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(54) Title: SUPERAGONISTIC ANTI-CD28 ANTIBODY

(54) Bezeichnung: SUPERAGONISTISCHE ANTI-CD28 ANTIKORPER

(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid or several nucleic acids coding for a binding molecule which specifically
binds a human CD28-molecule, comprising (a) a nucleic acid sequence coding for a Vy-region and a nucleic acid sequence coding
for a V-region comprising CDRs in a human immunoglobulin structure, wherein (i) the CDRs of the VH-region (CDR-H) comprise
the amino acid sequences of the SEQ ID NO: 2 or 18 (CDR-H3), 4 or 20 (CDR-H2) and 6 or 22 (CDR-H1) or are coded by the nucleic
acid sequences of the SEQID NR: 1 or 17 (CDR-H3), 3 or 19 (CDR-H2) and 5 or 21 (CDR-H1); and (ii) the CDRs of the V| -region
€& (CDR-L) comprise the amino acid sequences of the SEQ ID NO: 8 or 24 (CDR-L3), 10 or 26 (CDR-L2) and 12 or 28 (CDR-L1) or
< are coded by the nucleic acid sequences of the SEQ ID NR: 7 or 23 (CDR-L3), 9 or 25 (CDR-L.2) and 11 or 27 (CDR-L1); and (b)
a nucleic acid sequence coding for a constant region of a human IgG1-or IgG4-antibody.

N (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Nukleinsdure oder mehrere Nukleinsduren, kodierend ein Bindungsmolekiil,
& das spezifisch ein menschliches CD28-Molekiil bindet, umfassend (a) eine Nukleinsduresequenz kodierend eine Vy-Region und eine
W) Nukleinsiuresequenz kodierend eine Vy -Region umfassend CDRs in einem human Immunglobulin-Geriist, wobei (i) die CDRs der
S VH-Region (CDR-H) die Aminosiuresequenzen der SEQ ID NO: 2 oder 18 (CDR-H3), 4 oder 20 (CDR-H2) und 6 oder 22 (CDR-H1
\ g q

\& umfassen oder kodiert werden durch die Nukleinsduresequenzen der SEQ ID NR: 1 oder 17 (CDR-H3), 3 oder 19 (CDR-H2) und
& 5 oder 21 (CDR-H1); und (ii) die CDRs der Vi.-Region (CDR-L) die Aminoséduresequenzen der SEQ ID NO: 8 oder 24 (CDR-L3),
10 oder 26 (CDR-L2) und 12 oder 28 (CDR-L1) umfassen oder kodiert werden durch die Nukleinsduresequenzen der SEQ ID NR:
7 oder 23 (CDR-L3), 9 oder 25 (CDR-L1.2) und 11 oder 27 (CDR-L1); und (b) eine Nukleinsduresequenz, die eine konstante Region

=

eines humanem IgG1-oder IgG4-Antikorpers kodiert.
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Superagonistische anti-CD28 Antikérper

Die Erfindung betrifft eine Nukleinsaure oder mehrere Nukleins&uren, kodierend ein
Bindungsmolektl, das spezifisch ein menschliches CD28-Molekil bindet, umfassend
(a) eine Nukleinsauresequenz kodierend eine Vu-Region und eine
Nukleinsduresequenz kodierend eine V. -Region umfassend CDRs in einem
humanen Immunglobulin-Geriist, wobei
(i) die CDRs der Vy-Region (CDR-H) die Aminosauresequenzen der SEQ ID NO:
2 oder 18 (CDR-H3), 4 oder 20 (CDR-H2) und 6 oder 22 (CDR-H1) umfassen
oder
kodiert werden durch die Nukleinsduresequenzen der SEQ ID NR: 1 oder 17
(CDR-H3), 3 oder 19 (CDR-H2) und 5 oder 21 (CDR-H1); und
(i) die CDRs der V_-Region (CDR-L) die Aminosauresequenzen der SEQ ID NO:
8 oder 24 (CDR-L3), 10 oder 26 (CDR-L2) und 12 oder 28 (CDR-L1) umfassen
oder
kodiert werden durch die Nukleinsduresequenzen der SEQ ID NR: 7 oder 23
(CDR-L3), 9 oder 25 (CDR-L2) und 11 oder 27 (CDR-L1); und
(b) eine Nukleinsduresequenz, die eine konstante Region eines humanem IgG1-
oder |gG4-Antikérpers kodiert.

In der Beschreibung werden eine Reihe an Dokumenten inklusive
Patentanmeldungen und Hersteller-Gebrauchsanweisungen aus dem Stand der
Technik genannt. Wahrend der Offenbarungsgehalt dieser Dokumente als nicht
relevant fur die Patentféhigkeit der Erfindung angesehen wird, ist er per Referenz in
die vorliegende Beschreibung inkorporiert.

Die Stimulation ruhender -T-Lymphozyten zur Aktivierung, Proliferation und
funktionellen Differenzierung erfordert die Besetzung zweier Oberflachenstrukturen,

so genannter Rezeptoren: 1. des Antigenrezeptors, der von Zelle zu Zelle eine
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unterschiedliche Spezifitat besitzt und fiir die Erkennung von Antigenen, z.B. viralen

Spaltprodukten, notwendlg ist; sowie 2. des auf allen ruhenden T-Zellen mit

- Ausnahme einer Untergruppe der CD8 T-Zellen des Menschen glelchermarsen

_ exprimierten CD28 Molekdls, welches natiirlicherweise an Liganden auf der

Oberflache anderer Zellen des Immunsystems bindet. Man spricht von der
Costimulation der antigenspeziﬁschen Immunreaktion durch CD28. In Zellkultur
kénnen diese Vorgéange nachgestellt werden durch Besetzung des Antigenrezeptors
sowie. des CD28-Molekiils mit geeigneten monoklonalen‘Antikérpern (mAb). Im
klaséischen System der Costimulation filhrt weder die = Besetzung des
Antigenrezéptors noch die des CD28-Moleklls allein zur T-Zellproliferation, die
Besetzung beider Rezeptoren ist jedoch effektiv. Diese Beobachtung wurde an T-

Zellen des Menschen, der Maus und der Ratte gemacht.

Allerdmgs sind auch CD28-spezifische monoklonale Antikdrper (mAb) bekannt die
ohne Costimulation die T-Zellprohferatlon einleiten kénnen. Eine solche
superagonistische, d. h. von der Besetzung des Antigenre-zeptors unabhéngige
Aktivierung ruhender T—Lymphozyten durch CD28-spezifische mAK ist beispielsweise
aus Tacke ‘et al., Eur. J. Immunol., 1997, 275239—247, bekannt. Demnach wurden
zwei Arten von CD28-spezifischen monoklonalen Antikérpern mit unterschiedlichen
funktioﬁellen Eigenschaften beschrieben:Acostimulatorislche mADb, die die Aktivierung
ruhender T-Zellen nur bei gleichzeitiger Besetzung des ~ Antigenrezeptors

costimulieren, und superagonistische mAb, die ohne Besétzung des

Antigenrezeptors T-Lymphozyten aller Klassen in vitroAuhd in Ratten zur Proliferation

aktivieren kénnen.

Auis der DE 101 60 516.1 sowie aus Liihder et al., J. Exp. Med., 2003, 197: 955-966, -
sind dartber hinaus superagonisﬁsche mAKk mit Spezifitat fur das CD28 Molekdl des
Menschen bekannt, welche in vitro ohne Stimulation des T-Zellantigenrezeptors
(TCR) T-Zellen sehr éfﬁZient ‘aktivier'en‘ und expandieren. Hier bediente man sich
jedoch immobilisierter Antikdrper, die sich, wie weiter unten dargestellt, nicht -flr '
therapeutische Anwendung eignen. '
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Des weiteren zeigten superagonistische anti-CD28 Antikrper Antikdrper in
Tiermodellen und in Zellkultur ausgepragte anti-inflammatorische Eigenschaften. So
kann beispielsweise, wie inSChmidt et al., J. Neuroimmunol., 2003, 140: 143-152,
belegt, die Applikation eines superagonistischen mAk gegen das CD28 Molekul der
Ratte die Entstehung einer entztindlichen peripheren: Nervenerkrahk‘ung, der
Experimentellen Autoimmunen Neuritis, EAN, verhindern. Aus der DE 102 12 108.7
sowie aus Lin et al, Eur. J. Immunol., 2003, 33:626-638, ist bekannt, dass
superagonistische anti-CD28 Antikérper eine Uberproportional starke -Aktivierung
regulatoris'ch'er T-Zellen bewirken kénnen, Die Funktion regulétorischer T-Zellen ist,
autoaggressive T Zellen zu kontrollieren und dafiir Sorge zu tragen, dass es generell
zu keiner (berschieRenden Entziindungsreaktion kommt (Schwartz, Nature
Immunol., 2005, 6: 327-330). Allerdings kann ein Eingreifen in die CD28-vermittelte
Costimulation das Th1/Th2-Gleichgewicht zugunsten des pro-inﬂammatorischen
Th1-Phénotyps verschieben und birgt daher die Gefahr, Autoimmun-/ entzlindliche
Reaktionen zu verschlimmern (sh. Schmidt et al., supra); '

Fur therapeutische Antikérperkandidét‘en ist es aus nahe liegenden Grinden

erstrebenswert, die lmmunogenitét d.h. das Ausl@sen einer Immunantwort gegen die
Wirksubstanz, zu vermeiden mit dem Ziel, die pharmakologische Wirksamkeit im
Menschen voll auszuschdpfen und gleichzeitig unerwlinschte NebenWIrkungen zZu
reduzieren. Um die Immunogenitat von Antikérpem, die nicht aus dem Menschen
stammen, zu vermeiden, ist belsplelswelse die ,,HumamSIerung“ von Antlkorpern
mittels gentec;hnologlscher Methoden Stand der Technik. Hierbei wird die
Antigenbindungsstelle eines ursprtu’ngliéh nicht aus dem Menschen stammenden
Antikdrpers konserviert, wahrend der Rest des Antikérpermolekdls, lnsbesondere die
konstanten Anteile der Antikérper (konstante Domane oder Fc-Fragment) gegen eine
strukturdhnliche Variante aus dem menschlichen Erbgut ausgetauscht wird. (Hwang
et al., Methods, 2005, 36: 3-10). |

Wie aus der DE 102 30 223.5 bekannt "ist, verstarkt die Quervernetzung (oder
Kreuzvernetzung,  ,cross-inking“) ~ superagonistischer  anti-human  CD28

Antikérper deren Fahigkeit, T-Lymphozyten in einer Zellsuspension zu aktivieren.

‘Beispielsweise wird die Proliferation gereinigter T-Lymphozyten um ein vielfaches
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verstarkt, wenn superagonistische Antikérper in Form von immobilisierten
Molekiilkomplexen auf paramagnetischen Kiigelchen verwendet werden, statt in der
T-Zellsuspension in Iéslicher Form vorzuliegen. Fur die galenische Anwendung im.

Menschen ist die Applikation solchermaften komplexierter Darreichungsformen von

‘Superagonistis'chen anti-CD28 Antikérpern aus nahe liegenden Griinden jedoch nicht

mdglich. Des weiteren kamen in der DE 102 30 223.5 auf paramagnetischen
Kugelchen immobilisierte anti-Maus- lgG-Antlkorper als kreuzvernetzendes Agens
zum "Einsatz. Auch in diesér Hmsrcht kommt der analoge Ansatz. fir eine
therapeutische Anwendung im l\/lenschen nicht in Frage, da sich die Verwendung
von antl-human—lgG-Antlkorpern auf Grund der Fille der zu erwartenden
Kreuzreaktionen verbietet. Nicht zuletzt ist der in der DE 102 30 223.5 beschriebene
Ansatz auf ein in vitro Verfahren, bei dem gereinigte T-Zellen zum Einsatz kommen,

beschrankt. Fir die Entwicklung therapeutischer superagonistischer anti-CD28-

. Antikdrper war demzufolge zu priifen, ob ein geeignetes Antikdrperformat existiert,

das in vivo eine hinreichende Kreuzvemetzung ermdglicht, ohne unerwiinschte

Effekte zu erzielen.

Es ist bekannt, dass e‘ine nattirliche Erkerinung und Quer- oder Kreuzvernetzung von
Fc Domanen von Antikérpern im menschlichen Kérper durch Fc-Rezeptofen, die auf
unterschiedlichen Zelltypen ausgepréagt wérdeh, vermittelt wird (Woof et al., Nature
Reviews Immunol., 2004, 1-11). Ziel der Fc-Rezeptor-vermittelten Anﬁkc‘jrper—
Bindung im physiologischen Kontext ist das ,,aus-d’em—Verkehr—Ziehen‘k oder
Zerst6ren von antikérperbeladenen Zellen, da davon auszugehen ist, dass Antikdrper

nur gegen solche Zellen bebildet werden, die von fremdem Gewebe stammen,

bakteriell oder viral infiziert, gestresst oder bosartig entartet sind. Wichtige Fo-

Rezeptor-vermittelte Mechanismen der Eliminierung antikdrperbeladener Zellen sind
die komplementabhangige Zytotoxizitat (CDC), die antikérperabhéngige zellulare
Zytotoxizitdt (ADCC) und die Opsonisierung, d.h. Kenntlichmachung zur -
Phagbzytose dufoh spezialisierte Fresszellen. |

Die Fc—Rezeptoreh, die fur die Erkennung von Fc-Domanen menschlicher Antikdrper
~des IgG Isotyps verantwortlich sind, lassen sich in die‘ Gruppen CD64 (Fc gamma
- Rezeptor I; hoch-affiner Rezeptor); CD32 (Fc gamma Rezeptor II; intermediér-affiner
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Rezeptor) und CD16 (Fc gamma Rezeptor [l niedrig-afﬁhér Rezeptor) klassifizieren.
lhre Bindungseigenschaften an Antikdrper der IgG Untergruppen 1gG1, 19G2, IgG3
und I1gG4 sowie die durch die Bindung an diesé Antikérper ausgeldsten
Effektorfunktionen sind weitgehend bekannt (Woof et al., Nature Reviews Immunol.,
2004, 1-11). So bewirkt die Stimulation von Fc-Rezeptoren, die an IgG1 bzw. IgG4
binden (CD64 stark an IgG1, maRig an IgG4; CD32 schwach an IgG1, nicht an IgG4;.

'CD16b stark an IgG1, sehr schwach oder nicht an IgG4), in der Regel auch eine

Eliminierung der Zielzellen tiber ADCC oder CDC.

Zusammenfassend ist somit aus dem Stand der Technik bekannt, dass
Quervernetzung, wenn sie durch im menschlichen Koérper vorhandene Molekdle
bewirkt wird, Uberwiegend mit einer Eliminierung der antikérperbeladenen Zellen
einhergeht.

Demzufolge " bestand die Aufgabe bei der Entwickiung therapeutischer
superagonistischer anti-CD28 Antikérper darin, ein Antikérperformat zu finden, das
sich zum einen im Kdrper durch physiologisch vorhandene Strukturen oder Molekille,
beispieisW'eise Fc—Reze‘ptoren,' kreuzvernetzten 14sst. Zum anderen soll eine solche
Krequernéizung aber nicht zu einer (wesentlichen) Eliminierung oder Zerstérung der
eigentl‘ichen Zielsfruktur des Antikérpers, namlich den CD28" T-Zellen fihren. Diese
Aufgabe wird durch die in den Ansprichen bereitgestellten Ausflihrungsformen
geldst. | | |

Demenfsprechend betrifit die Erfindung eine ~Nukleinsdure oder mehrere
Nukleinséuren; kodierend ein Binduhgsmolekﬂl, das spezifisch ein menschliches
CD28-Molekill bindet, umfassend
(a) elne Nukleinsauresequenz kodierend  eine VH'-Region und eine
'Nuklelnsauresequenz kodierend eine V.-Region umfassend CDRs in einem
human Immunglobulin-Gerust, wobel '
(i) die CDRs der Vy-Region (CDR-H) die Ammosauresequenzen der SEQ ID NO:
2 oder 18 (CDR—H3) 4 oder 20 (CDR-H2) und 6 oder 22 (CDR-H1) umfassen
oder
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kodiert werdén durch die Nukleinsauresequenzen der SEQ lDl NR: 1 oder 17
(CDR-H3), 8 oder 19 (CDR-H2) und 5 oder 21 (CDR-H1); und
(ii) die CDRs der V| -Region (CDR-L) die Aminoséures'equenzen der SEQ ID NO:
8 oder 24 (CDR-L3), 10 oder 26 (CDR-L2) und 12 oder 28 (CDR-L1) umfassen
oder
' kodiert werden durch die Nuklemsauresequenzen der SEQ ID NR: 7 oder 23
(CDR-L3), 9 oder 25 (CDR-L2) und 11 oder 27 (CDR-L1); und

~(b) eine NukieinséureseqUenz, die eine konstante Region eines humanem lgG1-

oder IgG4-Antikdrpers kodiert. -

Der Begriff ,Nukleinsure® im Zusamménhang mit der vorliegenden Erfindung
bezieht sich auf ein Nukieinsduremolekil oder mehrere Nukleinséuremolekiile, die in
ihrer Gesamtheit das rﬂndungsgema(&e Bmdungsmolekul kodieren. Die
kodierenden Regionen fur die Komponenten des . erﬁndungsgemaf&en
Bindungsmolek[jl kénnen somit von einem Nuklemsauremolekul umfasst sein oder .
snch auf distinkten, zwei oder mehr als zwei Nuklemsauremolekulen befinden.
lnsbesondere kdnnen sich die kodxerenden Berelche fur die VH-Reglon und die

konstante Region der schweren Kette des humanen IgG1 oder IgG4 auf einem

: Nuklelnsauremolekul befinden und die V.-Region und die konstante Region der

leichten Kette des [9G1 oder IgG4 auf einem zweiten Nukleinsauremolekiile
befinden. Die konstante Region der leichten Kette kann sowohl der Sequenz eines
x-Gens als auch eines A-Gens entsprechen, die flr die konstantén Regionen
menschlicher leichter Ketten kodieren. Entsprechend der Erfindung ist im
Bindungsmolekil, das von der/den erfindungsgeméafen Nukleinsdure(n) kodiert
wird, die Vy-Region bzw.' V,-Region mit. der konstanten Region funktionell

) verbundén, wie dies beispielsweise in einem Antikdrper der Fall ist. Ebenso versteht

es sich, dass sich die ,kodi.erte»(n) (Poly)peptidkette(n) nach ihrer Synthése so falten
bzw. assemblieren, dass die Vy-Region und die .VL-Région in rédumliche
Nachbarschaft gelangen und eine Antigen-Bindungsstelle ausbilden. Auch dies ist
durch éinen Antikdrper exemplifiziert.

Def Begriff ,umfasst’ bedeutet einerseits ,enthalt (neben anderen Gegenstéhden)

und andererseits ,besteht daraus® (okne den Einschluss weiterer Gegenstéande).
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Das CD28-Molekiil ist, wie oben beschrieben, ein transmembranes Molekdit, dés als

Homodimer auf der Oberfliche von T-Zellen exprimiert wird. Die

- Aminosauresequenz von humanem CD28 kann unter der GenBank Accession No.

NM_006139 abgerufen werden.

