(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(1DE 103 24 447 A1 2004.12.30

(12) Offenlegungsschrift

(21) Aktenzeichen: 103 24 447.6
(22) Anmeldetag: 28.05.2003
(43) Offenlegungstag: 30.12.2004

1)tcl: CO7K 2/00

CO07K 1/00, C12Q 1/00

(71) Anmelder:
Scil Proteins GmbH, 06120 Halle, DE

(74) Vertreter:
PAe Reinhard, Skuhra, Weise & Partner GbR,
80801 Miinchen

(72) Erfinder:
Fiedler, Markus, Dr., 06114 Halle, DE; Rudolph,
Rainer, Dr., 06120 Halle, DE; Fiedler, Ulrike, Dr.,
06114 Halle, DE

(56) Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht
gezogene Druckschriften:
WO 99/16 873 A1
WO 01/04 144 A2
Biochemistry. 1994, Jun 14, 33(23):7300-8 (Abstr);
J Mol Recognit. 2000 Jul-Aug, 13(4):167-87
(Abstr);
Nat Struc Biol. 1997 Oct, 4(10):805-9 (Abstr);
http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/data/scop.b.
e.
ca.html (rech. am 10.03.04);

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen

Prifungsantrag gemaR § 44 PatG ist gestellt.

(54) Bezeichnung: Generierung kiinstlicher Bindungsproteine auf der Grundlage von Ubiquitin

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
ein Verfahren zur Herstellung von modifizierten Proteinen
der Protein-Superfamilie "ubiquitin-like proteins", Protei-
nen, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv aufweisen so-
wie Fragmente oder Fusionsproteinen hiervon, wobei das
Protein aufgrund dieser Modifikation eine vorher nicht vor-
handene Bindungsaffinitdt gegeniiber einem vorbestimm-
ten Bindungspartner aufweist, sowie ein gemafR diesem
Verfahren erhaltliches Protein und dessen Verwendung.




DE 103 24 447 A1 2004.12.30

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von modifizierten Proteinen der Prote-
in-Superfamilie ,ubiquitin-like proteins", Proteinen, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv aufweisen sowie
Fragmenten oder Fusionsproteinen hiervon, wobei das Protein aufgrund dieser Modifikation eine vorher nicht
vorhandene Bindungsaffinitdt gegenuber einem vorbestimmten Bindungspartner aufweist, sowie ein gemaf
diesem Verfahren erhéltliches Protein und dessen Verwendung.

Stand der Technik

[0002] Ubiquitin ist ein kleines, monomeres und zytosolisches Protein, das — in seiner Sequenz hochkonser-
viert —von den Protozoen bis zu den Vertebraten in allen bekannten eukaryotischen Zellen vorkommt. Es spielt
im Organismus eine grundlegende Rolle bei der Regulation des kontrollierten Abbaus zelleigener Proteine.
Hierbei werden die zum Abbau bestimmten Proteine beim Durchlaufen einer Enzymkaskade kovalent mit Ubi-
quitin oder Polyubiquitin-Ketten verknlpft und aufgrund dieser Markierung selektiv abgebaut. Nach neueren
Erkenntnissen spielt Ubiquitin bzw. die Markierung von Proteinen mit Ubiquitin auch bei anderen zellularen
Prozessen, wie beim Import mancher Proteine oder deren Genregulation eine wichtige Rolle (Marx, 2002).

[0003] Neben der Aufklarung seiner physiologischen Funktion ist Ubiquitin vor allem wegen seiner strukturel-
len und proteinchemischen Eigenschaften Objekt der Forschung. Die Polypeptidkette des Ubiquitins besteht
aus 76 Aminosdauren, die in einer aulRerst kompakten alphalbeta-Struktur gefaltet sind (Vijay-Kumar, 1987): Na-
hezu 87 % der Polypeptidkette sind durch Wasserstoffbriicken an der Ausbildung der Sekundarstrukturele-
mente beteiligt. Als prominente Sekundarstrukturen kénnen drei-einhalb alpha-helikale Windungen sowie ein
aus finf Strangen bestehendes, antiparalleles beta-Faltblatt gelten. Die charakteristische Anordnung dieser
Elemente — ein zu einer Oberflache des Proteins exponiertes antiparalleles beta-Faltblatt, welches auf seiner
Ruckseite von einer senkrecht dartber liegenden alpha-Helix bedeckt wird, — gilt generell als sogenanntes Ubi-
quitin-artiges Faltungsmotiv. Ubiquitin ist daher namensgebend fir die entsprechende Protein-Superfamilie
(,ubiquitin-like proteins") bzw. Protein-Familie (,ubiquitin-related Proteins") (Murzin et al., 1995), welche Prote-
ine wie z. B. SUMO-1 (Mdiller et al., 2001), FAU (Michiels et. al., 1993), NEDD-8 (Kumar et al., 1993), UBL-1
(Jones und Candino, 1993) und GDX (Filippi et al., 1990), die dieses Motiv und einen hohen Identitatsgrad zu
Ubiquitin in ihrer Primarsequenz aufweisen, umfassen. Ein weiteres Merkmal der Struktur ist ein ausgepragter
hydrophober Bereich im Inneren des Proteins zwischen alpha-Helix und beta-Faltblatt.

[0004] Die kiinstliche Herstellung von Ubiquitin ist aufgrund der geringen Gréf3e sowohl durch chemische
Synthese, als auch mittels biotechnologischer Verfahren mdglich. Wegen der gunstigen Faltungseigenschaf-
ten kann Ubiquitin bei der gentechnischen Gewinnung mit Hilfe von Mikroorganismen wie z. B. Escherichia coli
in verhaltnismaRig grolken Mengen wahlweise im Zytosol oder dem periplasmatischem Raum produziert wer-
den. Letztere Strategie ist aufgrund des im Periplasma vorherrschenden oxidierenden Milieus gewdhnlich der
Produktion sekretorischer Proteine vorbehalten. Die einfache und effiziente bakterielle Herstellung ermdglicht
die Verwendung von Ubiquitin als Fusionspartner fur andere herzustellende Fremdproteine, deren Produktion
problematisch ist. Durch die Fusion mit Ubiquitin kann eine verbesserte Loslichkeit und damit eine verbesserte
Ausbeute erzielt werden. Der in der vorliegenden Erfindung realisierte Ansatz, Ubiquitin als universelles kiinst-
liches Bindungsprotein bereitzustellen, ermdglicht eine vollig neuartige Ausnutzung seiner proteinchemischen
Eigenschaften.

[0005] Unter denjenigen Proteinen, deren natiirliche Funktion fir kiinstliche Anwendungen — etwa in der Bio-
technologie, der Bioanalytik oder der Medizin — genutzt wird, nehmen Antikérper (d. h. die Immunglobuline)
eine herausragende Stellung ein. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur spezifischen, nicht-kovalenten Bindung anna-
hernd jeder beliebigen Substanz stellen sie fiir nahezu jede biowissenschaftliche Anwendung, die eine Erken-
nung, Bindung oder Abtrennung von Liganden, Rezeptoren oder sonstigen Zielmolekulen erfordert, das wich-
tigste Werkzeug dar. Die in den letzten Jahren entwickelten Methoden zur funktionellen Biosynthese von Anti-
kdrperfragmenten in E. coli haben die Anwendbarkeit der Immunglobuline zudem erweitert, gleichzeitig jedoch
auch Schwierigkeiten und Grenzen sichtbar gemacht.

[0006] Neben den im Prinzip auch durch konventionelle proteinchemische Methoden erhéltlichen F_- und
F,-Fragmenten (Skerra und Plickthun, 1988) konnten mit Hilfe gentechnischer Methoden und aufgrund des
modularen Aufbaus der Immunglobuline diverse kiinstliche Konstrukte entwickelt werden (Uberblick in Diibel
und Kontermann, 2001). Hervorzuheben sind hier Single-Chain F -Fragmente (scFv) (Bird et al., 1988), disul-
fidverbruckte F -Fragmente (dsFv) (Brinkmann et al., 1993) sowie bivalente (Carter et al., 1992) bzw. bispezi-
fische (z. B. Diabodies, Holliger et al., 1993) Antikdrperfragmente. Fur die Diagnostik und den Einsatz in der
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Therapie kdnnen durch genetische Fusion der rekombinanten Ig-Fragmente mit Effektormodulen bifunktionelle
Proteine erhalten werden. So stehen u. a. Fusionen mit der Alkalischen Phosphatase (Muller et al., 1999) und
dem grun fluoreszierenden Protein (GFP; Griep et al., 1999) zur Verfiigung. Fusionen von Antikérperfragmen-
ten mit Radioisotopen oder zytotoxischen Substanzen sind fiir die Krebsbehandlung von potentiell grof3er Be-
deutung (Immunotoxine; Reiter und Pastan, 1998). Dabei wird die selektive Bindung entsprechender Ig-Frag-
mente an spezifische Oberflachenproteine auf Tumorzellen fir die ortsgerichtete Applikation von Therapeutika
ausgenutzt (Tumor Targeting).

[0007] Die Methoden zur Herstellung von Antikdrperfragmenten in E. coli ermdglichen jedoch nicht nur deren
Bereitstellung fiir Diagnostik und Therapie in ausreichender Qualitat und Quantitat, sondern auch die einfache
und schnelle Modifikation ihrer protein- und immunchemischen Eigenschaften. Die leichte Handhabbarkeit ei-
nes bakteriellen Wirts erlaubt die unkomplizieite Veranderung der vektorkodierten Gene des Fremdproteins mit
molekularbiologischen Standardmethoden. Durch gezieltes Antibody Engineering (Kontermann und Dubel,
2001) kénnen so Antikérperfragmente z. B. hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitat oder ihrer Wirtsvertraglichkeit
optimiert werden. Ebenso lassen sich spezifische Antikérper bzw. deren Fragmente gegen so unterschiedliche
Zielsubstanzen wie niedermolekulare Strukturen oder z. B. Proteine kiinstlich d. h. auf3erhalb des Immunsys-
tems herstellen. Bei solchen evolutiven Verfahren werden durch die Einfihrung von Zufallsmutationen synthe-
tische Bibliotheken von Antikérperfragmenten hergestellt, die in ihrem Umfang dem menschlichen Repeitoire
nahe kommen kénnen (Knappik et al., 2000). Durch geeignete Selektionsstrategien wie dem Phage Display
oder dem Ribosome Display (Winter, 1998, Hoogenboom et al., 1998; Hanes et al., 2000) werden im Erfolgsfall
funktionelle Ig-Fragmente mit der gewlinschten Bindungseigenschaft isoliert. Auf diese Weise ist es z. B. auch
moglich, Bindeproteine fir solche Antigene zu erhalten, die bei einer klassischen Immunisierung toxische Ef-
fekte oder nur eine schwache Immunantwort hervorrufen wirden.

[0008] Trotz der genannten Erfolge und Méglichkeiten, die das Antibody Engineering bietet, kbnnen bestimm-
te Nachteile die praktische Verwendung von Antikdrpern limitieren. So ist die Bereitstellung ausreichender
Mengen problematisch: Die Produktion funktioneller Antikérper findet in eukaryotischen Zellkultursystemen —
einem aulerst kostenintensiven Verfahren — statt. Weiterhin stehen die aufgrund ihrer Gré3e geringe Gewe-
bepenetration der Antikdrpermolekile bzw. deren lange Verweildauer im Serum (langsame Blut-clearence) vie-
len therapeutischen Anwendungen entgegen. Kleinere Fragmente von Antikérpern wie scF, oder F, -Fragmen-
te (s. 0.) lassen sich zwar bakteriell und damit prinzipiell kostengulnstiger herstellen, aufgrund ihrer ungiinstigen
Faltungseigenschaften und der notwendigen Ausbildung mehrerer Disulfidbriicken liegen die Ausbeuten der
rekombinanten Produktion allerdings oft unter dem gewtiinschten Niveau. Weiterhin sind rekombinante Antikor-
perfragmente oftmals instabiler und weisen eine geringere Bindungsaktivitat im Vergleich zum parentalen An-
tikdrper auf.

[0009] Um solche Einschrankungen zu umgehen wird versucht, das Prinzip der Antikérperbindung — namlich
die Bindung mittels einer hypervariablen oberflachenexponierten Region, lokalisiert auf einem konservierten
Proteingerist — auf andere Proteine zu Ubertragen (Skerra, 2000). D.h. es werden vornehmlich variable Schlei-
fen (Loops) variiert, um eine kiinstliche Bindungseigenschaft zu generieren. Dabei wird im allgemeinen von na-
turlichen Bindungsproteinen wie z. B. Lipocalinen (Beste et al., 1999) oder der Fibronectin Typ lll-Doméane (Ko-
ide et al., 1998) ausgegangen, deren Bindungsstellen — analog zu Antikérpern — aus flexiblen ,Loop"-Struktu-
ren gebildet werden und deren Modifikation die Erkennung von anderen als den naturlichen Liganden ermdg-
licht.

[0010] Alternativ hierzu wird gemaf WO 01/04144 bei beta-Faltblatt-Struktuiproteinen, die per se keine Bin-
dungsstelle aufweisen, eine solche kinstlich auf der Proteinoberflache generiert. Durch eine solche de novo
generierte, kunstliche Bindungsstelle (s. u.) kdnnen z. B. Varianten des y-Kristallins — einem Strukturprotein der
Augenlinse — erhalten werden, die mit vorher definierten Substanzen mit quantifizierbarer Affinitat und Spezi-
fitat wechselwirken. Im Unterschied zu der oben beispielhaft angefiihrten Modifikation vorhandener und aus
flexiblen ,Loop"-Strukturen gebildeter Bindungsstellen, werden diese gemall WO 01/04144 de novo auf der
Oberflache von beta-Faltblattern erzeugt. Die WO 01/04144 beschreibt jedoch lediglich die Veranderung ver-
gleichsweise groRer Proteine zur Erzeugung von neuen Bindungseigenschaften. Aufgrund deren Grofie sind
die Proteine gemal WO 01/04144 auf gentechnischer Ebene nur durch vergleichsweise aufwendige Methoden
modifizierbar. Bei den bisher offenbarten Proteinen wurde prozentual auch nur ein verhaltnismanig kleiner An-
teil der gesamten Aminosauren verandert, um die Gesamtstruktur des Proteins zu erhalten. Demnach steht
auch ein nur relativ kleiner Bereich der Proteinoberflache zur Verfligung, der zur Erzeugung vorher nicht vor-
handener Bindungseigenschaften genutzt werden kann. Weiterhin offenbart die WO 01/04144 experimentell
lediglich die Erzeugung einer Bindungseigenschaft an niedermolekulare, kleine Molekile jedoch nicht an gré-
Rere Moleklle wie z. B. Proteine.
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Aufgabenstellung

[0011] Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Proteine mit neuen, vorher nicht vorhandenen
Bindungsaffinitdten zu ausgewahlten Bindungspartnern bereitzustellen, die obige Nachteile nicht aufweisen.
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, Ersatzmolekiile fur Antikdrper zu schaffen, welche jedoch
die oben erwahnten Nachteile von Antikérpern nicht aufweisen.

[0012] Erfindungsgemal wird diese Aufgabe durch die Bereitstellung von modifizierten Proteinen gemaf An-
spruch 1 gel6st, die weitgehend auf der Proteinstruktur des Ubiquitins basieren und die an ihrer Oberflache
eine kunstlich generierte Bindungsstelle aufweisen.

