli
RV308 mit pSKK-S18/N3 transformiert (2YT Medium mit 100pg/ml Ampicilin und 50mM

" Glucose). Es folgt die Verdinnung der Kultur 1:10 in 2YT Medium mit 100pug/ml Ampicilin

und 50mM Glucose, die Kultivierung bis die ODgg von 0,6-0,8 erreicht ist ( 26°C, 160rpm,
ca. 2h). Die Kultur wird bei 7500 rpm, 20°C, 20min abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1Vol
YTBS mit 100pug/ml Ampicilin, 0,2mM IPTG resuspendiert. Es folgt Inkubation iiber Nacht
bei 21°C, 160rpm. Dann folgt Zentrifugation bei 9000rpm, 4°C, 20min. Das Pellet wird in
1/20 Vol mit kaltem TES Puffer resuspendiert. Es folgt Inkubation 1 h auf Eis bei
gelegentlichem Schiitteln. Zentrifugation bei 9000rpm, 4°C, 1h. Der Uberstand wird tiber
Nacht gegen PBS dialysiert (4°C). Die dialysierte Antikorperlosung wird bei 9000rpm, 4°C,
1h zentrifugiert. Die Reinigung der Antikérper S18 und N3 erfolgt tiber eine IMAC
(Immobilized Metal Affinity Chromatography). Die Antikérper S18 und N3 werden an
"Chelating Sepharose" Beads tiber Nacht bei 4°C gebunden. Die Beads werden mit
Dialysepuffer bei 4°C gewaschen, es folgt das Waschen der Beads mit Waschpuffer bei 4°C.
Die sc Fvs S18 und N3 werden mit Elutionspuffer (Imidazol) bei 4°C eluiert. Die Analyse der
scFv Antikorper S18 und N3 auf einem 12 %igem SDS PA-Gel gefarbt mit Coomassie Blue
ergibt Banden in H6he von etwa 30 kDa. Nach dem Blotten der Banden auf PVDF-Membran,
konnten beide scFv Antikérper iiber anti-c-myc und anti-His Antikérper nachgewiesen

werden.

Die so hergestellten scFv AntikSrper S18 und N3 konnen fiir weitere Anwendungen in den

folgenden Beispielen eingesetzt werden.
Beispiel 2

Charakterisierung der scFv AntikSrper S18 und N3 an kultivierten Zellen durch FACS, IF und
Western Blotting — Nachweis eines erhohten LRP/LR Spiegels an Tumorzellen (Jurkat Zellen)
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Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden durch Fluorescence-Activated Cell Scanning
(FACS) mit Hilfe der LRP/LR spezifischen Antikérper W3 (polyklonal) aus der WO
98/53838 und der scFv Antikérper S18 und N3 auf Zelloberflichenexpression von LRP/LR
getestet (Abb.9). N2a Zellen stellen das ideale Zellsystem fiir die Propagation von Prionen
dar. Abb. 9 zeigt den Nachweis von LRP/LR durch die scFv Antikérper S18 und N3 auf der
Oberflache von N2a Zellen. Dies zeigt, dass beide Single-chain-Antikérper S18 und N3
LRP/LR auf der Oberfliche von N2a Zellen spezifisch erkennen. Technische Details sind der
Legende der Abb. 9 zu entnehmen.

Der 37 kDa/67 kDa LRP/LR  ist auf Tumorgewebe stark exprimiert. Beispielsweise auf der
Oberfldche metastasierenden Tumorzellen (Coggin et al., 1999; Rohrer et al., 2001). Abb. 10
zeigt den Nachweis des 37 kIDa/67 kDa LRP/LR in und auf der Oberfliche von Jurkat-Zellen
mit Hilfe der scFv Antikérper S18 und N3. Jurkat-Zellen stellen humane, periphere
Blutleukémie-T-Zellen dar. Dies demonstriert, dass die hier beschriebenen Single-chain-
Antikorper in der Lage sind LRP/LR auf Tumorzellen zu erkennen und zeigt, dass die
Antik6rper S18 und N3 fiir die Diagnostik von Krebs geeignet sind. Technische Details sind
der Legende der Abb. 10 zu entnehmen.