Der Ausdruck ,superagonistisch® beschreibt im Zusammenhang mit der
vorllegenden Erfindung eine Eigenschaft erfindungsgeméafer Bmdungsmolekule die
durch SpeZlfISChe Bindung an/Interaktion mit elnem bestimmten Epitop des CD28-
Molekiils eine Antigenrezeptor-unabhéngige Akthlerung von Lymphozyten
ermégli'chen. Somit entspricht eine ,superagonistische Stimulation® der Aktivierung
von CD28" T-Zellen, ohne dass eine Costimulation, d.h. ein weiteres
Bindungsereignis neben einer Bindung/Interaktion des CD28-spezifischen
Antikérpers zur Stimulation der Proliferation erforderlich ist. Eine solche Aktivierung
kann u.a. liber eine Detektion von Aktivierungsmarkem auf den Zellen, die Induktion
von Transkriptionsfaktoren,‘ einer Proliferation oder der Expression oder

Sezernierung von Zytokinen nachgewiesen werden.

Mit Aktivierung und/oder Expahsion von T-Zellen irst insbesondere die Vermehrung
der Stoffwechselaktnvntat Vergro&erung des Zellvolumens, Synthese xmmunolog|sch
wichtiger l\/lolekule wie CD71 oder CD25, und Eintritt in die Zellteilurig (Prollferatlon)
auf emen AufReren Reiz hin bezeichnet. Bevorzugt liegen im Ergebnis nach der
Aktivierung bzw. Expansion mehr T-Zellen vor als vorher.

Die Begriffe ,Vy-Region“ und ,V,-Region” sind dem Fachmann allgemeln bekannt
und beschreiben im Stand der Technik die ammotermlnale Doméne eines
An’ukorpers die wahrend der B- Lymphozytenren‘ung durch Rekombination der V-, D-
und J- Gensegmente entsteht. Die variablen Regionen der schweren und der
leichten Kette von Antikdrpern sind fiir die spezifische Bindung/Interaktion eines
Ahtikérpers an/mit dessen spezifischen Epitop verantwortfich (vgl. Haseman und
Capra ,mmunoglobulins: Structure and Function®, in Fuhdamental Im.munology“
(ed W. E. Paul), Raven Press, New York, 2. Ausgabe 1989). Die Vu- und VL—
Reglonen konnen Uber rekombinante Verfahren auch mit anderen Strukturen als

den natiirlicherweise auftretenden C- Regionen kombiniert werden.
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Der Begriif ,CDR" (complementarity ~ determining  regions)  beschreibt
komplementaritétsbéstimmende Regionen der Rezeptoren des Immunsystems,
insbesondere von Antikdrpern und T-Zellrezeptoren. Diese sind dem Fachmann als
Bereiche eines Rezeptors bekannt, die mit dem Liganden in Kontakt treten und die
Spezifitdt des Rezeptors bestimmen. Die CDRs sind die variabelsten Teile der
Rezeptoren und fiir deren Vielfalt verantwortlich. Beispiele fiir solche Rezeptoren
umfassen Antikdrper. Je drei der Schieifen befinden sich an den distalen Enden der
beiden variablen ‘Domanen von Antikdrpern. Diese werden allgemein als CDR-H1
bis CDR—H3 auf der schweren Kette und CDR-L1 bis CDR-L3 auf der leichten Kette

von Antlkorpem durchnumenert

Die Aminosauresequenz einer CDR oder mehrerer CDRs kann der Fachmann aus
einer bekannten Aminosduresequenz eines Antikdrpers, Antikérperfragments oder
Derivats bestimmen. Die' oben .genannten CDRs sind entsprechend dem
modifizierten Kabat-Verfahren (AbM/Kabat-Kombi) ermittelt worden. Dieses ergibt
sich u.a. aus den Regeln ,How to identify the CDRs by looking at a sequence” auf
der Homepage von Andrew C.R. Martin (http: //WWW blomf org.uk/abs/). Alternativ

kénnen erfindungsgeman Regeln zur Ermlttlung der CDRs der beschriebenen
Bmdungsmolekule gemaf Kabat (sh Kabat, E. A. et al. 1991; Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. NIH Pubhcatlon No. 91-3242, sowie
Johnson, G. and Wu, T. T. 2000, Nucleic Acids Research) verwendet werden. In
diesem Falle gelten in den erﬁndungsgemaf&en Ausfuhrungsformen dle nach Kabat
ermittelten und in Figur 17 dargestellten sowie in den Flguren 2 und 6
hervorgehobenen CDR—Sequenzen._ Das bedeutet ferner, dass sich die Framework-

Regionen leicht verdndern, ohne dass sich jedoch die Gesémtsequenz des

Bindungsmoleklls &ndert . oder andern misste. Wie erwshnt: Die CDRs der

erfindungsgemafien 'B’in‘dungsmolekijle gemal des Kabat-Systems, als auch des
AbM/Kabat-Kombi-Systems sind in der Figur 17 dargestelit. Beispieléweise ist die
CDR-H1 Sequenz nach dem modifizierten Kabat-System du.rch. die Sequenz
GYTFTSYYIH gegeben, nach dem herkémmlichen Kabat-Verfahren durch SYYIH.

Der Bégriff LJumanes Immunglobulin-Gerﬁst“ (,,lmmunglobulin-FrameWork“)

beschreibt die Gesamtheit jener Aminoséuresequenzabschnitie im gefalteten
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Zustand, die in der variablen Region eines humanen Antikérpers zwischen den
CDRs sowie N- und C-terminal hiervon liegen und das raumliche Gerlst (sterische

Formation) des Immunglobulins vorgeben.

Der Begriff konstante Region ist dem Fachmann u.a. aus Janeway uhd Travers
(Immuhologie, 2. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag, s. a. Referenz W. E.
Paul, sup‘ra) bekannt. Humane‘Antikérpér des Isotyps IgG umfassen die Subklassen
lgG1, 1gG2, 1gG3 und lgG4. vErfind’ungsgeméfL kommt in den Bindungsmolekiien
eine konstante Region eines humanem IgG1- oder IgG4-Antikérpers zum Einsatz.

Def Begriff ,binden an/interagieren mit* wird im Zusammenhang mit der
vorliegendeh Erfindung definiert als Bindung/Interaktion von einer ,Antigen-
Bindungsstelle® mit einem Epitop. Der Begriff ,Antigen-Bindungsstelle* definiert, in
Ubereinsﬁmmung mit der vorliegenden Erfindung, ein Motiv eines
Polypeptids/Bindungsmolekﬂls, das geeignet . ist, mit einem spezifischen Antigen
oder " einer GrﬁppeAvon Antigenen zu interagieren. Eine vsolche speZifiéche
Bindung/Interaktion wird auch als ein ,spezifisches Efkennen" eines Antigens
definiert. Eine spezifische Efkennung eines Antigens ist erfindungsgemaf eine
spezifiséhe Bindung an/Interaktion mit mindestens zwei, vorzugsweisé drei, weiter

bevorzugt mit mihdestens vier Amihos'éure«n eines Antigens. Der Teil des Ahtigens,

der die Bindung/Interaktion mit der Antigen-Bindungsstélle eingeht, wird als Epitop

bezeichnet. Das Antigen ist fir die erfindungsgemafen Bindungsmolekile das
CD28-Molekdil. Das Epitop der erfindungsgemafen Bindungsmolekile befindet sich
im als C'D-loop bezeichneten Bereich des CD28-Molekils. Diese spezifische
Bindung/Interaktion  flihrt zur induktion eines superagonistischen Signals
(Aktivierung/Stimulation) in einer CD28“L Zelle. Eine spezifische Bindung/lntefaktion

kann auch mit dem ,,SchlUssel-Schloss-Prinzip“A beschrieben werden. Spezifische

. Motive in einer Aminoséuresequehz der Antigen-Erkennungsstelle und des Antigens

binden aneinander aufgrund ihrer primaren, sekundaren oder tertidren Struktur.

Die Begriff ,spezifische Interaktion”, wird im Zusammehh‘ang mit der vorliegénden
ErfindUn_gv so verstanden, dass das Bindungsmolekiil nicht oder nicht signifikant
kreuz—reégiert mit (Poly)peptiden, die eine &hnliche Sfcri.lktur wie das spezifisch

erkannte Antigen haben und auf den selben Zellen exprimiert werden. Die

Kreuzreaktivitét einer Gruppe von Bindungsmoleklen kahn z.B. durch Bestimmung
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der  Bindungseigenschaften/Bindungsstarken  unter Ublichen  Bedingungen
untersucht werden (siehe u.a. Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 und Using Antibodies: A Laboratory

- Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999). Explizit umfasst sind durch die

Definition des ,Bindens an/Interagieren mit* auch Konformationsépitope, strukturelle
Epitope und .diékontinuierliche Epitope, die aus zwei odervmehr Bereichen eines
Antigens ,zusammeng‘esetzt sind (Reste unterschiedlicher Bereiche einer oder
mehrer Polypeptidketten) und ein ,,nétﬁrliches Epitqp“ zusammensetzen (siehe Sela,
(1969) Science 166, 1365 und Laver, (1990) Cell 61, 553-6). |

Der Begriff JKreuzvernetzung/Quervemetzung® beschreibt eine Herbeiflihrung einer

raumlichen Nahe mehrerer Bindungsmolekiile, die an das spezifische Antigen

gebunden sind/mit dem spezifischen Antigen interagieren, wodurch es zu einer

multivalenteh Bindung des ZiélmolekUIs (spezifischen .Epitops) CD28 kommit. Béi
den erfindungsgemalien Bindungsmolekiilen ist eine . Kreuzver-
netzung/Quervernetzung Uber das F¢-Fragment des humanisierten 1gG-Antikdrpers
bévorzugt. Dies kann z.B. durch Bindung dieses Fragments an Fc-Rezeptoren auf
Lymphozyten —oder anderen Zellen erreicht werdén. Eﬁindungsgehé&e

Bindungsmolekile (die dufch erfindungs‘geméfse Nukleinsduren kodiert werden)

‘haben die Gberraschende Eigenschaft, dass CD28" Zellen durch kreuzvemetzte

Bindungsmolekile aktiviert/stimuliert werden kdnnen, ohne eliminiert zu werden.

Der Begriff ,Bindungsmolekil” wird 'im Zusammenhang mit der Erfindung zur

Beschreibung einer Gruppe von Molekiilen verwendet, die sowohl als Monomere, als

"auch als Di-, Tri- oder Oligomere auftreten kdnnen. Di-, Tri- oder Oligomere k&nnen

sowohl Homomere, als auch Heteromere sein. Vorzugéweise sind die einzelnen
Ketten von Di-, Tri- oder Oligomere kovalent miteinander verbunden. Insbesondere
bevorzugt sind hierbei kovalente Verbindungen Uber Disulfidercken. Alternativ
kénnen - dié Di-, Tri- oder Oligomere aber au.oh Uber nicht-kovalente
Wechselwirkungen miteinander verbunden sein. Entsprechende Di- Tri- -oder
Oligomerisierungen kénnen zB. durch Wechselwirkungen Speziﬁscher
Sequenzmotive in den'éinzelnen Molekiilen zustande kommen. Ein Beispiel fUr eine

solche intrinsische Wechselwirkung ist die Wéchéelwirkung von Monomeren durch
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éin ,,Leucin-Zipper—Motiv“, welches zu einer Dimerisierung fiihrt.-

Als Ausgangspunkt fir die erfindungsgemél&en superagonistischen CD28-
Bindungsmolekile diente der in Luhder et al., J. Exp. Med., 2003, 197: 955-966,
beschriebene Maus anti-human CD28 Antikdrper 5.11A1. Die variablen Regioneh
der schweren und Ieichteh Kette des 5.11A1 Antikérpers wurden dem Stand der
Technik entsprechend gentechholgisch humanisiert. Diese Technik ist ua. als
~CDR-grafting* dem Fachmann bekannt (sh. AP.T. Jones et al. 1986. Nature 321:
522-525 sowie Ewert et al., 2004. Methods, 34: 184-199). Die humanisierten
variablen Regionen wurden mit der kcnstanten'Region humaner Antikdrper des IgG-
Isotyps fusioniert. " ’

Es ist bekannt, dass fiir den therapeutischen Einsatz in Prinzip alle IgG Isotypen
(lgG1-4) geeignet sind. BekanntermaRen besitzen die grote Mehrheit der sich in der
therapeutischen  Entwicklung beﬁnd‘lichen Antikdrper ein neutralisierendes,
blockierendes oder zerstorerisches (negatives) Wirkprinzip und uhterscheiden sich‘
dadurch grundlegend von dem hier veﬁolgtéh superagonistischen (positiven)
Wirkprinzip. Die erﬁnduhgsgémé(&e Auswahl der lsotypen IgG1 und IgG4 als
therapeutische Formate von superagonisﬁschen anti-CD28 Antikdrpern beruht auf
folgenden Uberlegungen und Uberraschenden experimentellen Befund”en:

Basis des erfinderischen Prinzips ist die Auswahl von Fc-Fragmenten des IQG1 bzw.
IgG4 Isotyps. IgG1-Antikérper kdnnen mittels im Kdrper vorhandener Fg-Rezeptoren
effizient quervemnetzt werden. Dies sollte dem superagonistischen Wirkpﬁnzip

. zutraglich sein (siehe auch Evans et al., Nature lmmunol; 2005, 6: 271-279).
25

Dagegen sprach allerdings, dass zu erwarten war, dass eine solche Quervernetzung
zu einer Eliminierung der T-Zellen fUhren WUrde, was dem gewiinschten Wirkprinzip
entgegen stlinde bzw. zu erwarten stand, dass das gewﬁnschte Wirkprinzip durch
diese Eliminierung zunichte gemacht wiirde. Im Falle des IgG4 Isotyps war dem

Stand der Technik zufolge zu erwarten, dass dieser Isotyp der gewiinschten

Wirksamke'it. gegenléufig ist. Fir diesen war z.B. eine antikdrperabhéngige zellulare
Zytotoxizitdt (ADCC) ausldsends Wirkung beschrieben; siehe lsaacs et al., Clin.
Exp. {mmunol., ‘106: 427-433. Darlber hinaus war aufgrund der zu erwartenden
fehlenden oder sehr geringen Fc-Rezeptor Bindung nicht davon auszugehen, dass
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dleser Isotyp eine T-Zell-Aktivierung beispielsweise in emer Kultur von perlpheren
Blutleukozyten fordern wiirde.

Es wurde nach Bereltstellung der erfindungsgemé&en Bindungsmolekiile
uberraschendelwelse festgestellt, dass diese superagonistisch T—Zellen stimulieren.
Dies ist fur dle Antikérper des IgG1 Isotyps (TGN1112) und des IgG4 Isotyps
(TGN1412) in den beigefiigten Belsplelen und den in den Figuren 1 bis 8
dargestellten expenmentellen Ergebnissen gezeigt. Die schwere und leichte Kette
von TGN1412 ist jeweils in SEQ ID NR: 14 und 16 dargestellt SEQ ID NR: 30 und
32 zeigen die Aminosduresequenzen der schweren und leichten Kette von
TGN1112. Wie den Figuren 1 bis 8 zu entnehmen ist, Wérden sowohl die leichten als
auch die schweren Ketten der Antikt')rper TGN1112 und TGN1412 zundchst mit
Signalpeptid (in den Figuren als Leaderpeptid bezeichnet) synthetisiert. Das
Signalpeptid bestimmt das Targeting innerhalb der Zelle und ist auf der reifen
leichten bzw. schweren Kette nicht mehr vorhanden. Hinsichtlich der schweren Kette
von TGN1412 st hoch anzumerken, dass bei der Expression in CHO-Zellen zwei
Varianten des C-Terminus beobachtet wurden, die sich" um einen zuséatzlichen
Aminosdurerest unterscheiden (Fig. 2). Die DNA-Sequenzen einschlielich Introns
und UTR und fiir das Signalpeptid kodierender Region sind fiir die schwere und

leichte Kette von TGN1412 in SEQ ID NR: 41 und 43 dargestellt; fUr schwere und

leichte Kefte von TGN1112 in SEQ ID NR: 45 und 47. Die davon.kcjdierten
Aminosduresequenzen sind in SEQ ID NR: 42, 44, 46 und 48 dargestellt.

Die vorliegenden Erfindung stellt somit in einer bevorzugten Ausflhrungsform die
I5slichen anti-CD28 Antikdrper TGN1412 und TGN11 12 zur polykionalen Stimulation

menschlicher CD4 und CD8 T- -Lymphozyten auf eine neuartige, TCR unabhangige

Art und Welse zur Verfiigung. Unerwartet war der Befund, dass TGN1412 und
TGN1112 in I6slicher Form die T-Lymphozyten ex vivo sehr efﬁZIent aktivieren und
expandieren. Dieser Befund war insbesondere fir TGN1412 uberraschend, da
einersei’ps Quervernetzung des Antikérpers flir das superagonistische Wirkprinzip
notwendig ist, anderarseits aber keine Bindung an hoch- oder intermediér-affine Fe- .
Rezéptoren nachweisbar war. Fiir TGN1112 war der Befund (iberraschend, da der
An'tik(:'wrper in Zellkultur eine stark ausgeprégte Antik&rper-abhéngige Zytotoxizitat
gegeniiber T-Zellen vermittelt (Fig.16), jedoch gleichzeitig eine sehr starke
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Proliferation induziert (Fig. 10A). Gegentiber dem Ausgangsantikdrper 5.11A1
zeichnen sich sowohl TGN1412 als auch TGN1112 dadurch aus, dass sie in der
Lage sind, den aktIVIerungsmdUZIerten Zelitod (Apoptose) menschlicher T-
Lymphozyten in Zellkultur sehr niedrig zu halten (Fig. 15). Dieses Ergebnis stellt in

‘ Auséicht, dass auch im Menschen TGN1412 und TGN1112 in der Lage sein sollten,

T-Lymphozyten sehr effektiv und schonénd zu aktivieren und zu expandieren.

Die erfindungsgemé&fie N‘ukleinséure oder die éﬁindungsge’méﬁen mehreren

Nukleinsauren umfasst/umfassen vorzugsweise eine  Nukleinsiuresequenz

kodierend eine Vy-Region und eine Nukleinsauresequenz kodlerend eine V| -Region,

wobei A

(i) die Nukleinsauresequenz der Vy-Region SEQ ID NR: 33 oder 37 umfasst
und/oder ein (Poly)peptid kodiert, das dle Aminosauresequenz SEQ ID NR: 34
oder 38 umfasst; und :

(i)  die Nukleinsduresequenz der Vi -Region SEQ ID NR: 35 oder 39 umfasst
und/oder ein (Poly)peptid kodiert, das die Aminosauresequenz SEQ ID NR: 36
oder 40 umfasst. '.

Die erfindungsgeméaBe  Nukleinsdure oder die erfindungsgemalien méhreren

Nukleinsjuren umfasst/umfassen weiter bevorzugt eine Nukleinsduresequenz,

wobei die Nukleinsuresequenz

()  SEQID NR: 13, 29, 41 oder 45 ist; und/oder

(i)  ein (Poly)peptid mit der Aminoséurésequenz SEQ ID NR: 14, 30, 42 oder 46.
kodiert, |

Ebenso bevorzugt sind eine Nukleins&ure -oder mehrere Nukleinséuren, die eine

Nukleinsduresequenz umfassen, wobei die Nukleinsauresequenz

(i) .SEQID NR:15, 31, 43 oder 47 ist; und/oder

(i) “ein (Poly)peptid mit der Aminoséuresequenz SEQ 1D NR 16, 32, 44 oder 48
kodiert.