[0013] Anspruch 1 betrifft ein durch Substitution, Insertion, Deletion, chemische Modifikation oder Kombina-
tionen hiervon modifiziertes Protein, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Proteinen der Prote-
in-Superfamilie ,ubiquitin-like proteins", Proteinen, die ein Ubiquitinartiges Faltungsmotiv aufweisen sowie
Fragmenten oder Fusionsproteinen hiervon, wobei das Protein aufgrund dieser Modifikation eine vorher nicht
vorhandene Bindungsaffinitat gegentber einem vorbestimmten Bindungspartner aufweist, erhaltlich durch fol-
gendes Verfahren:

a) Auswahlen eines zu modifizierenden Proteins;

b) Bestimmen eines Bindungspartners;

¢) Auswahlen von Aminosauren in einem oberflachenexponierten Bereich des Proteins, der mindestens ei-

nen Beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs und wahlweise Nicht-Beta-Faltblattbereiche beinhaltet;

d) Modifizieren der ausgewahlten Aminosauren durch Substitution, Insertion, Deletion und/oder chemische

Modifikation;

e) Inkontaktbringen des modifizierten Proteins mit dem in Schritt b) bestimmten Bindungspartner;

f) Ermitteln derjenigen Proteine, die eine Bindungsaffinitat gegenliber dem in Schritt b) vorbestimmten Bin-

dungspartner aufweisen.

[0014] Weiterhin hat die vorliegende Erfindung die Aufgabe, entsprechende Verfahren zur Gewinnung von
oben genannten Ubiquitin-basierten modifzierten Proteinen bereitzustellen. Dies wird erfindungsgemaf durch
ein Verfahren gemaf Anspruch 30 gelost.

[0015] Modifikationen von Aminosauren des nicht oberflachenexponierten Kernbereichs des Ubiquitins sind
bereits bekannt (Finucane et al., Biochemistry, Vol. 38, No. 36, 1999 oder Lazar et al., Protein Science (1997),
6:1167-1178). Die dort vorgenommenen Anderungen betreffen Positionen, die aufgrund der Lokalisation im
hydrophoben Kern nicht an Bindungen beteiligt sind, da sie dem Losungsmittel oder méglichen Bindungspart-
nern nicht zuganglich sind.

[0016] Im folgenden soll erlautert werden, was unter dem Begriff ,vorher nicht vorhandene Bindungseigen-
schaft" bzw. de novo generierte, kiinstliche Bindungsstelle in dieser Erfindung verstanden wird. Hierunter ist
zu verstehen, dass das modifizierte Protein an dem modifizierten Bereich vorher keine Bindungseigenschaft
zu einem vorbestimmten Bindungspartner oder einem naturlichen Bindungspartner von Ubiquitin aufweist. Als
Mindestwert fur das Vorliegen einer quantifizierbaren Bindungseigenschaft d.h der Affinitat, mit welcher der
Partner gebunden wird, kann erfindungsgemal eine Dissoziationskonstante fir den gebildeten Komplex von
Ky = 10° M oder kleiner angesehen werden. Ab einem Wert von 10~° M kann von einer quantifizierbaren Bin-
dungsaffinitat ausgegangen werden. Bevorzugt ist je nach Anwendung ein Wert von 10 M bis 107" M, wei-
terhin bevorzugt 10~ bis 10™"" M fiir z. B. chromatographische Anwendungen oder 10~ bis 1072 M fir z. B. di-
agnostische oder therapeutische Anwendungen.

[0017] Unter Modifikation sind erfindungsgemaf Substitutionen von Aminosauren, Insertionen, Deletionen
oder chemische Modifikationen zu verstehen.

[0018] Als zu modifizierende Proteine kommen erfindungsgemaf Proteine der Superfamilie "ubiquitin-like
proteins" in Frage. Diese Superfamilie umfasst erfindungsgemaR die in Murzin et al. (1995) aufgezahlten Un-
tergruppen. Hierzu gehdéren bspw. die Protein-Familien "ubiquitin-related proteins", ,UBX domain", ,GABA-
RAP-like", RAS-binding domain" etc. Bevorzugt werden Proteine der Protein-Familie "ubiquitin-related prote-
ins" eingesetzt. Erfidungsgemaf sind auch solche Proteine umfasst, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv
aufweisen. Beispiele hierfur sind SUMO-1, FAU, NEDD-8, UBL-1 und GDX.

[0019] Die Proteine der genannten Familie und Superfamilie sind in der Regel hochkonserviert. Bspw. weist
Ubiquitin nach bisherigen Erkenntnissen in allen Saugern die identische Aminosauresequenz auf. Ubiquitin
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aus Hefe weist lediglich eine Abweichung in drei Aminosauren davon auf. Humanes Ubiquitin bzw. Ubiquitin
aus Saugern besteht aus 76 Aminosauren und hat die eingangs beschriebene Struktur.

[0020] Erfidungsgemal sollte das zu modifizierende Protein eine mindestens 30 %ige, bevorzugt mindestens
40%ige oder 50%ige, weiterhin bevorzugt mindestens 60%, mindestens 70%, mindestens 80%, mindestens
90% , oder mindestens 95 %ige Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz zu humanem Ubiquitin aufwei-
sen, wobei das Protein ein Ubiquitinartiges Faltungsmotiv aufweist.

[0021] Erfindungsgemal sind auch Fragmente der genannten Proteine umfasst, solange sie das eingangs
beschriebene Ubiquitin-artige Faltungsmotiv beinhalten, sowie Fusionen der genannten Proteine mit anderen
Proteinen. Im Fall solcher Fragmente und Fusionsproteine sind im Rahmen dieser Erfindung Aminosaurepo-
sitionsangaben so zu verstehen, dass diese sich immer auf die entsprechende Position in humanem Ubiquitin
beziehen. Beispiele fir Fusionspartner sind (Reporter-)Enzyme, Toxine oder andere Bindungsproteine etc.
Weiterhin ist die chemische Kopplung bspw. mit niedermolekularen Substanzen wie Biotin, Digoxigenin, fluo-
reszierenden und/oder lumeniszierenden Stoffen etc. moglich.

[0022] Im Fall von Fusionsproteinen kann erfindungsgemaR ein fusioniertes Protein modifiziert werden. Erfin-
dungsgemal ist aber auch umfasst, dass ein Teil nach Modifikation oder Selektion anfusioniert wird. Dies kann
jeweils nach dem Fachmann bekannten Verfahren geschehen.

[0023] Gemal der vorliegenden Erfindung ist das Protein, das zur Herstellung des modifizierten Proteins aus-
gewahlt wird, bevorzugt humanes Ubiquitin oder Ubiquitin anderen Ursprungs, bspw. ein anderes Sauger-Ubi-
quitin.

[0024] Humanes bzw. Sauger-Ubiquitin weist, wie eingangs erwahnt, 76 Aminosauren auf. Die Aminosauren
der funf Betastrange, die zu Bildung des antiparallelen beta-Faltblatts beitragen, sind erfindungsgeman ent-
sprechend der Struktur IUBQ in der PDB-Datenbank (http://www.rcsb.org/pdb/index.html) die folgenden Ami-
nosaurepositionen:

Erster (aminoterminaler) Strang: 2 bis 7; zweiter Beta-Faltblattstrang: 12 bis 16; dritter Strang: 41 bis 45; vier-
ter Strang: 48 bis 49; flinfter (carboxyterminaler) Strang: 66 bis 71. Die Lage der Strange bei Aufsicht auf das
Faltblatt (Aminoterminus unten, Carboxyterminus oben) von links nach rechts ist: 2., 1., 5., 3., 4. Strang, wobei
die Polypeptidkette zwischen 1. und 5. Strang die alpha-Helix bildet.

Auswahl und Modifikation der zu modifizierenden Aminosauren:

[0025] Ausgehend von entsprechenden Strukturdaten wie sie z. B. in der Protein Data Bank™ (Berman et al.,
2000; http://www.rcsb.org/pdb) frei verfugbar sind, kénnen mittels rechnergestitzter Analyse die Positionen
solcher Aminosauren im Ubinuitin-Proteingeilst lokalisiert werden, deren Seitenketten oberflachenexponiert d.
h. dem Lésungsmittel oder einem potentiellen Bindungspartner zugewandt sind. Weiterhin kénnen durch rech-
nergestutzte Analyse solche Aminosauren im Ubiquitin identifiziert werden, deren zufallige Substitution ver-
mutlich keinen oder nur einen geringen negativen Effekt auf die Stabilitdt des Proteingeriistes haben kdnnte.
Diese Informationen kdnnen einen ersten Anhaltspunkt fir die Eignung jeder einzelnen Aminoséaure als Ele-
ment einer Bindungsstelle darstellen, was dann einer Uberpriifung in der Praxis bedarf. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wurden bspw. aufgrund ihrer Oberflachenexposition und der To-
leranz der Gesamtstruktur gegenulber ihrem zufélligen Austausch die Aminosauren an den Positionen 2, 4, 6,
62, 63, 64, 65 und 66 ausgewahlt. Die genannten Positionen befinden sich in raumlicher Nahe zueinander am
Beginn des ersten aminoterminalen beta-Faltblattstrangs (Pos. 2, 4, 6) sowie im Loop (Pos. 62, 63) bzw. am
Beginn des carboxyterminalen beta-Faltblattstrangs (Pos. 64, 65, 66) und bilden mit ihren Aminosaureseiten-
ketten einen zusammenhangenden Bereich auf der Oberflache des Ubiquitins (Abb. 1). Durch zufallige Ami-
nosaure-Substitutionen (,Randomisierung") in dem analysierten Bereich kann so — analog zu der Antigen-Bin-
dungsstelle von Antikdrpern — ein hypervariabler oberflachenexponierter Bereich auf der weiterhin intakten
Proteinstruktur des Ubiquitins generiert werden.

[0026] Mit Hilfe der ProSAll-Software (,Protein Structure Analysis"; Proceryon Biosciences, Salzburg) konnte
bspw. die Proteinstabilitat von 10* Varianten im Vergleich zum Ubiquitin (WT) und einer gleichgroRen Stichpro-
be von Varianten, bei denen die Reste eines ,Kontrollepitopes" (randomisierte Positionen 24, 28, 31, 32, 35,
37, 38, 39) substituiert wurden, bestimmt werden. Dabei weisen ca. 19 % der in silico generierten Varianten,
die im Bereich der Bindungsstelle zufallig substituiert worden waren, eine mindestens so hohe Stabilitat wie
Ubiquitin (WT) auf, wahrend ca. 90 % stabiler als die Trager des ,Kontrollepitopes" waren (Abb. 2). Dieses
rechnergestltzte Ergebnis kann dann als Hinweis fur die Auswahl geeigneter Aminosauren dienen.
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[0027] Gemal einer bevorzugten Ausfliihrungsform wurden — ausgehend von den verfligbaren Strukturdaten
des humanen Ubiquitins — zunachst acht Aminosaurepositionen im Bereich der zu generierenden Bindungs-
stelle ausgewahlt. Durch zufallige Veranderungen der Primarsequenz in diesem Bereich (Random-Mutagene-
se) und anschliefende spezifische Auswahl (Selektion) wurden solche Varianten gewonnen, welche die ge-
wilinschte Bindungsaktivitat fir ein vorgegebenes Hapten oder Antigen bzw. allgemein einen vorbestimmten
Bindungspartner aufweisen. Obwohl den erhaltenen modifizierten Proteinen auf diese Weise eine de novo Bin-
dungseigenschaft verliehen wird, bleiben sie hinsichtlich Struktur und proteinchemischen Eigenschaften wei-
testgehend mit dem Ausgangsprotein identisch. Damit weisen sie Vorteile wie z.B. geringe GroRRe, hohe Sta-
bilitét, kostenglinstige Herstellung sowie einfache Modifizierbarkeit, gepaart mit hoher Affinitat und Spezifitat
fur einen vorher definierten Liganden auf. Die Eignung des Ubiquitins als Geruststruktur fur die Generierung
kiunstlicher Bindungsproteine war dabei nicht vorhersehbar, da 1.) die Toleranz des Gerlsts gegenuber den
umfangreichen Aminosaure-Austauschen aufgrund der geringen Groflke des Ubiquitins nicht zu erwarten war
und 2.) die Funktionalitat der kiinstlichen Bindungsstelle unter Einbeziehung des als starr und unflexibel ange-
sehenen beta-Faltblatts nicht von vornherein gegeben scheint.

[0028] Unter Antigen ist erfindungsgemaf eine Substanz zu verstehen, die von einem Antikérper gebunden
wird. Der Begriff Antigen umfasst Haptene, Peptide, Proteine, Zucker, DNA etc. Aus dem Roche Lexikon Me-
dizin (4. Auflage; http://www.gesundheit.de/roche) geht folgende Definition fir Antigen und Hapten hervor, die
fur die vorliegende Erfindung tibernommen wird:

Antigen (AG): Bezeichnung fur jede Substanz, die vom Immunsystem als fremd ("not self") erkannt wird. Lost
meist eine Immunreaktion aus, die zur Immunitat fihrt (= "Immunogen"); im Fall der Allergie (= "Allergen") bzw.
Atopie ("Atopigen") ist diese ubersteigert. Das AG I6st eine humorale (Antigen-Antikdrper-Reaktion) u./oder
zellvermittelte Abwehrreaktion (s.u. Immunitat) aus. Wird das AG vom Immunsystem geduldet (Immuntole-
ranz), wird es auch als "Tolerogen" bezeichnet. Antigen wirksam sind v.a. komplexe u. gréermolekulare Stoffe
(EiweilBkorper, Polysaccharide, Nucleotide u. zahlreiche synthetische Verbindungen) mit chemisch charakteri-
sierbaren Gruppierungen (Determinante), die fur die Immunantwort verantwortlich sind. Unterschieden als 1)
meist hdhenmolekulares Voll-AG, das allein in der Lage ist, eine Immunreaktion auszuldsen, 2) als niedermo-
lekulares Hapten (= Halbantigen), das erst nach Kopplung an ein gréReres Tragermolekil als Immunogen
wirkt. Bezeichnet z.B. als xeno-, allo- oder isogenes, autologes AG; Auto-, Hetero-, Transplantations-, Tumor-,
Virus-AG.

Hapten: einfache, niedermolekulare chemische Verbindung, die fir die Spezifitat eines Antigens (AG) verant-
wortlich bzw. durch ihre Struktur (Determinante) zur spezifischen Bindung des Antikdrpers befahigt ist, im Ge-
gensatz zum Voll-AG aber keine Allergie erzeugt. Wird nach Bindung an einen als Carrier bezeichneten Ei-
weillkérper zum Vollantigen (Antigen).

[0029] Es wird hervorgehoben, dall es mit Hilfe der vorliegenden Erfindung auch mdglich ist, Varianten des
Ubiquitin zu erzeugen, die eine Bindungseigenschaft gegentber nicht immunogenen Substanzen als Bin-
dungspartnern, wie z. B. Tumor-Markern, aufweisen.

[0030] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt eine Modifikation, bevorzugt
eine Substitution, zumindest teilweise an zwei oder mehreren in der Primarsequenz direkt benachbarten Ami-
nosauren, wobei sich die in der Tertiarstruktur benachbarten Aminosauren weiterhin bevorzugt zumindest teil-
weise in einem Beta-Faltblattstrang des Proteins befinden. Normalerweise geht jeder Austausch einer Amino-
saure in einem Protein mit einer Beeintrachtigung der Stabilitat des Proteins einher. Einzelaustausche kénnen
gegebenenfalls noch aufgrund der Einwirkung benachbarter Aminosauren ohne weitgehende Destabilisierung
verkraftet werden. Bei einer Veranderung eines ganzen Bereichs, also z.B. einer strukturellen Einheit, beste-
hend aus mehreren benachbarten Aminosauren, kann von einem stabilisierenden Einfluss der unmittelbar be-
nachbarten Aminosauren nicht mehr ausgegangen werden. Dementsprechend wurden im Stand der Technik
bisher auch nur nicht direkt benachbarte Aminosauren des Ubiquitins modifiziert. Es war Uberraschend, dass
bei einer solch tiefgreifenden Veranderung von Bereichen des Proteins durch Modifikation von direkt benach-
barten Aminosauren die Stabilitat des Proteins nicht wesentlich nachlieR. Uberraschend und nicht zu erwarten
war allein schon die Tatsache, dass zwei direkt benachbarte Aminosauren in Ubiquitin oder Proteinen mit Ubi-
quitin-artigem Faltungsmotiv austauschbar sind, ohne die Stabilitdt und Struktur des Proteins zu beeintrachti-
gen.