Die hier beschriebenen scFv Antikérper S18 und N3 sind in der Lage rekombinanten

‘humanen und murinen 37 kDa/67 kDa LRP/LR in der Fusion mit einem am Carboxyterminus

von LRP angehéngten FLAG-Tag in mit rec. Semliki-Forest-Virus RNA transfizierten Baby
Hamster Kidney Zellen (Baby-Hamster-Nierenzellen) durch Western Blotting,
Immunofluoreszenz und Fluoreszenz-activated Cell Scanning (FACS) zu erkennen. Dem
Fachmann auf dem einschldgigen Fachgebiet sind diese Methoden bekannt. Abb. 11 zeigt die
Erkennung des murinen und humanen 37 kDa LRP::FLAGs sowie der 67 kDa Form durch
den scFv N3 und die Erkennung der 37 kDa LRP::FLAG Form durch den scFv S18 in BHK
Zellen durch Western Blotting. Abb. 12 zeigt eine Oberflichenfirbung humaner und muriner
LRP/LR exprimierender BHK-Zellen mit Hilfe der scFv Antikdrper S18 und N3. Der in der
WO 98/53838 beschriebene polyklonale Antikdrper W3 ist dazu ebenfalls in der Lage. Beide
scFvs S18 und N3 erkennen ebenfalls beide murine und humane LRP/LR Molekiile an der
Oberflache von transfiziertenn BHK-Zellen in der FACS-Analyse (Abb. 13). Die gezeigten
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Beispiele demonstrieren, dass scFv S18 und N3 LRP/LR Molekiile hochspezifisch erkennen.
Die Tatsache das verschiedene LRP/LR Spezies von N3 und S18 erkannt werden, ist auf die
extrem starke Konservierung des Proteins wihrend der Evolution zuriickzufithren (Ardini et
al., 1998). '
Technische Details sind der Legende der Abbildungen 11, 12 und 13 zu entnehmen.

Beispiel 3
Anwendung von svFv Antikorper S18 und N3 in der BSE Diagnostik

Die scFv Antikérper S18 und N3 konnen als diagnostische Werkzeuge zur Erkennung von
iibertragbaren spongiformen Enzephalopathien einzusetzt werden. Es wird hier demonstriert,
dass scFv S18 in der Leukozyten-Fraktion des Blutes und scFv S18 und N3 in der
Cerebrospinalfliissigkeit (,,Liquor®) von an BSE erkrankten Rindern einen erh6hten Spiegel
der 67 kDa Form des Lamininrezeptors erkennen (Abb. 14 und 15). Beide scFv Antikérper
dienen als Werkzeuge fiir einen sog. Surrogatmarker-Test fiir die Erkennung von BSE. Im
Gegensatz zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen LRP/LR Antikérper W3 sind die
Single-chain-Antik6rper S18 und N3 spezifischer fiir LR und zeichen sich aufgrund ihres
monoklonalen Ursprungs durch eine héhere Spezifitit aus. Weiterhin kénnen beide scFv in
unbegrenzter Menge in E.coli hergestellt werden, wihrend der polyklonale Antikérper W3 nur
in begrenzter Menge zur Verfiigung steht. Ein groBer Vorteil gegeniiber monoklonalen

Antikérpern aus Versuchstieren besteht im humanen Ursprung der isolierten scFv-Molekiile.
Technische Details sind der Legende der Abb.14 u. 15 zu entnehmen.

Beispiel 4

Anwendung von svFv Antikérper S18 und N3 in der TSE Therapie

Es wird beansprucht die Single-chain-Antikérper scFv S18 und N3 zur Therapie von

tibertragbaren spongiformen Enzephalopathien (TSEs) einzusetzten. Unter TSEs werden alle
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bekannten Formen der TSEs verstanden. Der Vorteil der scFv S18 und N3 im Vergleich zu-
dem in der WO 98/53838 beschriebenen polyklonalen W3 Antikérper bzw. anderen
monoklonalen murinen Antikérpern gleicher Spezifitit, liegt im humanen Ursprung der scFvs
und der damit verbundenen niedrigen Immunogenitit. ScFv ohne F.-Teil und humanen
Ursprungs sind in Anbetracht der Therapie von Patienten, welche an einer TSE erkrankt sind,
von groBem Vorteil wegen der potentiell geringeren Immunogenitit. Auerdem kénnen im

Gegensatz zu W3 die scFvs in grofier Menge hergestellt werden.

scFv S18 und N3 sollen die Bindung und Internalisierung von Prion-Proteinen an deren 37
kDa/67 kDa Lamininrezeptor -wie in Abb. 16 beschrieben — verhindern.

Die scFv S18 und N3 sollen zur Behandlung von Scrapie infizierten Zellenwie ScGT1, ScN2a
und anderen Scrapie infizierbaren Hirmnzellen eingesetzt werden (Abb.17). Weiterhin kénnen
die scFv S18 und N3 Antikoérper auch zur Pravention eingesetzt werden (Abb.18). In dieser
Ausfithrungsform sollen sie den Ausbruch einer Prionerkrankung in Zellkultur verhindern.