Es ist darliber hinaus ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung, dass eine

erﬁndungsgemé&e‘ Nukleinséure oder die. mehreren  erfindungsgem&Ren
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Nukleinsauren zusatzlich eine Nukleinséuresequenz umfasst/umfassen, die fir ein
Markierungselement oder Tag kodiert.

Der Begriff ,,Markierungse\ement“ oder ,Tag* beschreibt im Zusammenhang mit der
Erfindung ein Element, das die Féhigkeit zur Wechselwirkung mit einem bekannten
Bindung.spart.ner verrﬁittelt. Diese Wechselwirkung ihrerseits erbfinet Anwendungen
wie (erleichterte) Aufreinigung oder Isolierung sowie Detektion oder Nachweis.

Die erfindungsgeméRen Markierungselemente oder ‘Tag.s konnen beispielhaft
ausgewahlt sein aus einer Gruppe bestehend aus His-tag, Flag-tag, Myc—tég, HA-tag,
GST-tag, T100™, VSV-G, V5, S-tag™, HSV, CFP, RFP, YFP, GFP, BFP, Cellulose
binding domain (CBD), Maltose binding protein (MBP), NusA-tag, thioredoxin (Trx),
DsbA, DabC und einer Biotinylierungssequenz. Alternativ dazu bzw. insbesondere .
kann das Markierungselement eine radioaktive, fluoreszierende, phosphoreszierende
oder lumineszierende Markierung sein. Radioaktive Markierungen schlieBen

Markierungen mit *P (bei Nukleinséuren) und "2l oder '*I (bei Proteinen) ein.

In einer altsrnativen Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung Aeinen‘Vek"ror' |
umfassend eine oder mehrere der oben beschriebene erﬁndungsge}n_éi&en

Nukleinsauren.

Dem Molekularbiologen als Fachmann sind eine Vielzahl von geeigneten Vektoren
bekannt. Die Wahl eines Vektors hangt in diesem Zusammenhang von den
gewiinschten Eigenschaften ab und schlieft Plasmide, Cosmide, Viren,
Bakt'eriop'hagen und- andere konventionell in der Gentechinologie verwendete
Vektoren ein. Allgemein bekannte Verfahren kénnen zur Herstellung verschiedener
Vektoren verwendet werden; siehe u.a.. Sambrook et al. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd edition 1989 and 3rd |
edition 2001; Gerhardt et al.; Methods for General and Molecutar Bacteriology; ASM
Press, 1994; Lefkovits; lmmUnology Methods Manual:' The Comprehensive
Sourcebook of Techniques; Academic Press, - 1997; Golemis; Protein-Protein
lnteractions: A Molecular Cloning Manual; Cold Spring Harbor Laboratory F’reés,
2002 und Awusubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing

: As_sociates and Wiley Interscience, N.Y. (1989), (1994). .

Zu exprimierehde Nukleotidsequenzen kdnnen in geeignete Expressionsvektqren
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kloniert werden. Ubliche Klonierungsvektoren umfassen pBluescript SK, pGEM,
pUC9,‘pBR322 und pGBT9. Upliche Expressionsvektoren umfassen u.a. pTRE,

- pCAL-n-EK, pESP-1, pOP13CAT, pKNOH2 und pLNOK (Norderhaug et al., 1997. J.

Immunol. Methods, 204: 77-87).

Ein erfindungsgemé&fier Vektor umfasst {iblicherweise eine ,,regulatorische Sequenz®,
die funktionell mit der zu exprlmlerende Nukleo‘udsequenzen verkupft ist. Der Begrn‘f
,,regulatorlsche Sequenz’ beschreibt DNA Sequenzen, die notwendig sind, um die
Expression einer kodierten Sequenz zu initileren. Die Elgenschaﬁen solcher
Konfrollsequenzen unterschelden sich in Abhangigkeit von einem ertsorgamsmus

Der Begriff ,funktionell verkn{pft* beschreibt eineé Anordnung, in der die genannten

‘Komponenten in fir die Expression geeigneter Weise angeordnet sind. Die

geeignete Anordnung ist dem Fachmann bekannt.

Vorzugsweise ist der beschriebene Vektor ~ein Expressionsvektor. Ein
Expressionsvektor ist ein Konstrukt, das-zur Transformation eines ausgewahiten
Wirtes geelgnet ist und eine Expressmn der kodierten Sequenz in dem Wirt

ermoghcht Expressmnsvektoren kénnen entsprechend Klomerungsvektoren binare

, Vektoren oder integrierte Vekforen sein. Ex,pressnon umfasst die Transknptlon der

Nukleinsure, vorzugsweise in translatierbare mRNA. Regulatorische Elemente, die
eine Expression in Prokaryoten und/oder eukaryotischen Zellen gewahrleisten sind
dem Fachmann bekannt. Kontrollsequenzen fir Prokaryoten umfassen im
allgemeinen ehﬁen Promotor, eine ribosomale Bindungsstelle und einen Terminator.
Mégliche regulatorische Elemente flir prokaryotische Wirte umfassen z.B. PL, lac, trp
or tac Promotoren aus E. coli. Kontrollsequenzen fiir eukaryotische Zellen umfassen
im al'lgerﬁeinen Promotoren und Terminatoren und unter Umsténden Enhancer,
Transaktivatoren =~ oder Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen. Promotoren
gewahrleisten eine Initiation der Transkription. Terminaforen, wie poly-A Signale,
gewahrleisten eine Termination der Transkription und eine Stabilisation des.
Transkripts. Beispiele flr regulatorische Elemen‘te' flr eukaryotische Wirtszellen sind
z.B. der AOX1 oder GAL1 Promotor fiir Hefen oder der CMV-, der SV40-, der RSV-
Promotor (Rous Sarcoma Virus), der CMV-Enhancer, der SV40-Enhancer odér ein

Globin-Intron  flir Séugerzell-en oder andere fierische Zellen. In diesem
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Zusammenhang aus dem Stand der Technik bekannte Expressionsvektoren

umfassen u.a. Vektoren wie den Okayama-Berg cDNA Expressionvektor pcDV1
(Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (InVitrogen), pEF-DHFR und
pEF-ADA (Raum et al. Cancer Immunol Immunother (2001) 50(3), 141-150)
,pSPORT1 (GIBCO BRL), sowie pKNOH2 und pLNOK (Norderhaug et al., 1997. J.
Immunol. Methods, 204: 77-87).

Der Begriff ,Kontrollsequenz® wird verwendet als Beschreibung aller mindestens fir

" eine Expression in einem ausgewdhlten Wirt notwendigen Sequenzen und kann

somit weitere Komponenten umfassen.

Die Erfindung betrifft fernen einen Wirt, transformiert oder transfiziert mit einem oben
beschriebenen Vektor.

Dieser Wirt kann ein Prokaryot oder bevorzugt eine eukaryotische Zelle sein.
Prokaryotlsche Wirte umfasst i im Zusammenhang mit der Erﬂndung alle Eubakterien
und Archaebakterien, die mit den Nukleins&uren transformiert werden kdnnen. Dies

Gruppe umfasst somit Gram-negative wie Gram-positive Bakterien wie z.B. E. coli, S.

“typhimurium, Serratia marcescens und Bacillus subtilis. Eukaryotische Zellen

umfassen u.a. Hefen, hohere Pflanzen, Insekten und, yorzugsweise, Saugerzellen, _A
wie CHO-, COS-7-, NSO+, und Per.C6-Zellen.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Bindungsmolekdls,
das von einer oder mehreren der oben beschriebenen Nukleinsduren kodiert wird,
umfassend " das Ziichten des erfindungsgeméfen Wirts unter geeigneten
Bedingungen; und Isolieren des Bindungsmolekuis aus der Kultur.

Der transformierte/transfizierte Wirt kann in einem Fermentor gezlichtet werden.
Protokolle flir - eine Zuchtung/Kultlwerung unterschiedlicher Wirte sind dem
Fachmann bekannt. Diese kdnnen ohne weitere erfinderische Téatigkeit bestimmt und
optimiert werden. Ebenso kennt der Fachmann Verfahren zur Isolation eines -

rekombinanten (Poly)peptids wie des erfindungsgeméafen Bindungsmolekils aus

-einer Kultur bzw. eines Kulturliberstands. Solche Isolationsverfahren umfassen u.a.

Ammoniumsulfat-Prazipitation, Afﬁnitétsaufreinigungen (z.B. - mit . Hilfe  von
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Chromatographieséulen), Gelelektrdphorése und &hnliches; siehe u.a. Scopes,

"Protein Purification”, Springer-Verlag, N.Y. (1982) oder Rehm, ,Der Experimentator:

Proteinbiochemie/Proteomics®, Spektrum, Akademischer Verlag. Im wesentliche
reine Préparationen von Bindungsmolekilen mit 90 bis 95% Homogenitét,
vorzugsweise mit 98 bis 99% oder noch hoherer Homogenitét, sind for

pharmazeutische \/erwendungen bevorzugt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein Bindungsmolekdl, kodiert
von . einer erfindungsgemalen Nukieinsdure oder mehreren erfindungsgemafien
Nukleinsauren oder hergestellt rhit dem erfindungsgemalien Verfahren.

Antikérper oder Fragmente oder Derivate eines Antikbrpers die einem
erfindungsgeméfes Bindungsmolekil entsprechen oder dieses enthalten sind

bevorzugt.

~ Antikérperfragmente im Sinne der Erfindung umfassen Fragmente der vorstehend

beschriebenen Antikérpef, die sowohl die spezifischen Bindungseigenschaften der
definierten variablen Regionen umfassen, als auch Uber einen Tei der konstanten
Région eines IgG1 oder IgG4 Antikdrpers verfligen, der eine Kreuzvernetzung
ermoglicht.

Derivate von 'erfindungsgeméfsen Antikdrpern umfassen, sind jedoch . nicht

"beschrankt auf, markierte Antikérpér/AntikérperFragmente, wie auch chemisch

modifizierte  Antikdrper/Antikorperfragmente. Die  Markierung/Modifikation . der
Antikérber/Antikérperfragmente‘ kann posttranslational oder durch
chemische/biochemische oder moleku‘larbiologische. Modifikation erfolgen. Diese
Modifikationen umfassen z.B. eine Modifikation der Glykosylierung (Umana et al,,
1999, Nature Biotech. 17: 176-180) und eine PEGylierung (Delgado et al., 1996. J.
Drug Target. 3: 321-340). |

Vorzugweise ist der erﬁndungsgeméf&e Antikdrper ein monoklonaler Antikdrper.

In einer alternatiyen Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung eine Zu'sammensetzung,

welche die erfindungsgeméate(n) Nukleinséure(n), einen erfindungsgeméfen Vekior,

-Wirt, Bindungsmolekﬂl und/oder den Antikdrper oder Fragment oder Derivat eines

Antikdrpers umfasst.



10

15

20

25

30

WO 2006/050949 PCT/EP2005/012050

Es st bevorzugt, das die erfindungsgeméfte Zusammensetzung eine
pharmazeutische Zusammensetzung ist. Gegebenenfalls kann diese dariiberhinaus

einen pharmazeutisch vertraglichen Trager, einen pharmazeutisch vertraglichen

. Exzipienten oder ein pharmazeutisch vertfégliches VérdUnnungsmittel enthalten.

Eine erfindunésgemé&e pharmazeutische Zusammensetzung umfasst u.a.

Arzneimitte! und Arzneimittelzubereitungen. Beispiele fur besonders geeignete

pharmazeutisch/pharmakologisch vertragliche Trager/Exipienten und

Verdinnungsmittel sind dem Fachmann bekannt.- Diese umfassen gepufferte

Kochsalzlésungen, Wasser, Emulsionen wie z.B. Ol/Wasser-Emulsionen,

verschiedene Arten von Detergenzien, sterile Lésungen, etc. Arzneimittel, die solche

Tréger umfassen, kénnen mittels bekannter konventioneller Methoden formuliert -
werden. Die erfindungsgemalie pharmazeutische Zusammensetzung kann einem
Individuum in einer geeigneten Ddsis verabreicht werden. Die Verabreichung kann
parenteral erfolgen z.B. mtravenos intraperitoneal, subcutan, intramuskular, lokal,
lntranasal intrabronchial oder intradermal, oder Gber einen Katheter an einer Stelle
in einer Arterie. Die Art der Dosierung wird vom behandelnden Arzt entsprechend o
den klinischen Faktoren bestimmt. Es ist dem Fachmann bekannt, dass die Art der
Dosierung von vérsch‘iedenen Faktoren abhangig ist, wie z.B. der K&rpergrofie bzw.
dem Gewicht, der Ko&rperoberflache, dem Alter, dem Geschlecht oder der

allgemeinen Gesundheit des Patienten, aber auch von dem speziell zu

verabreichenden Mittel, der Dauer und Art der Verabreichung, und von anderen
Medikamenten, die méglicherweise parallel verabreicht werden. Eine typische Dosis
kann z.B. in einem Bereich zwischen 0,001 und 500000 g liegen, wobei Dosen

unterhalb .oder oberhalb dieses beispielhaften Bereiches, vor. allem unter

BerUcksichtigung derl'obe,n erwahnten Faktoren, vorstellbar sind. Im allgemeinen..

sollte  'sich  bei regelmaRiger- Verabreichung  der . erﬁndungsgeméf&en
Zusammensetzung die Dosis in einem Bereich zwischen 10 ng- und 10 mg-Einheiten
pro Tag bzw. pro Applikationsintervall befinden. Wfrd die Zusammensétzung
intravends verabreicht sollte sich die Dosis in einem Bereich zwischen 1 ng- und 1

mg-Einheiten pro Kilogramm Kérpergewicht pro Minute befinden.
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Die erfindungsgem&Be pharmazeutische Zusammensetzung kann lokal oder

systemisch verabreicht werden. Prdparate fiir eine parenterale Verabreichung

umfassen sterile walrige oder nicht-waRrige Ldsungen, Suspensionen und

Emulsionen. Beispiele flir nicht-walirige L&sungsmittel sind Propylenglykol,“
Polyethylenglykol,  pflanzliche Ole wie zB. Olivendl, und organische
Esterverbindungen wie z.B. Ethyloleat, die flr Injektionen geeignet sind. WaRrige

Trager umfassen Wasser, alkoholisch-wéfRrige  L&sungen, Emulsionen,

~Suspensionen, Salzlésungen und gepufferte Medien. Parenterale Trager umfassen

Natriumchlorid-L8sungen, Ringer-Dextrose, Dextrose und Natriumchlorid, Ringer-
Laktat und gebundene Ole. Intravenése Trager umfassen z.B. Flussigkeits-,
Nahrstoff- und Elektrolyt-Ergénzungsmittel (wie z.B. solche, die auf Ringer-Dextrose
basieren). Die  erfindungsgemaie Zusammensetzung  kann  auRerdem
Konservierungsmittel und andere Zusadtze umfassen, wie z.B. antimikrobielle
Verbindungen, Antioxidantien, . Komplexbildner und inerte . Gase, undloder
Subs'tanze‘n, welche die Loslichkeit fordern, Wie beispielsweise Tween. Des weiteren
kénnen, abhéngig von. der beabsichtigten Verwendung, Verbindungen wie z.B.
lnterleukine,‘ Waohstuméfaktoren‘, Differenzierungsfaktoren, Interferone,
chemotaktische Proteine oder ein unspezifisches immunmodulatorisches Agens
enthalten sein.

Alternativ ist bevorzugt, dass die erfindungsgemaRe Zusammensetzung eine
diagnostische Zusammensetzung ist.

Es ist ebenso bevorzugt, dass die erfindungsgemafe Zusammensetzung ein Kit ist,
der die Nhkleinséure(n), den Vekior, den Wirt, das Bindungsmolekill, und/oder den
Antikérpe'r oder Fragment oder Derivat eines Antikdrpers in einem-oder mehreren
Behéltern umfasst. Weiter. bevorzugt umfasst dieser Kit einen Beipackzettel‘. Dieser
kann eine Beschreibung des Kits, seiner Bestandteile und/oder seiner Verwendung
umfassenl. Die = Beschreibung - der Verwendung kann dartiber - hinaus
Dosierungsanweisungen fiir einen Arzt umfassen.

In  einer Ausfihrungsform - betrifft die Erfindung die Verwendung der
erfindungsgematen Nukieinséure(n), des erfindungsgeméaRen Vektors, des
erfindungsgemalen Wirts, des erfindungsgeméafen Bindungsmolekiils und/oder des
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erfindungsgemafien - Antik&rpers 6der Fragments oder Derivats eines
erfindungsgemaRen  Antikérpers zur  Herstellung  einer pharmazeutisbhen
Zusammensetzung zur Béhandiung von Krankheiten, die mit einer fehler- oder
mangelhaften Co-sﬁmulierbarkeit, .Funktionalitdt oder Anzahl von T-Zellen
einhergehen, von entzt]ndliéhen . Krankheiten, * und/oder von

Autoimmunerkrankungen.

Alternativ dazu betrifft die 4Erfindung‘ein Verfahren zur Behandlung von Krankheiten,
die mit einer fehlerhaften Co-stimulierbarkeit, Funktionalit&t oder Anzahl von T-Zellen
einhergehen, von entzlindlichen Krankheiten, und/oder von Autoimmun-
erkrankungen, umfassend die  Verabreichung der  erfindungsgeméfien
Nukleinsdure(n), des erfindungsgeméafen Vektors, 'des erfindungsgeméfen Wirts,

des erfindungsgemaien Bindungsmolekils, und/oder des erfindungsgemafen

‘ Antikérpers oder Fragments oder Derivats eines erfindungsgemafien Antikorpers.

'Erfindungsgeméfle Verwendungen und Verfahren éind dann bevorzugt, wenn die
Krankheiten, die mit einer fehlerhaftenA Co-stimulierbarkeit, Funktionalitat oder Anzahl
von T-Zellén einhergehen, ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus chronisch
lymbhqzytére Leukamie des B-Zell-Typs (B-CLL), akute lymphoblastische Leukédmie
(ALL), T-Lymphopenie, soliden Tumoren, HIV-Infektion und HTLV-Infektion. Die
soliden Tumore sind vorzugsweise ausgewahlt aus Nierenkarzinomeh,

Lungenkarzinomen und Melanomen.

Alternativ bevorzugt sind Verwendungen und Verfahren, wobei die entztindlichen und
Autoimmunefkrénkungen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus
rheumatoider Arthritis (RA), Typ | Diabetes mellitus, multipler Sklerose, Psoriasis,
Guillain-Barre-Syndrom, Morbus Crohn, L'md‘Erkrankungen, die auf unerwiinschite T-
Zellaktivierungsreaktionen  zurlickzuftihren -sind Wie ,graft-versus-host disease”
(GvHD) oder ,,hqst-Versus-graﬁ disease” (HvGDj. Bei ,den' HvGDs ist die AbstoRung
solider Organtransplantate, wie Leber, Luhge, Herz und Nieren besonders ins Auge

. gefasst.
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In einer weiteren alternativen Ausflihrungsform betrifft die Eﬁindung die Verwendung

der erfindungsgemafen Nukleinsdure(n), des erfindungsgemé&Ben Vekiors, des

erfindungsgemalen Wirts, des erﬁnd‘ungsgemérlen Bindungsmolekul und/oder des
erfindungsgeméfen Antikdrper oder Fragment oder Derivat eines Antikdrpers zur
Herstellung einer diagnostischen Zusammensetzung zur in-vitro Analyse der
Responsivitat eines Patienten fur e.ine Therapie mit einer pharmazeutiscihen

Zusammensetzung.