[0031] Die Modifikation direkt benachbarter Aminosauren hat weiterhin insbesondere im Fall des relativ klei-
nen Ubiquitins den Vorteil, dass eine derartige Modifikation gentechnisch leichter zu realisieren ist, als dies bei
nicht direkt benachbarten Aminosauren der Fall ist. GemaR dieser Ausfliihrungsform kann damit eine erleich-
terte Erzeugung einer groflen Anzahl von modifizierten Proteinen sowohl auf Protein-Ebene als auch auf
DNA-Ebene bereitgestellt werden.
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[0032] Bevorzugt betragt die Anzahl der Substitutionen direkt benachbarter Aminosauren 2 bis 10, bevorzug-
ter 2 bis 8 in der Primarsequenz direkt benachbarte Aminosauren, weiterhin bevorzugt 3 bis 7 oder 4 bis 6 in
der Primarsequenz direkt benachbarte Aminosauren.

[0033] Wenn in der Primarsequenz direkt benachbarte Aminosauren substituiert werden, kann ein Teil dieser
Aminosauren in den Bereich eines Beta-Faltblattstrangs reichen. Dieser in den Bereich eines beta-Faltblatt-
strangs hineinreichende Teil kann eine Lange von zwei oder mehr Aminosauren, bevorzugt zwei oder drei Ami-
nosauren, aufweisen. Der Bereich direkt benachbarter Aminosauren liegt somit am Anfang oder Ende eines
Beta-Faltblattstrangbereichs, der bevorzugt etwa 2 bis 3 Aminosauren lang ist.

[0034] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform werden 5 oder mehr direkt benachbarte Aminosauren
modifiziert, vorzugsweise substituiert, wobei zwei oder mehr, bevorzugt zwei oder drei, direkt benachbarte
Aminosauren den Anfang oder das Ende eines beta-Faltblattstrangbereichs bilden. Als Obergrenze fir die Ge-
samtanzahl direkt benachbarter modifizierter Aminosauren kénnen in diesem Fall bevorzugt 8, 9 oder 10 Ami-
nosauren angesehen werden, besonders bevorzugt 8 Aminosauren.

[0035] Im Fall der Modifikation direkt benachbarter Aminosauren in einem beta-Faltblattstrang des Ubiquitins
sind diese Aminosauren in der Regel dann alle oberflachenexponiert, wenn sich diese Aminosauren am An-
fang oder am Ende eines Beta-Faltblattstrangs befinden. In diesem Fall kann angenommen werden, dass dann
alle Aminosauren an der Generierung der neuen Bindungseigenschaft beteiligt sind.

[0036] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung werden zur Erzeugung eines Be-
reichs mit neuen Bindungseigenschaften solche Aminosauren modifiziert, die einen zusammenhangenden Be-
reich auf der Oberflache des Proteins bilden. Dadurch kann ein zusammenhangender Bereich mit einer zuvor
nicht vorhandenen Bindungseigenschaft erzeugt werden. Unter "zusammenhangendem Bereich" ist erfin-
dungsgemal Folgendes zu verstehen: Aminosauren wechselwirken aufgrund der Ladung, Raumstruktur und
Hydrophobizitat/Hydrophilizitat ihrer Seitenketten auf entsprechende Weise mit ihrer Umgebung. Die Umge-
bung kann das Losungsmittel, i.A. Wasser, oder andere Molekile sein, z.B. rdumlich benachbarte Aminosau-
ren. Mittels der Strukturinformation des Proteins sowie entsprechender Software kann die Oberflache des Pro-
teins dargestellt werden. Z. B kann der Grenzbereich zwischen den Atomen des Proteins und dem Ldsungs-
mittel so visualisiert werden, einschlieBlich der Information, wie dieser Grenzbereich strukturiert ist, welche
Oberflachenabschnitte flr das Losungsmittel zuganglich sind oder wie die Ladungsverteilung auf der Oberfla-
che beschaffen ist. Ein zusammenhangender Bereich kann bspw. durch eine solche Visualiserung mittels einer
geeigneten Software erkannt werden. Derartige Methoden sind dem Fachmann bekannt. Grundsatzlich steht
erfindungsgemaf auch der gesamte oberflachenexponierte Bereich als zusammenhangender Bereich auf der
Oberflache fir eine Modifikation zur Erzeugung neuer Bindungseigenschaften zur Verfliigung. Bevorzugt kann
eine Modifikation zu diesem Zweck auch den a-Helixbereich umfassen.

[0037] Varianten des Ubiquitin-Proteingeristes, die sich durch Aminosaure-Austausche im Bereich der de
novo generierten, kiinstlichen Bindungsstelle vom parentalen Protein und voneinandeiunterscheiden, kdnnen
durch gezielte Mutagenese der entsprechenden Sequenzabschnitte erzeugt werden. Dabei kbnnen Amino-
sauren mit bestimmten Eigenschaften wie z. B. Polaritat, Ladung, Léslichkeit, Hydrophobizitat oder Hydrophi-
lizitdt durch Aminosauren mit entsprechenden anderen Eigenschaften ersetzt bzw. substituiert werden. Der
Ausdruck ,Mutagenese" umfasst neben Substitutionen auch Insertionen und Deletionen. Auf Proteinebene
kénnen die Modifikationen auch durch chemische Veranderung der Aminosaureseitenketten nach dem Fach-
mann bekannten Verfahren vorgenommen werden.

[0038] Als Ausgangspunkt zur Mutagenese der entsprechenden Sequenzabschnitte kann bspw. die cDNA
von humanem Ubiquitin dienen, die mit dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt, verandert und ver-
vielfaltigt werden kann. Zur ortsgerichteten Veranderung des Ubiquitins in relativ kleinen Bereichen der Primar-
sequenz (ca. 1 — 3 Aminosauren) stehen kommerziell erhaltliche Reagenzien und Verfahren zur Verfigung
(,Quick Change", Stratagene; ,Muta-Gene Phagemid in vitro Mutagenesis Kit", Biorad). Zur ortsspezifischen
Mutagenese groRerer Bereiche stehen dem Fachmann besondere Ausfihrungen z. B. der Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) zur Verfiigung. Dabei kann beispielsweise eine Mischung synthetischer Oligodesoxynukle-
otide, die an den gewlinschten Positionen degenerierte Basenpaar-Zusammensetzungen aufweisen, zur Ein-
fuhrung der Mutation verwendet werden. Dies kann auch durch die Verwendung von naturlicherweise nicht in
genomischer DNA vorkommenden Basenpaaranaloga wie z. B. Inosin erreicht werden.

[0039] Der zufallige Austausch von Aminosauren gemaf einem Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfin-
dung an den Positionen 2, 4, 6, 62, 63, 64, 65 und 66 des Ubiquitins kann besonders leicht durch PCR erfolgen,

7/30



DE 103 24 447 A1 2004.12.30

da die genannten Positionen sich nahe des Amino- bzw. Carboxyterminus des Proteins befinden. Dementspre-
chend liegen die zu manipulierenden Codons am 5'- bzw. 3'-Ende des entsprechenden cDNA-Stranges. So
entspricht das erste fur eine mutagene PCR-Reaktion eingesetzte Oligodesoxynukleotid in seiner Sequenz —
abgesehen von den Codons der zu mutierenden Positionen 2, 4, und 6 — dem kodierenden Strang fur den Ami-
noterminus des Ubiquitins. Das zweite Oligodesoxynukleotid entspricht demgemaR — bis auf die Codons der
zu mutierenden Positionen 62, 63, 64, 65 und 66 — zumindest teilweise dem nicht-kodierenden Strang fir die
Polypeptidsequenz des Carboxyterminus. Mit beiden Oligodesoxynukleotiden kann eine Polymerase-Ketten-
reaktion unter Verwendung der fiir das Ubiquitin-Proteingerist kodierenden DNA-Sequenz als Matrize durch-
geflhrt werden.

[0040] Im weiteren kann das erhaltene Amplifizierungsprodukt unter Verwendung flankierender Oligodesoxy-
nukleotide, die z. B. Erkennungssequenzen fir Restriktions-Endonukleasen einfihren, einer erneuten Polyme-
rase-Kettenreaktion zugefihrt werden. Die erhaltenen synthetischen DNA-Molekiile kbnnen nach der Hydro-
lyse mit den geeigneten Restriktions-Endonukleasen mit entsprechend vorbereiteten Nukleinsduresequenzen
von z.B. Klonierungs- oder Expressionsvektoren ligiert d. h. verknupft werden. Derartige Vorgehensweisen und
Systeme sind dem Fachmann bekannt. Erfindungsgemaf bevorzugt wird die erhaltene Genkassette in ein
Vektorsystem verbracht, das fir die Verwendung in nachfolgenden Selektionsverfahren fir die Isolierung von
Varianten des Ubiquitins mit Bindungseigenschaften fiir ein vorher bestimmtes Hapten oder Antigen geeignet
ist.

[0041] Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung werden nur Aminosaureposi-
tionen zur Bildung einer neuen Bindungseigenschaft modifiziert, die nicht zu Bereichen gehdren, die bei un-
modifiziertem Ubiquitin an Bindungen an natirlichen Ubiquitin-Bindungspartnern beteiligt sind. Dadurch kann
gewahrleistet werden, dass nicht lediglich bereits vorhandene Bindungseigenschaften des Ubiquitins veran-
dert werden.

[0042] Die Bereiche zur Modifikation kénnen grundsatzlich danach ausgewahlit werden, ob sie fiir einen mog-
lichen Bindungspartner zuganglich sein kénnen, und ob die Gesamtstruktur des Proteins vermutlich gegenuber
einer Modifikation Toleranz zeigen wird.

[0043] Gemal der vorliegenden Erfindung kénnen bei dem Protein, bevorzugt Ubinuitin aus Saugern, min-
destens 15% der in Betastrangen befindlichen Aminosauren, vorzugsweise mindestens 20%, weiterhin bevor-
zugt mindestens 25%, modifiziert, bevorzugt substituiert, werden, um eine vorher nicht vorhanden Bindungs-
eigenschaft zu erzeugen. Maximal sind dabei bevorzugt etwa 40% der in Betastrangen befindlichen Amino-
sauren, weiterhin bevorzugt, maximal etwa 35% und noch bevorzugter etwa 30% modifiziert, bevorzugt sub-
stituiert.

[0044] Gemal einem Ausflihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung wurden bspw. 6 der 24 in Betastran-
gen befindlichen Aminosauren modifiziert, um eine Bindungseigenschaft zu einem vorbestimmten Bindungs-
partner zu erzeugen. Die Wahl einer gréReren Anzahl von Aminosauren fir Modifikationen gibt die Mdglichkeit,
eine grélere Bibliothek vom Proteinen mit Bindungsaffinitat zu generieren, so dass die Wahrscheinlichkeit,
dass eines dieser modifizierten Proteine eine quantifizierbare und/oder hohe Bindungsaffinitat zu einem vor-
bestimmten Bindungspartner aufweist, zunimmt.

[0045] Weiterhin kann neben einer Modifikation in Betastrangen auch eine Modifikation in anderen oberfla-
chenexponierten Bereichen des Proteins erfolgen, bevorzugt bspw. in Loop-Bereichen. Diese modifizierten Be-
reiche kdnnen neben den modifizierten Bereichen in den Betastrangen ebenfalls an der neu generierten Bin-
dung beteiligt sein.

[0046] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kénnen mindestens
6, bevorzugt mindestens 8, oberflachenexponierte Aminosauren eines Ubiquitins, bevorzugt Sduger- oder hu-
manes Ubiquitin, modifiziert sein, wobei eine Substitution als Modifikation bevorzugt ist. Diese mindestens 6
oberflachenexponierten modifizierten Aminosauren bilden dann den Bereich mit Bindungsaffinitat zu dem vor-
bestimmten Bindungspartner. Dabei ist besonders bevorzugt, wenn sich mindestens 4, bevorzugt mindestens
6, weiterhin bevorzugt mindestens 8 der oberflachenexponierten Aminosauren in einem beta-Faltblatt-Bereich,
d.h. in einem Beta-Faltblattstrang oder verteilt auf mehrere Betastrange befinden. Weiterhin ist bevorzugt, dass
mindestens 5 der modifizierten, bevorzugt substituierten, Aminosauren sich in direkter Nachbarschaft in der
Primarsequenz zueinander befinden.

[0047] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung sind in dem Protein Ami-
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nosauren in mindestens zwei, bevorzugt genau zwei, der flinf Betastrange modifiziert, um eine neue Bindungs-
eigenschaft zu generieren. Ebenfalls bevorzugt ist eine Modifikation in drei oder vier der finf Betastrange zur
Erzeugung einer zuvor nicht vorhandenen Bindungseigenschaft gegeniber einem ausgewahlten Bindungs-
partner.

[0048] Besonders bevorzugt ist, wenn Aminosauren in dem aminoterminalen und dem carboxyterminalen
Strang modifiziert werden, vorzugsweise substituiert, um neue Bindungseigenschaften zu generieren. Bevor-
zugt ist dabei weiterhin, wenn zusatzlich Aminosauren in dem an den carboxyterminalen beta-Faltblattstrang
angrenzenden Loop modifiziert werden, vorzugsweise substituiert werden.

[0049] Besonders bevorzugt ist eine Modifikation, vorzugsweise Substitution, an den folgenden Positionen ei-
nes Sauger-Ubiquitins, vorzugsweise humanem Ubiquitin: 2, 4, 6, 62, 63, 64, 65, 66. Diese Aminosauren bilden
einen zusammenhangenden, oberflachenexponierten Bereich auf der Oberflache des Ubiquitins, der sich zur
Generierung von modifizierten Proteinen mit einer vorher nicht vorhandenen Bindungsaffinitat gegenuber ei-
nem Bindungspartner als besonders geeignet erwies.

[0050] Die Substitution von Aminosauren zur Erzeugung neuer Bindungseigenschaften kann erfindungsge-
maf mit beliebigen Aminosauren erfolgen, d.h. bei der Modifikation zur Erzeugung neuer Bindungseigenschaf-
ten muss nicht darauf geachtet werden, dass die Aminosauren eine ahnliche chemische Eigenschaft bzw. eine
ahnliche Seitenkette aufweisen wie die ausgetauschten Aminosauren, sondern es stehen hierfiir beliebige
Aminosauren zur Verfugung.

[0051] GemaR dieser Erfindung kénnen als Proteine, die zur Erzeugung vorher nicht vorhandener Bindungs-
affinitdten gegenuber ausgewahlten Bindungspartnern modifiziert werden, schon vor dieser Modifikation ande-
re Modifikationen wie Substitutionen, Insertionen, Deletionen und/oder chemische Modifikationen aufweisen,
so dass biologische und/oder proteinchemische Funktionen des Proteins ausgeschaltet sind. Bspw. kénnen so
von vornherein die Bindungseigenschaften von Ubiquitin an seine naturlichen Bindungspartner ausgeschaltet
werden.