. Die scFvs S18 und N3 sollen in vivo im T1ier eingesetzt werden, um Tiere wie Nager (Hamster

Mause) von einer Prion-Infektion bzw, einer iibertragbaren spongiformen Enzephalopathie zu
heilen. Zunéichst, wie in Abb. 19 ausgefiihrt, werden mdogliche Nebeneffekie der ScFv
Antik6rper S18 und N3 evaluiert, indem die scFv Antikérper S18 und N3 in gesunde Miuse
oder Hamster injiziert werden. Die Injektion erfolgt intraperitoneal. Dem Fachmann sind die
verschiedenen Injektionsmoglichkeiten won Antikdrpern in Sauger geldufig. Nebeneffekte
(Nebenwirkungen) der Antikoérper werden nach bestimmten Zeitpunkten post-injektionell bis
zum Lebensende der Maus (ca. 800 Tage) verfolgt. In einer weiteren Ausfithrungsform wie in
Abb. 19 dargestellt, werden die ScFv Antikérper zu bestimmten Zeitpunkten nach einer
intraperitonealen Inokulation der Nager mit PrP% in die Nager intraperitoneal injiziert.
Protokoll: Eine initiale Dosis von jeweils 200 pg der S18 und N3 Antikérper wird
intraperitoneal (i.p.) injiziert in vorzugsweise C57/BL6 Mzuse einen Tag nach
intraperitonealer Inokulation mit einem Prion-Stamm vorzugsweise dem BSE Stamm 6PBI1.
Es folgen i.p. Injektionen zweimal pro Woche mit 100 pg der scFv S18/N3 fiir weitere
vorzugsweise acht Wochen. Ein Teil der Tiere wird 90 Tage p.i. getStet und auf PrP

Anwesenheit biochemisch untersucht. FEin anderer Teil der Tiere wird entweder zum
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terminalen Stadium einer TSE-Erkrankung untersucht oder falls keine Symptome aufiraten
am Ende der Lebenszeit. Eine eventuelle Verzdgerung der Ausbruch einer TSE oder eine
Verhinderung eines TSE-Ausbruchs wird beobachtet durch die Analyse des Todeszeitpunktes,
der PrP%° Akkumulation (Gehirn+Milz) und durch Durchfiihrung psychomotorischer Tests.
Diese Methoden sind dem Fachmann auf dem einschlégigen Fachgebiet bekannt.

scFv Antikorper S18 und N3 sollen iiber Gentherapie und Zelltherapie in vivo transferiert
werden (Abb. 20). Der Gentherapie-Ansatz fiihrt die Gene, welche fiir die scFvs kodieren, in
den zu therapierenden Organismus ein. Mehrere Strategien sind bisher zum Geniibertransfer
in neuronale Zellen mit viralen Vektoren (Lentiviren, Adenoviren, Adeno-associated Viren
(AAV)) verfolgt worden. Dabei war das Adeno-associated-Virus (AAV) System das
vielversprechendste. AAV ist nicht-pathogen und kann nicht-teilende Zellen wie Neurone
infizieren. Der Gentransfer mit AAV ins zentrale Nervensystem (ZNS) ist effizient und
geschieht ohne Aktivierung der zelluldren oder humoralen Immunantwort. Der Gentransfer
mit AAV wird in verschiedenen Tiersystemen neurologischer Dysfunktionen erreicht, wie
Parkinson'’s disease (Kirik et al., 2002; Mandel et al., 1997), Alzheimer’s disease (Klein et al.,
2000), demyelining disease (multiple sclerosis) (Guy et al., 1998), und gelang auch zur
Behandlung von Hirntumoren (Ma et al., 2002).

Die scFvs S18 und N3 sollen im Gehirn durch rec. AAV-Viren exprimiert werden. Unter den
AAV Serotypen ist AAV2 der am héchsten adaptierte und transduziert priaferentiell neuronale
Zellen. Ein AAV Vektor, praferentiell ein AAV-2 Vektor, welcher die fiir scFv S18 oder N3
kodiert, wird verwendet um Hoch-Titrige Virionen anch der Methode von Grimm zu
produzieren (Grimm et al., 1998): 293 Zellen (human embryonic kidney cell line) werden mit
dem AAV-Vektor, welche S18 und N3 kodiert, zusammen mit einem AAV-Helferplasmid
(pDG) co-transfiziert, welche die AAV Hiillprotein-Gene und weitere Adeno-associated Virus
Gene exprimiert, welche fiir Helfer Funktionen im Verpacken nétig sind. Scrapie infizierte
Neuronale Zellen (ScGT1, ScN2a und weitere Scrapie infizierte Gehirnzellen) werden mit
rekombinanten AAV Viren, welche scFv S18 und N3 exprimieren, infiziert, um zu zeigen,
daB die Viren die Zellen von Scrapie heilen konnen (Abb. 21). Die recombinanten AAV Viren
werden dann in das Gehirn von M#Ausen vorzugsweise C57BIl6, injiziert (Abb.22). Die