Ein mit dieser diagnostischen Zusammensetzung ausflhrbare in-vitro Analyse

umfasst beispielsweise folgende Schritte: '

(8) Isolation von Blutzellen aus einer Blutprobe (z.B. PBMCs (peripheren
molonukle&ren Zellen aus Blut) und/oder Lymphozyten);

(b) lnkubétion der Blutzellen mit einem erfindungsgeméRen Antikc‘jrper und ggf.
Zugabe eines exogenen Kreuzvernetzungsreagenz; '

(c) Detektion einer Antikérper-abhangigen Stimulation von T-Zellen in der Probe.

Wird eine Antikdrper-abhéngigen Stimulation von T-Zellen in der Probe detektiert, so

ist der Patieht, Von _dem die Probe stammt, résponsiv fir eine Therapie mit einer

erfindungsgemaRen pharmazeutischen Zusammensetzung.

Die Figuren zeigen:

Figuren 1-8: zeigen die Nukledtid-bzw. Aminoséuresequenzen der leichten und
 schweren Ketten von TGN1412 und TGN1112.

Figur.9: Bindungsspezifitat der Antikdrper TGN1412 und 5.11A1 fir CD28 auf
transfizierten Jurkat Zellen qnd auf primaren menschlichen T-Zellen.
Far lmmuhﬂuorészenférbungen und Durchflusszytometrie wurden je 1-2 x 10°
Zellen/ml in FACS' Puffer (PBS, BSA, Na—Azid) r‘nitl sattigenden Mengen der
Antiké')rpér 5.11A1, TGN1412 irrelevanten, Isotyp-spezifischen Kontrollantikérpern
fir 40 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Farbungen wurden gewaschen, um

Uberschiissigen Antikorper zu entfernen, und vor der Analyse mit sattigenden
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Mengen an PE-konjugiertem anti-Maus IgG (fur 5.11A1) bzw. PE-konjugiertem anti-

~ human IgG (fir TGN1412) fur 15 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden

anschlieffend mit anti-CD4 Antikdrper gegengefarbt. Die durchflusszytometrische
Analyse erfoigte an einem FACSCalibur™ mit Hilfe der Cell Quest™ Software
(Becton Dickinson). Fluoreszenzsignale und Side-scatter (ssc) Signale "Wurden
logarithmisch, Forward-scatter (fsc) Signale linear aufgenommen. Histogramme
zeigen durchweg Signalé von Zellen, die in einem empirischen “Life-Gate”, definiert
durch ssc und fsc, liegen. Sie zeigen die Bindung von 5.11A1 oder TGN1412
(ausgeflllie Kurven) im Vergleié_h zZu ‘ls‘otyp-Kontroll—Antik'drpern (offene Kurven) an
Jurkat-Zellen, die kein CD28 exprimieren (linke Graphik) bzw. mit CD28 transfiziert
wurden (mittlere Graphiken), sowie an CD4 positive periphere Blut-Mononukleére

Zellen (PBMC, rechte Graphik).

Figur 10:  Zellgewinnung und Proliferationstests.

PBMC wurden durch Ficoll-Dichtezentrifugation aus frisch gewonnenen peripherem
Blut bzw. aus Buffy Coats isoliert, gewaschen uhd in einer Konzentration von 2 x
10° Zellen pro 200 pl Napf in 96-Napf Rundbbdénplaﬁen in Kultur genommen.
Entsprechend den Beschriftungen wurden sie mit 16slichem TGN1112, TGN 1412,
5.11A1 oder Isotyp-Kontrollantikérpern in einér Konzentration von 1 pg/ml ‘(A) oder.
enfsbréchend der Beschriftung an der Abszisse (B) kultiviert. Nach 48 Stunden’
wurde die relative Zellproliferationsrate -dargestellt als mean cpm + SD = Mittelwert
counts-per-minute + Standardabweichung- mittels [methyl-*H] Thymidin-Einbau
Uber einen Zeifraum von 18 Stunden wund anschliefRender Fliissig-
Szintillationsmessung bestimmt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur multiple
Bestimmungen mit diversen Spendern. '

Figur 11:  Zellgewinnung, PBMC-Stimulation und Darstellﬁn‘g waren wie fur Figur
- 10 beschriebenen. Die Stimulation von TGN1112 wurde mit der von TGN1112(Fab)-
Fragmenten verglichen, deren biochemische Qualitét und spezifische Bindung an
CD28 Transfektanten zuvor gezeigt worden war.

- Figur 12: Stimulation von CD4 und CD8 T-Zellen durch TGN1412.
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(A) PBMC (Gewinnung und Kulturbedingungen siehe Figur 10) wurden mit
TGN1412 (1 pg/ml) bzw. einem Isotyp-Kontroll-Antikdrper fiir die angegebene
Zeitraume stimuliert. Der Zellzyklus-Status fiir CD4 bzw. CD8 Zellen wurde durch
intrazellulare Farbung mittels FITC-markiertem anti- Ki-67 Antikérper bestimmt.
Dazu wurden Zellen mit anti-human CD4 PE bzw. anti-CD8 PE Antikérpern fir 15
Minuten inkubiert, gewaschen und in Cytofix/Cytoperm™ Puffer (Becion Dickinson)
far 20 l'\/linulten bei 4°C inkubiert.' Nach Waschen mit Perm/\NaShT"" Puffer (Becton

- Dickinson) wurden die Zellen fur weitere 30 Minuten bei 4°C mit anti-Ki-87-FITC

geférbt, gewaschen und durchﬂusszytdmetriséh wie unter Figur 9 beschrieben
gemessen. o

(B) CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen wurden aus einer PBMC Suspension mit Hilfe
geeigneter T-Zell-!séﬁerungskits und anschlielender AutoMACS™-Separation
(beides Miltenyi) gewonnen. Die durchfluszytometrisch Uberpriifte Reinheit betrug
93-98% flr CD4+ und 81-95% fir CD8+ T-Zellen. 96 Napf-Flachbodenplatten

- wurden mit anti-human-lg (40 ‘pg/ml in PBS) fur 3 h bei Raumtemperatur

beschichtet und anschliekend gewaschen. Die Zellen wurden anschlieend in einer

Dichte von 1 x 10° /Napf zusammen mit TGN1412 oder einem Réferenzantikdrper
kultiviert. Als Positivkontrolle fur Zelip'roﬁferation diente der Zusatz von PHA (5
pg/ml) und IL-2 (200 Ufml). Die Proliferation wurde nach 48 Stunden wie far Figur
10 beschrieben bestimmt und stellt ein représentatives Ergebnis fir verschiedene -
Donoren dar. .

Figur13:  Analyse des TCR Repertoires TGN1412-stimulierter PBMC.

Die TCR V|beta] Repertoire-Analyse von PBMC, die 96 Stunden mit TGN14.12'
(1ug/mi) bzw. einem lgG4 Kontrollantikérpér kultiviert wurden, erfolgte mit Hilfe des
[OTest® Beta Mark TCR Vbeta] Repertoire. Kit™ (Beckman Coulter) nach
Hef_stellerang’aben. Proben wurden mit anti-CD3 und anti-CD4 Antikérpern wie fUr
Figur 9 beschrigsben gegengefarbt. Dargeételit ist ein représentati\)es Ergebnis -
dreier Bestimmungen, bei dem das Analysefenster auf CD3+ CD4+ Zellen; ge'setzt
wurde.

Figur 14: Messung der anti-CD28 vermittelten T-Zell Apoptose.-
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PBMC (2 x 10%ml) wurden mit léslichem 5.11A1, TGN1412, TGN1112 oder
Isotypkon'trollantikérper (1 pg{mli) fur 72 Stunden inkubiert. Anschlieend wurden die

-Zellen fur 15 Minuten mit anti-CD3-APC gefarbt und mit FACS Puffer gewaschen.
- PBMC wurden in Annexin V Binding Buffer (BD Pharmingen) resuspendiert und mit

anti-Annexin V und 7AAD fir 15 Minuten inkubiert. Die Apoptose im Sinne von T-

Zellen (CD3+ Fenster), welche Annexin V positiv und 7AAD permeabel waren,

wurden mittels Durchflusszytometrie innerhalb 1 Stunde bestimmt. -

Figur15:  Induktion des pro- apoptlsohen Rezeptors CD95 durch anti-CD28
| Antikdrper.

Der Versuchsaufbau entspricht dem in Figur 14 beschriebenen. Anstelle der Annexin

V / TAAD Férbung wurden PBMC mit anti-CD3 FITC und CD95-PE gefarbt und es -

wurde die Expression von CD95 auf CD3+ T-Zellen mittels Durchflusszytometrie

bestimmt. Gezeigt ist ein beispielhaftes Ergebnis fir zwei verschiedene Donoren.

Figur 16: * Induktion von Antikérper-abhangiger zelluldrer Zytotoxizitat, ADCC'. ,

Die ADCC diverser anti-CD28 Antikdrper wurde durchflusszytometrisch bestimmt.
Dazu wurden 5x1 Ol4 Calcein-AM markierte CD28+ Jurkat Zellen mit frisch isolierten
PBMC in Anwesenheit \)pn 6pg/ml der angegebenen Antikdrper bei den dargestellten
Effektor:Zielzellen-Verhsltnissen (E:T) fur 3,5 Stunden ko-kultiviert. Die Zellen
wurden mit  0.5pg/ml  Propidium-lodid in FACS Puffer aufgenommen und
dﬁrohﬂusszytometrisch vermessen. Das Verhdltnis von Célcein negétiven oder
Calcein schwach positiven Zellen / Propidium-lodid positiven Zellen (x100) zu
gesamt-Calcem positiven Zellen wurde als Prozentanteil an Zytotoxizitat bestimmt
Gezeigt ist ein repréasentatives Ergebnls von Bestimmungen mit Zellen verschledener

Danoren,

Figur17:  CDRs der erfindungsgemaRen Bindungsmolekiile nach Kabat-System
und nach dem AbM/Kabat-Kombi-System. ‘
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Die Beispiele erlautern die Erfindung. Die Beispiele sollen nicht als Limitierung der
Erfindung ahgesehen werden. Die Beispiele sind lediglich zur llustration der

Erfindung beigefiigt und die Erfindung wird lediglich durch die Anspriliche begrenzt.

Beispiel 1: Bindungseigenschaften der erfindungsgemaBen Antikdrper an
CD28, CD16b, CD32 und CD64

Es wurde untefsucht ob bei dem Humanisierungsprozess die Bindung an das CD28
Molekil des Menschen erhalten blieb. Wie in Fig.9 bexsplelhaft flir TGN1412 gezeigt,

war dies flr beide Isotypen der Fall.

Anschliefend wurden die Bindungseigenschaftén von TGN1412 und TGN112 an
CD16b, CD32 und CD64 ermittelt. 4Die Ergebnisse sind‘ in Tabelle 1
zusammengefésst. Es zeigte sich erwartungsgemsB, dass TGN1112 mit gut
nachweisbarer Affinitdt an CD16 und CD64, nicht jedoch an CD32 bindet, wihrend
TGN1412 nur schwa'ch und ausschlieflich mit CD64 interagierte.‘
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Tabelle 1: Die Bindung von TGN1412 und TGN1112 an FeyRllIb (CD16b) wurde
mittels ELISA' gemessen wobei humanes, rekombinantes CD16b (R&D Sytems) als
,Capture-Antigen* diente. Diellnteréktion zwischen CD16b und TGN1112 wurde
mittels HRP-konjugiertem anti-human light chain kappa Ig nachgewiesen. Zum
Nachweis der Bindung von TGN1112 bzw. TGN1412 an CD32 und CD64 wurden
humane, CD28 negaﬁve Zeil[inien welche konstitutiv. CD32 und/oder CD64
exprimieren, mit TGN1112 oder TGN1412 fur 40 Minuten lnkublert gewaschen und
mit PE- konjugiertem antl human IgG Antikdrper, der die kappa Kette erkennt,
gegengefarbt. Zellen wurden gewaschen und die Bindung von TGN1112 und
TGN1412A an FeyR wurde mittels Durchflusszytometrie detektiert. Die Spezifitat fur
CD64 wurde bei Zellinien, welche sowohl CD32 als auch CD64 exprimieren, durch

Kompetitionsexperimente mit blockierendem anti-CD64 AntikSrper ermittelt.
Béispiel 2: T-Zell-Stimulation durch die erfindungsgeméRen Antikérper

Nachfolgend sind experimentelle Befunde erlautert, die zeigen, dass tiberraschender
Weise sowohl TGN1112 als auch TGN1412 ohne kiinstliche Quervernetzung in der
Lage sind, ex vivo humane T-Lymphozyten zu akfivieren. Aufgrund der Tatsache,
dass TGN1412 nur schwach. an den. Fc-Rezeptor CD64 bindet, war dleS
inshesondere fir TGN1412 nicht zu erwarten.

Es wurde zunZchst untersucht, ob die T-Zell-aktivierenden Eigenschaften .der

humanisierten Antikdrper gegentiber dem Ausgangséntikérper 5.11A1 erhalten

blieben. Das tiberraschende Ergebnis ist in Fig.10 beispielhaft dargestellt. In Fig.10A ‘
ist gezeigt, dass éowdhl TGN1112 als aLjoh TGN1412 in I8slicher Form in der Lage
sind, in.fZellsuspehsion periphere Blut—mononﬁkleére Zellen (PBMC) effizient zur
Proliferation anzuregen. In Fig.1.0B ist gezeigt, dass die Induktion der Proliferation
von T-Zellen durch TGN1412 &hnlich stark erfolgt wie die Induktion der Proliferation
durch den Ausgangsantikorper 5.11A1, dass jedoch konventionelle, d.h. nicht-
superagonistische anti-CD28 Antikérper wie beispielswei_se die Antikdrper 28.2 oder
152-2E10 dazu nicht in der Lage sind. -

Beispiel 3: Relevanz der Fc-Domdine fiir die stimulatorischen Eigenschaften
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Anschlielend wurde untersucht, ob die Fc-Domane fiir die stimulatorischen
Eigenschaften gegenliber menschlichen T-Zellen .in einer Kultur von PBMC
notwendig ist. Dazu wurden von TGN1112 F(ab), Fragmente hergestellt und diese in
Zelikultur mit intaktem Antikorper hinsichtlich der Aktivierung von PBMC verglichen.
Das Ergebnis fst in Fig. 11 dargestellt. Es zeigt sich, dass F(ab), Fragmente von
TGN1112 keinerlei* Proliferation induzierten, wéhrend der intakte AntikSrper

dosisabhéngig eine starke Proliferaﬁon der PBMC ausléste.

Beispiel 4: T-Zellen sind die Zielzellen der stimulatorischen Akfivitdt der

erfindungsgemaRen Antikdrper

Um zu zeigen, dass es sich bei den durch TGN1412-Stimulation proliferierenden
Zellen in der PBMC Kuitur um T-Zellen handelt, wurde die Analyse des
Zellzyklusmarkers Ki-67 mit der Analyse der Oberflachenmarker CD4 und CDS8
verkntipft. Die Expression von -CD4 bzw. CD8 kennzeichnet die beiden
Hauptgruppen von T-Zellen, T—Helferzé_"en (QD4 exprimierend) bzw. zytotoxische T-

_Zelle_n (CD8 exprimierend). In Fig.12A ist gezéigt, dass léslicher'TGN141‘2 die

Proliferation’ beider Untergruppen in einer F’_BI\/IQ Suspension deutlich anregt. In
Fig.12B ist gezeigt, dass auch gereinig;ce CD4 bzw. CD8 T-Lymphozyten durch
TGN1412 Stimulation deutlich zur Proliferation angeregt werden, allerdings ist in
diesem System die Anwesenheit eines quervernetzenden Agens notwendig.

In Fig. 13 ist gezeigt, dass durch die TGN1412-vermittelte Expansion von CD4 T~
Zellen in Zellkultur das Repertmre der TCRVB Expression erhalten bleibt. Dies lst ‘

'dahmgehend ein wuchtlger Befund, dass es in der angestrebten Immuntherapie von

Nutzen ist, die natlrlich vorkommende Vielfalt des TCR Repertowe zu konservieren,
um lmmuntoleranz zu erhalten und Reaktivitat gegeniiber einem brelten Spektrum

von méglichen Erregern zu gewéahrleisten.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse Gberraschender Weise, dass sowohl
TGN1412 als auch TGN1112 in I6slicher Form in der Lage smd in Zellkultur

menschhche T- Zellen zu stimulieren.
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Beispiel 5: Hohe stimulatorische bei geringer pro-apoptotischer Wirkung der

erfindungsgemaéBen Antikdrper

AnschlieBend wurde die T-Zell-Aktivierung, welche durch TGN1412, TGN1112 und

den Ausgangsantikfjrpef 5.11A1 vermittelt wurde, hinsichtlich der Induktion .von
programmiertem Zelltod (Apoptose) genauer untersucht. Représentative Ergebnisse

sind in Fig.14 und Fig.15 zusammengefasst.

In-Fig.14 ist dargestellt, dass der Anteil apopfotischer T-Zellen innerhalb einer PBMC
Kultur, welche mit den anti-CD28 Antikérpern 5.11A1, TGN1412 und TGN1112 in
i6slicher Form stimuliert wurden, bei den 5.11A1 stimulierten Kulturen am haufigsten,
bei den TGN1112 stimulierten Kulturen intermediar und bei den TGN1412
stimulierten Kulturen am geringsten ausgepragt war. Im Einklang mit diesen
Ergebnissen zeigt Fig.15, dass die Expression des Apoptose-ausiésenden Rezeptqrs
CD95 auf T-Zellen, die mit 5.11A1 stimuliert waren, am haufigsten war, wahrend

‘TGN1112 stimulierte Zellen eine mittlere und TGN1412 stimulierte T-Zellen ein

geringe Haufigkeit an CD95 positiven Zellen aufwiesen.
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Patentanspriiche

1. Nukleinsdure, kodierend ein Bindungsmolekil, das ‘spezifisch ein

menschliches CD28-Molekill bindet, umfassend ‘

(a)

(b)

- eine  Nukleinsduresequenz kodierend eine Vp-Région und eine

Nukleinsauresequenz kodierend’einé V.-Region umfassend CDRs in

einem humanen Immunglobulin-Gerlst, wobei

()

die CDRs der Vy-Region (CDR-H) die Aminosauresequenzen der
SEQ ID NO: 2 oder 18 (CDR-H3), 4 oder 20 (CDR-H2) und 6
oder 22 (CDR-H1) umfassen oder

kodiert werden durch die Nukleinséuresequenzén der SEQ ID

- NR: 1 oder 17 (CDR-H3), 3 oder 19 (CDR-H2) und 5 oder 21

(CDR-H1); und :
die CDRé der V.-Region (CDR-L) die Aminosauresequenzen der
SEQ ID NO: 8 oder 24 (CDR-L3), 10 oder 26 (CDR-L2) und 12
oder 28 (CDR-L1) umfassen oder ' ‘

kodiert werden durch die Nukleinséduresequenzen der SEQ ID
NR: 7 oder 23 (CDR-L3), 9 oder 25 (CDR-L2) und 11 oder 27
(CDR-L1); und '

eine Nukleinsduresequenz, die die konsfante Region eines humanem
IgG1- oder IgG4-Antikdrpers kodiert.

