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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung liegt auf dem Gebiet von Antikörpern, welche gegen den Zelloberflächenrezeptor
von Prionproteinen, den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor, gerichtet sind. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung
Einzelketten-Antikörper, sog. "Single-chain"-Antikörper, die durch die Ansprüche definiert sind die spezifisch sowohl die
37 kDa Vorläuferform des Lamininrezeptors (37 kDa LRP) als auch die 67 kDa high-affinity-Form des Lamininrezeptors
(67 kDa LR) erkennen.
[0002] Prionproteine, die am Auftreten der verschiedensten Formen von übertragbaren spongiformen Encephalopa-
thien (TSEs) beteiligt sind, wie Scrapie bei Schafen, Mäusen und Hamstern, übertragbare spongiforme Encephalopathie
von Rindern (BSE), übertragbare spongiforme Encephalopathie bei Nerzen (TME), Kuru, Gerstmann-Sträußler-Schein-
ker-Syndrom (GSS), Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) und fatale familiäre Insomnie (FFI) beim Menschen, bestehen
hauptsächlich, wenn auch nicht gänzlich aus PrPSc, einer anomalen Isoform des ubiquitären zellulären Prionenproteins
PrPc (siehe beispielsweise Aguzzi and Weissmann, 1998; Lasmézas and Weiss, 2000; Prusiner et al., 1998).
[0003] Aus der WO 98/53838 sowie aus Rieger et al. (Rieger et al., 1997) ist bekannt, dass das PrPc spezifisch an
den Zelloberflächenrezeptor von Prionproteinen, den 37 kDa LRP/67 kDa LR, bindet. Aus der WO 98/53838 sowie der
EP-A-1 127 894 und aus Rieger et al., (Rieger et al., 1997) ist bekannt, dass der Lamininrezeptorspiegel in Geweben
von mit Scrapie infizierten Tieren, wie Hamster und Mäusen, erhöht ist.
[0004] Gauczynski et al., 2001b zeigen, dass der 37 kDa LRP/67 kDa LR als Rezeptor für PrPc fungiert. Bindestellen
auf beiden Molekülen wurden gemappt (Hundt et al., 2001) und Heparansulfatproteoglykane (HSPGs) als Cofaktoren
bzw. Corezeptoren für PrPc identifiziert (Hundt et al., 2001).
[0005] Der 37 kDa laminin receptor precursor (37 kDa LRP, p40, LBP) ist das Vorläuferprotein des 67 kDa high affinity
Lamininrezeptors (67 kDa LR) (Rao et al., 1989; Yow et al., 1988). Die 67 kDa Form wurde zunächst aus Tumorzellen
isoliert (Lesot et al., 1983; Malinoff and Wicha, 1983; Rao et al., 1983), wo das Protein eine hohe Affinität zu Laminin
ausweist.
[0006] Der 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor ist ferner in Tumorgeweben überexprimiert (Lesot et al., 1983; Malinoff
and Wicha, 1983; Rao et al., 1983).
[0007] Laminin ist ein Glykoprotein der extrazellulären Matrix, wo es an der Anhaftung, Bewegung, Differenzierung
und Wachstum von Zellen beteiligt ist (Beck et al., 1990). Beide Formen des Lamininrezeptors existieren nebeneinander
in Säugerzellen, was durch immunologische Studien von Membranfraktionen gezeigt werden konnte (Gauczynski et al.,
2001b).
[0008] Die 37 kDa Form kommt auch im Zytosol vor, wo sie mit Ribosomen assoziiert ist und Aufgaben bei der
Proteintranslation übernehmen kann (Auth and Brawerman, 1992; Sato et al., 1999). Es wurde auch die Existenz dieses
Proteins im Kern diskutiert, wo sie bei der Aufrechterhaltung von Strukturen involviert sein soll (Kinoshita et al., 1998;
Sato et al., 1996).
[0009] Bei LRP/LR handelt es sich um ein multifunktionelles Protein, welches ausgehend von dem Genprodukt p40
zwei unterschiedliche Formen bilden kann, in verschiedenen Zellkompartimenten vorkommt und dort unterschiedliche
Funktionen ausübt. Die Aminosäuresequenz des 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptors ist hochkonserviert, mit einer hohen
Homologie bei Säugern (Rao et al., 1989). Durch eine Evolutionsanalyse der Aminosäuresequenz konnte gezeigt werden,
dass die palindromische Sequenz LMWWML verantwortlich für die Fähigkeit ist, Laminin zu binden. Diese Sequenz
liegt im PrPbindenden Bereich des 37 kDa LRP (Ardini et al., 1998; Hundt et al., 2001; Rieger et al., 1997).