Expression der scFvs S18 und N3 wird zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion iiber
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Western Blot Analyse der Gehirnfraktion tiberpriift (Abb.22A). rec. AAV Viren werden zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Inokulation mit PrPSc injiziert (Abb.22B). Eine
Verzogerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Méuse wird durch psychomotorische

Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.

scFv Antikorper S18 und N3 sollen direkt ins Gehirn von Saugetieren eingebracht werden
indem man Kapseln transplantiert, welche Antikorper produzierende Zellen enthalten. Diese
Ausfiihrungsform dient ebenfalls dazu S#ugetiere einschliesslich dem Menschen zu
therapieren, welche an einer TSE erkrankt sind. Diese Strategie impliziert genetisch
verinderte Zellen zu benutzen, welche in der Lage sind ein Protein, im vorliegenden Falle die
scFv Antikérper S18 und N3 zu sezernieren (Abb.20). Die Zellen werden in ein
immunoprotektives Polymer z.B. Zellulosesulfat enkapsuliert, dessen Poren es erlauben
grosse Molekiile, wie im vorliegenden Fall Antikorper, freizusetzen, Dabei bleiben die Zellen
lebend tiber einen langen Zeitraum. Zur Ubersicht iiber diese Technik siehe (Pelegrin et al.,
1998). Diese Strategie wurde bereits erfolgreich zur Behandlung muriner viraler
Erkrankungen (Pelegrin et al., 2000) und menschlicher Erkrankungen im Tiermodell wie
Parkinson’s disease in Primaten (Date et al., 2000) und Huntington’s disease in Ratten

(Emerich et al., 1996) eingesetzt.

Dieses Verfahren erfordert folgende Schritte: Neuroblastomzellen oder andere neuronale
Zellen (PC 12) werden mit einem Expressionsvektor wie z.B. pSecTag2 (Abb. 23) transient
oder stabil transfiziert. Zur Sekretion wird die Ig-x-Kette Leadersequenz verwendet. Fiir die
Expression in neuronalen Zellen verwendet man Promotoren, wie CMV (Cytomegalovirus).
Die Sekretion der Antikérper S18 und N3 von N2a Zellen wurde bereits nachgewiesen (Abb.
23), was demonstriert, dass das Verfahren mit den scFv Antikérpern S18 und N3 funktioniert.
Scrapie infizierte neuronale Zellen, werden weiterhin mit den S18/N3 Sekretionsvektoren
transfiziert. Durch die Sekretion beider Antikdrper von diesen Zellen, konnen die Zellen von
Scrapie geheilt werden (Abb.24).

Zur Transplantation enkapsulierter Zellen in das Gehirn von Siugetieren einschlieBlich
Mensch zur Therapie von TSEs werden Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 Zellen) verwendet,

da diese in der Lage sind tiber einen langen Zeitraum Antikorper zu sezernieren, wenn sie in
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Miuse transplantiert sind. Myoblasten oder differenzierte Muskelzellen (vorzugsweise C2.7
Zellen) werden mit einem Expressionsvektor, welcher die scFv Antikérper S18 oder N3 unter
Kontrolle eines Muskelzell-spezifischen Promotors exprimiert, stabil transfiziert (Abb. 23).
Alternativ kénnen auch neuronale Zellen (PC12 Zellen) oder Baby-Hamster Kidney (BHK)
Zellen oder NIH3T3 Zellen, welche die Antikorper S18/N3 sezernieren kdnnen, zur weiteren
Enkapsulierung und Transplantation verwendet werden. Die scFv S18/N3 exprimierenden
Zellen werden dem Fachmann auf dem einschldgigen Fachgebiet bekannter Weise
enkapsuliert. Das Verfahren ist in der Ubersicht bei Pelegrin et al., 1998 beschrieben (Pelegrin
et al., 1998). Als Material kann hier z.B. Cellulose Sulphat verwendet werden (Pelegrin et al.,
1998).