Nukleinsdure nach Anspruch 1, umfassend eine Nukleinsduresequenz

kodierend’ einé ,VH-Region und eine Nukleinséuresequenz kddierend eine V-

Region, wobei

()

(i

die Nukleinsduresequenz der Vy-Region SEQ ID NR: 33 oder 37

umfasst

und/oder ein (Poly)peptid kodiert, das die Aminoséuresequenz SEQ ID
NR: 34 oder 38 umfasst; und |
die Nukleinséuresequenz der V| -Region SEQ ID NR: 35 oder‘ 39
umfasst ‘ '
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und/oder ein (Poly)peptid kodiert, das die Aminos8uresequenz SEQ D
NR: 36 oder 40 umfasst '

Nukleinsdure nach Anspruch 1 oder 2, umfassend eine Nukleinsduresequenz,

- wobei die Nukleins8uresequenz

0 SEQ ID'NR‘: 13,29, 41 oder 45 ist; und/oder
(i) ein (Poly)peptid mit der Aminos&uresequenz SEQ ID NR: 14, 30, 42
 oder 46 kodiert.

Nukleinsdure einem der Anspriiche 1 bis 3, umfassend eine Nuklein-

s&uresequenz, wobei die Nukleinsduresequenz )

(M SEQ ID NR: 15, 31, 43 oder 47 ist; und/oder

(i) ein (Poly)peptid mit der Aminoséuresequenz SEQ ID NR: 16, 32, 44
oder 48 kodiert.

Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dariiber hinaus umfassend

* eine Nukleinsguresequenz kodierend fir ein Markierungselement oder Tag.

Vektor, umfassend die Nukleinséure nach einem der Anspriiche 1 bis 5.

Wirt, transformiert oder transfiziert mit dem Vektor nach Anspruch 6.
Verfahren zur Herstellung eines Bindungsmolekils, das von einer
Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 5 kodiert wird, umfassend
Zlichten des Wirts nach Anspruch 7 unter geeigneten Bedingungen; und

Isolieren des Bindungsmolekdils aus der Kultur.

Bindungsmolekﬁ], kodiert von éiner Nukleinsdure nach einem der Ansprliche 1 ,
bis 6; oder hergestelft mit dem Verfahren nach Anspruch 8.

Antikérper oder Fragment oder Derivat eines Antikérpers, umfassend

~ zumindest ein Bindungsmolekul nach Anspruch 9.
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Antikérper nach Anspruch 10, der ein monoklonaler Antikorper ist.

Zusammensetzung, umfassend die Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1
bis 5, den Vekior nach Anspruch 6, den Wirt nach Anspruch 7, das
Bindungsmolékm nach Anspruch 9, und/oder den Antikorper oder Fragment
oder Derivat eines Antikérpers nach Anspruch 10 oder 11.

Zusammensetzung nach Anspruch 12, die eine pharmazeutische
Zusammensefzung ist und gegebenenfalls darlberhinaus einen
pharmazeutisch vertraglichen Trager, einen pharmazeutisch vertraglichen

Exzipienten oder ein pharmazeutisch vertragliches Verdiinnungsmittel enthait.

Zusammensetzung hach  Anspruch 12, die eine diagnostische

Zusammensetzung ist.

Zusammensetzung nach Anspruch 12, die ein Kit ist, der die Nukleinségure,
den Vektor, den Wirt, das Bindungsmolekil, und/oder den AntikOrper oder
Fragment oder Derivat eines Antikdrpers in einem oder mehreren Behéltern

umfasst.

Verwendung der Nukleinséure nach einem der Anspriiche 1 bis 5, den Vektor
nach Anspruch 6, den Wirt nach Anspruch 7, das Bindungsmolekil nach
Ansprubh 9, und/oder -den Antikorper oder Fragment oder Derivat eines

Antikérpers . nach Anspruch 10 oder 11 zur Herstell'ung einer

pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung: von Krankheiten, die
mit einer fehler- oder mangelhaften Co-stimulierbarkeit, Funkiionalitdt oder

Anzahl von T-Zellen einhergehen, von entziindlichen Krankheiten, und/oder

~von Autoimmunerkrankungen.

Verfahren zur Behandlung von Krankhéiten, die mit einer fehlerhaften Co-
stimulierbarkeit, 'Funktionalitét oder Anzahl von T-Zellen einhergehen, von
entzUndlichen  Krankheiten, und/oder  von Autqimmunerkrankurigen,

umfassend die Verabreichung der Nukleinsaure nach einem der Ansprﬁdhe 1

PCT/EP2005/012050
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bis 5, den Vekitor nach Anspruch 6, den Wirt nach Anspruch 7, das
Bindungsmolekiil nach Anspruch 9, und/oder den Antikdrper oder Fragment

oder Derivat eines Antikérpers nach Anspruch 10 oder 11.

Verwendung nach Anspfuch 16 oder Verfahren nach Anspruch 17, wobei die
Krankheiten, die mit einer fehlerhaften Co-stimulierbarkeit, Funktiohalitét oder
Anzah! von T-Zellen einhergehen, ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend
aus chronisch lymphozytare Leukamie des B-Zell-Typs (B-CLL), akute
lymphoblasﬁsche Leukamie (ALL), T-Lymphopenie, soliden Tumoren, HIV-
Infektion und HTLV-Infektion.

Verwendung nach Anspruch 16 oder Verfahren nach Anspruch 17, wobei die
entziindlichen und Autoimmunerkrankungen ausgewahit sind aus der Gruppe

bestehend aus rheumatoider Arthritis (RA), Typ | Diabetes mellitus, multipler

‘Sklerosé, Psoriasis,  Guillain-Barre-Syndrom, Morbus  Crohn, und

Erkrankungen, die auf  unerwlinschte T-Zellaktivierungsreaktionen
zurtickzufiihren sind wie ,graft-versus-host disease” (GvHD) oder ,host-

versus-graft disease” (HvGD).

Verwendung der Nukieinséure nach einem der Anspriiche 1 bis 5, den Vektor
nach Anspruch 6, den Wirt nach Anspruch 7, das Bindungsmolekil nach
Anspruch 9, und/oder den Antikérper oder Fragment oder Derivat eines
Antikérpers nach Anspruch 10 oder 11 zur Herstellung einer diagnostischen
Zusammensetzung zur in-vitro Analyse der Responsivitét eines Pétienten for
eine Therapie mit einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch
13.

PCT/EP2005/012050
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DNA-Sequenz der HC von TGN1412 inklusive Introns, UTRs und Leaderpeptid

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
‘1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341

ggtaccgggce
ctacaggtaa
gacatccact
ggggctgagy
accttcacca
attggatgta
gccaccctga
tctgacgaca
gatgtctggg
ctttctgggg
aggtggegece
gaccatcgeg
caccgeggte
ccectggegec
aggactactt
tgcacacctt
cecgtgececte
gcaacaccaa
ctggaagcca
dggcagcaagyg
ctcagggaga
ccctacceca
tatcecgggag
tcagcecteaga
gtcecaaatat
cagctcaagg
gtgctgacge
tettectgtt
cgtgegtggt
atggcgtgga

.accgtgtggt

agtgcaaggt
aaggtgggac
gcecctgggag
gtgtacaccce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctaa
atgcatgagg
tgagtgccag

2401 ~ggcacgtace

2461
2521

Pos. 21 atg: 1. Leader-Codon

tgccctggge

.ctgagtgaca

cgacctcacc
ggggctcaca
ttgcectttcet
tgaagaagcc
gctactatat
tttatecctgg
ccgtagacac
cggcegtgta
gccaagggac
caggccgggc
agccaggtge
gatagacaag
acatggcacc
ctgctccagg
cceccgaaceg
cceggetgte
cagcagcttyg
ggtggacaag
ggctcageceoce
catgccccat
gggtcttctg
ggccetgege
gaccctgecce
caccttetet
ggtcceccat
cgggacaggt
atccacctec
ccccccasaa
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccacgggoty
tgaccgctgt
tgcececcate
gcttctacce
acaagaccacg
ccgtggacaa
ctctgcacaa
ggccggcaag
cegtctacat
ccctogtgaga
tgagggagge

atgggatgga
gtagcaggcect
ctccacaggt
tggggecteca
acactgggtyg
aaatgtcaat
gtccatcage
Cttctgtaca
cacggtcacc
ctgactttgy
acacccaatg
aaccgagggyg
acctctettyg
agcacctecy
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacgaaga
agagttggtyg
tcetgectgg
ctgtctecte
gatttttcca
atacagggge
ctgacctaag
ccteecagat
gcccateatg
gccctagagt
atctecttect
cccaaggaca
agccaggaag
gccaagacaa
accgtcectge
ggeccetcecgt
cgagggecac
gccaacctet
ccaggaggag
cagcgacatc
gccteceegtyg
gagcaggtgg
ccactacaca
cccececegetee
acttcccagg
ctgtgatggt
agagcggate

Codon (Leader mit Intron!)

Pos. 160 cag: 1. VHR-Codon

Pos.

Pos.

Pos.

gctgtatcat
tgaggtctgg
gtgcattcce
gtgaaggtcet
cgacaggccc
actaactata
acagcctaca
agatcacact
gtetecteag
ctgggggcag
cccatgagcec
cctetgegee
cagctteccac
agagcacagc
cgtggaactc
caggacty
cctacacctg
agaggccagce
acgcaccccg
acccggaggce
ccaggctcecg
aggtgctgeg
cccacccecaa
ctgagtaact
cccaggtaag
agcctgecate
cagcacctga
ctctcatgat
accccgaggt
agececgeggga
accaggactg
cctecatega
atggacagag
gtcecctacag
atgaccaaga
gcegtggagt
ctggactccyg
caggagggga
cagaagagcc
ccgggcetcte
cacccagecat
tctttecacyg
c

157 tec:

517 tca:

cctcttcttg
acatatatat
aggtgcagct
cctgcaagge
ctggacaagyg
atgagaagtt
tggagctgag
acggcctcga
gtgagtcgta
ggagggggct
cagacactgg
ctgggeccag
caagggccca
cgecectgggce
aggcgecctyg
ctcceccecteage
caacgtagat
acagggadggyg
gctgtgcage
ctctgaccac
ggcagccaca
ctcagacctg
aggccaaact
cccaatctte
ccaacccagg
cagggacagg
gttcctgggy

‘ctecccggace

ccagttcaac
ggagcagttc
gctgaacgge
gaaaaccatc
gtcagetegy
ggcagccecey
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
atgtettete
tetecctgte
ggggtcgege
ggaaataaag
ggtcaggceg

2338 aaa : letztes TgG4-Konst.-Codon

Pos. 2341 tga: STOP

FIGURE 1

gtagcaacag
gggtgacaat
ggtgcagtct
ttctggatac
gcttgagtgg
caaggacagg
caggctgaga
ctggaactte
cgctagcaag
aaggtgacgce
accctgeatg
ctectgtecceca
tcegtettece
tgceectggtca
accageggeg
agcgtggtga
cacaagccca
agggtgtetg
cccagececcag
cccactecatg
ggctggatge
ccaagagcca
cteecactece
tctetgcaga
cctegececte
ccecagecgy
ggaccatcag
cctgaggtea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
cccaccctet
agagccacag
cctgacctge
tgggcagceg
cttectetac
atgctecgtg
tctgggtaaa
gaggatgctt
cacccaccac
agtctgagge

letztes Leader-

letztes VHR-~Codon
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FlG.2: AS-Seguenz der HG von TGN1412 inklusive Leaderpeptid

MGWSCIILFLVATATGVHSQVOLVOS GMPGASWS CRASGYTFTSYVIHWVRGAPGER
. ' CDR-H1

GLEWIGCIYPGNVNINYNEKFKDRATLIVDTS I STAYMELSRLRSDDTAVYFCTRIHY GLDW
' CDR-H2 - : CDR-H3

.gggyWGQGTTVTvsgasTKGPSVFPLAPCQRSTSEsmAALGCLVKDYFPEPVTVEWNEGALT
COR-H3 B ‘
SGVHTFPAVLQSSGLYSLssvvfy?éssLGTKTYTcNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPBc
PAPEFLGGP$vﬁLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH&AKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV&&RGLpss1E3TISKAKGQPREvaYTLPE
SQEEMTKﬁQVSLTCLVKéFYPSDIAwEWESNGQPENNYKTTPpVLDSDGSFFLYSRLTvnKs
RWQEGNVFSCSVMHEAFHNHYTQK&LSLELGK

séubachtaté Varianten am G-Terminus bei Expression in CHO-Zellen
[N)SLGK.Gda?.(ijLG"

Leaderpaptid

MEGWSCIILFLVATATEVED
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DNA-Sequenz der LC von TGN1412 inklusive Introns, UTRs und Leaderpeptid

61
121
181
241
301
361
421
481

541
601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

" Pos.

ggtaccggge
ctacaggtaa
gacatccact
ccatccteee
aacatttatg
atctataagg
gggacagatt
tgtcaacagg
cgtgagtcgt
gtggcecatte
ctcagaatgg
gaagctagga
taattatctg
gcaaacaaca
cctcaggaac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctt
ccagectgac
tattgcggtc
tgctaatgtt
ttectecattt
actaaatatg
tttaccctat
cagtcccctyg
ctcatagtec
tgagaatcaa

21 atg:

cgacctcacce
ggggctcaca
ttgcctttet
tgtctgecatc
tttggttaaa
cttccaacct
tcactctcac
gtcaaactta
acgctagcaa
tttgcctaaa
ctgcaaagag
agaaactcaa
ggataagcat
cacccaaggg
tgtggctgeca
tgcctctgtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga
ccecteccat
ctccagctca
ggaggagaat
aataattatt
tagtcatcct
catcctectge
ggccatggta
tttttaaggg
ccaaagcaaa

atgggatgga
gtagcagget’
ctccacaggt
tgtaggagac
ctggtatcag
gcacacaggyg
catcagcagt
tcecgtacacg
gcttgatatc
gcattgagtt
ctccaacaaa
aacatcaaga
gctgttttet
cagaactttg
ccatctgtct
gtgtgectge
gccctecaat
tacagccetca
gcctgcgaag
gagtgttaga
cctttggect
tctttcacct
gaataaataa
atctgttgtt
aaggcgcata
aagacagtcc
ggagagactt
tgacaggtct
ttectgeage

1. Leader-Codon

Codon (Leader mit Intron!)

Pos.

160 gac:

1. VLR-Codon

Pos.

Pos.

gctgtatcat
tgaggtctgg
gtgcatteey
agagtcacca
cagaaaccag
gtccecatcaa
ctgcaacctyg
ttecggeggag
gaattctaaa
tactgcaagg
acaatttaga
ttttaaatac
gtectgtecect
ttacttaaac
tcatcttecc
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcacccet
tcacccatca
gggagaagtyg
ctgacccttt
cacccccecte
agtgaatctt
ttaccaacta
accatttata
tcectecaaac
gcttccttgt
tacagtcata
cecgggggate

157 tcc:

478 aaa:

cctcttettyg
acatatatat
acatccagat
tcacttgecca
ggaaagcccce
ggttecagtygg
aagattttge
ggaccaaggt
ctctgagggg
tcagaaaagc
actttattaa
gcttettggt
aacatgcecet
accatcctgt
gccatctgat
ctatcccecaga
ccaggagagt
gacgctgagce
gggectgage
ccccecaccety
ttccacagggy
ctectecttyg
tgcacctgtyg

‘ctcaatttet

aaaatcatce
ccacaagcect
tttceectee
tatcctttga
c

Pos. 1164 tgt.: letztes Kappa-Konst.-Codon

PoS.

1167 tag: STOP

FIGURE 3

gtagcaacag
gggtgacaat
gacccagtct
tgccagtcaa
taagctcctg
cagtggatct
aacttactac
ggagatcaaa
gtcggatgac
atgcaaagcc
ggaatagggg
ctcettgeta
gtgattatcc -
ttgecttettt
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagagce
aaagcagact
tcgececgtea
ctcctcagtt
gacctacccce
gctttaatta
gtttctctcet
cttataaggg
ttcattctat
tctgtcctca
tcagcaagcc
ttcaattccc

letztes Leader-

letztes VLR-Codon
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AS-Sequenz der LC von TGN1412 inklusive Leaderpeptide

MGWSCIILFLVATATGVHSDIQMTQSES SLSASVGDRVTITCHASONIYVWLNWYQQKPGKA
PKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGOTYPYTFGGGTKVE
IERTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE SVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Leaderpeptid

MGWSCIILFLVATATGVHS

FIGURE 4
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DNA-Sequenz der HC von TGN1112 inklusive Introns, UTRs und Leaderpeptid

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
le2l
le8l
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521

ggtaccgggce
ctacaggtaa
gacatccact
ggggctgagy
accttcacca
attggatgta
gccaccctga
tctgacgaca
gatgtctggg
ctttctgggg
caggtggege
ctecgeggaca
gcggtcacat
ggcaccctec
ctacttccce
caccttcecg
gcecteecage
caccaaggtg
aagccaggcet
gcaaggcagy
gggagagggt
ccecaggeect
ggaggaccct
cggacacctt
atcttgtgac
ctececagetca
cgggtgetga
cagtcttect
tcacatgcgt
tggacggegt
cgtacegggt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
tctgecectga
caggtgtaca
tgectggtceca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatgagtgc
cttggcacgt
cgckgecctg
ggcctgagtyg

cgacctcacc
ggggctcaca
ttgcctttct
tgaagaagcc
gctactatat
tttatcctgg
ccgtagacac
cggccgtgta
gccaagggac
caggccaggc
cagccaggtg
gttaagaacc
ggcaccacct
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtectac
agcttgggcea
gacaagaaag
cagcgctect

ccecegtetge

cttctggett
gcacacaaag
gceccctgace
ctctectece
aaaactcaca
aggcgggaca
cacgtccacc

cttcocccececa .

gatggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctccaac
gaccecgtogy
gagtgaccge
ccctgceece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgea
gacggccgyc

accccctgta

ggccecctged
gtatgaggga

atgggatgga
gtagcaggct
ctccacaggt
tggggcctea
acactgggtyg
aaatgtcaat
gtccatcage
tttctgtaca
cacggtcacc
ctgaccttgg
cacacccaat
caggggcctce
ctecttgecage
cctetggggyg
cggtgtegtyg
agtcctcagg
cccagaccta
ttggtgagag
gcectggacge
ctettecacce
tttcccagge
gggcaggtge
taageccacce
agattccagt
catgcceacce
ggtgcectag
tccatctett
gaacccaagg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcacecgtcce
aaagccctcec
gtgcgaggge
tgtaccaacc
atcccgggat
teccagegac
cacgcctece
caagagcagg
caaccactac
aagccceccge
catacttcece
agactgtgat
ggcagagcgg

gctgtatcat
tgaggtctgg
gtgcattece
gtgaaggtct
cgacaggccce
actaactata
acagcctaca
agatcacact
gtctcctecag
ctttggggca
gcccatgagce
tgegeectgy
ctccaccaag
cacagcggcce

gaactcaggce:

actctactcce
catctgecaac
gccagcacag
atcccggceta
ggaggectet
tetgggcagyg
tgggctcaga
ccaaaggcca
aactcccaat
gtgcccaggt
agtagcecctge
cctecagecacce

acaccctcat

aagaccctga
caaagccgceg
tgcaccagga
cagcccccat
cacatggaca
tctgteecta
gagctgacca
atcgccgtygg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
tceceecgggct
gggcgeceag
ggttetttece
gtc

cctettettg
acatatatat
aggtgcaget
cctgcaaggce
ctggacaagyg
atgagaagtt
tggagctgag
acggcctcga
gtgagtcgta
gggagggggc
ccagacactyg
gccecagetcet
ggcccategyg

ctgggctgec

gecctgacceca
ctcagcageyg
gtgaatcaca
ggagggaggyd
tgcagcccca
gccogecceca
cacaggctag
cctgecaaga
aactctccac
cttctetetg
aagccagcce
atccagggac
tgaactcctg
gatctccegg
ggtcaagtte
ggaggagcayg
ctggectgaat
cgagaaaacc
gaggccgget
cagggcagcee
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtctt
gectetcecet
ctcgeggteg
catggaaata
acgggtcagg

gtagcaacag
gggtgacaat
ggtgcagtct
ttctggatac
gcttgagtgg
caaggacagg
caggctgaga
ctggaactte
cgctagcaag
taaggtgagg
gacgctgaac
gtcccacacce
tecttceceeccet
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
tgtctgetgg
gtccagggca
ctcatgctca
gtgcecectaa
gccatatecyg
tcectecaget
cagagcccaa
aggcctegece
aggccceagce
gggggaccgt
acccectgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
cggececaccee
¢cgagaacca
cagcctgacc
caatgggecag
cttcttecte
ctcatgctee
gtctecegggt
cacgaggatg
aagcacccag
ccgagtctga

Pos. 21 atg: 1. Leader-Codon  Pos.