[0010] Es scheint, dass das ribosomale Protein p40, das zunächst nicht die Fähigkeit besaß Laminin zu binden (Auth
and Brawerman, 1992), im Laufe der Evolution durch Aminosäureaustausch und Einführung won posttranslationalen
Veränderungen zu einem lamininbindenden Zelloberflächenprotein evolvierte, welches auch Elastin (Hinek et al., 1988;
Salas et al., 1992) und Kohlenhydratketten (siehe beispielsweise Ardini et al., 1998; Mecham, 1991; Rieger et al., 1999)
binden kann.
[0011] Die Lamininrezeptorfamilie ist in vielen eukaryotischen Zellen hochkonserviert (Keppel and Schaller, 1991;
Wewer et al., 1986) und kann auch in Archaea gefunden werden (Ouzonis et al., 1995). Der 37 kDa LRP fungiert als
Rezeptor für das Venezuelanische Equine Enzephalitis Virus auf Moskitozellen (Ludwig et al., 1996), während die 67
kDa Form offensichtlich als Rezeptor für das Sindbis Virus dienen kann (Wang et al., 1992).
[0012] Hinsichtlich der der Umwandlung der 37 kDa Form in das 67 kDa Protein zugrundeliegenden Prozesse ist
bekannt, dass beide Proteine aus der 37 kDa Komponente bestehen, wobei mehrere Vorschläge gemacht wurden, die
größere Masse-des reifen Proteins zu erklären. Homodimerisierung des 37 kDa Proteins, wie auch die Bindung einer
anderen Komponente wurden diskutiert (Castronovo et al., 1991; Landowski et al., 1995). Andere Studien jedoch schla-
gen ein durch Fettsäuren stabilisiertes Heterodimer vor (Buto et al., 1998). Kürzlich wurde gezeigt, dass der 67 kDa
Lamininrezeptor auch auf aktivierten humanen T-Lymphozyten vorkommt und dort zusammen mit Integrinen eine starke
Affinität zu Laminin aufweist (Canfield and Khakoo, 1999).
[0013] Es ist jedoch festzuhalten, dass gegenwärtig der 37 kDa/67 kDa Polymorphismus nicht abschließend geklärt ist.
[0014] Der 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor ist durch mehrere Gene im Genom von Säugern vertreten. Beim Menschen
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sind es 26, bei der Maus 6 Kopien (Fernandez et al., 1991; Jackers et al., 1996b). Das Gen besteht aus sieben Exons
und sechs Introns, wobei es sich bei den meisten Genkopien wahrscheinlich um Pseudogene handelt (Jackers et al.,
1996a). Bei der Maus gibt es Hinweise, dass mindestens zwei der sechs Gene aktiv sind und sich auf Chromosom 9
befinden (Douville and Carbonetto, 1992; Fernandez et al., 1991). Mit Hilfe von TRIBE-MCL, ein Algorithmus zur Detektion
von Proteinfamilien (Enright et al., 2002), wurden fünf LRP-Gene bei der Verwendung des Programms zum Screening
der aktuellen Maus Genom Sequenz Datenbank (www..ensembl.org) identifiziert. Interessanterweise wurde kürzlich
gezeigt, dass sich auf Chromosom 9 möglicherweise Genloci befinden, welche die Inkubationszeit von Prionenerkran-
kungen bei Mäusen beeinflussen (Stephenson et al., 2000).
[0015] Das Gen, das für den 37 kDa LRP codiert, ist in vielen verschiedenen Spezies identifiziert worden, wie Sac-
charomyces cerevisiae (Davis et al., 1992), Arabidopsis thaliana (Garcia-Hemandez et al., 1994), Drosophila melano-
gaster (Melnick et al., 1993), dem Seeigel Urechis caupo (Rosenthal and Wordeman, 1995), Chlorohydra veridissima
(Keppel and Schaller, 1991), Candida albicans (Lopez-Ribot et al., 1994) und dem Archaebakterium Haloarcula maris-
mortui (Ouzonis et al., 1995) und den Säugern (siehe beispielsweise Gauczynski et al., 2001a; Leucht and Weiss, 2002;
Rieger et al., 1999).