Die enkapsulierten Zellen werden in dem Fachmann auf diesem Fachgebiet bekannter Weise
in Gehirne von Maiusen transplantiert. Wie im Falle des oben beschricbenen Genthera-
pieansatzes mit AAV-Viren, wird zun#chst die Expression der Single-chain-Antikérper
getestet. Um den therapeutischen Effekt der scFv Antikoérper gegeniiber einer TSE
Erkrankung zu {iiberpriiffen, werden die mit scFv S18/N3 exprimierenden Zellen
transplantierten Versuchstiere vorzugsweise Mause oder Hamster mit PrPSc inokuliert. Eine
Verzdgerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Miuse wird durch Psychomotorische
Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.

Die Techniken zu den Ausfilhrungen im Beispiel 4 sind dem Fachmann auf dem
einschldgigen Fachgebiet geliufig.

Beispiel 5

Epitop-Kartierung (,,Epitope Mapping*) der scFvs S18 und N3

Diese Technik dient dazu die Epitope auf LRP zu identifizieren, welche von den scFvs S18
und N3 erkannt werden. Dazu wurden 92 verschiedene Peptide synthetisiert, welche jeweils
eine Linge von 15 Aminosiuren aufwiesen. Der N-Terminus jedes Peptids wurde um 3
Aminosguren in Bezug auf das vorhergehende Peptid verschoben, so dass jedes Peptid mit
dem vorhergehenden Peptid um 12 Aminosduren iiberlappte. Die Synthese der Peptide

erfolgte an einer Cellulose-Membran.
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Wie in Abb. 26 gezeigt, wurden mit dem Antikodrper S18 drei starke Signale detektiert. Diese
entsprechen den Peptidlen EKAVTKEEFQGEWTA, VTKEEFQGEWTAPAP, und
EEFQGEWTAPAPEFT. Das gemeinsame Epitop ist EEFQGEWTA (AA225-234). Dies
bedeutet fiir den Fachmann, dass sich das Epitop auf LRP fiir den scFv S18 von Aminosiure
225 bis 243 auf dem Lamininrezeptor erstreckenkénnte. Dies ist schematisch in Abb. 27

llustriert.

Mit dem Antik6rper N3 wurden vier Signale visualisiert, wie in Abb. 26 gezeigt:
PSVPIQQFPTEDWSA PIQQFPTEDWSAAPT, =~ QFPTEDWSAAPTAQA  und
TEDWSAAPTAQATEW. Hier ist das gemeinsame Epitop TEDWSA (AA261-266). Dies
bedeutet fiir den Fachmann, dass sich das Epitop auf LRP fiir den scFv N3 von Aminoséure
261 bis 266 auf dem Lamininrezeptor erstreckenkénnte (vgl. Abb. 27).

Die Techniken zu den Ausfithrungen im Beispiel 5, welche dem Fachmann auf dem
einschlagigen Fachgebiet gelaufig sind, werden im folgenden detailliert ausgefiihrt.

Der Antikorper Bindungstest wurde dhnlich durchgefiihrt wie Western Blots zur Detektion
von LRP durch die Antikorper scFv S18 und N3 (Vgl. Abb. 11). Dabei wurde die mit 92
Peptiden gebundene Membran mit den scFv Antikérper S18 und N3 (Verdiinnung 1:5000)
inkubiert. Um einen Antikérper (S18) zu entfernen (um mit dem zweiten Antikorper (N3) zu
detektieren), wurde die Membran 3 mal 20 Minuten mit ,,Stripping Puffer (8 M HarnstofT,
0.5% B-Mercaptoethanol) bei 60°C inkubiert.
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SEQUENZPROTOKOLL
(1) ALLGEMEINE ANGABEN:
Anmelder:
Name: Prof. Dr. Stefan Weiss
Strasse:  Elisabethstr. 30
Ort: Miinchen
Land: Deutschland

Postleitzahl: 80796

(A)
(B)
©
(D)

Name:
Strasse:
Ort:
Land:

Prof. Dr. Melvyn Little

Fritz-von-Briesen-Sir. 10

Neckargemiind
Deutschland

Postleitzahl: 69151

Dr. Stefan Knackmuss
Uhlandstr. 13
Plankstadt
Deutschland

Postleitzahl: 68723

Clémence Rey
Landsbergerstr. 111
Miinchen
Deutschland

Postleitzahl: 80339

Erfinder:

(A) Name:
(B)  Strasse:
© Ot

(D) Land:
E)

(A)  Name:
(B)  Strasse:
©  Ort:
(D) Land:
E)

(A) ~ Name:
(B) Strasse:

Claudia Biittner
Mittelgewann 42

43
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(C) Ort: Schwetzingen
(D) Land: Deutschland
(E) Postleitzahl: 68723