[0052] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wurden Bspw. bei humanem Ubiquitin die Posi-
tionen 44, 48, 54, 70, 72 und 75 substituiert und die Aminosaure 76 deletiert. Dadurch konnten unter Beibehalt
der Struktur und Stabilitat von Ubiquitin ein Protein bereitgestellt werden, das keine Funktionen des Ubiquitins
mehr ausflihren kann.

[0053] Insgesamt erhalt man, wenn man ein solches bereits vormodifiziertes Ubiquitin dazu verwendet, neue,
vorher nicht vorhandene Bindungseigenschaften zu erzeugen, bevorzugt ein Ubiquitin, bei dem insgesamt
mindestens 10, bevorzugt mindestens 15 Aminosauren des Wildtyp-Ubiquitins oder generell eines Sau-
ger-Ubiquitins ausgetauscht sind. Gemaf einem Ausfiihrungsbeispiel konnte so ein modifiziertes Ubiquitin er-
halten werden, dass unter Beibehaltung seiner urspriinglichen Struktur 14 Substitutionen und eine Deletion
aufwies. Bezogen auf die Gesamtzahl der Aminosauren des Ubiquitins entspricht dies einem Prozentsatz von
etwa 20%. Dies war duf3erst Uberraschend und nicht zu erwarten, da Ublicherweise bereits ein sehr viel gerin-
gerer Prozentsatz genugt, um die Faltung des Proteins zu stéren.

[0054] Der Schritt der Modifikation der ausgewahlten Aminosauren erfolgt erfindungsgemaf bevorzugt durch
Mutagenese auf Genebene durch Random-Mutagenese, d.h. einem zufélligen Austausch der ausgewahlten
Aminosauren. Bevorzugt erfolgt die Modifikation in Schritt d) mittels gentechnischer Verfahren zur Verande-
rung einer zu dem entsprechenden Protein gehérenden DNA. Bevorzugt erfolgt die Expression des Proteins
dann in prokaryontischen oder eukaryontischen Organismen.

[0055] Ein modifiziertes Protein kann erfindungsgemaf ebenfalls bevorzugt durch chemische Synthese her-
gestellt werden. Bei dieser Ausfuhrungsform sind dann die Schritte c¢) bis d) des Anspruch 1 in einem Schritt
realisiert.

Selektion bzw. Ermittlung der Aminosauren mit Bindungsaffinitat zu einem vorbestimmten Bindungspartner:
[0056] Nach Erstellen einer Proteinbibliothek durch Modifikation ausgewahlter Aminosauren werden die mo-
difizierten Proteine erfindungsgemaf mit einem vorbestimmten Bindungspartner in Kontakt gebracht, um ggf.

eine Bindung der Partner aneinander zu ermdglichen, wenn eine Bindungsaffinitat besteht.

[0057] Das Inkontaktbringen erfolgt erfindungsgemaf bevorzugt mittels eines geeigneten Prasentations- und
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Selektionsverfahrens wie dem Phage-Display-, Ribosomal Display-, mMRNA-Display- oder Cell-Surface-Dis-
play-, Yeast Surface Display- oder Bacterial Surface Display-Verfahren, bevorzugt mittels des Phage-Dis-
play-Verfahrens.

[0058] Das Ermitteln, ob das modifizierte Protein eine quantifizierbare Bindungsaffinitdt zu einem vorbe-
stimmten Bindungspartner aufweist, kann erfindungsgemaf bevorzugt durch eines oder mehrere der folgen-
den Verfahren erfolgen: ELISA, Plasmon-Oberflachenresonanz-Spektroskopie, Fluoreszenz-Spektroskopie,
FACS, Isothermale Titrationskalorimetrie und Analytische Ultrazentrifugation.

[0059] Als Beispiel fur ein erfindungsgemafes Selektionsverfahren fur Varianten des Ubinuitins mit Bindungs-
eigenschaften ist im Folgenden eine auf diese Anwendung adaptierte Form des Phage Display-Verfahrens be-
schrieben. Ebenso kénnen z. B. Verfahren zur Prasentation auf Bakterien (Bacterial Surface Display; Daug-
herty et al., 1998) oder Hefezellen (Yeast Surface Display; Kieke et al., 1997) bzw. zellfreie Selektionssysteme
wie das Ribosome Display (Haues und Plickthun, 1997; He und Taussig, 1997) Anwendung finden. Hierbei
wird eine transiente physikalische Verknipfung von Geno- und Phanotyp durch die Kopplung der Proteinvari-
ante mit der dazugehdrigen mRNA Uber das Ribosom erreicht.

[0060] Beim hier beschriebenen Phage Display-Verfahren werden rekombinante Varianten des Ubiquitins auf
filamentésen Phagen prasentiert, wahrend die kodierende DNA der prasentierten Variante gleichzeitig in ein-
zelstrangiger Form im Phagenkapsid verpackt vorliegt. So kénnen im Zuge einer Affinitdtsanreicherung Vari-
anten mit bestimmten Eigenschaften aus einer Bibliothek selektiert und deren genetische Information durch
die Infektion geeigneter Bakterien amplifiziert bzw. einem weiteren Anreicherungszyklus zugefiihrt werden. Die
Prasentation des mutierten Ubiquitins auf der Phagenoberflache wird durch die genetische Fusion mit einer
aminoterminalen Signalsenuenz — bevorzugt der PelB-Signalsequenz — und einem Hiuill- oder Oberflachenpro-
tein des Phagen — bevorzugt die carboxyterminale Fusion mit dem Hillprotein plll oder einem Fragment hier-
von — erreicht. Weiterhin kann das kodierte Fusionsprotein noch weitere funktionelle Elemente enthalten, wie
z. B. ein Affinitatsanhangsel oder ein Antikérper-Epitop fir den Nachweis und/oder die affinitatschromatogra-
phische Reinigung oder eine Protease-Erkennungssequenz fir die spezifische Spaltung des Fusionsproteins
im Verlauf der Affinitdtsanreicherung. Desweiteren kann sich zwischen dem Gen fur die Ubiquitin-Variante und
dem kodierenden Bereich flir das Phagenhill-Protein oder dessen Fragment z. B. ein Amber-Stopcodon be-
finden, welches in einem geeigneten Supressorstamm wahrend der Translation zum Teil durch den Einbau ei-
ner Aminosaure Uberlesen wird.

[0061] Der bakterielle Vektor, der fiir das Selektionsverfahren im Zuge der Isolierung von Varianten des Ubi-
quitins mit Bindungseigenschaften fiir ein vorher bestimmtes Hapten oder Antigen geeignet ist und in den die
Genkassette fir das beschriebene Fusionsprotein inseriert wird, wird als Phasmid bezeichnet. Dieser weist u.
a. die intergenische Region eines filamentésen Phagen (z. B. MI3 oder fl) oder eines Teils hiervon auf, was bei
Superinfektion der phagemid-tragenden Bakterienzelle mit Helferphagen wie z. B. M 13K07 zum Verpacken
eines geschlossenen Strangs der Phasmid-DNA in eine Phagenhdiille fihrt. Die so entstandenen Phagemide
werden vom Bakterium sekretiert und prasentieren die jeweilige kodierte Ubiquitin-Variante — aufgrund deren
Fusion mit dem Huillprotein plll oder dessen Fragment — auf dessen Oberflache. Durch das Vorhandensein von
nativen plll-Hullproteinen im Phagemid, bleibt dessen Fahigkeit geeignete Bakterienstdmme erneut zu infizie-
ren und damit die Mdglichkeit zur Vermehrung der entsprechenden DNA, erhalten. Damit wird die physikali-
sche Verknilipfung zwischen dem Phanotyp der Ubiquitin-Variante — d. h. deren potentielle Bindungseigen-
schaft — und deren Genotyp gewahrleistet. Im vorliegenden Beispiel wird das daflir konstruierte Phasmid pMU-
BI-1 (Abb. 3) fir die Insertion der kodierenden Sequenzen von Ubiquitin-Varianten und zur Gewinnung von
Phagemiden verwendet.

[0062] Gewonnene Phasmide kénnen hinsichtlich der Bindung der auf ihnen prasentierten Ubiquitin-Variante
an vorbestimmte Haptene oder Antigene mittels dem Fachmann bekannten Methoden selektiert werden. Hier-
zu kénnen die prasentierten Ubiquitin-Varianten transient an z. B. auf Mikrotiterplatten gebundene Zielsubs-
tanz immobilisiert werden und nach Abtrennung nicht-bindender Varianten spezifisch eluiert werden. Die Elu-
tion erfolgt bevorzugt mit basischen Losungen wie z. B. 100 mM Triethylamin. Alternativ kann die Elution unter
sauren Bedingungen, Proteolyse oder die direkte Zugabe infizierbarer Bakterien erfolgen. Die so gewonnenen
Phagemide kénnen reamplifiziert werden und durch aufeinanderfolgende Zyklen von Selektion und Amplifika-
tion Ubiquitin-Varianten mit Bindungseigenschaften fir ein vorher bestimmtes Hapten oder Antigen angerei-
chert werden.

[0063] Die weitere Charakterisierung der auf diese Weise gewonnenen Ubiquitin-Varianten kann als Phage-
mid d. h. in Fusion mit dem Phagen oder nach Umklonierung der entsprechenden Genkassette in einen geeig-
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neten Expressionsvektor als I6sliches Protein erfolgen. Die entsprechenden Methoden sind dem Fachmann
bekannt oder in der Literatur beschrieben. Die Charakterisierung kann z.B. die Ermittlung der DNA- und damit
der Primarsequenz der isolierten Varianten umfassen. Weiterhin kann die Affinitat und die Spezifitat der isolier-
ten Varianten z. B. mittels immunologischen Standardmethoden wie ELISA oder Plasmon-Oberflachenreso-
nanz-Spektroskopie, Fluoreszenz-Spektroskopie, FACS, Isothermale Titrationskalorimetrie oder Analytische
Ultrazentrifugation ermittelt werden. Hinsichtlich der Stabilitdtsanalyse sind dem Fachmann z. B. spektrosko-
pische Methoden in Verbindung mit chemischer oder physikalischer Entfaltung bekannt.

[0064] Bevorzugt schliefdt sich and den Schritt der Ermittlung der Proteine mit einer Bindungsaffinitat gegen-
Uber einem vorbestimmten Bindungspaitner noch ein Schritt der Isolierung und/oder Anreicherung des ermit-
telten Proteins an.

[0065] Erfindungsgemal und insbesondere nach dem gerade beschriebenen Verfahren kénnen generell Va-
rianten des Ubiquitins mit Bindungsaffinitat fiir einen vorher bestimmten Bindungspaitner wie ein Hapten oder
Antigen isoliert werden.

[0066] Bevorzugt handelt es sich bei dem Bindungspartner um einen biologischen Rezeptor, bevorzugt hu-
maner GLP-1 Rezeptor, humaner PTH Rezeptor, oder ein Ligand oder eine Domane hiervon, ein Tumormarker,
Zytokine, Interleukine, Tumor Necrose Factor Alpha (TNF-a), Glycoprotein Rezeptorllb/llla (GPIIb/llla), Vascu-
lar Endothelial Growth Factor (VEGF), Ep-CAM, Prostate-Specific Membrane Antigen (PSMA), HER2, ein Im-
munglobulin oder ein Teil hiervon, bspw. ein gesamter Antikérper, ein F -Teil von z. B. humanem Immunglobulin
M oder ein Bereich eines Antikdrpers im Bereich der Antigenbindungsstelle oder ein Hormon, bspw. Hydrocor-
tison.

[0067] Es ist ein besonderer Vorteil, dass die modifizierten Proteine oder Ubiquitine der vorliegenden Erfin-
dung sowohl Haptene, also kleine Molekiile, als auch Antigene, also groRe Molekiile, wie Proteine quantifizier-
bar binden kénnen. Durch diese Variabilitat der erfindungsgemafien modifizierten Proteine werden somit uni-
versell fur eine grofl3e Breite von Bindungspartnern mégliche neu erzeugte Bindungspartner bereitgestellt.

[0068] Die Proteine der vorliegenden Erfindung kénnen weiterhin zum Nachweis und zur quantitativen Be-
stimmung sowie zur Trennung und Isolierung des entsprechenden Bindungspartners verwendet werden.

[0069] Eine weitere Anwendung liegt in der Diagnose und Behandlung von Krankheiten, an denen der ent-
sprechende Bindungspartner beteiligt ist.

[0070] Wie bereits erwahnt, betrifft die vorliegende Erfindung auch die gezielte Veranderung einzelner Ami-
nosaurepositionen, die auerhalb der de novo generierten, kinstlichen Bindungsstelle liegen. So kénnen z. B.
Positionen, welche im naturlichen Ubiquitin mit Aminosauren besetzt sind, die fur dessen biologische Funktion
verantwortlich sind, mit anderen Aminosauren besetzt werden. Auf diese Weise wird ein — hinsichtlich seiner
biologischen Funktionen, die z. B. die Wechselwirkung mit Enzymen der Ubiquitinilierungs-Kaskade betreffen,
-inaktives Ubiquitin-Proteingerust erhalten, welches jedoch hinsichtlich seiner Struktur und der proteinchemi-
schen Eigenschaften weitestgehend mit dem Ausgangsprotein identisch ist. Dies kann z. B. durch die Bestim-
mung der Expressionsrate in E. coli, die Analyse der Stabilitat mit spektroskopischen Methoden wie Fluores-
zenz- oder Zirkularem Dichroismus-Messung in Verbindung mit chemischer oder physikalischer Entfaltung
oder die Detektion in immunologischen Standard-Tests wie ELISA erfolgen.

[0071] Beispielsweise kann durch die Substitutionen Arg54 und Arg72 jeweils zu Leu die Interaktion zum Ubi-
quitin-aktivierendem Enzym E1 unterbunden werden (Burch und Haas, 1994). Weiterhin sind die Aminosauren
Lys48 sowie Val70 bis Gly76 u. a. an der Wechselwirkung mit dem Ubiquitin-konjugierendem Enzym E2 betei-
ligt, was durch entsprechende Substitutionen unterbunden wird (Miura et al., 1999). Ferner erfolgt die Verknup-
fung von Ubiquitin mit fir den proteolytischen Abbau bestimmte Proteine bzw. die kovalente Verknipfung zu
Polyubiquitin-Ketten selektiv tber die Reste Gly75 und Gly76 und kann durch entsprechende Substitutionen
verhindert werden. Schlie8lich verhindern die Austausche lle44Ala und Val.70Ala weitestgehend den Kontakt
von Ubiquitin zur 26S-Protease und damit die Degradation von Ubiquitin-markierten Proteinen (Beat et al.,
1996). In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung dient dementsprechend ein modifiziertes Ubinuitin-Pro-
teingerust mit den Substitutionen lle44Ala, Lys48Arg, Argb4Leu, Val.70Ala, Arg72Leu, Gly75Ala sowie mit der
Deletion von Gly76 als Ausgangspunkt fir die Gewinnung von modifizierten Ubiquitinen mit neuen Bindungs-
eigenschaften. Dieses modifizierte Ubiquitin-Proteingerust ist hinsichtlich seiner Struktur und seiner protein-
chemischen Eigenschaften, d.h. Stabilitét, Faltung, Produzierbarkeit in E. coli, Wechselwirkung mit anti-Ubiqu-
itin Antiseren etc. weitestgehend mit Ubiquitin identisch, was mit den oben genannten Methoden determiniert
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wurde.