[0016] Aus der WO 98/53838 sowie aus einer späteren Publikation (Leucht et al., 2003) ist bekannt, dass der poly-
klonale LRP-Antikörper W3 die PrPSc-Vermehrung in kultivierten neuronalen Zellen verhindert. Dies zeigt, dass generell
Antikörper gegen 37kDa LRP/67 kDa LR die Prionenvermehrung zumindest in Zellkultur vollständig unterdrücken kön-
nen. Interessanterweise blieben die Zellen auch dann frei von PrPSc (Leucht et al., 2003), wenn nach Weiterkultivierung
für weitere zwei Wochen kein LRP/LR-Antikörper zugegeben wurde. Dies zeigt, dass generell LRP/LR-Antikörper in der
Lage sind, Prion-infizierte Zellkulturen von einer Prioninfektion vollständig zu heilen.
[0017] Weiterhin ist aus der EP-A-1 127 894 bekannt, dass LRP/LR-Antikörper diagnostisch zur Erkennung von
Prionerkrankungen eingesetzt werden können, da der LRP/LR-Spiegel in Geweben von mit Scrapie infizierten Nagern
erhöht ist.
[0018] Polyklonale Antikörper gegen LRP/LR, die in der WO 98/53838 und der EP-A-1 127 894 beschrieben sind,
besitzen jedoch den Nachteil, dass sie nur schwierig zu selektieren sind, sehr groß sind und eine hohe Immunogenität
zeigen. Diese Antikörper stehen im Gegensatz zu Single-chain-Antikörpern, welche in grossen Mengen in E.coli syn-
thetisiert werden können, nur in begrenztem Umfang zur Verfügung.
[0019] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es folglich, neue monoklonale Antikörper, welche spezifisch LRP/LR
erkennen, bereitzustellen, die leicht zu selektieren sind, sich durch eine geringe Größe auszeichnen und eine geringe
Immunogenität aufweisen.
[0020] Gegenstand eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-Antikörpermolekül, welches
spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst.
[0021] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-Antikörpermolekül, wel-
ches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst.
[0022] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist eine cDNA, die für das Antikörpermolekül
mit der Bezeichnung S 18 codiert, welches gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.1
umfasst.
[0023] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist eine cDNA, die für das Antikörpermolekül
mit der Bezeichnung N3 codiert, welches gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.3 umfasst.
[0024] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Replikations- oder Expressionvektor,
der die erfindungsgemäße cDNA trägt. Die Vektoren können beispielsweise Plasmid-, Virus- oder Phagenvektoren sein,
die einen Replikationsursprung und gegebenenfalls einen Promotor für die Expression der cDNA und gegebenenfalls
einen Regulator des Promotors umfassen. Der Vektor kann ein oder mehrere selektierbare Markergene, beispielsweise
das Ampicillinresistenzgen, enthalten. Der Vektor kann in vitro, beispielsweise zur Produktion von RNA entsprechend
der cDNA oder zumTransfizieren einer Wirtszelle verwendet werden. Als Vektoren eignen sich beispielsweise virale
Vektoren (Lentiviren, Adenoviren, Adeno-associated Viren (AAV)).
[0025] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfmdung sind Wirtszellen, die mit den Vektoren für die
Replikation und Expression der erfindungsgemäßen cDNA, einschließlich der cDNA, die die Nukleotidsequenz SEQ ID
Nr. 1 oder 3 oder den offenen Leserahmen hiervon umfasst, transformiert sind. Die Zellen sind so gewählt, dass sie mit
dem Vektor kompatibel sind. Beispiele hierfür sind Bakterien-, Hefe-, Insektenzellen oder Säugerzellen, insbesondere
E.coli-Zellen oder Säugerzellen.
[0026] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Anti-
körpermoleküls, das ein Kultivieren von Wirtszellen gemäß der vorliegenden Erfindung unter zur Expression eines
erfindungsgemäßen Antikörpermoleküls wirksamen Bedingungen umfasst.
[0027] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische Zusammensetzungen,
die ein erfindungsgemäßes Antikörpermolekül in Verbindung mit einem pharmazeutisch akzeptablen Verdünnungsmittel
und/oder Träger umfassen.
[0028] In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform eignet sich die oben genannte pharmazeutische Zusammen-
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setzung zur Behandlung von Prionerkrankungen.
[0029] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind diagnostische Zusammensetzungen, die
ein erfindungsgemäßes Antikörpermolekül in Verbindung mit einem akzeptablen Verdünnungsmittel und/oder Träger
umfassen.