(A) Name: Dr. Peter Rottgen
(B) Strasse:  Stahlbiihlring 129
(C) Ort Ladenburg

(D) Land: Deutschland

(E)  Postleitzahl: 68526

(A) Name: Dr. Uwe Reusch
(B) Strasse:  Dieterwiesenstr. 13
(C© Ort: Maikammer

(D) Land: Deutschland

(E) Postleitzahl: 67487

Single Chain Antikorper gegen den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor als Werkzeuge zur

PCT/EP2004/011268

Diagnose und Therapie von Prionerkrankungen, Herstellung und Verwendung

Zahl der Sequenzen: 4

Computerlesbare Fassung:
(A) Datentriger: CD
(B) Computer: IBM PC kompatibel

(C)  Betriebssystem: PC-DOS/MS-DOS

(D)  Software: WinWord 6.0

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID Nr. 1
(1)SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A)  Lange: 816 Basenpaare
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(B)  Art: Nucleinsiure
(C)  Strangform: Doppelstrang
(D)  Topologie: linear

(i) MOLEKULTYP: Nucleinséure

(A) Beschreibung: DNA kodiert fiir single chain Antikorper scFv S18. Die DNA ist im
Plasmid pEX/HAM/LRP-S18 enthalten. Dieses Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder
Weg 1b, D-38124 unter der Accesion Nummer xxxx hinterlegt. Nach Transformation des

Plasmids in E.coli XL 1 Blue ist die Produktion des scFv Antikérpers S18 méglich.

(iii)  Hypothetisch: nein

(iv)  Antisense: nein
)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQID Nr. 1:

5 CAGG TGCAGCTGCA GGAGTCTGGG GGAGGCTITGG
GGGGTCCCTG AGACTCTCCT GTGCAGCCTC TGGATTCATG
ATGCCATGAG CTGGGTCCGC CAGGCTCCAG GGAAGGGGCC
TCAGGTATTA GTGGTAGTGG TGGTAGTACA TACTACGCAG
GGGCCGGTTC ACCGTCTCCA GAGACAATTC CAAGAACACG
AAATGAACAG CCTGAGAGCC GAGGACACGG CCGTATATTA
CATCCGGGTT TTTGGCATTT TGACTACTGG GGCCAGGGAA
CGTCTCCTCA GGGAGTGCAT CCGCCCCAAA GCTTGAAGAA
CAGAAGCACG CGTATCTGAA CTGACTCAGG ACCCTGCTGT
TTGGGACAGA CAGTCAGGAT CACATGCCAA GGAGACAGCC
TTATGCAAGC TGGTACCAGC AGAAGCCAGG ACAGGCCCCT
TCTATGGTTT AAGTAAAAGG CCCTCAGGGA TCCCAGACCG
TCCAGCTCAG GAAACACAGC TTCCTTGACC ATCACTGGGG
AGATGAGGCT GACTATTACT GTAACTCCCG GGACAGAAGT
TAAATGTGCT ATTCGGCGGA GGGACCAAGC TGACCGTCCT

TACAGCCTGG
TTTAGCAGGT
AGAGTGGGTC
ACTCCGTGAA
CTGTATCTGC
CTGTGCGAGA
CTCTGGTCAC
GGTGAATTTT
GTCTGTGGCC
TCAGAAACTT
ACTCTTGTCA
ATTCTCTGCC
CTCAGGCGGA
GGTAATCATG
ACGTCAGCCC
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AAGGCTGCCC CCTCGGTCAC TCTGTTCCCG CCCTCITCTG CGGCCGCTGG
ATCCCATCAC CATCACCATC AC 3¢

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 2

()SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
Linge: 268 Aminosiuren

Art: Protein

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

MOLEKULTYP: Protein
(A) Beschreibung: Dieses Protein entspricht dem single chain Antikérper S18. Er kann nach
Transformation des Plasmids pEX/HAM/LRP-S18 in E.coli XL1 Blue synthetisiert werden.

Hypothetisch: nein

Antisense: nein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 2:

Amino-Terminus QVQLQESG GGLVQPGGSL RLSCAASGFM FSRYAMSWVR
QAPGKGPEWYV SGISGSGGST YYADSVKGRF TVSRDNSKNT LYLQMNSLRA
EDTAVYYCAR HPGFWHFDYW GQGTLVTVSS GSASAPKLEE GEFSEARVSE
LTQDPAVSVA LGQTVRITCQ GDSLRNFYAS WYQQKPGQAP TLVIYGLSKR
PSGIPDRFSA  SSSGNTASLT ITGAQAEDEA DYYCNSRDRS GNHVNVLFGG
GTKLTVLRQP KAAPSVTLFP PSSAAAGSHH HHHH Carboxy-Terminus

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ ID Nr. 3
()SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
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(i)

47

Lange: 834 Basenpaare
Art: Nucleinsgure
Strangform: Doppelstrang

Topologie: linear

MOLEKULTYP: Nucleinsiure

(A) Beschreibung: DNA kodiert fiir single chain Antik6rper scFv N3. Die DNA ist im
Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Dieses Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder
Weg 1b, D-38124 unter der Accesion Nummer xxxx hinterlegt. Nach Transformation des
Plasmids in E.coli XL1 Blue ist die Produktion des scFv Antikérpers N3 moglich.