[0072] Es war Uberraschend, dass die in den verschiedenen Zitaten getrennt genannten Modifikationen in ei-
nem einzigen Ubiquitin zusammengefasst werden konnten, ohne dessen Struktur oder Stabilitat wesentlich zu
verandern.

[0073] Uberraschenderweise ist es mit dem beschriebenen Ansatz, der dieser Erfindung zugrunde liegt, még-
lich, modifizierte Proteine auf der Basis von Ubiquitin zu gewinnen, die zum einen neu generierte Bindungsei-
genschaften aufweisen und andererseits weitestgehend die proteinchemischen Eigenschaften des Ubiquitins
besitzen. Dabei weisen die Ubiquitin-basierten modifizierten Proteine Dissoziationskonstanten von vorzugs-
weise 10° M oder kleiner, bspw. 10 — 107" M auf, die mit denen von Antik6rpern bzw. deren Fragmenten ver-
gleichbar sind. Weiterhin gelingt es erstaunlicherweise, modifizierte Proteine mit spezifischen Bindungseigen-
schaften wahlweise gegen gro3e Molekile wie Proteine oder auch kleiner Molekile wie Haptene oder Hormo-
ne zu generieren. Dabei kdnnen die vorher definierten Zielsubstanzen oder Zielsubstanzklassen mit hoher Se-
lektivitdt gebunden werden. Die beobachtete Funktionalitat der de novo generierten, kinstlichen Bindungsstel-
le hinsichtlich Affinitat und Spezifitat war nicht von vornherein zu erwarten, da sich weite Bereiche der Bin-
dungsstelle in dem im allgemeinen als starr und unflexibel angesehenen beta-Faltblatt befinden. Im Gegensatz
hierzu werden natiirliche universelle Bindungsstellen — wie z. B. die von Antikérpern — durch flexible Bogen-
(,Loop-") strukturen ausgebildet.

[0074] Uberraschend ist weiterhin, dass das im vorliegenden Fall verwendete Ubiquitin-Proteingeriist die rea-
lisierten tiefgreifenden Veranderungen der Primarsenuenz offensichtlich toleriert, ohne dass die Faltung der
Polypeptidkette beeintrachtigt wird. Dies ist nicht nur im Hinblick auf die Anzahl der Aminosaure-Austausche —
ca. 20 % der Sequenz des Wildtyp-Ubiquitins konnten verandert werden — unerwartet, sondern auch aufgrund
der Lage der veranderten Positionen im Proteingerlst. So war z. B. eine Toleranz gegenuber Austauschen in-
nerhalb des im allgemeinen als starr und unflexibel angesehenen Beta-Faltblattes nicht n priori zu erwarten,
insbesondere von direkt benachbarten Aminoséuren nicht.

[0075] Ausgehend von den erhaltenen mutierten DNA-Sequenzen der Ubiquitin-basierten modifizierten Pro-
teine, lassen sich diese mittels bekannten gentechnischen Methoden herstellen. Bevorzugt ist dabei — auf-
grund der geringen Kosten und der hohen Ausbeute — die Produktion in einem prokaryontischen Wirt, was die
maogliche Verwendung von eukaryontischen oder zellfreien Systemen jedoch nicht ausschlief3t. Im allgemeinen
wird nach Insertion der DNA-Sequenz in einen geeigneten Expressionsvektor und der Transforination, Trans-
fektion oder Infektion entsprechender Organismen das zellfremde modifizierte Protein durch das bakterielle
Transkriptions-/Translationssystem synthetisiert. Hierbei kann das Herstellungsverfahren auf einzelne modifi-
zierte Proteine mit den neuen Bindungseigenschaften angepasst werden. So kann z. B. bei der Verwendung
von E. coli als Wirt das Ubiquitin-basierte modifizierte Protein mittels einer geeigneten Signalsequenz in den
periplasmatischen Raum sekretiert werden oder im Cytosol hergestellt werden. Wenn das modifizierte Protein
dieser Erfindung in der Zelle nicht gefaltet wird und aggregiert, ist ebenso die funktionelle Rickfaltung aus sol-
chen EinschluRkérpern moglich. Zellfreie Systeme konnen z. B. bei Varianten mit niedriger Expressionsrate
oder toxischem Effekt auf den Wirtsorganismus vorteilhaft sein. Geeignete gentechnische Verfahren zur Her-
stellung bzw. Reinigung rekombinanter Proteine sind dem Fachmann bekannt und in der Literatur beschrieben
(z. B. Sambrook et al., 2001).

[0076] Dementsprechend ist es moglich, Ubiquitin-basierte modifizierte Proteine mit neuer Bindungsaffinitat
durch die Generierung einer kinstlichen Bindungsstelle bereitzustellen, deren hochvariable Oberflache die
molekulare Erkennung vorher festgelegter Liganden wie z. B. Haptene, Peptide, Proteine und anderer Makro-
molekile oder kleinere Molekiile wie bspw. Hormone erlaubt.

[0077] Dariber hinaus kdnnen aufgrund der vielfaltigen Oberflacheneigenschaften des randomisierten Berei-
ches mittels geeigneter Selektionsmethoden auch Ubiquitin-basierte modifizierte Proteine mit anderen Eigen-
schaften als Bindungseigenschaften erhalten werden. Dies kann z. B. eine neue, vorher nicht vorhandene ka-
talytische Aktivitat fir eine vorher definierte chemische Reaktion sein. Diese Eigenschaft ergibt sich bspw.,
wenn der Bindungspartner ein Molekiil oder Ubergangszustand ist, das/der von dem modifizierten Protein der-
art gebunden wird, dass dadurch die jeweilige Reaktion katalysiert wird.

[0078] Die vorliegende Erfindung beinhaltet auch die Bereitstellung von Ubiquitin als Gerlistmolekul zur Ein-
fuhrung neuer, vorher nicht vorhandener Bindungseigenschaften.

[0079] Weiterhin kann gemaR dieser Erfindung eine Genbibliothek in Schritt d) des Verfahrens erstellt wer-
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den, z.B. mittels Random-Mutagenese. Die vorliegende Erfindung umfasst gemaf einer Ausflihrungsform
auch derartig hergestellte Genbibliotheken. Insbesondere sind solche Genbibliotheken umfasst, die aus huma-
nem Ubiquitin erstellt wurden, das an den Aminosaurepositionen 2, 4, 6, 62, 63, 64, 65 und 66 substituiert wur-
de.

[0080] Weiterhin kann das Proteingerist auerhalb der kiinstlichen Bindungsstelle gerichtet modifiziert wer-
den, um dem modifizierten Protein zuséatzliche Funktionen zu verleihen. Dies kann z. B. die EinfUhrung zuséatz-
licher oder der Austausch einzelner Aminosauren oder Peptide — bevorzugt am Amino- und Carboxyterminus
— beinhalten, um Proteinkonjugate durch chemische Kopplung mit geeigneten Reagenzien zu erhalten. Solche
Fusionen kénnen auch mittels gentechnischer Methoden direkt durch die Verknipfung des Gens des modifi-
zierten Proteins mit dem des Fusionspartners hergestellt werden. Dies wird — im Vergleich zu den Antikérpern
— dadurch vereinfacht, dass lediglich ein Fremdgen und daher nur eine Polypeptidkette durch den bakteriellen
Wirt exprimiert bzw. funktionell gefaltet werden muf3. Solche Fusionspartner kdnnen Enzyme, Cytotoxine, Bin-
dungs- und Multimerisierungsdoméanen oder auch modifizierte Proteine mit derselben bzw. unterschiedlicher
Bindungsspezifitat sein.

[0081] Den durch die vorliegende Erfindung bereitgestellten Ubiquitin-basierten modifizierten Proteinen eroff-
net sich — analog zu den Antikdrpern und deren Fragmenten — ein breites Anwendungsspektrum. Dies umfasst
diagnostische und therapeutische Anwendungen sowie chromatographische Verfahren. So kdnnen Zielsubs-
tanzen in beliebigen bioanalytischen Tests wie ELISA, Western-Blot o. &. direkt nachgewiesen werden. Wei-
terhin eignen sich die erfindungsgemal modifizierten Proteine, die z. B. Immunglobuline binden und mit einem
Enzym oder Fluorophor konjugiert sind, als universelle sekundare Reportermolekiile in geeigneten Testsyste-
men. Bevorzugte Anwendung finden die Ubiquitin-basierten modifizierten Proteine aufgrund ihrer vorteilhaften
Eigenschaften im therapeutischen Einsatz wie z. B. der Behandlung von Tumor- oder Infektionserkrankungen.
Hierbei kdnnen Effekte, die auf der Rezeptor- oder Ligandenblockade durch spezifische Bindung des modifi-
zierten Proteins beruhen, ausgenutzt werden. Ebenso kénnen modifizierte Proteine mit den neuen Bindungs-
eigenschaften, die an Oberflachenproteine auf Tumorzellen binden, durch Konjugation mit geeigneten Effek-
toren solche Zellen gerichtet zerstoren bzw. entsprechende Pra-Toxine selektivim Tumorgewebe aktivieren.

Ausfihrungsbeispiel

[0082] Die vorliegende Erfindung wird im Folgenden anhand von Beispielen und beigefiigten Abbildungen de-
taillierter erlautert, wobei

[0083] Abb. 1 einen Bereich der de novo generierten, kinstlichen Bindungsstelle auf der Oberflache des
Wildtyp-Ubiquitins (PDB-Code: 1ubi) zeigt;

[0084] Abb. 2 die Ergebnisse der rechnergestiitzte Analyse der Proteinstabilitat von jeweils 10* Varianten, die
an Positionen 2, 4, 6, 62, 63, 64, 65, 66 zufallig substituiert wurden, im Vergleich zum Ubiquitin (WT) und einem
Kontrollepitop darstellt;

[0085] Abb. 3 den Phasmidvektor pMUBI-1 fiir die Verwendung bei der Selektion von Ubiquitin-basierten mo-
difizierten Proteinen mit neuen Bindungseigenschaften erklart;

[0086] Abb. 4 die Vorgehensweise bei der Konstruktion einer Bibliothek von Ubiquitin-Varianten erlautert;

[0087] Abb. 5 das Ergebnis eines ELISA-Experimentes zum Nachweis der Bindung eines selektierten Ubiqu-
itin-basierten modifizierten Proteins an das entsprechende Protein zeigt;

[0088] Abb. 6 das Ergebnis eines ELISA-Experimentes zum Nachweis der Bindungsspezifitat eines selektier-
ten Ubiquitin-basierten modifizierten Proteins an das entsprechende Hapten darstellt.

[0089] Abb. 1: Kristallstruktur des Wildtyp-Ubiquitins (PDB-Code: 1ubi; Vijay-Kumar et al., 1987) mit der
kinstlich generierten Bindungsstelle auf der Oberflache. Die dreidimensionale Darstellung der Sekundarstruk-
tur-Elemente wurde mit dem Programm PyMOL (DeLano Scientific, San Francisco) realisiert. Die Reste, die in
der beispielhaft hergestelleten Bibliothek zufallig substituiert werden sollen, umfassen die Positionen 2, 4, 6,
62, 63, 64, 65, 66 und sind mit ihren Seitenketten dargestellt.

[0090] Abb. 2: Generierung einer Bindungsstelle auf der Oberflache des Wildtyp-Ubinuitins (PDB-Code:
1ubi). Die Reste, die in der herzustellenden Bibliothek zufallig substituiert werden sollen (in hellgrau dargestell-
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te Positionen 2, 4, 6, 62, 63, 64, 65, 66), wurden durch rechnergestltzte Analyse hinsichtlich ihrer Exposition
zum Ldsungsmittel und des stabilisierenden bzw. destabilisierenden Effekts, den ein Aminosaure-Austausch
an den entsprechenden Positionen haben kénnte, ausgewahlt. Mit Hilfe der Software ProSAIl wurde dann die
Proteinstabilitat von jeweils 10* Varianten im Vergleich zum Ubiquitin (WT) und einer gleichgroRen Stichprobe
von Varianten, bei denen die Reste eines ,Kontrollepitopes" (in dunkelgrau dargestellte Positionen 24, 28, 31,
32, 35, 37, 38, 39) substituiert worden waren, bestimmt. Als MaR fir die Stabilitat ist dabei der Wert der kom-
binierten C%/CP-Potentiale (,zp-comb") angegeben. Dabei wiesen ca. 19% der in silico generierten Varianten,
die im Bereich der Bindungsstelle zufallig substituiert worden waren, eine mindestens so hohe Stabilitat wie
Ubiquitin (WT) auf, wahrend ca. 90% stabiler als die Trager des ,Kontrollepitopes" waren. Die Generierung ei-
ner Bindungsstelle durch zufallige Aminosaure-Substitutionen in dem analysierten Bereich sollte demnach von
der Proteinstruktur des Ubiquitin toleriert werden, ohne deren Stabilitat nachhaltig zu beeinflussen. Diese rech-
nerische Methode bietet eine Hilfe bei der Wahl geeigneter oberflachexponierter Aminosauren.

[0091] Abb. 3: Der Phasmidvektor pMUBI-1 fiir die Verwendung bei der Selektion von MUBI-Varianten durch
phage-display. pMUBI-1 wird zur Herstellung von Phagenbibliotheken verwendet und kodiert unter der Trans-
kriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor/Operators (tet”°) fiir ein Fusionsprotein aus der PelB-Signalsenu-
enz, dem Gen fur die Ubiquitin-Variante, MyCUT-Tag und einem C-terminalen Fragment des Phagenhtillprote-
ins (AS 253-406, delta gplll). Amber bezeichnet die Position des Amber-Stopcodons im Fusionsgen. Die In-
sertion der mutierten Genkassette des MUBI erfolgt Gber die beiden Sfil-Schnittstellen. fllg, bla®, tetR, Ori,
ColE1 und Cat- bezeichnen die intergenische Region des Phagen fl, das Tetrazyklin-Repressorgen unter Kon-
trolle des [B-Lactamase-Promotors, den Replikationsursprung und das Chloramphenicol-Acetytransfera-
se-Gen.

[0092] Abb. 4: Vorgehensweise bei der Konstruktion einer Bibliothek von Ubiquitin-Varianten.

[0093] Abb. 5: Bindung von SPU-1-D10 aus der Selektion gegen recGLP1-R an die rekombinant hergestellte
aminoterminale Domane des humanen GLP-1 Rezeptors im ELISA. Eine entsprechende Anzahl von Vertie-
fungen einer Mikrotiter-Platte wurde tUber Nacht bei 4 °C mit recGLP1-R bzw. mit BSA oder der rekombinant
hergestellte aminoterminale Domane des humanen PTH Rezeptors (recPTH-R) belegt. Verbleibende Bin-
dungsplatze wurden durch Inkubation mit 3% BSA in PBS mit 0,5% Tween (2 h, RT) abgesattigt. SPU-1-D10
wurde in Konzentrationsreihen in PBST 0,1 fir 90 min bei 30 °C appliziert. Gebundenes modifiziertes Protein
wurde mit anti-Ubiquitin Antiserum (1 : 10 in PBST 0,1, 60 min bei 30 °C) und anti-Kaninchen Antikoérper (1 :
2000 in PBST 0.1, 60 min bei 30 °C) konjugiert mit Peroxidase detektiert. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe des
ImmunoPure-Kits von Pierce. Zwischen den Schritten wurde dreimal mit PBST 0.1- vor dem chromogenen
Nachweis zusatzlich 3 x mit PBS — gewaschen. Die Signalintensitat wurde nach Abstoppen der Farbreaktion
mit H,SO, bei 405 nm detektiert und gegen die jeweilige Konzentration des modifizierten Proteins aufgetragen.
Die Ermittlung des K,-Wertes unter Gleichgewichtsbedingungen erfolgte durch nicht-lineare Regression.