157 tcc: letztes Leader-
Codon (L.eader mit Intron!) '

Pos. 16Q.cag: 1. VHRFCodon Pos. 517 tca: 1etztes'VHR;deon

Pos. 2341 aaa letztes Ig@l-Korst.-Codon

Pos. 2344 tga: STOP

FIGURE 5
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FiG.6: AS-Sequenz der HC von TGN1112 inkiusive Leaderpeptid

MGWSC'IILFLVATATGWSQVQZVQSGAEV KKPGASVEKVECKASGYTFTEY Y THWVROAPEQ
CDR-HL

GLEWIGCIYPGNVNTNYNEKFKDRATLTVDTST STAYMED SRLRSDDTAVYFCTREHY GLDW

: CDR-H2 , : CDR~3H
NFDVWGQGTTVTYSSAS TRGPSVFPLAPSSKSTSCGTARLGCLVKDY FPEPVIVEWNSEALT
SGVHTFPAVLOESGLY SLESVVIVPESELATOTY T CNVIHRPSNTKVDKKVEPKSCDRTHTC
PPCRAPELLGGPEVFLFPPKPRDTLMI SRTPEVICYVVDVSEED PEVKFNWY VDEVEVENAR
TKPREEQYNSTYRVVSVLWLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKI;SKAKGQPREPQWT
LPPERDBLTRNOVSLTCLVKEFYPSDIAVEWE SNGQPENNY KT TPEVLDSDESFFLYSKLTV
DRERWQOGNVFSCS VMHEALENEY TOKSLELSPGK

Leéderpeptici

MGWSCIIDFLVATATGVHS
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DNA-Sequenz der LC von TGN1112 inklusive Introns, UTRs und Leaderpeptid

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261,
1321
1381
1441
1501

1561

1621
‘1681

ggtaccggge
ctacaggtaa
gacatccact
ccatcctece
aacatttatg
atctataagg

‘gggacagatt

tgtcaacagg
cgtgagtecgt
gtggccattce
ctcagaatgg
gaagctagga
taattatctg
gcaaacaaca
cctcaggaac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagcett
ccagcctgac
tattgcggte
tgctaatgtt
ttcctecattt
actaaatatg
tttaccctat
cagtcccetg
ctcatagtcc
‘tgagaatcaa

cgacctcacce

ggggctcaca

ttgeetteet
tgtctgceatce
tttggttaaa
cttccaacct
tcactctcac
gtcaaactta
acgctagcaa
tttgcctaaa
ctgcaaagag
agaaactcaa
ggataagcat
cacccaaggg
tgtggctgea
tgcetetgtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga
ccectececat
ctccagetca
ggaggagaat
aataattatt
tagtcatcct
catcctctge
ggccatggta
tttttaaggg
ccaaagcaaa

atgggatgga
gtagcaggct
ctccacaggt
tgtaggagac
ctggtatcag
gcacacagdg
catcagcagt
tccgtacacg
gcttgatatc
gcattgagtt
ctccaacaaa
aacatcaaga
gctgttttct
cagaactttyg
ccatctgtet
gtgtgectge
gccctecaat
tacagcctca
gcctgegaag
gagtgttaga
cctttggecet
tctttcacct
gaataaataa
atctgttgtt
aaggcgcata
aagacagtcc
ggagagactt
tgacaggtct
ttcectgecage

Pos. 21 atg: 1. Leader-Codon

Codon

(Leader mit Intron!)

gctgtatcecat
tgaggtctgy
gtgcattcecyg
agagtcacca
cagaaaccag
gtccecatcaa
ctgcaacctg
ttcggcggag
gaattctaaa
tactgcaagg
acaatttaga
ttttaaatac
gtctgtcect
ttacttaaac
Ecatcttecce
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcaccct
tecacccateca
gggagaagtg
ctgacccttt
cacccececte
agtgaatctt

ttaccaacta

accatttata
tccetcaaac
gettecttgt
tacagtcata
ccgggggatce

cctettettyg
acatatatat
acatccagat
trcacttgeca
ggaaagccecece
ggttecagtgg
aagattttgce
ggaccaaggt
ctctgagggy
tcagaaaagc
actttattaa
gcttettggt
aacatgccct
accakbcetgt
gccatctgat
ctatccecaga
ccaggagagt
gacgctgagc
gggcctgage
cceoceccacctyg
ttccacaggyg
ctccteetty
tgcacctgtg
ctcaatttcet
aaaatcatcc
ccacaagcct
ttteecectece
tatcctttga
C

gtagcaacag
gggtgacaat
gacccagtcet
tgccagtcaa
taagctectyg
cagtggatct
aacttactac
ggagatcaaa
gtcggatgac
atgcaaagcc
ggaatagggy
ctcettgeta
gtgattatcc
ttgecttettt
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagagce
aaagcagact
tecgecegtea
ctectcagtt
gacctaccce
gctttaatta |
gtttctetet
cttataaggg
ttcattctat
tctgtcecctcea
tecagcaagcece
ttcaattecc

Pos. 157 tcc: letztes Leader-

Pos. 160 gac: 1. VLR-Codon Pos. 478 aaa: letztes VLR-Codon

Pos.

1164 tgt

letztes Kappa-Konst.-Codon

Pos. 1167 tag: STOP

FIGURE T
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AS-Sequenz der LC von TGN1112 inklusive Leaderpeptide

MGWSCIILFLVATATGVHSDIQMTQSPS SLSASVGDRVTITCHASQNIYVWLNWYQOKPGKA
PKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSETDFTLTISSLOPEDFATYYCQQGQTYPYTFGGGTKVE
I_ISR‘I‘VAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Leaderpeptid

MGWSCIILFLVATATGVHS

FIGURE 8
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VRLC von TGNT112/ TGN 412

c.t}R-Daﬁiniticn‘ ﬁa‘c-h .
CDR-L1
CDR-L2

CDR-L3

Fiir die VRLC sind dis CDRs nach beiden Systemen gleich definiart.

VRMC von TCRIT1Z2ITGR1412:

CDR-Definition nach
CDR-HL
COR-H2

CDR-H2

17117

‘BbM/Rabak-Kombi

. HASQNIYVWLN

KASNLHT

QQGQTYPYT

AbM-Kabak-Kombyd
GYTFTSYYIN
CTYPONVNTHYNEKFKD

SHYGLDWNEFDY

FIGURE 17
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SEQUENCE LISTING

<110> TeGenero AG

<120> Superagonistische anti-CD28 AntikOrper
<130> L 1701 PCT

<160> 48

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 33

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> CDR

<400> 1
tcacactacg gcctcgactg gaacttcegat gtce 33

<210> 2

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
<223> CDR

<400> 2

Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val
1 5 10

<210> 3

<211i> 51

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> CDR

<400> 3
tgtatttatc ctggaaatgt caatactaac tataatgaga agttcaagga c 51

<210> 4

<211l> 17

<212> PRT

<213> artificial seguence

<220>
<223> CDR

<400> 4

Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15



Asp

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

WO 2006/050949

5

30

DNA

artificlal sequence

<220>

<223>

<400>

CDR

5

ggatacacct tcaccagcta ctatataéac

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

<220>
<223>

<400>

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

CDR

6.
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr Ile His
1 5 .

7

27

DNA

<220>
<223>

<400>

6

10

PRT

artificial sequence

artificial sequence

CDR

7

caacagggtc aaacttatcc gtacacg

<223> -

<210> 8
<211> 9
<212> PRT
<213> artificial sequence
<220>
- <223> CDR
<400> 8
Gln Gln Gly Gln Thr Tyr Pro Tyr Thr
1 5 .
<210> 9
<211> 21
<212> DNA )
<213> artificial sequence
<220>
CDR

PCT/EP2005/012050

30

27
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<400> 9 .

aaggcttcca acctgcacac a 21
<210> 10

<211i> 17

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>

<223> CDR

<400> 10

Lys Ala Ser Asn Leu His Thr

‘1 5

<210> 11

<211> 33

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> CDR

<400> 11 .

catgccagtc aaaacattta tgtttggtta aac 33
<210> 12

'<211> 11

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220> -

<223> CDR

<400> 12

His Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp Leu Asn

1 5 10

<210> 13

<211> 2178

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> HC

<400> 13 . .
caggtgcage tggtgcagte tggggctgag gtgaagaage ctggggectce agtgaaggte 60 -

tcctgecaagyg cttetggata caccttcacce agctactaté tacactgggt.gcgacaggcc 120
cc;ggacaag ggcttgagtyg gattggatgt atttatcétg gasatgtcaa tactaactat - 180
aatgagaagt tcaaggacag ggccaccctg accgtagaca cgtccatcag cacagcctac 240
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggcegtgt attfctgtac aagatcacac' 500

3
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tacggccteg
ggtgagtegt
gggaggggge
ccagacactg
cctgggecca
ccaagggccce
ccgeeectgygg
caggcgcect
actécctcag
gcaacgtaga
cacagggagg
ggctgtgcag
cctctgacca
gggcagccac
"'gctcagacct
aaggccaaac
.tcccaatctt
gccaacccag
ccagggacag
agttcctggg
tcteeceggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgy
" agaaaaccat
’ggtcagctcg
gggcagecece
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctect
aatgtcttet

ctctecctgt

actgéaactt
acgctagcaa
taaggtgacg
gaccctgeat
gctctgteee
atccgtectte
ctgcetggte
gaccagcgge
cagegtyggty
tcacaagcce
gagggtgtet
cccecagecca
cccecactceat
aggctggatg
gccaagagee
tectecactec
ctctc£gcag
gcctegeect
gccccagecg
gggaccatca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagee

gcccacccte

‘gagagccaca |

gcctgécctg
atgggcagec
tcttcctcta
catgctcegt

ctctgggt

cgatgtctgg
gctttétggg
caggtggcge
ggaccatcge
acaccgcggt
ccectggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecet
agcaacacca
gctggaagee
gggcagcaag

gctcagggag

cccctaccecee

atatccggga

ctcagctcag

agtccaaata

‘ccagctcaag

ggtgctgacg’

gtcttectgt
acgtgcgtgg

gatggcgtygg

taccgtgtgg

aagtgcaagg
aaaggtggga
tgcecctggga
ggtgtacacc
ccfggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta

gatgcatgag

ggccaaggga
gcaggcecggyg
cagccaggtyg
ggatagacaa
éacatggcac
cctgctcecag
tccecgaace
tceceggetgt
ccagcagett
aggtggacaa
aggctcagcc
gcatgcecca
agggtcttct
aggccetgeg
ggaccctgece
acaccttctc
tggtcdccca
gcgggacagg
catccacctc
tcceceeccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccacggggt
gtgaccgetg
ctgececcececat
ggcttctacce
tacaagacca
accgtgéapa

gctctgecaca

ccacggtcac

cctgactttg

cacacccaat
gaaccgaggg
cacctctcft
gagcacctcc
ggtgacggty
cctacagtce
gggcacgaag
gagagttggt
ctcctgectg
tctgtctect
ggatttttcc
catacagggg
cctgacctaé
teccteceaga
tgcccaﬁcat
thCctagég

catctcttee

acccaaggac,

gagccaggaa
tgccaagaca
caccgt&ctg
aggccteccg
gcgagggeca
tgccaaccte
cccaggagga
ccagcgacat
c@cctcécgi
agaécaggtg

accactacac

PCT/EP2005/012050

cgtctectcea 360
gctgggggcea 420
gcccatgagc 480
gcectctgege 540
gbagcttcca 600
gagagcacag 660
tcgtggaact 720
tcaggactct .780
acctacacct 840
gagaggccag 900
gacgcaéccc 260
cacccggagg 1020
accaggctcc 1080
caggtgctge 1140
gcccaccccea 1200
tctgagtaac 1260 
gcccaggtaa 1320
tagcétgcat i380
tcagcacctg 1440
actctcatgé 1500
gacccecgagg 1560
aagccgceggg 1620
caccaggact 1680
tcctecateg 1740
catggacaga 1800
tgtcecctaca "1360
gatgaccaaé 1920
cgcqgtggag 1980
gctggactcc ' 2040
gcaggagggg 2100
acagaagagc 2160
2178
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Val Gln

1

Ser
Tyr
Gly
Lys
65

Met
Thr
Gly
. Phe
Leu
145
Trp
Leu
Ser

Pro

Val

Ile

Cys

50

Asp

Glu

Arg

Thx

Pro

.130

Gly

Asn

Gln

Ser

Sexr

14
446
PRT

artificial sequence

HC

14

Lys

His

35

Ile

A;g

Leu

Sexr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Sef

195

Asn

Leu Val

Val Ser

20

Trp Val
Tyr Pro
Ala Thr
Ser Arg
His Tyr
100

Val Thr
Ala Pro
Leu Val
Giy Ala

165

Ser Gly
180

Leu Gly

Thr Lys

Gln

Cys

Arg

Gly

Leu

Leu

Gly

Val

Cys

Lys
150

Leu

Leﬁ‘

Thr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Arg

Leu

Sér

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

Gly
Ala
Ala
40

Val
Val
Ser
Asp
Ser
120
Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr

200

Lys

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

Trp

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Asn
Ser
Thr
Ero
Val
170
Ser

Thr

Val

Val
Tyf
Gln
Asn

Ser
75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu
155

His

Ser

Cys

Glu

Lys

Thr

Gly

Tyxr

60

Ile

Ala

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

Lys
Phe
Leu
Asn
Ser
Val
Val
Gly
125
Ser
Val
Phe
Val
vVal

205

Lys

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190

Asp

Tyr

Gly.
15
Ser
Trp
Lys
Ala
Phe
95
Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr.

80

Cys

Gln

val’

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Pro

PCT/EP2005/012050



Pro
225
Phe
Pro
Val
Thr
Val
305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

‘Trp

His

WO 2006/050949

210

Cys

Pro

L,eu Phe

Glu Val

Gln
Lys
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly

Gln

Asn

<210>
<211>

<212>

<213>

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

355

Gly

Pro

Ser

Glu

Ser

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

-340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

His
435

15
1007

DNA

Tyr

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Pro
230
Lys
Val
Tyr
Giu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

215

Ala

Pro

Val

‘Val

Gln

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

artificial seguence

Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

Glu

Asp

Asp

265

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

Phe

Thr

1250

Val

Val

Ser

Leu

Ser.

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Leu
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
Ser
Gln
Val
Val
Pro
395
Thr

Val

Leu

Met
Gln
Val
Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380

Pro

Val

Met

Ser

Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Leu
445

Pro
Ser
Asp
270

Asn

Val

Glu

Lys

‘Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Ser

Arg

255

Pro

Ala

vVal

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
415

Ala

PCT/EP2005/012050

Val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400

Arg

Leu
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<220>

<223> ILC

<400> 15
gacatccaga

atcacttgece
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg.
actctgaggg
‘gtcagaaaag
aactttatta
cgcttcttgg
taacatgccece
caccatcctg
cgccatctga
tctétcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag
<216>
<211>

<212>
<213>

16
214
PRT

<220>
<223> IC

<400> -1lo

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

tgacccagtc
atgccagtca
ctaagctcct
gcagtggate
caaéttacta
tggagatcaa
ggtcggatga
catgcaaagc
aggaataggg
tctecttget
tgtgattate
tttgcettctt
tgagcagttg
agaggccaaa
ﬁgtcacagag
caaaécagac

ctcgecegte

5

tccatectee
aaacatttat
gatctataag
tgggacagat
ctgtcaacag
acgtgagtcg
cgtggecatt
cctcagaatg
ggaagctagg
ataattatct
cgcaaacaac
tcctcaggaa
aaatctggaa
gtacagtgga

caggacagca

tacgagaaac

acaaagagct

artificial sequence

ctgtctgcecat
gtttggttaa
gcttccaace
ttcactctca
ggtcaaactt
tacgctégca
cfttgcctaa
gctgcaaaga
aagaaactca
gggataagca
acacccaagqg
ctgtggctge
ctgecctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

téaacagqgg

Pro Ser Ser Leu

10

ctgtaggaga
actggtatca
tgcacacagg
ccatcégcag
atccgtacac
agcttgatat
agcattgagt
gctccaacaa
aaacatcaag
tgctgtttte
gcagaacttt
accatctgtec
tgtgtgcectyg
cgcectecaa
ctacagcctce
cgcctgegaa

agagtgt

PCT/EP2005/012050

cagagtcacc 60
gcagaaacca 120
ggtceccatca 180
tctgcaacct 240
gttcgécgga 300
cgaattctaa 360;
ttactgcaag 420
aacaatttag 480
attttaaata 540
tgtctgtcce 600
gttacttaaa 660
ttcatcttece 720
ctgaataact 780
tcgggtaact 840
agcagcaccc 900
gtcaccecatc 960

Ser Ala Ser Val Gily

15

1007

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

Hié Ala Ser Gln
20 ’

25

Asn Ile Tyr Val Trp
30

Pro Gly Lys Ala
40

Pro Lys Leu Leu Ile

.Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys
35 45

Tyxr Lys Ala Thr Gly Val Pro

50

His

Ser Asn Leu
: 55

Ser Arg Phe Ser Gly
60



Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr.

Lys
145
Glu
Ser

‘Ala

Phe

- <210>

WO 2006/050949

Gly
Asp
Phe
Sexr
Ala
130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

Ser

Phe

Gly
Val
115
Ser
Gln

val

Leu

Glu.

195

Arg

210 -

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> .
tcacactacg gcctcgactyg gaacttcegat gte

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

<220>
<223>

<400>

Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val

17

33
DNA

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Thr
85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Thr
180

Val

Gly

Leu

Thr

Glu.

Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser

His

Cys

Phe
Tyf
Lys
Pro
Leu
135

Asp

Asp

LYS

Gln

artificial sequence

CDR

17

18
11
PRT

artificial sequence

CDR

18

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ile

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser
G%n
Aré
Gln
Tyr
140

Ser

Thr

_Lys

Pro

Seite 8

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Leu
175

Val

Lys

Ser

Tyr

Ser

PCT/EP2005/012050

33
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1 5 10
<210> 19

<211> 51

<212> DNA

<213> artificial seguence

<220>

<223> CDR

<400> 19

tgtatttatc ctggaaatgt caatactaac tataatgaga agttcaagga c 51
<210> 20

<211> " 17

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>

<223> CDR

<400> 20

Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Asp

<210> 21

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> CDR

<400> 21 .

ggatacacct tcaccagcta ctatatacac 30
<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> artificial seguence

<220>

<223> CDR
. <400> 22

Gly Tyr Thf Phe Thr Ser Tyr Tyr Ile His

1 5 10

<210> 23

<211> 27

<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> CDR
<400> 23

caacagggtc aaacttatcc gtacacg

<210> 24

<211> ¢

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
<223> CDR

<400> 24

Gln Gln Giy Gln Thr Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 25

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> CDR

<400> 25
aaggcttcca acctgcacac a

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

. <213> artificial sequence

<2203
<223> CDR

<400> 26
Lys Ala Ser Asn Leu His Thr
1 5

<210> 27
<211> 33
<212> DNA

" <213> artificial sequence

<220>
<223> CDR

<400> 27
.catgccagtce aaaacattta tgtttggtta aac

<210> 28
<211> 11
<212> PRT

<213> -artificial segquence

10

PCT/EP2005/012050

27

21

33
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<220>
<223> CDR

<400> 28

His Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp

l .

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

29
DNA

<220>

<223> HC

<400> 29
caggtgcagc

tcectgcaagg
cctggacaag
aatgagaagt
atggagctga
técggcctcg
ggtgagtegt
-agggaggégg
cccagacact
_ggecccagcete
gggcccatcg
éctgggctgc
cgccctgécc
cctcageage
cgtgaatcac
gggagggagyg
atgcagccca
tgcecegeccee
gcacaggcta
écctgccaag
aaacfctcca
tcttctctet

" taagccagec

5

2184

tggtgcagte
cttctggata
ggcttgagtg
tcaaggacag
gcaggctgag
actﬁgaactt
acgctagcaa
ctaaggtgag
ggacgctgaa
tgtcccacac
gtcttceccece
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccg
aagcccagca
gtgtctgctag
aéthagggc
actcatgcte
ggtgcececta
agccatatcce
ctddctcégc

gcagagccca

caggecetege

artificial sequence

tggggctgag
caccttcacc
gattggatgt
ggccaccctg

atctgacgac

cgatgtctgg_

gcotttctggg
geaggtggey
écfcgcggaé
cgcggtcaca
tggcaccctc
actacttcce
acaccttqcc
tgcectecag
acaccaaggt
gaagccagéc
agcaaggcag
agggagaggg
acccaggcéc
ggdaggacéc
tcggacacct
aatcttgtga

cctccagete

Leu Asn
10

gtgaagaag§
agctactata
atttatcctg
accgtagaca
acggcegtgt
égccaaggga

gcaggccaggd

ccagccaggt
agﬁtaagaac
tggcaccacc
ctccaégagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
dagcttggge
ggacaagaaa
tcagcgetee
gccccgtcté
tcttetgget
tgcacacaaa
tgccectgac
tctetectee

caaaactcac

,éaggcgégac

ctggggecte
tacactgggt
gaaatgtcaa
cgtcbatcag
atttctgtac
ccacggtcac
cctgaccttg
gcécaC§caa
ccaggggect
tctettgeag
acctctgggg
acggtgtcgt
cagtcctcag
aéccagacct
gttggtgaga
tgcctggacg
cctetteace
ttttcccagy
ggggcaggty
ctaagccdac
cagattccag
acatgcccac

aggtgceecta

11

PCT/EP2005/012050

agtgaaggtc 60
gcgacaggce 120
tactaactat 180
cacagcctac 240
aagatcacac 300
cgtctcctcé 360
gctttgggge 426
tgcccatgag 480
ctgcgccctg 540
cctccaccaa 600
gcacagcggc 660
ggaactcagg 720
gactctactc 780
acatctgcaa 840
ggccagcaca 900.
catccecgget 960
cggaggcectce 1020
ctctgggcag. 1080
ctgggctcag . 1140
cccaaaggcc. 1200
taactcccaa 1260
cgtgcccagg 1320
gagtagcctg 1380
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Arg Ser

catccaggga caggccccag ccgggtgetg acacgtccac
ctgaactect ggggggaceg tcagtcttece tettececce
tgatctcccg gaccectgag gtcacatgeg tggtggtgga
aggtcaaétt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca
gggaggagca gtacaacagce acgtaccggg)tggtcagcgt
actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa
tcgagaaaac catctccaaa gccaaaggtg ggacccgtgg
agaggccgge tcggeoccacce ctctgecctg agagtgaccg
‘acagggcagc cccgagaacce acaggtgtac accctgecece
aagaaccagg tcagcctgac ctgcdtggtc aaaggcttct
gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac aactacaaga
tcegacgget ccttcttect ctacagcaag ctcaccgtgg
gggaacgtct tctcatgcte cgtgatgeat gaggctctge
" agcctcetcee tgtctcecggg taza

<210> 30

<211> 450

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>

<223> HC

<400> 30

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

20 25
Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40 .
Gly Cys Ile'TyrAPro Gly Asn Val Asn Thr Asn
50 55
Lyé Asp Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 . 90
Thr His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe

ctccatctct tcctcagcac 1440
asaacccaag gacaccctca 1500
cgtgagccac gaagacccetg 1560
taatgccaag acaaagccgce 1620
cctéaccgtc ctgcaccagg 1680
caaagccctc ccagccccca 1740
ggtgcgagég ccacatggac 1800
ctgtaccaac ctctgtccct 1860
catcccggga tgagctgace 1920
atcccagcecga catégccgtg 1980
ccacgectee cgtgctggac 2040
acaagagcag gtggcagcag 2100
acaaccacta cacgcagaag 2160

2184
Lys Lys Pro Gly Ala

15
Thr Phe Thr Ser Tyr
: 30
Gly Leu Glu Trp Ile
45
Tyr Asn Glu Lys Phe
60
Ile Ser Thr Ala Tyr
80
Ala Val Tyr Phe Cys
95

Asp Val Trp GLy Gln

12

PCT/EP2005/012050
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Gly Thr

Phe Pro
130

Leu Gly
145
Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser

Pro Ser

210

Lys Thr

225

Pro Ser

Ser Arg

Asp Pro

Asn Ala

290

Val Val
305
Glu Tyr

Lys Thr

Thr ‘Leu

Thr
115
Leu
Cys

Sexr

Ser

100

Val
Ala
Leu
Giy

Ser

180

Sexr

195

Asn

His

Val

Thr

Glu
275

Lys

Ser

Lys '

Ile

Pro

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Sér

340

Pro

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val
Pro
230
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
310
val

Ala

Arg

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
295

‘Val

Ser

Lys

Asp

105

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser‘

185 .

Tyr

200 -

Lys

Cys

Pro

Cys

Lys

Pro

Lys

Val

© 265

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

Glu
His
Lys
‘Gln

345

Leu

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

PrQ

Thr

Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp

315

Leu

Arg

Lys

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

i3

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

.Val

205

Lys

Leu

AThr

Val
Val
285
Ser
Leu
Ala

Pro

Gln

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Cys
Gly

Met

255

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

His
val
Tyr
Gly
ile
335

Val

Ser

Val
Ala
Ser
160
Val
Pro

Lys

Asp

PCT/EP2005/012050

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys
320

Glu

Tyr

Leu
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aggtggataa

14

PCT/EP2005/012050
355 360 365
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala4Val Glu Trp
370 : 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

385 ‘ ‘ 390 - 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp

405 410 415
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys. Ser Val Met His
420 425 430.
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445
Gly Lys
450

<210> 31

<211> 1007

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> | LC

<400> 31 ‘

gacatccaga tgacccagtc teccatcctce ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc atgccagtca aaacatttat gtttggttaa actggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaégctcct gatctataag gcttccaacc tgcacacagg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagecag tctgcaacct 240
‘gaagattttg caacttacta ctgtcaacag ggtcaaactt atccgtacac gttcggcgga 300
gggaccaagg tggagatcaa acgtgagteg tacgctagea agcttgatat cgaattctaa 360
actctgaggg ggtcggatga cgtggccatt‘ctttgcctaa agcattgagt ttactgcaag 420
gtcagaaaag catgcaaagc cctcagaatg gectgcaaaga gctccaacaa aacaatttag 480
aactttatta aggaétaggg ggaagctagg aagaaactca aaacatcéag attttaaata 540
cgcttettgg tetcottget ataattatct gggataagca tgetgtttte tgtctgtcéc 600
faacatgccc tgtgattatc cgcaaacaac acacccaagg gcagaacttt gttacttaaa 660
caccatcctg tttgettett tcétcaggaa ctgtggctge accatctgtce ttcatcttce 720
cgccatctga tgagcagttg aaatctggaa ctgectetgt tgtgtgectg ctgaataact 780
tctatgccag agaggccaaa gtacagtgga cgccctccaa tcgggtaact 840 -
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cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacagcac ctacagcctc agcagcaccce 900
tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac acaaagtcta cgcctgcgaa gtcacccate 960
agggcctgag ctegeccegtc acaaagagét tcaacagggg agagtgt 1007
<210> 32

<211> 214

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220> -
<223> 1LC

<400> 32

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala'Ser val Gly
1 5 - 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 - 55 60

Ser' Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Thr Tyr Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 - 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln’
145 150 i 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lyé Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 : 170 175

.8er Thr. Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr .
180 185 } 190

15
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Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

195 200
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 33

<211> 360

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> VHC

<400> 33

caggtgcage tggtgcagtc tggggcetgag gtgaagaagce
tcctgecaagg cttctggata caccttcacc agctactata
cctggacaag ggcttgagtg gattggatgt atttatcctg
aatgagaagt tcaaggacag ggccaccctg accgtagaca
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggccgtgt
tacggectcg actggaactt cgatgtctgg ggccaaggga
<210>. 34

<211> 120

<212> PRT

<213> artifieial seguence

<220>

<223> VHC

<400> 34

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 .10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

" 20 25 :

Tyr Ile His Trp Val Arg 'Gln Ala Pro Gly Gln
: 35 40

Gly Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn

50 : 55
Lys Asp Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser
65 : 70 . 75
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 90

205

ctggggecte
tacéctgggt
gaaatgtcaa
cgtccatcag
atttétgtac

ccacggtcac

Lys Lys

Thr Phe

30

Gly Leu

15

Tyi Asn

60

Ile Ser

Ala Vval

16

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

agtgaaggtc
gcgacaggcc
tactaactat
cacagcctac
aagatcacac

cgtctectca

Gly Ala

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe ’

Ala Tyr

80

Phe
95

Cys

60

120

180
240
300

360
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Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Gln

17

PCT/EP2005/012050

100 105 110
Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 35
<211> 321
<212> DNA ]
<213> artificial sequence
<220>
<223> VLC
<400> 35 . :
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce atgccagtca aaacatttat gtttggttaa actggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagetcet gatctataag gecttccaacc tgcacacagg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatec tgggacagat‘ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag ggtcaaactt atccgtacac gttcggcgga 300
gggaccaagg tggagatcaa a ' 321
<210>- 36
<211> 107
<212>  PRT
<213> artificial sequence
<220>
. <223> VLC
<400> 36
Asp Ile Gln Met Thr Gln Sex Pfo Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp
20 25 ’ 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro- Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Aia Sexr Asn Leu His Thr GlyAVal Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 . 60,
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 ‘ 75 : 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Thr Tyr Pro Tyr
"85 90 95
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 37
<211> 360
<212> DNA-
<213> artificial sequence
<220>
<223> VHC
<400> 37 .
caggtgeage tggtgecagtc tggggetgag gtgaagaage ctggggcctc agtgaaggte 60
- tectgeaagg cttctggata caccttecace agctactata facactgggt gcgacaggee 120
cctggacaag ggctﬁgagtg gattggatgt atttatcctg gaaatgtcaa tactaactat 180
‘aatgagaagt tcaaggacag ggccaccctg accgtagaca cgtccatcag cacagcctac 240
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggccgtgt atttctgtac aagatcacac 300
tacggccteg actggaactt cgatgtctgg ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctea 360
<210> . 38
<211> -120
<212> PRT
<213> artificial séquence
<220>
<223> VHC
<400> 38
Gln Val Gln Leu Val Gln Sef Gly Ala.Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 . 15
Ser val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Tyr Ile His Trp Val Axg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45 '
Gly Cyé Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr‘Asn Tyr Bsn Glu Lys Phe
50 55 60
Lys Asp Arg Ala Thf Leu Thr Val Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 : 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
: 85 ) 90 95
Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val Trp Gly Gln
. 100 105 . 110

18
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Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

39
321
DNA

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

<220>

<223> VLC

<400> 39
gacatccaga

atcacttgcc
gggaaagccce
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

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

40
107
PRT

<220>

<223> VLC

<400> 40

_Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Tyr Lys Ala

50

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

artificial sequence

120

tgacccagtc tccatcctece ctgtctgeat

atgccagtca aaacatttat gtttggttaa

ctaagctccet gatctataag gecttccaacce

gcagtggatc tgggacagat ttcactctca

caacttacta ctgtcaacag ggtcaaactt

tggagatcaa a

Met Thr Gln
5

Thr Ile Thr
20 :

Tyr Gln Gln

Ser Asn Leu

Gly Thr Asp

70-

Ala Thr Tyr
85,

Gly Gly Thr
100

artificial sequence

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

His

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Sef

Ala
25

Giy

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

Gln Gly
90

Ile Lys

ctgtaggaga éagagtcacc
actggtatcé gcagaaacca
técacacagg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct

atccgtacac gtteggegga

Ser

Asn

Pro

Ser
60

Ser

Gln

19

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val Gly
15

Val Trp

Leu Ile .

Ser Gly

Gln Pro

Pro Tyr
95

PCT/EP2005/012050

60
120
180
240
300

321
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<210>
<211>
<212>
<213>

41
DNA

<220>

<223> HC

<400> 41
ggtaccgggc

ctacaggtaa
gacatccact
ggggctgagg
accttcacca
attggatgta
gccaccectga
tctgacgaca
gatgtctggg
ctttctggag
aggtggcgcc
gaccatcgcg
caccgeggte
ccctggegee
aggactactt
tgcacécctt
ccgtgcececte
écaacgccaa
ctggaagcca
ggcagcaaggi
ctcagggaga
ccctacccca
tatccgggaé
tcagctcaga
~gtccaaatat4
cagctcaagg

- gtgetgacge

25581

cgacctcacc
ggggctcaca
ttgcectttet
tgaagaagcce
gctactatat
tttatcctgg
ccgtagacac
cggecgtgta
gccaagggac
caggeeggge
agccaggtge
gatagacaag
acatggcacc
ctgctecagg
cceegaacceg
ccecggetgte
cagcagettg
ggtggacéag
ggctcagcce
cétgcccéat
gggtcttctg

ggccctgcgé

gaccctgeec

cacctfctct
ggtcccccat

cgggacaggt

atccacctce

artificial sequence

atgggatgga
gtagcagget
ctccacaggt
tggggcectea
acéctgggtg
aaatgtcaat
gtccatcage
tttctgtaca
cacggtcacc
ctgéctttgg
acacccaatg
aaccgagggg
accfctcttg
agcacctécg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacgéaga
agagttygty
tcctgectgg
ctgtctecte
gatttttcca
atacaggggce
ctgacctaag
éctcccagat

gcccatcatg

‘gccctagagt

atctcttcct

gctgfatcat
tgaggtctgg
gtgcattccc
gtgaaggtct
cgacaggecce
actaactata
acagcctaca
agatcacact

gtctecteag

ctgggggcag

cccatgagece

cctctgcécc

~cagcttecac

agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctaqacctg
agaggccage
acgcaccccg
acceggagge
dcaggctccg
aggtgctgeg
cccaccccaa
dtgagtaact
cccaggtaag
agcctgcatc

cagcacctga

‘cctettettg

acatatatat
aggtgcaget
cctgcaaggce
ctggacaagg
atgagaagtt
tggagctgag
acggcctcga

gtgagtcgta

ggagggggct

cagacactgg

ctgggcccag

caagggccca

.cgccetggge

aggcgecectg
ctcectecage
caacgtagat
acagggaggg
gctgtgcégc
ctctgaccac
ggcagccaca
ctcagacctg
aggccaaact
cccaatctte
ccaacccagg
cagggacagyg

gttectgggg

20

PCT/EP2005/012050

gtagcaacag 60
gggtgacaat 120
ggtgcagtcf 180
ttctggafac 240
gcttgagtgg 300,
caaggacagyg 360
caggctgaga 426
ctggaacttc 480
cgctagcaag 540
-aaggtgacge 600
aécctgcatg - 660
ctctgtcccé 720
tcegtettcee 780
tgectggtea 840
accagcggcg 900
agcgtggtga 960
cacaagccca 1020
agggtgtctg 1080
ccecageccag 1140
cccactcatg 1200
ggétggatgc 1260
ccaagagcca 1320.
ctccaétccc‘ 1380
tctetgecaga 1440
cctegeecte 1500
cccecageegg 1560
ggaccatcag 1620
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tecttectgtt cccceccaaaa cccaaggaca ctctcatgat ctcceggace cectgaggtea 1680
cgtgegtggt ggtggacgty ageccaggaag accccgaggt ccagttcaac tggtacgtgg 1740
atggegtgga ggtgcataat gccaagacaa agccgeggga ggagcagttc aacagcacgt 1800
accgtgtggt cagegtcecte accgtcctge accaggactg getgaacgge aaggagtaca 1860
agtgcaaggt ctccaacaaa ggcctceegt cctccatcga gaaaaccatc tccaaagcca 1920
aaggtgggac ccacggggtg cgagggccac atggacagag gtcagetcgg cccaccctcet 1980
gcectgggag tgaccgetgt gecaacctct gtccctacag ggcagccecg agagccacég 2040
gtgtacacce tgccecccate ccaggaggag atgaccaaga acéaggtcag 0c£gacctgc 2100
ctggtcaaag gcttctacce cagegacatc geecgtggagt gggagagecaa tgggceagecyg 2160
gagaacaact acaagaccac gcctccegtg ctggactceg acggetcett cttectcetac 2220
agcaggctaa ccgtggacaa gagcaggtgg caggagggga atgtcttctc atgctccgtg 2280
atgcatgagg ctctgcacaa ccactacaca cagaagagcc tcteccetgte tctgggtéaa 2340
tgagtgccag ggccggcaag ccececgetee ccgggetecte ggggtcgege gaggatgett 2400
ggcaégtacc ccgtctacat acttcccagg cacccagecat ggaaataaag cacccaccéc~ 2460
'fgccctgggc cectgtgaga ctgtgatggt tetttccacg ggtcaggeeg agtctgagge 2520
ctgagtgaca tgagggaggc agagcggatce ¢ 2551
<210> 42
<211> 466
<212> PRT
<213> artificial sequence
<220>
<223> HC
<400> 42
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 : 10 15 -

Val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vél Lys Lys
20 ) 25 30. :
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser4Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Ser Tyr Tyr Ilé His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu

50 55 . 60
Glu Trp Ile Gly Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Asn
65 70 75 80
Glu Lys Phe Lys Asp Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ile Ser

21



Thr

Tyr

Trp

WO 2006/050949

Ala

Phe

Gly

- 130

Pro
145
Thr
Thr
Pro

Thr

Asp

SerA
Ala
Val
Ala
Val

210

His

225

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Gly
Ser
Arg
Pro
290
Ala

Val

Tyr

Tyr

Cys

115

Gln

Val

Ala

Ser

Val.