(iii)

@iv)

Hypothetisch: nein

Antisense: nein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr:3:

5(

GAAG TGCAGCTGGT GGAGTCTGGG GGAGGCGTGG TCCAGCCTGG

GAGGTCCCTG AGACTCTCCT GTGCAGCGTC TGGATTCACC TTCAGTAGCT
ATGGCATGCA CTGGGTCCGC CAGGCTCCAG GCAAGGGGCT GGAGTGGGTG
GCAGTTATAT GGTATGATGG AAGTAATAAA TACTATGCAG ACTCCGTGAA
GGGCCGATTC ACCATCTCCA GAGACAATTC CAAGAACACG CTGTATCTGC
AAATGAACAG CCTGAGAGCC GAGGACACGG CTGTGTATTA CTGTGCGACT
ATACCGCGCT CGTCTTTCTA CTACGGTATG GACGTCTGGG GCCAAGGGAC
CACGGTCACC GTCTCCTCAG GGAGTGCATC CGCCCCAACC CTTAAGCTTG
AAGAAGGTGA ATTTTCAGAA GCACGCGTAC AGCCTGTGCT GACTCAGCCA
CCCTCAGCGT CTGGGACCCC AGGGCAGAGG GTCACCATCT CTITGTTCTGG
AAGCAGATCC AACATCGGAA GTAATACTGT AAACTGGTAC CAGCAGCTCC
CAGGAACGGC CCCCAAACTC CTCATCTATG GTAATAATCA GCGGCCCTCA
GGGGTCCCTG AGCGATTCTC TGGCTCCAAG TCTGGCACCT CAGCCTCCCT
GGCCATCAGT GGGCTCCAGT CAGAGGATGA GGCTGATTAT TACTGTGCAG
CGTGGGATGA CAGCCTGACT GGTGTGCTTT TCGGCGGAGG GACCAAGCTG
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ACCGTCCTAG GTCAGCCCAA GGCTGCCCCC TCGGTCACTC TGTTCCCGCC
CTCTTCTGCG GCCGCTGGAT CCCATCACCA TCACCATCAC 3¢

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 4

(1))SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
Lange: 278 Aminoséuren

Art: Protein

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

MOLEKULTYP: Protein
(A) Beschreibung: Dieses Protein entspricht dem single chain Antikérper N3. Er kann nach
Transformation des Plasmids pEX/HAM/LRP-N3 in E.coli XL1 Blue synthetisiert werden.

Hypothetisch: nein
(iv) Antisense: nein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID N. 4:
Aminoterminus EVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS SYGMHWVRQA
PGKGLEWVAV IWYDGSNKYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCATIP RSSFYYGMDV WGQGTTVTVS SGSASAPTLK LEEGEFSEAR
VQPVLTQPPS  ASGTPGQRVT ISCSGSRSNI GSNTVNWYQQ LPGTAPKLLI
YGNNQRPSGV PERFSGSKSG TSASLAISGL QSEDEADYYC AAWDDSLTGV
LFGGGTKLTV LGQPKAAPSV TLFPPSSAAA GSHHHHHH  Carboxyterminus
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Patentanspriiche

1. Single-chain-Antikdrpermolekiil, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist umd
das die Aminosiuresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon

sowie Homologe der Fragmente.

2. Single-chain-Antikérpermolekiil nach Anspruch 1, das die Aminosiuresequenz SEQ
ID Nr. 2 besitzt.

3. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 umfasst.
4. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 aufweist.
5. Single-chain-Antikérpermolekiil, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und
das die Aminoséuresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hierv-on

sowie Homologe der Fragmente.

6. Single-chain-Antikérpermolekiil nach Anspruch 5, das die Aminosiuresequenz SEEQ
ID Nr. 4 besitzt.

7. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 3 umfasst.

8. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nir. 3 aufweist.

9. Antikrpermolekiil nach einem der Anspriiche 1 oder 5, das an einer oder mehreren

Positionen zur ErhShung der Stabilitit und/oder zur Veriinderung der biophysikalischen
und/oder biochemischen Eigenschaften durch einen oder mehrere Aminossureaustausch/e
und/oder eine oder mehrere Aminosiuredeletion/en und/oder eine oder mehrere

Aminosdureinsertion/en modifiziert ist.
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10. Antikérpermolekiil nach Anspruch 9, wobei es sich bei der Aminosiureinsertion um
einen c-myc Tag handelt, welcher zwischen der Fi-Doméne und dem Hexahistidin Tag

inseriert ist.