[0094] Abb. 6: Bindung von SPU-3-H13 aus der Selektion gegen Hydrocortison an Steroide im ELISA. Je-
weils drei Vertiefungen einer Mikrotiter-Platte wurden Hydrocortison-, Testosteron- und Ostradiol-BSA Konju-
gat bzw. mit BSA belegt und mit SPU-3-H13 (4 uM) bzw. mit dem im Bereich der Bindungsstelle nicht veran-
derten Ubiquitin-Proteingerist (50 uM) jeweils in PBST 0,1 inkubiert (90 min bei 30 °C). Der Bindungsnachweis
erfolgte mit Ni-NTA/Peroxidase Konjugat (1 : 500 in PBST 0,1, 60 min bei 30 °C) und mit Hilfe des ImmunoPu-
re-Kits von Pierce. Blocking und Waschen: s. Abb. 5. Die Signalintensitat wurde nach Abstoppen der Farbre-
aktion mit H,SO, bei 405 nm detektiert und die Mittelwerte von drei Messungen aufgetragen.

Beispiel 1: Bereitstellung eines synthetischen Ubiquitin-Gens fiir die Selektion von modifizierten Proteinen mit
neu erzeugter Bindungsaffinitat

[0095] Die gentechnischen Arbeiten wurden sofern nicht anders angegeben nach dem Fachmann gelaufigen
Standardprotokollen wie z. B. von Sambrook et al. (2001) durchgefuhrt.

[0096] Fur die Herstellung der DNA-Sequenz (Seq-ID No. 1) fir ein modifiziertes Ubiquitin-Proteingerist mit
den Substitutionen lle44Ala, Lys48Arg, Argb4Leu, Val.70Ala, Arg72Leu, G1y75Ala sowie mit der Deletion von
G1y76 als Ausgangspunkt fur die Gewinnung von kiinstlichen Bindungsproteinen wurde folgendermalen vor-
gegangen: Fur die Gensynthese wurde eine PCR-Reaktion in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt, in dem
jeweils 2,5 pl der sechs Oligodesoxynukleotide (Seg-ID No. 2, Seg-ID No. 3, Seqg-ID No. 4, Seqg-ID No. 5,
Seq-ID No. 6, Seqg-ID No. 7; jew. 0,1 uM), die in ihrer Basenpaarabfolge insgesamt das zu synthetisierende
Gen reprasentierten, als Templates vorlagen. Die Sequenzen der eingesetzten Oligodesoxynukleotide ent-
sprachen dabei jeweils 40 bis 50 Basenpaar langen Abschnitten des kodierenden bzw. nicht-kodierenden
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DNA-Stranges des kunstlichen Gens und tberlappten alternierend an ihren 3'- und 5'-Enden mit ca. 15 Basen.
Zusatzlich enthielt der Ansatz jeweils 2,5 pl flankierende Primer (Seqg-ID No. 8, Seqg-ID No. 9; 10 uM) sowie 5
pl 10 x Tag-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 9,0, 500 mM KCI, 1 % (v/v) Triton X-100), 3 pl 25 mM MgCl, und 4
dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Nach Auffiillen mit H,O wurde der Reaktionsansatz im Ther-
mozykler zwecks Denaturierung fiir 2 min auf 94 °C erhitzt. Dann wurden 2,5 U der Tag-Polymerase (Promega)
in der Hitze zugegeben (Hot Start) und das PCR-Programm gestartet. In 25 Zyklen wurde flr je 1 min bei 94
°C, 1 min bei 55 °C und fir 1,5 min bei 72 °C inkubiert. Eine abschlielRende Inkubation erfolgte fir 5 min bei
72 °C.

[0097] Das gewilinschte PCR-Produkt wurde mittels analytischer Agarose-Gelelektrophorese identifiziert und
aus dem Ansatz mit Hilfe des MinElute Reaction Cleanup-Kit (Qiagen) gereinigt. 1,0 ng der isolierten DNA wur-
den als Template fir eine zweite Amplifizierung verwendet, die diesmal unter Verwendung der Pfu-Polymerase
(Promega) ebenfalls in einem Volumen von 50 pl realisiert wurde. Dazu wurden 5 pl des mitgelieferten 10 x
Pfu-Puffers (200 mM Tris/HCI, pH 8,8, 20 mM MgCl,, 100 mM KCI, 100 mM (NH,),SO,, 1 % (v/v) Triton X-100,
1 mg/ml BSA) sowie 4 pyl dNTP-Mix verwendet und mit H,O aufgefillt. Zusatzlich enthielt der Ansatz flankie-
rende Primer (Seqg-ID No. 8, Seq-ID No. 9; 10 uM) zur Einflihrung geeigneter Schnittstellen. Das gewtlinschte
PCR-Produkt wurde mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese isoliert und mit Hilfe des Zero Blunt® TO-
PO® PCR Cloning Kits (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in den Klonierungsvektor pCR®4Blunt-TO-
PO® inseriert. Mit dem entsprechenden Ligations-Reaktionsansatz wurden mitgelieferte chemisch kompetente
Zellen transformiert und auf einer Agar-Platte mit LB/Amp/Kan-Medium ausplattiert. Die Platte wurde fir 16 h
bei 37 °C bebritet und gewachsenen Kolonien hinsichtlich des erwlinschten Ligationsproduktes analysiert.
Dazu wurde Plasmid-DNA im Mini-MaRstab mit Hilfe des Plasmid-Isolierungskits der Firma Qiagen nach An-
gaben des Herstellers prapariert und einem Restriktionsverdau mit den DNA-Endonukleasen Ndel und Xhol
(New England Biolabs), deren Erkennungssequenzen durch die flankierenden Primer in das PCR-Produkt ein-
geflhrt worden waren, unterworfen. Mit Plasmiden, die das erwartete Schnittmuster aufwiesen, wurde im Be-
reich der inserierten Gen-Kassette mit Hilfe der Taqg DNA-Polymerase eine DNA-Sequenzanalyse durchge-
fuhrt. Dabei wurde der CycleReader™ AutoDNA Sequencing Kit (Fermentas) nach Angaben des Herstellers
sowie 0,5 ug Plasmid-DNA und 1,0 pmol des entsprechenden fluoreszenzmarkierten Primers verwendet. Der
dabei neusynthetisierte DNA-Strang wurde wahrend der Polymerasereaktion markiert und durch den Einbau
von Di-desoxynukleotiden statistisch, aber basenspezifisch terminiert. Die entstandenen fluoreszierenden
DNA-Fragmente wurden anschlieBend in einem Liquor-Sequenzierautomaten durch Polyacrylamid-Harn-
stoff-Gelelektrophorese aufgetrennt und als Bandenmuster fir A, C, G, T in benachbarten Spuren sichtbar ge-
macht.

[0098] Genkassetten mit korrekter DNA-Sequenz wurden durch praparativen Ndel/Xhol-Restriktionsverdau
aus dem Klonierungsvektor pCR®4Blunt-TOPO® herausgeschnitten und durch praparative Agarose-Gelelekt-
orphorese isoliert. Die Insertion des Gens flir das modifizierte Ubiquitin-Proteingerust erfolgte in den Expres-
sionsvektor pET20B(-) (Novagen) fur die Produktion des entsprechenden Proteins bzw. in den Phasmid-Vek-
tor pMUBI-1 zur Konstruktion einer Bibliothek von Ubiquitin-Varianten.

Beispiel 2: Herstellung einer Bibliothek von Ubiquitin-Varianten

[0099] Zur zufélligen ortsgerichteten Mutagenese von 8 Kodons am Amino- bzw. Carboxyterminus des syn-
thetischen Ubiquitin-Gens wurden zwei aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Der erste Ampli-
fizierungsschritt fand unter Verwendung der Pfu-Polymerase (Promega) in einem Volumen von 10 x 50 pl statt.
Dazu wurden pro Ansatz 5 pl des mitgelieferten 10 x Pfu-Puffers sowie 4 pyl dNTP-Mix verwendet und mit H,O
aufgefillt. Weiterhin enthielt der Ansatz jeweils 2,5 pl flankierende Primer (Seg-ID No. 10, Seg-ID No. 11; 10
M) zur Einfihrung der gewilinschten Basenpaar-Austausche. Als Template wurden 1,0 ng pMUBI-1 verwen-
det, der das nicht-mutierte synthetische Ubiquitin-Gen trug. Nach Zugabe von 2,5 U der Pfu-Polymerase (s. 0.)
wurde in 25 Zyklen fir je 1 min bei 94 °C, 1 min bei 60 °C und fir 1,5 min bei 72 °C inkubiert. Eine abschlie-
Rende Inkubation erfolgte fir 5 min bei 72 °C. Fir den selektiven Abbau der eingesetzten Matrizen-DNA, wur-
den pro Reaktionsansatz 10 U Dpnl zugegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Das gewlinschte PCR-Produkt
wurde mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese und dem QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert.

[0100] Der zweite Amplifizierungsschritt wurde in einem 1.000 pl-Ansatz durchgefuhrt, wobei ca. 1,0 ng des
in der ersten PCR-Reaktion gewonnenen Produktes eingesetzt und die Tag-Polymerase verwendet wurden.
Der Reaktionsansatz wurde — adaptiert auf das 20fache Volumen — wie oben ausgefiihrt aus 10 x Tag-Puffer,
25 mM MgCl,, dNTP-Mix sowie den flankierenden Primern (Seqg-ID No. 12, Seq-ID No. 13; 10 pM), die an ihren
5'-Enden biotinyliert waren und jeweils nicht miteinander kompatible Erkennungssequenzen fir die Endonuk-
lease Sfil trugen, pipettiert. Nach Auffillen mit H,O wurden 2,5 U der Tag-Polymerase in der Hitze zugegeben
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(s. 0.) und das PCR-Programm gestartet. In 25 Zyklen wurde fir je 1 min bei 94 °C, 1 min bei 60 °C und fur 1,5
min bei 72 °C inkubiert. Eine abschlieBende Inkubation erfolgte fiir 5 min bei 72 °C.

[0101] Die darauf folgende Spaltung des erhaltenen Amplifizierungsproduktes erfolgte direkt im PCR-Reakti-
onsansatz. Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 4.000 pl die komplette PCR-Reaktionslésung mit ent-
sprechenden Volumen des mitgelieferten 10 x Puffer Il (100 mM Tris/HCI, pH 7,9, 100 MgCl,, 500 mM NaCl,
10 mM Dithiothreitol), 10 x BSA-Lésung und H,O gemischt. Weiterhin wurden 4.000 U des Restriktionsenzyms
Sfil (New England Biolabs) zugegeben und fir 16 h bei 50 °C inkubiert. Die DNA wurde aus dem Ansatz mit
Hilfe des MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen) isoliert und in 400 pl sterilem H,O aufgenommen. Zur Ab-
trennung von nicht Sfil-geschnittenem PCR-Produkt wurde die isolierte DNA mit dem gleichen Volumen ,Bin-
ding-Solution" (Dynal), das 1,0 mg/ml magnetische Kiigelchen mit oberflachengekoppeltem Streptavidin (,Dy-
nabeads Kilobase Binder") enthielt, gemischt und fur 4,5 h auf einem Rollenmischer bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Die Kiigelchen mit eventuell noch vorhandener biotinylierter DNA wurden prazipitiert, wahrend kom-
plett mit Sfil gespaltene DNA, die keine biotinylierten Enden mehr aufweisen sollte, im Uberstand verblieb und
Uber Nacht gefallt wurde. Das so erhaltene mit Sfil gespaltene und an den gewiinschten Positionen mutageni-
sierte Ubiquitin-Gen wurde in sterilem H,O geldst, nochmals mit Hilfe des QlIAquick PCR Purification Kit (Qia-
gen) entsalzt und wies schlie3lich eine Konzentration von 200 fmol/pl in H,O auf.

[0102] Zur Vorbereitung des Empfangervektors wurde das Phasmid pMUBI-1 nach Herstellerangaben mit Sfil
geschnitten und das gréRere (Vektor-)Fragment mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese und dem Ql-
Aquick Gel Extraction Kit (Qiagen) isoliert. Um intramolekulare Ligation zu verhindern wurden seine 5'-Enden
dephosphoryliert. Hierfir wurden 0,5 U der Alkalische Phosphatase aus Shrimp (Pandalus borealis) sowie der
mitgelieferte Puffer in einem Gesamtvolumen von 200 pl verwendet. Die Mischung wurde fiir 90 min bei 37 °C
inkubiert, die DNA aus dem Ansatz mit Hilfe des QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) isoliert und nochmals
entsalzt (QlAquick PCR Purification Kit). Die DNA des Vektorfragments wies schlief3lich eine Konzentration
von 50 fmol/ul in H,O auf.

[0103] Zur Ligation wurden 1,6 pmol des PCR-Fragments und 8,0 pmol des Vektorfragments von pMUBI-1 in
Gegenwart von 2 U T4 DNA-Ligase (GibcoBRL) in einem Gesamtvolumen 1.600 pl (50 mM Tris/HCI, pH 7,6,
10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5 % (w/v) PEG-8.000) fur drei Tage bei 16 °C inkubiert. Nach Erhitzen
des Ansatzes auf 65 °C fur 15 min wurde die DNA gefallt. Dazu wurden jeweils 100 pl der Reaktionsldésung mit
100 pl Ethanol sowie 10 ul 5 M NaAc, pH 3,0 gemischt und fir 16 h bei —20 °C gelagert. AnschlieRend wurde
zentrifugiert (60 min, 12.500 g), mit Ethanol (70 % v/v, =20 °C) gewaschen, erneut zentrifugiert und die prazi-
pitierte DNA schlieRlich in 60 ul sterilem H,O geldst. Zur Elektroporation wurde das Gene Pulser® 1I-System
(Biorad) sowie Kuvetten mit Elektrodenabstand von 1,0 mm (Biozym) bei 4 °C im Kihlraum verwendet. Mit je-
weils 3,5 pl der oben erhaltenen Lésung wurden elektrokompetente E. coli XL1Blue (Stratagene) nach Anga-
ben des Herstellers transformiert. Die erhaltene Zensuspension wurde auf funf Agarplatten (20 x 20 cm) mit
LB/Chloramphenicol-Medium ausplattiert. Die Platten wurden fir 16 h bei 37 °C bebritet und die gewachsenen
Kolonien ausgezahlt. Die konstruierte Bibliothek enthielt demnach 2,8 x 107 unabhéngige Klone von denen je-
der 10.000fach in der Bibliothek vorliegen sollte. Die Kolonien wurden dann mit insgesamt 100 ml SOC-Medi-
um mit 10 % (v/v) Glycerin abgeschwemmt und in Aliquots & 1,0 ml bei —80 °C gelagert. Von den erhaltenen
Klonen wurde mit Hilfe des DNA-Miniprep Kits der Firma Qiagen von 12 willkurlich ausgewahlten der Phas-
mid-Vektor isoliert und die DNA-Senuenz im Bereich des mutagenisierten Ubiquitin-Gens analysiert. Dabei
wiesen alle Klone funktionelle Sequenzen — d. h. keine Verschiebung des Leserasters durch Insertionen oder
Deletionen — sowie qualitativ vollig unterschiedliche Substitutionen an den mutagenisierten Positionen auf. Zu-
fallige Austausche aul3erhalb der mutagenisierten Bereiche waren nicht vorhanden.