[0030] Das oben beschriebene Antikörpermolekül umfasst auch solche, bei denen ein Teil ihrer Aminosäuresequenz
fehlt (d.h. ein Antikörpermolekül, das lediglich die essentielle Sequenz zur Entfaltung der biologischen Aktivität der in
SEQ ID Nr. 2 oder 4 angegebenen Aminosäuresequenz umfasst), solche, bei denen ein Teil ihrer Aminosäuresequenz
durch andere Aminosäuren ersetzt ist (d.h. bei denen eine Aminosäure durch eine Aminosäure ähnlicher Eigenschaft
ersetzt ist) und solche, bei denen andere Aminosäuren an bzw. in einen Teil ihrer Aminosäuresequenz addiert bzw.
inseriert sind.
[0031] Abb. 1 zeigt die schematische Darstellung eines single chain (Einzelkettenantikörpers) scFv im Vergleich zum
die volle Länge aufweisenden Antikörper, bestehend aus Fab- u. Fc-Teil. Der scFv besteht aus einem Teil der schweren
Kette (VH). und einem Teil der leichten Kette (VL). Beide Teile stammen aus dem Fab Teil eines Antikörpers, welche
für die Antigenerkennung zuständig ist. VH und VL sind durch einen Linker (YOL) verbunden.
[0032] Abb. 2 zeigt schematisch die naïve scFv Bank, welche zum Screening der scFv Antikörper gerichtet gegen
GST::LRP verwendet wurde. Die naïve Bank enthält etwa 2 x 109 Klone und wurde durch die Kombination der kodierenden
Regionen für die schweren (VH) und leichten Ketten (VL) nach PCR Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder
PBLs (Periphere Blutlymphozyten) generiert.
[0033] Abb. 3 zeigt schematisch die synthetische scFv Bank bestehend aus selektierten Frameworks mit guten Fal-
tungseigenschaften und hohen Expressionsraten und enthaltend randomisierte Sequenzen in ihren CDR3 Regionen.
Die Bank enthält etwa 1 x 109 Klone.
[0034] Abb. 4 zeigt schematisch das Screening-Verfahren über Phage-Display. Bei diesem Verfahren werden die in
Abb. 2 und Abb. 3 dargestellten naiven oder synthetischen scFv Banken eingesetzt. Das in der WO 98/53838 beschrie-
bene Antigen GST::LRP wurde auf Polystyrol-Tubes immobilisiert. Nur Phagen, welche scFv präsentieren, welche GST::
LRP binden, werden selektiert. Unspezifisch gebundene Phagen werden weggewaschen. Es folgt eine Amplifikation
dieser Phagen, wobei diese über drei aufeinanderfolgende Selektionsrunden angereichert werden.
[0035] Abb. 5 zeigt einen ELISA von periplasmatischen. Rohextrakten von Klonen erhalten nach drei Selektionsrunden
aus der naiven scFv Bank. Die Extrakte wurden an rekombinanten GST::LRP Fusionsprotein getestet. Das Ergebnis
ist in Abb. 7 tabellarisch dargestellt. K = nur Sekundärantikörper.
[0036] Abb. 6 zeigt einen ELISA von periplasmatischen Rohextrakten von Klonen erhalten nach drei Selektionsrunden
aus der synthetischen scFv Bank. Die Extrakte wurden an rekombinanten GST::LRP Fusionsprotein getestet. Das
Ergebnis ist in Abb. 7 tabellarisch-dargestellt. K = nur Sekundärantikörper.
[0037] Abb. 7 stellt das Ergebnis der ELISAs aus Abb. 5 und 6 schematisch zusammen. 32 aus 48 Klonen (66%) im
Falle der naiven Bank (Abb. 5) und 25 aus 47 Klonen (53%) aus der synthetischen Bank zeigten positive Signale. Es
wurde weiterhin eine Retestung von 13 Klonen aus der naiven und 6 Klonen aus der synthetischen Bank auf GST (ohne
Fusionspartner) durchgeführt. GST wurde nicht erkannt, was darauf schliessen lässt, dass die scFvs nur den LRP-Teil
des Fusionsproteins erkennen. Eine Restriktionsanalyse der cDNAs der 13 Klone aus der naiven Bank mit BstNI zeigte,
dass 10 Klone identisch waren (10/13). Ein weiterer Klon wurde zweimal identifiziert (2/13). Ein Klon (N37) ergab ein
individuelles Restriktionsmuster.