11.  cDNA nach einem der Anspriiche 3, 4, 7 oder 8, welche der Sequenz auf cDNA Ebene
der modifizierten Antikérpermolekiile nach Anspriichen 9 oder 10 entspricht.

12.  Antikdrpermolekiil nach einem der Anspriiche 1, 2, 5, 6, 9 oder 10, das an einer oder
mehreren Positionen zur FErhohung der Stabilitit und/oder zur Verinderung der
biophysikalischen —und/oder biochemischen Eigenschaften durch posttranslationale

Modifikationen verindert ist.

13.  Antikérpermolekiil nach Anspruch 12, wobei die posttransiationale Modifikation eine
Glykosylierung, Phosphorylierung, Amidierung und/oder Acylierung darstellt.

14.  Replikations- oder Expressionsvektor, der eine cDNA gemil einem der Anspriiche 3,

4,7, 8 oder 11 tragt.

15.  Vektor nach Anspruch 14, wobei es sich um rekombinante Adeno-Assoziierte Viren
(AAV) handelt.

16.  Wirtszelle, die mit einem Replikations- oder Expressionsvektor nach Anspruch 14

oder 15 transformiert ist.

17.  Wirtszelle nach Anspruch 16, wobei es sich um eine Saugerzelle handelt.

18.  Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um Muskelzellen des Typs C2.7 handelt.

19.  Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um Baby-Hamster Kidney Zellen handelt.

20.  Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs PC12
handelt.
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21.  Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs N2a

handelt.

22.  Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs GTI1
handelt.

23.  Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um NIH3T3 Zellen handelt.

24.  Verfahren zur Herstellung eines Antikdrpermolekiils nach einem der Anspriiche 1, 2, 5
oder 6, das ein Kultivieren von Wirtszellen gem#f Anspruch 15 unter zur Expression eines

erfindungsgemiBen Antikdrpermolekiils wirksamen Bedingungen umfasst.

25.  Pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Antikérpermolekiil nach einem der
Anspriiche 1, 2, 5 oder 6 in Verbindung mit einem pharmazeutisch akzeptablen

Verdiinnungsmittel und/oder Tréger umfasst.

26.  Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 25, wobei sich die

Zusammensetzung zur Behandlung von Prionerkrankungen eignet.

27.  Diagnostische Zusammensetzung, die ein erfindungsgeméBes Antikorpermolekiil nach
einem der Anspriiche 1, 2, 5 oder 6 in Verbindung mit einem akzeptablen Verdiinnungsmittel

und/oder Triger umfasst.

28.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 27, die zum Nachweis in

Korperfliissigkeiten geeignet ist.

29.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 27, wobei es sich bei den

Korperfliissigkeiten um Blut oder Cerebrospinalfliissigkeit (Liquor) handelt.

30.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 27, die zum Nachweis in Geweben

geeignet ist.
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31.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 30, wobei es sich bei den Geweben

um Hirngewebe handelt.

32.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 30, wobei es sich bei den Geweben

um lymphatisches Gewebe handelt.

33.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 27, die zum Nachweis von malignen

Entartungen (Krebs) geeignet ist.

34.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 33, wobei der Nachweis in
Korperfliissigkeiten erfolgt.

35.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 34, wobei es sich bei den

Korperflissigkeiten um Blut oder Liquor handelt.

36.  Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 33, wobei der Nachweis in Geweben
erfolgt.

37. Verwendung eines Antikdrpermolekiils nach einem der Anspriiche 1, 2, 5 oder 6 zur

Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Prionerkrankung oder Krebs.
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Feld Nr. | Nucleotid- und/oder Aminoséuresequenz(en) (Fortsetzung von Punkt 1 b) auf Blatt 1)

1. Hinsichtlich der Nucleotid~ und/oder Aminosauresequenz, die in der internationalen Anmeldung offenbart wurde und fiir die
beanspruchte Erfindung erforderlich ist, ist die internationale Recherche auf folgender Grundlage durchgefiihrt worden:

a. Art des Materials

Sequenzprotokoll

l:l Tabelle(n) zum Sequenzprotokoll

b. Form des Materials

in schriftlicher Form
% |

E in computerlesbarer Form
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vorgelegt worden.

3. Zusatzliche Bemerkungen:
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*O" Verbffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

*P* Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum vertffentlicht worden ist
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