Beispiel 3: Darstellung von Ubiquitin-Varianten auf der Phagenoberflache und Selektion von Ubiquitin-Varian-
ten gegen Proteine und Haptene

[0104] Fur die Produktion von Phagemiden mit oberflachen-prasentierten Varianten des mutierten Ubiquitins
wurden 100 ml 2 x YT/Chloramphenicol-Medium mit 1,0 ml der in Beispiel 2 erhaltenen Glycerin-Kultur inoku-
liert und fir 16 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Mit 10 ml dieser stationaren Kultur wurde 112 x YT/Chloram-
phenicol-Medium angeimpft und bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer Zelldichte von ODg,, = 0,4 geschiittelt.
Dann erfolgte die Infektion mit 10" cfu M13KO7-Helferphagen und eine Inkubation bei 37 °C ohne Schiitteln
fur 30 min. Nach Zugabe von 50 mg/l Kanamycin wurde fir 30 min bei 37 °C und 220 rpm geschittelt und dann
die Genexpression auf pMUBI-1 durch Einstellen der Kultur auf 0,2 mg/l Anhydro-Tetrazyklin (Stammlésung:
2,0 mg/ml in DMF) induziert. Die Inkubatortemperatur wurde dann auf 26 °C erniedrigt und die Kultur fir 16 h
bei 220 rpm geschdttelt. Die Zellen wurden schlie3lich durch Zentrifugation (30 min, 12.000 g, 4 °C) sedimen-
tiert und verworfen wahrend der Uberstand filtriert (0,45 um) wurde. Die enthaltenen Phagemide wurden durch
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Zugabe von 72 Volumen 20 % (w/v) PEG 6.000, 2,5 M NaCl und Inkubation fir 1 h auf Eis gefallt und durch
Zentrifugation (30 min, 12.000 g, 4 °C) prazipitiert. Die Phagemide wurden dann in 4 ml sterilem eiskaltem PBS
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,) geldst, fiir 30 min auf Eis gelagert und zentrifugiert
(30 min, 12.000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde mit % Volumen 20 % (w/v) PEG 6.000, 2,5 M NaCl versetzt, die
Phagemide erneut durch Inkubation fir 1 h auf Eis gefallt und durch Zentrifugation (30 min, 12.000 g, 4 °C)
prazipitiert. Die Phagemide wurden dann wiederum in 4 ml sterilem eiskaltem PBS geldst, fur 30 min auf Eis
gelagert und zentrifugiert (30 min, 12.000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde 1 : 1 mit 4 % (w/v) Rinderserum-Al-
bumin (BSA) in PBS gemischt, fir 30 min auf einem Rollenmischer bei RT inkkbiert und dann direkt fir die
Affinitdtsanreicherung verwendet.

[0105] Als Affinitatsmatrix fir die Isolierung von Phagemiden mit oberflachenprasentierten Ubiquitin-Varian-
ten, die vorher definierte Zielsubstanzen binden sollten, wurden jeweils 24 Vertiefungen einer Mikrotiter-Platte
mit der entsprechenden Substanz beschichtet. Als Zielsubstanzen diente die rekombinant hergestellte amino-
terminale Doméane des humanen GLP-1 Rezeptors (recGLP1-R; Bazarsuren et al., 2002), der F_-Teil von hu-
manem Immunglobulin M (F_-IgM) sowie an BSA gekoppeltes Hydrocortison (HC), die Gber Nacht bei 4 °C an
der Mikrotiter-Platte immobilisiert wurden.

[0106] Unbelegte Bindungsplatze an der Oberflache der Mikrotiter-Platte wurden durch Inkubation der Vertie-
fungen mit jeweils 400 pl 4 % BSA in PBS fir 90 min bei RT geblockt. Dann wurden pro Vertiefung 100 pl der
vorbereiteten Phagemid-Lésung pipettiert und fiir 90 min bei RT (Raumtemperatur) imkubiert. Ungebundene
Phagemide wurden dann durch zweimaliges Waschen mit PBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST 0,05), zwei-
malige Inkubation mit 400 pl 4 % BSA in PBS fiur 5 min und zweimaliges Waschen mit PBS sowie kraftiges
Ausklopfen entfernt. An die Affinitatsmatrix gebundene Phagemide wurden schlief3lich mit Hilfe von 100 ul 100
mM Triethylamin pro Vertiefung und Inkubation fir 10 min bei RT eluiert. Die Lésungen mit den eluierten Pha-
gemiden wurden — getrennt nach den jeweiligen Zielsubstanzen — vereinigt und durch Zugabe von %2 Volumen
1 M Tris/HCI, pH 7,4 sofort neutralisiert. Die jeweils erhaltene Losung wurde zur Infektion von E. coli XL1Blue
zu 20 ml einer Kultur mit einer Zelldichte von ODg,, = 0,4 uberfiihrt und fir 30 min bei 37 °C und 220 rpm ge-
schittelt. Die Vertiefungen der Mikrotiter-Platte wurden erneut gewaschen (5 x PBST 0,05, 1 x PBS) und je-
weils 100 pl einer Kultur von E. coli XL1Blue mit einer Zelldichte von OD,, = 0,4 zugegeben. Nach einer Inku-
bation bei 37 °C fur 30 min wurden diese Zellen mit den vorher infizierten vereinigt. Die jeweilige Zensuspen-
sion wurden auf einer Agarplatte (20 x 20 cm) mit LB/Chloramphenicol-Medium ausplattiert und enthielten ge-
wohnlich zwischen 10° und 107 koloniebildende Klone. Die Platte wurden fiir 16 h bei 37 °C bebriitet, die ge-
wachsenen Kolonien mit 10 ml SOC-Medium mit 10 % (v/v) Glycerin abgeschwemmt und in Aliquots a 1,0 mi
bei —80 °C gelagert.

[0107] Zur wiederholten Phagenproduktion und erneuten Zyklen der Affinitatsanreicherung wurde das be-
schriebe Verfahren wiederholt, wobei fur die Anzucht der Bakterienzellen jeweils zehnfach geringere Kulturvo-
lumina verwendet und stringentere Waschbedingungen (2. Runde: 3 x Waschen mit PBST 0,1, dreimalige In-
kubation mit 4 % BSA in PBS fir 5 min und 3 x Waschen mit PBS; 3. Runde: 6 x Waschen mit PBST 0,1, drei-
malige Inkubation mit 4 % BSA in PBS fur 5 min und 3 x Waschen mit PBS) gewahlt wurden.

Beispiel 4: Isolierung und Charakterisierung von monoklonalen Phagemiden mit spezifischer Bindung an die
Zielsubstrate (Einzelphagen-ELISA)

[0108] Vonden nach der 3. Runde der Affinitatsanreicherung an recGLP1-R, F_-IgM sowie HC erhaltenen Klo-
nen wurden jeweils 96 zufallig ausgewahlt und im Einzelphagen-ELISA hinsichtlich ihrer Bindung an das ent-
sprechende Antigen bzw. Hapten analysiert. Dazu wurden je 300 ul 2 x YT/Chloramphenicol-Medium mit einer
Einzelkolonie inokuliert und fir 18 h bei 37 °C und 220 rpm geschdttelt. Mit jeweils 80 ul dieser stationaren
Kultur wurden 4 ml 2 x YT/Chloramphenicol-Medium angeimpft und fir 4 h bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt.
Um paralleles Arbeiten zu ermdglichen wurden hierzu 4 ,,Deep-Well"-Platten (Qiagen; jeweils 24 Vertiefungen)
verwendet. Nach Infektion der XL1Blue-Zellen mit jeweils ca. 10" cfu M13KO7-Helferphagen wurde fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Nach weiteren 30 min bei 37 °C und 180 rpm erfolgte die Zugabe von 50 mg/| Kanamycin.
Dann wurde fur 30 min bei 37 °C und 220 rpm geschiittelt und die Genexpression auf pMUBI-1 durch Einstellen
der Kultur auf 0,2 mg/l Anhydro-Tetrazyklin (Stammldsung: 1,0 mg/ml in DMF) induziert. Die Inkubatortempe-
ratur wurde dann auf 22 °C erniedrigt und die Kultur fir 16 h bei 180 rpm geschdittelt. Die Zellen wurden
schlieBlich durch Zentrifugation (30 min, 5.000 g , 4 °C) sedimentiert und die Ubersténde in frische ,De-
ep-Well"-Platten tuberfuhrt. Die enthaltenen Phagemide wurden durch Zugabe von 1 Volumen 20 % (w/v) PEG
6.000, 2,5 M NaCl und Inkubation fur 1 h auf Eis gefallt und durch Zentrifugation (30 min, 5.000 g, 4 °C) prazi-
pitiert. Die Phagemide wurden dann in 1,0 ml sterilem eiskaltem PBS geldst und 1 : 1 mit 6 % BSA in PBST
0,1 gemischt und fir 1 h bei RT inkubiert.
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[0109] Zur Durchfihrung des ELISA wurde pro zu analysierendem monoklonalem Phagemid j e eine Mikroti-
terplatten-Vertiefung tGber Nacht bei 4 °C mit Antigen- und eine mit BSA-L6sung belegt. Zur Absattigung ver-
bliebener Bindungsstellen an der Plastikoberflache wurde dann jede Vertiefung fur 2 h mit 3 % BSA (w/v) PBST
0,5 geblockt. Die Vertiefungen wurden danach dreimal mit PBST 0,1 gespult und ausgeklopft. Anschlielend
wurden je 100 pl der oben hergestellten Phagemid-Lésung in die entsprechenden Vertiefungen der Platte pi-
pettiert.

[0110] Nach einer Inkubationsdauer von zwei Stunden wurde dreimal mit PBST 0,1 gewaschen. Fir den
Nachweis von gebundenen Phagemiden wurde ein anti-M13 Antikérper-Peroxidase Konjugat (Amersham
Pharmacia Biotech) im Verhaltnis 1 : 5.000 in PBST 0,1 verdiinnt und je 100 ul davon jeder Vertiefung zuge-
setzt. Nach einer Stunde Inkubation bei RT wurden die Vertiefungen dreimal mit PBST 0,1, dann dreimal mit
PBS gesplilt. Schlief3lich wurden jeweils 100 pl des ImmunoPure-Kits (Pierce) hinzu pipettiert und die Farbre-
aktion dann nach 15 min durch Zugabe von 100 pyl 2 M H,SO, gestoppt. Die Messung der Extinktion erfolgte
mit Hilfe eines Sunrise Remote Readers (Tecan) bei 450 nm.

[0111] Die DNA von Ubiquitin-Varianten aus Phagemiden, die im ELISA ein relativ starkes Bindungssignal an
das jeweilige Antigen — nicht aber an BSA — zeigten (jeweils ca. 20), wurde mit Hilfe des Primer Seqg-ID No. 14
und dem oben beschriebenen Verfahrens sequenziert. Ein Teil der analysierten DNA-Sequenzen wiesen Ver-
schiebungen des Leserasters oder Amber-Stopcodons auf und wurden daher nicht weiter verwendet. Beispiel-
haft sind Aminosaure-Substitutionen von Ubiquitin-Varianten, die auf diese Weise erhalten und weiter analy-
siert wurden, sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Aminosaure-Substitutionen im Bereich der de novo generierten Bindungsstelle von Ubiquitin-basier-
ten modifizierten Proteinen nach Selektion gegen unterschiedliche Zielsubstanzen.

Selektion Pos. 2: Pos.4: Pos.6: Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
62: 63: 64: 65: 66:

SPU! —_— Gln Phe Lys Gln Lys Glu Ser Thr

SPU-1-  RecGLPI1-R  Ser Phe Pro Tyr Ser Lys Pro Ser
D10

SPU-2-A7 F.-IgM Ser Leu Pro Pro Pro Gly Arg Asn
SPU-3- HC Gly Gly Lys Phe Phe Val Thr Asn
H13

ISpU: Ubiquitin-Proteingeriist ohne Substitutionen in der Bindungstasche

Beispiel 5: Herstellung und Reinigung der Ubiquitin-basierten modifizierten Proteine

[0112] Die Charakterisierung der proteinchemischen Eigenschaften von selektierten Ubiquitin-Varianten aus
Phagemiden mit relativ starkem Bindungssignal im ELISA und mit funktioneller DNA-Sequenz erfolgte nach
der Klonierung des entsprechenden Gens in den Expressionsvektor pET20B(-) (s. 0.). Dies ermdglichte die
rekombinante Herstellung der jeweiligen Variante mittels E. coli BL21/PUBS sowie deren Einschritt-Reinigung
durch Immobilisierte Metalchelat Affinitats-Chromatographie (IMAC) mit Hilfe eines carboxyteminal fusionier-
tem Hexahistidin-Peptids.

[0113] Fur die rekombinante Herstellung der Ubiquitin-basierten modifizierten Proteine mit neuen Bindungs-
eigenschaften wurden 50 ml 2 x YT/Amp/Kan-Medium mit einer entsprechenden Einzelkolonie inokuliert und
fiir 16 h bei 37 °C und 220 rpm geschiittelt. Mit dieser Vorkultur wurden 1,51 2 x YT/Amp/Kan-Medium im Ver-
héltnis 1 : 50 angeimpft und bis zum Erreichen einer Zelldichte von ODg,, = 0,5 bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.
Nach Induktion der Fremdgen-Expression durch Zugabe von 1 mM/I a-D-Isopropyl Thiogalaktosid (IPTG) wur-
de fir weitere 3 h bei 37 °C und 220 rpm geschdttelt. Die Zellen wurden dann durch Zentrifugation (30 min,
5.000 g, 4 °C) sedimentiert und in 40 ml NPI-20 (50 mM NaH,PO,, pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol)
resuspendiert. Der Aufschlufd der Zellen erfolgte durch halbstiindige Inkubation mit 200 pg/ml Lysozym und
500 U Benzonase bei RT sowie flinfmaligem Pulsen mit Ultraschall fir jeweils 15 s. Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation (30 min, 15.000 g, 4 °C) sedimentiert und der Uberstand, der das Idsliche Gesamtzellpro-
tein enthielt, konnte direkt fur eine darauffolgende IMAC eingesetzt werden.
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[0114] Die Chromatographie erfolgte an einer AKTA™-Explorer FPLC-Anlage (Amersham Pharmacia Bio-
tech) unter Verwendung einer 5 ml HiTrap Chelating HP Saule (Amersham Pharmacia Biotech) bei RT und ei-
ner FluRgeschwindigkeit von 5 ml/min. Die Saule wurde zunachst mit 5 Sdulenvolumen NPI-20 aquilibriert, wo-
raufhin das Gesamtzellprotein Uber die Saule geleitet wurde. Nicht-gebundenes Protein wurde durch Spulen
mit 30 Saulenvolumen NPI-20 ausgewaschen. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 20 mM
bis 250 mM Imidazol in insgesamt 20 Saulenvolumen wobei das Eluat in Fraktionen a 2,5 ml aufgefangen wur-
de. Die Fraktionen, welche die gereinigte Ubiquitin-Variante enthielten, wurden mittels SDS-Polyacryla-
mid-Gelelektrophorese analysiert und vereinigt. Die erzielten Ausbeuten der gereinigten rekombinanten Ubi-
quitin-Varianten lagen dabei zwischen 10 und 30 mg/l Kulturvolumen.