195

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Met
100
Thr
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Leu
Ser
Pro
Pro
Phe
260
Pro
Val
Thr

Val

Cys

85

Glu

Arg

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Leu

Ser

Thr

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

310

Thr

Val

Ser

Val

135

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
215

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

295

Arg

Val

Ser

Arg

Leu

1105

Tyr
120
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Pro
Cys
280

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
Val
Cys
Lys
Leu
185
Leu
Thr
Val
Pro
Lys
265
Val
Tyr
Glu
His

Lys

90

Arg

Leu

Ser

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

250

Pro

“Val

Val
Gln
Gln
330

Gly

Ser

Asp

Ser

Arg

155

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

315

Asp

Leu

Asp

Trp

Ala

140

Ser

Phe

Gly

.Leu

Tyr

1220

Arg
Glu
Asp
Asp
Gly
300
Asn

Trp

Pro

22

Asp

Asn

125

Ser

Thx

Pro

val

Ser

205

Thr

val

?he

Thr

val '

285

Val

Ser

Leu

Ser

Thr
110
Phe
Thr
Ser
Glu
His
190
Ser
Cys
Glu
Leu
Leu
270
Ser
Glu

Thr

Asn

‘Ser

95

Ala

Asp

Lys-

Glu
Pro
175
Thr
Val
Asn
Sér
Gly
255
Met
Gln
Val
Tyr
Gly

335

Iie

PCT/EP2005/012050

Val

Val

Gly

Ser

160

Val

Phe

Val

Val

Lys

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu
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tactgcaagg

350

Glu Pro Gln

365

Asn Gln Val

380

Ile Ala Val

Thr Thr Pro

Thr
430

Arg Leu

Ser Val

445

Cys

Leu Ser Leu

460

cctettecttg
acatatatat
acatccagat
tcacttgcea
ggaaagcccec
ggftcagtgg
aagattttgce
ggaccaaggt

ctctgagggyg

340 345
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
355 360 :
Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
370 375 : .
’Thr'Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyxr Pro Ser Asp
385 390 395
Glu Ser Asn Gly Gln Pré Glu Asn Asn Tyr Lys
' 405 : 410
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
: 420 425
Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
435 440
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
450 ’ 455
Gly Lys
465
<210> 43
o <211> 1721
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> LC
<400> 43
ggtaccggge cgacctcacc atgggatgga gctgtatcat
ctacaggtaa ggggctcaca gtagcaggct tgaggtctgg
gacatccact ttgecetttet ctccacaggt gtgeattccg
ccatcetece tgtctgeate tgtaggagac agagtcacca
aacatttafg tttggttaaa ctggtatcag cagaaaccag
atctataagg cttecaacct gcacacaggg gtcccatcaa
gggacagatt tcactctgac catcagcagt'qtgcaacbtg
tgtcaacagg gtcaaactta tccgtécécg ttcggeggag
cgtgagtcgt acgctagcaa gettgatatc gaattctaaa
gtggecattc tttgectaaa geattgagtt

tcagaaaagce

23

PCT/EP2005/012050

Val Tyr
Ser Leu
Glu Trp
400
Pro Val
415
Val Asp
Met His
Ser Leu
gtagcaacag 60
gggtgacaat 120
gacccagtcet 180
tgccagtcaa 240
taagctcctg 300
cagtgga{ct 360
aacttactac 420
ggagatcaaa 480
gtcggatgac 540
atgcaaagce 600
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ctcagaatgg
gaagctagga
taattatctg
gcaaacaaca
cctcaggaac
aatctggaac
4tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaéca
caaagaéctt
ccagectgac
tattgcggtce
tgctaatgtt
ttcctcattt
actaaatatg

tttaccctat

cagtccectg

ctcatagtee

tgagaatcaa

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

44
233
PRT

<220>
<223> 1IC

<400> 44

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu

1

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
25

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

35

Tyr Val Trp Leu Asn Trﬁ Tyr Gln Gln Lys

50

ctgcaaagag
agaaactcaa
ggataagcat
cacccaaggg
tgtggctgca
tgcctctgtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
céacagqgga
ccecteceat
ctccagctca
ggaggagaat
aataattatt
tagteatcct
catcctetge
géccatggta
tttttaaggg

cCcaaagcaaa

5

20

ctccaacaaa
aacatcaaga
gctgtttfct
cagaactttg

ccatctgtct

gtgtgcctgc

gccctecaat

tacagcctca

gcctgcgaag

gagtgttaga
cctttggect
totttcacct
gaataaataa
atctgttgtt
aaggcgéata
aagacagtcp
ggagaééctt

tgacaggtct

‘ttectgeage

artificial sequence

40

55

acaatttaga
ttttaaatac
gtctgtecct
ttacttaaac
tcatcttecc
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcaccct
tcacccatca
gggagaagtg
ctgacccttt
caccceecte
agtgaatctt
ttaccaacta
acéatttata
tccctcaaac
gcttecttgt

tacagtcata

‘ccgggggate

Val
10
Pro

His

Pro

actttattaa
gcttcﬁtggt
aacatgccct
accatcctgt
gccatctgat
ctatcccaga
ccaggagggt
gacgctgage
gggcctgage
ccecccacctg
tteccacaggg
ctcctccttg
tgcacctgtyg
ctcaatttet
aaaatcatcc
ccacaagcct
tttccectee
tatcctttga

o]

PCT/EP2005/012050

Ala Thr Ala Thr Gly

30

15

‘Ser Ser Leu Ser Ala

Ala Ser Gln Asn Ile.

45

60

24

Gly Lys Ala Pro Lys

ggaatagggg 660
cteccttgeta 720
gtgattatcc 780
ttgcttcttt 840
gagcagttga 200
‘éaggcéaaag 960
gtcacagagc 1020 |
aaagcagact 1080
tcgcccgtéa 1140
ctcctcagttl 1200
gacctaccce 1260
gctttaatta 1320
gtttctetct 1380
cttataaggg 1440
ttcattctat 1500
tetgtectea 1560
tcagcaagqc 1620
ttcaattcce 1680
1721
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Leu Leu Ile
65

Phe Ser Gly
Leu Gln Pro

Tyr Pro Tyr
115

Val Ala Ala
130

Lys Ser Gly
145.

Arg Glu Ala
‘Asn Ser Gln

Ser Leu Ser
195

Lys Val Tyr,
210

Thr Lys Ser
225

<210> 45
<211> 2553
<212> DNA

Tyr
Ser
Glu
100
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
180
Ser
Ala

Phe

Lys

Gly

85

Asp

Phe

Ser

Ala

vVal

165

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala Ser Asn
70

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr

Gly Gly Gly
120

Val Phe Ile

135

Ser Val Val
150

Gln Trp Lys

VallThr Glu

Leu Thr Leu
200

Glu Val Thr
‘215

Arg Gly Glu
230

<213> artificial sequence

<220>
<223> HC

<400> 45

ggtaccggge cgacctecacce
ctacaggtaa ggggctcaca
gacatccact ttgectttet

ggggctgagg tgaagaagcc

accttcacca

gctactatat

Leu

Asp

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

His

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

185 °

Ser

His

Cys

Lys

Gln

atgggatgga gctgtatcat
gtagcaggct tgaggtctgg
cteccacaggt gtgcattcce

tggggcctcea gtgaaggtct

Thr Gly Val
75

Thr Leu Thr
Cys Gln Gln

Val Glu Ile
125

Pro Ser Asp
140

Leu Asn Asn
155

Asn Ala Leu
Ser Lys Asp
Ala Asp Tyr

205

Gly Leu Ser
220

25

Pro

Ile

Gly

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Ser

Ser

Gln

Arg

Gln

Tyxr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Arg
80

Ser
Thr
Thr
Leu
Pro
160
Gly
Tyxr

His

Val

PCT/EP2005/012050

cctettettg gtagcaacag 60 -
acatatatat gggtgacaat. 120
aggtgcagcet ggtgcagfct.. 180
cctgcaagge ttctggatac 24O

acactgggtg cgacaggccec ctggacaagg gcttgagtgg = 300
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attggatgta
gccaccctga
tctgacgaca
‘gatgtctggg
ctttctgggg
caggtggcge
ctcgcggaca
gcggtcacat
ggcaccctece
ctacttcece
caccttececeg
gccectcecage
caccaaggtg
aagccaggct
gcaaggcagyg
gggagagqgt
cccaggcqct
ggaggaccct
cggacacctt
atcttgtgac
ctccagctca
cgggtgetga
‘cagtcttect
tcacatgegt
tggacggegt
,cgtéccgggt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
tctgeectga
caggtétaca

tgcctggtca

© cecggagaaca

tttatcctgg
ccgtagacac
cggccgtgta
gccaagggac-
caggccaggce
Cagécaggtg
gttaagaacc
ggcaccacct
tdcaagaéca
gaaecggtga
gctgtcectac
agcttgggca
gacaagaaag
cagcgctecet
cccégtctgc
cttctggett
gcacacaaag
géccctg?cc
ctcteectece
aaaactcaéa
aggcgggaca
gacgtccacc
cttececececcea
ggtggtggac
ggaggtgceat
ggtcagcgtce
ggtctccaac
gacpégtggg
gagtgaccge
ccctgececce
aaggcttcta

actacaagac

aaatgtcaat
gtccatcagce
tttectgtaca
cacggtcacé
ctgacéttgg
cacacccaat
caggggccte
ctcttgcagé
cctetggggy
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaécta
ttggtgagag
gcctggacge
ctctteacce
tttccéaégd
gggcaggtge
taagcccace
agattccagt
catgcécacc
ggtgccctag
tccatctett
aaacécaagg
gtgagccacg
aétgcc;aga
cfcaccgtcc
aaagccctéc
gtgcgaggge
tgfaccaacc
atcccgggat
tcccagegac

cacgcctece

actaactéta
acagcctaca
agatcacact
gtcteccteag
ctttggggca
gcccatgage
tgcgeectgg
ctccaccaag
cacagcggcec
gaactcaggce
actctactcc
catctgcaac
gccagcacag

atceccggeta

ggaggectet

tctgggecagg
tgggctcaga
ccaaaggcca
aactcccaat
gtgececaggt
agtagcctgce
cctcageacce
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgceg
tgcaccagga
cagcecceat
cacatggaca
tctgteeeta
gégctgacca
atcgecegtgg

gtgctggact

atgagaagtﬁ
tggagctgag
acggcctcga
gtgagtcgta
gggagggggc
ccagacactg
gcccagetcet
ggceccatcgg
ctgggctgee
gccctgacca
ctcagcageg
gtgaatcaca
ggagggaggg
tgcageccecea
dcccgcccca
cacaggctag
cctgccaaga
aactctccac
cttctctetg
aagccageee
atccagggac
tgaactcctg
gatctccegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
gaggcegget
cagggcagec
agaaccaggt
agtgggagag

ccgacggcete

26
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caaggacagg 360
caggctgaga 420
ctggaacttc 480
cgctagcaag 540
taaggtgagg 600
gacgctgaac 660
gtcccacace 720
tcttececect 780
tggtcaagga . - 840
gcggcegtgea 9004
tggtgaccgt 960
agcécagcaa 1020
tgtctgctgg 1080
gtccagggca 1140
ctcatgctca 1200
gtgcccctaa 1260
gécatatccg 1320
tcectecaget 1380
cagagccéaa 1440
aggcctegee 1500
aggccccage 1560
gggggaccegt 1620
acccctgégg . 1680
aactggtacg 1740
tacaacagca 1800
ggcaaggagt | 1860
atctccaaag iQZO
cggcccaccee 1980
ccgégaacca 2040
cagcctgacc - 2166
caatgggcag 2160
cttcttecte 2220
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tacagcaage tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtett ctecatgctcee 2280
gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctcect gtctccgggt 2340
aaatgagtgc gacggecgge aageccccge tceecggget ctegeggteg cacgaggatg 2400
cttggcacgt accccctgta catacttcec gggcgecccag catggaaata aagcacccag 2460
‘cgctgccctg ggcecctgeg agactgtgat ggtﬁctttcc acgggtcagg ccgagtctga - 2520
ggcctgagtg geatgaggga ggcagagcgg gtc 2553
<210> 46
<211> 469
<212> PRT
<213> artificial sequence
<220>
<223> HC
<400> 46
Met Gly Trp Ser Cys ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30 :
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Ser Tyr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60 -
Glu Trp Ile Gly Cys Ile Tyr Pro Gly Asn Val Asn Thr Asn Tyr Asn
65 70 . 75 80
Glu Lys Phe Lys Asp Arg Ala Thr -Leu Thr Val Asp Thr Ser Ile Ser
' 85 90 ‘ 95
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val
100 105 " 110
Tyr Phe Cys Thr Arg Ser His Tyr Gly Leu Asp Trp Asn Phe Asp Val
- 115 120 125
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 . 135 140
Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
145 150 155 160
- Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val



Thr
Pro
Thr
Asn
225
Ser
Leu
‘Leu
" Ser
Glu
305
Thr
Asn
"Pro
Gln
Val
385

Val

Pro

WO 2006/050949

Val

Ala

Val

210

His

Cys

Gly

Met

His

2590

Val

Tyr

Gly

Ile

val

370

Ser

Glu

Pro

Ser Trp
180

Val Leu
195

Pro'Se;
Lys Pro
Asp Lys
Gly Pro

260

Ile Ser
275

Glu Asp
His Asn
Arg Val
Lys Glu

340

Glu Lys
355
Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

245

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

325

Tyr

Thr

Leu

Cys.

Ser

405

Val Leu

Asp

Ser

Ser

Ser

Asn

230

His

Val

Thr

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Ile:

Pro

Leu

390

Asn

Ser

Gly
Ser
Leu
215
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
295
Thr
vVal
Cys
Ser
Pro
375
Val

Gly

Asp

Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
280
Lys
Lys

Leu

Lys

Lys .

360

Sexr
Lys
Gln

Gly

Leu

170

Thr

185 -

Leu
Thr
val
Pro
Phe
265
Va;
Phe
Pro
fhr

Val

Tyr
Gln
Asp
Pro
250
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
330

Ser

345 .

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

410

Phe

Ser
Ser
Thr
Lys
235
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
315
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
395

Asn

Phe

Gly
Leu
Tyr
220
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
300

Glu

His

Tys

Gln
Leu
380
Pro

Asn

Leu

28

Val
Ser
205
Ile
Val
Ala
Pro
Val
285
Vél
Gln
Gln
Ala
Pro
365
Thr
Ser

Tyr

Tyr

175

His Thr
190

Ser Val

Cys Asn

Glu Pro

Pro Glu
255

Lys Asp
270

Val  Asp
Asp Gly
Tyr_Asn
Asp Trp

335

Leu Pro
350

Arg Glp

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr
415

Ser Lys

Phe
Val
Val
Lys
240
Leu
Thr
Val
Val
Ser
320
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
400

Thr

Leu

PCT/EP2005/012050



WO 2006/050949

420

425

430

PCT/EP2005/012050

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
435

440

445

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

450

Leu Ser Pro Gly Lys

465

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

47

<220>

<223> LC

<400> 47
ggtaccggge

ctacaggtaa

gacatccact .

ccatcctecce
aacatttatg
~ atctataagg
Qggacagatt
tgtcaacagg
cgtéagtcét
gtggecattc

ctcagaatygg

gaagctagga

taattatétg
gcaaacaaca
cctcaggaac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca

caaagagctt

1721
DNA
artificial sequence

cgacctcace
ggggctcaca
ttgcctttet
tgtctgeate
tttégtfaaa
cttccaacct
tcactctecac
gtcaaactta
acgctagcaa
tttgcctaaa
ctgcaaagag
agaaactcaa
ggataagcat
cacccaaggg
tgfggctgca
tgqcﬁctgtt
ggtggataac
géacagcacc
caaagtctac

caacagggga

455

atgggatgga
gtagcaggct
ctcecacaggt
tgtaggagac
ctggtatcag
gcacacaégg
éatcagcagt
tcegtacacg
gcttgatate
gcattqégtt
ctccaacaaa
aacatcaaga
gctgttttet
cagaacttfg
ccatctgtet
gtgtgcctge
gccctcecaat
técagcctca
géctgcéaag

gagtgttaga

gctgtatcat
tgaggtetgg
gtgcattecg
agagtcacca
cagaaaccag
gtcccafcaa
ctgcaacctg
ttcggeggag
gaattctaaa
tactgecaagg
acaatttaga

ttttaaatac

gtctgtecet.

ttacttaaac
tcatcttecce
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcaécct

tcacccatca

gggagaagty

460

cétcttcttg
acatatatat‘
acatccégat
tcacﬁtgcca
ggaaagccee
ggttcégtgg
aagattttge
ggaccaaggt
ctectgagggg
tcagaaaagce
actttattaa
gecttettggt
aacatgccct
accatcétgt
gccatctgat
ctatcccaga
ccaggagagt
gacgetgage
gggcctgage

ccecccaccetg

29

gtagcaacag
gggtgacaat
gacccagtct
tgccagtcaa
taagctcctg
cagtggatct
aacttactac
ggagatcaaa
gtcggatgac
atgcaaagcc
ggaaﬁagggg
;tccttgcta
gtgattatcc
ttgecttettt

gagcagttga

gaggccaaag

gtcacagagc
aaagcagact
tcgecegtea

ctcctcagtt

60
120
;80‘
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
900
960

1020

1080

1140

1200
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ccagectgac ccecteccat cectttggect ctgécccttt ttccacaggg gacctaccce 1260
tattgcggte cteccagecteca tetttcacct caccecceccte ctectecttyg getttaatta 1320
tgctaatgtt ggaggagaat gaataéataa agtgaatctt tgcacctgtg gtttctctcet 1380
ttectcattt aataattatt atctgttgtt ttaccaacta ctcaatttct cttataaggg 1440
actaaatatg tagtcatcct aaggcgcata accatttata aaaatcatcc ttcattctat 1500
tttaccctat catcctctge aagacagtcec tcectcaaac ccacaaécct tctgtcectcea 1560
cagtccectg ggecatggta ggagagactt gettecttgt tttccectee tcageaagee 1620

‘ctcatagtece tttttaaggg tgacaggtct tacagtcata tatcctttgaittcaattccd 1680 .
fgagaatcaa ccaaagcaaa ttcctgcage ccgggggate c . 1721
<210> 48
<211> 233
<212> PRT
<213> artificial sequence
<220>
<223>- LC
<400> 48
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser,Ald
20 25 30

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile

35 40 45 ’
Tyr Val Trp Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys

50 : 55 60
Leu Leu Ile Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg
65 70 75 80
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser

85 .90 95
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Thr
100 - ’ 105 110
Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
115 120 : 125
Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 " 135 140

30



Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

WO 2006/050949

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Lys

Gly Thr

Ala Lys

Gln Glu

180

Ser Ser

195

Tyr Ala

210 -

Ser Phe

Ala
Val
165
Ser
Thr

Cys

Asn

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Val

Trp

Thr

Thr

Val

215

Gly

Val

Lys

Glu

Leu‘

200

Thr

Glu

Cys Leu

Val Asp
170

Gln Asp
185
Ser Lys

His Gln

Cys

Leu Asn
155

Asn Ala
Ser Lys

Ala Asp

Gly Leu
220

31

Asn
Leu
Asp
Tyr
2Q5

Sexr

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Pro
160

Gly

Tyr

His

Val
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