Beispiel 6: Charakterisierung der Bindungseigenschaften von Ubiquitin-basierten modifizierten Proteinen mit
neuen Bindungseigenschaften

[0115] Die Bindung der jeweils selektierten Ubiquitin-Varianten, die wie in Beispiel 5 beschrieben gereinigt
worden waren, an recGLP1-R, F_-IgM sowie HC wurde im ELISA entweder mit einem Ni/NTA-Peroxidase Kon-
jugat (Qiagen) oder mit einem anti-Ubiquitin Antiserum (Sigma) aus Kaninchen nachgewiesen. Dazu wurden
Mikrotiterplatten-Vertiefung tiber Nacht bei 4 °C mit dem entsprechenden Antigen und z. B. BSA fiir den Nach-
weis unspezifischer Bindung belegt und zur Absattigung verbliebener Bindungsstellen 2 h mit 3 % BSA (w/v)
PBST 0,5 geblockt. Die Platte wurden dann dreimal mit PBST 0,1 gespult und ausgeklopft. Anschlieftend wur-
de je 100 ul der Lésung des jeweiligen gereinigten modifizierten Proteins in PBST 0,1 in Konzentrationsabstu-
fungen (von unverdinnt bis zur Verdinnung 1 : 16) in die Vertiefungen der Platte pipettiert. Nach einer Inku-
bationsdauer von zwei Stunden wurde dreimal mit PBST 0,1 gespililt. Fiir den Nachweis des gebundenen mo-
difizierten Proteins wurde das Ni/NTA-Peroxidase Konjugat im Verhaltnis 1 : 500 bzw. das anti-Ubinuitin Anti-
serum im Verhaltnis 1 : 10 in PBST 0,1 verdinnt und je 100 pl davon jeder Vertiefung zugesetzt. Nach einer
Stunde Inkubation bei RT erfolgte entweder direkt die Detektion des Ni/NTA-Peroxidase Konjugats (s. u.) bzw.
die Inkubation mit einem anti-Kaninchen Antikdrper konjugiert mit Peroxidase (1 : 2.500 in PBST 0,1) fur eine
Stunde bei RT. Zur Detektion wurden die Vertiefungen dreimal mit PBST 0,1, dann dreimal mit PBS gesplilt.
Schlief3lich wurden jeweils 100 pl ImmunoPure-Kits (Pierce) hinzu pipettiert und die Farbreaktion dann nach
15 min durch Zugabe von 100 pl 2 M H,SO, gestoppt. Die Messung der Extinktion erfolgte mit Hilfe eines Sun-
rise Remote Readers (Tecan) bei 450 nm. Die aus erhaltenen Werte der Absorptionsintensitat wurden mit Hilfe
des Computerprogramms ,Sigma Plot" ausgewertet. Dazu wurde die jeweils gemessene Extinktion gegen die
entsprechende eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen und die erhaltene Kurve mit Hilfe der Formel (1)
durch nicht-lineare Regression angepal3t.

_ a*x

Y= b+

[0116] Unter der Annahme eines Assoziations/Dissoziations-Gleichgewichtes zwischen dem immobilisierten
Antigen und dem modifizierten Protein ist dabei:

x = Konzentration des eingesetzten modifizierten Proteins

y = Konzentration des Antigen/modifiziertes Protein-Komplexes (hier indirekt tiber die enzymatische Aktivitat
des Reporterenzyms gemessen)

a = Gesamtkonzentration des immobilisierten Antigens

b = Dissoziationskonstanten (K;)

[0117] Beispielhaft sind in Abb. 5 die aus einem solchen ELISA-Experiment erhaltenen Bindungskurven der
Ubiquitin-Variante SPU-1-D10, welche aus der Affinitatsanreicherung an recGLP1-R gemafR Beispiel 3 und 4
erhalten worden war, dargestellt. Die fur die einzelnen selektierten Ubiquitin-basierten modifizierten Proteine
mit neuen Bindungseigenschaften erhaltenen Bindungsdaten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Dissoziationskonstanten von Komplexen aus selektierten Ubiquitin-basierten modifizierten Protei-
nen und unterschiedlichen Zielsubstanzen.

Modifiziertes Protein ~ Zielsubstanz Apparenter Kp-Wert
SPU-1-D10 recGLP1-R 166 £ 0,06 nM
SPU-2-A7 F.-IgM 9,4+ 0,9 uM
SPU-3-H13 HC 10,7+ 1,0nM

[0118] Weiterhin wurden einzelne modifizierte Proteine hinsichtlich der Spezifitat ihrer Bindung Uberpriift.
Dazu wurden ELISA-Experimente mit einer einzelnen geeigneten Konzentration der modifizierten Proteine wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Dabei wurden entsprechende Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit dem Ziel-
substrat sowie mit strukturell &hnlichen Substanzen belegt. Beispielhaft sind in Abb. 6 die aus einem solchen
ELISA-Experiment erhaltenen Bindungskurven der Ubiquitin-Variante SPU-2-H13, welche aus der Affinitatsan-
reicherung an HC gemal Beispiel 3 und 4 erhalten worden war, dargestellt.
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Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.

Patentanspriiche

1. Durch Substitution, Insertion, Deletion, chemische Modifikation oder Kombinationen hiervon modifizier-
tes Protein, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Proteinen der Protein-Superfamilie ,ubiquitin-li-
ke proteins", Proteinen, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv aufweisen sowie Fragmenten oder Fusionspro-
teinen hiervon, wobei das Protein aufgrund dieser Modifikation eine vorher nicht vorhandene Bindungsaffinitat
gegeniber einem vorbestimmten Bindungspartner aufweist, erhaltlich durch folgendes Verfahren:

a) Auswahlen eines zu modifizierenden Proteins;

b) Bestimmen eines Bindungspartners;

¢) Auswahlen von Aminosauren in einem oberflachenexponierten Bereich des Proteins, der mindestens einen
Beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs und wahlweise Nicht-Beta-Faltblattbereiche beinhaltet;

d) Modifizieren der ausgewahlten Aminosauren durch Substitution, Insertion, Deletion und/oder chemische
Modifikation;

e) Inkontaktbringen des modifizierten Proteins mit dem in Schritt b) bestimmten Bindungspartner;

f) Ermitteln derjenigen Proteine, die eine Bindungsaffinitat gegenliber dem in Schritt b) vorbestimmten Bin-
dungspartner aufweisen.

2. Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein, das zur Modifikation ausgewahlt wird, der Protein-Familie
Lubiquitin-related proteins" angehort.
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3. Protein nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Protein, das zur Modifikation ausgewahlt wird, eine mindes-
tens 30%ige Aminosauresequenzidentitat zu humanem Ubiquitin und ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv auf-
weist.

4. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Protein, das zur Modifikation ausge-
wahlt wird, ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv aufweist, und bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt wird, be-
stehend aus SUMO-1, FAU, NEDD-8, UBL-1 und GDX.

5. Protein nach Anspruch 1, wobei dass das Protein, das zur Modifikation ausgewahlt wird, humanes Ubi-
quitin oder ein anderes Sauger-Ubiquitin ist.

6. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Modifikation, bevorzugt eine Substituti-
on, zumindest teilweise an in der Primarsequenz direkt benachbarten Aminosauren erfolgt.

7. Protein nach Anspruch 6, wobei die Anzahl der Modifikationen, bevorzugt Substitutionen, von direkt in
der Primarsequenz benachbarten Aminosauren 2 bis 8 direkt benachbarte Aminosauren, weiterhin bevorzugt
3 bis 7 oder 4 bis 6 direkt benachbarte Aminosauren, betragt.

8. Protein nach Anspruch 6 oder 7, wobei ein Teil der in der Primarsequenz direkt benachbarten substitu-
ierten Aminosauren in einem Anfangs- oder Endbereich eines beta-Faltblattstrangs liegt, wobei dieser Teil eine
Lange von zwei oder mehr Aminosauren, bevorzugt zwei oder drei Aminosauren, aufweist.

9. Protein nach einem der Anspriiche 6 bis 8, wobei 5 oder mehr direkt in der Primarsequenz benachbarte
Aminosauren modifiziert, bevorzugt substituiert, werden, wovon zwei oder mehr, bevorzugt zwei oder drei, di-
rekt benachbarte Aminosauren den Anfang oder das Ende eines Beta-Faltblattstrangbereichs bilden.

10. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Modifikation solcher Aminosauren vor-
genommen wird, die einen zusammenhangenden Bereich auf der Oberflache des Proteins bilden.

11. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei Aminosauren an solchen Positionen modi-
fiziert werden, die nicht zu Bereichen gehdren, die bei einem Wildtyp-Ubiquitin an Bindungen zu Ubiquitin-Bin-
dungspartnern beteiligt sind.

12. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei mindestens 25% der in Betastrangen be-
findlichen Aminosauren des Proteins, bevorzugt des Ubiquitins, modifiziert sind.

13. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei eine Modifikation von Aminosauren auch
in Loop-Bereichen des Proteins erfolgt.

14. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich um humanes Ubiquitin oder ein
hierzu homologes Protein handelt, und mindestens 8 oberflachenexponierte Aminosauren des Ubiquitins mo-
difiziert, bevorzugt substituiert, sind, so dass diese modifizierten Aminosauren den Bereich mit Bindungsaffini-
tat zu dem Bindungspartner bilden.

15. Protein nach Anspruch 14, wobei sich mindestens sechs der acht oberflachenexponierten Aminosau-
ren in einem Bereich des Proteins befinden, der dem beta-Faltblatt-Bereich zuzuordnen ist.

16. Protein nach Anspruch 14 oder 15, wobei sich mindestens 5 der modifizierten, bevorzugt substituierten,
Aminosauren in direkter Nachbarschaft in der Primarsequenz zueinander befinden.

17. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei Aminosduren modifiziert sind, die sich in
dem aminoterminalen Beta-Faltblattstrang und/oder in dem carboxyterminalen Beta-Faltblattstrang des Prote-
ins befinden.

18. Protein nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei weiterhin Aminosauren modifiziert sind, die
sich in dem an den carboxyterminalen Beta-Faltblattstrang anschlielenden Loop befinden.

19. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das modifizierte Protein humanes Ubiquitin

ist, welches an den Positionen 2, 4, 6, 62, 63, 64, 65 und 66 substituiert, deletiert, insertiert und/oder chemisch
modifiziert, bevorzugt substituiert, wurde.
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20. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Protein, das zur Modifikation ausge-
wahlt wird, bereits Insertionen, Deletionen, Substitutionen und/oder chemische Modifikationen aufweist, so
dass biologische und/oder proteinchemische Funktionen des Proteins ausgeschaltet oder neu generiert wur-
den.

21. Protein nach Anspruch 20, wobei bei dem Protein nach Modifikation insgesamt mindestens 10, bevor-
zugt mindestens 15 Aminosauren des Ubiquitins ausgetauscht sind.

22. Protein nach Anspruch 20 oder 21, wobei das Protein, das zur Veranderung durch Substitution, Inser-
tion und/oder Deletion ausgewahlt wird, humanes Ubiquitin ist, welches an einer oder mehreren der folgenden
Positionen substituiert ist: 44, 48, 54, 70, 72, 75, und bei der die Aminosaureposition 76 deletiert ist, so dass
das Ubiquitin weitgehend keine Wechselwirkung mit seinen naturlichen Bindungspartnern mehr aufweist.

23. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei in Schritt d) durch Random-Mutagenese
ein zufalliger Austausch der ausgewahlten Aminosauren erfolgt.

24. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei in Schritt €) das Inkontaktbringen mit dem
vorbestimmten Bindungspartner mittels eines geeigneten Selektionsverfahrens erfolgt, wie dem Phage-Dis-
play-, Ribosomal Display-, mMRNA-Display- oder Cell-Surface-Display-Verfahren, Yeast Surface Display, Bac-
terial Surface Display, bevorzugt mittels des Phage-Display-Verfahrens.

25. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt f) die Er-
mittlung der Proteine mit einer Bindungsaffinitdt zu dem vorbestimmten Bindungspartner durch eines oder
mehrere der folgenden Verfahren erfolgt: ELISA, Plasmon-Oberflachenresonanz-Spektroskopie, Fluores-
zenz-Spektroskopie, FACS, Isothermale Titrationskalorimetrie oder Analytische Ultrazentrifugation.

26. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriche, erhaltlich dadurch, dass sich an Schritt ) ein
Schritt der Isolierung und/oder Anreicherung des ermittelten Proteins mit Bindungsaffinitat zu dem vorbestimm-
ten Bindungspartner anschlief3t.

27. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bindungspartner ein Antigen oder ein
Hapten ist.

28. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Bindungspartner ein biologischer Re-
zeptor, bevorzugt humaner GLP-1 Rezeptor, humaner PTH Rezeptor, oder ein Ligand oder eine Doméane hier-
von ist, ein Tumormarker, Cytokine, Interleukine, Tumor Necrose Factor Alpha (TNF-a), Glycoprotein Rezep-
torllb/llla (GPIIb/llla), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Ep-CAM, Prostate-Specific Membrane An-
tigen (PSMA), HERZ, ein Immunglobulin oder ein Teil hiervon, bspw. ein gesamter Antikdrper, ein F_ -Teil von
z. B. humanem Immunglobulin M oder ein Bereich eines Antikérpers im Bereich der Antigenbindungsstelle
oder ein Hormon, wie Hydrocortison, ist.

29. Protein nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Bindungsaffinitat, ausgedrickt in K, zu
dem vorbestimmten Bindungspartner 10° M bis 1072 M, weiterhin bevorzugt 10~ bis 107'> M oder 10~ bis 102
M, betragt.

30. Verfahren zur Herstellung eines durch Substitution, Insertion, Deletion, chemische Modifikation oder
Kombinationen hiervon modifizierten Proteins, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Proteinen der Pro-
tein-Superfamilie ,ubiquitin-like proteins”, Proteinen, die ein Ubiquitin-artiges Faltungsmotiv aufweisen sowie
Fragmenten oder Fusionsproteinen hiervon, wobei das Protein aufgrund dieser Modifikation eine vorher nicht
vorhandene Bindungsaffinitdt gegenuiber einem vorbestimmten Bindungspaitner aufweist, mit den Schritten:
a) Auswahlen eines zu modifizierenden Proteins;

b) Bestimmen eines Bindungspartners;

¢) Auswahlen von Aminosauren in einem oberflachenexponierten Bereich des Proteins, der mindestens einen
beta-Faltblattstrang des Beta-Faltblattbereichs und wahlweise Nicht-Beta-Faltblattbereiche beinhaltet;

d) Modifizieren der ausgewahlten Aminosauren durch Substitution, Insertion, Deletion und/oder chemische
Modifikation;

e) Inkontaktbringen des modifizierten Proteins mit dem in Schritt b) bestimmten Bindungspartner,

f) Ermitteln derjenigen Proteine, die eine Bindungsaffinitat gegenliber dem in Schritt b) vorbestimmten Bin-
dungspartner aufweisen.
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31. Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Schritte c) bis d) durch chemische Synthese des modifizierten
Proteins realisiert werden.

32. Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Modifikation in Schritt d) mittels gentechnischer Veranderung
einer zu dem entsprechenden modifizierten Protein zugehdrigen DNA erfolgt, und die Expression des Proteins
in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtsorganismen oder in vitro erfolgt.

33. Verfahren nach Anspruch 30, wobei in Schritt d) eine Genbibliothek erstellt wird.
34. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung sowie
zur Trennung und Isolierung des entsprechenden Bindungspartners, mittels an sich bekannter Verfahren, wie

Chromatographie oder Adsorptions-Technologie.

35. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 zur Diagnose und Behandlung von Krankheiten, an denen
der entsprechenden Bindungspartner direkt oder indirekt beteiligt ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Abb. 1
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Abb. 2
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Abb. 3
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Abb. 5
Bindung von SPU-1-D10-1 an N-GLP1
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Abb. 6

Bindung von SPU-3-H13-0 an Hydrocortison, Testosteron,
Ostradiol und BSA (Tragerprotein) - Nachweis mit Ni-NTA/POD
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