[0038] Abb.8 zeigt die Detektion von rekombinantem GST::LRP durch individuelle Klone selektiert aus der syntheti-
schen (S) und naiven (N) scFv Bank. Ausgewählte Klone, welche über ELISA identifiziert wurden (Abb.5 u.6) wurden
im Western Blot getestet. In jeder Spur wurde eine Mischung von rec. GST und GST::LRP exprimiert im Baculovirus-
system auf einem 12%igen SDS-PA-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet.
Die einzelnen Spuren des Blots wurden ausgeschnitten und die einzelnen Streifen mit periplasmatischen Extrakten der
selektierten individuellen scFvs aus der naiven und synthetischen Bank oder respektiven Kontrollen inkubiert. Das
polyklonale anti-LRP Antiserum W3 bekannt aus WO 98/53838 wurde mit einem polyklonalen Ziege anti-Rabbit (Hase)
HRP-Konjugat (Dianova) detektiert. Die scFvs wurden mit einem monoklonalem Maus-anti-penta-Histidin Antikörper
(Qiagen) gefolgt von einem Ziege Anti-Maus HRP-Konjugat (Dianova) detektiert. Anti-rabbit-HRP: nur Ziege-anti-Hase
Konjugat. Anti-His: monoklonalerMaus anti Histidine Antikörper mit einem weiteren Ziege Anti Maus HRP Konjugat.
Anti-Maus-HRP: nur Ziege anti-Maus-HRP Konjugat. MluC5: monoklonaler anti-LRP Antikörper, welcher in der Western
Blot Analyse nicht funktioniert.
[0039] Die scFvs N3, sowie S 18 und S23 lieferten starke Signale. Keiner der scFv Antikörper erkannte rec. GST,
was zeigt, dass alle scFvs den LRP Teil erkennen.
[0040] Abb.9 zeigt den Nachweis von LRP/LR auf der Oberfläche und intrazellulär von N2a Zellen. Oberfläche: Die
Zellen wurden inkubiert mit 100 Pg/ml anti-LRP Antiserum W3 (WO 98/53838), dann mit dem FTTC-konjugierten Ziege-
anti-Hase IgG.
scFv anti-LR/LRP N3 und S18 wurden mit jeweils 18 Pg/ml eingesetzt und detektiert mit monoklonalem anti-His-Anti-
körper (1:20;Dia900) gefolgt von FITC-konjugiertem Ziege-anti-Maus IgG.
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Intrazellulär: Die Zellen wurden fixiert mit 3% Paraformaldehyd, und inkubiert mit 50 mM NH4Cl/20 mM Glycin vor der
Anfärbung mit den oben beschriebenen Antikörpern mit folgender Veränderung: alle Wasch- und Inkubationsschritte
wurden bei Raumtemperatur in einem 0.1 % Saponin haltigen Puffer ausgeführt. Die scFv-Antikörper wurden jeweils
zu Konzentrationen 9 Pg/ml eingesetzt.
[0041] Abb. 10 zeigt den Nachweis von LRP/LR auf der Oberfläche und intrazellulär von Jurkat Zellen (humane,
periphere Blutleukämie-T-Zellen). Die verwendeteten Antikörper, Sekundär und Tertiärantikörper entsprechen den in
der Legende von Abb. 9 beschriebenen. Die verwendete Methode entspricht der in Abb. 9 beschriebenen ausser, dass
Jurkat-Zellen verwendet wurden.
[0042] Abb. 11 zeigt den Nachweis von rekombinantem LRP::FLAG bzw. endogenem LRP/LR in Baby-Hamster Kidney
Zellen (BHK) transfiziert mit SFV1-huLRP-FLAG bzw. SFV1-mo-LRP::FLAG. BHK-Zellen wurden auf dem Fachmann
auf dem Fachgebiet bekannte Weise entweder nicht (n.t.) oder mit den rek. Semliki-Forest-Virus (SFV) RNAs SFV1-
huLRP-FLAG bzw. SFV1-moLRP::FLAG transfiziert. Die Methode der Herstellung rec. SFV RNA, der Transfektion sowie
der Analyse durch Western Blotting oder Immunofluoreszenz (Abb.12) oder FACS (Abb.13) wurden bereits beschrieben
(Gauczynski et al., 2002; Gauczynski et al., 2001b). 24 h post Transfektion wurden Gesamtzellextrakte durch Western
Blotting analysiert. Die Gesamtzellextrakte wurden auf einem 12 % igen PA-Gel aufgetrennt, danach die Proteine auf
PVDF-Membran geblottet. Als Primärantikörper wurden die scFvs S18 (C) und N3 (A) (Verdünnung jeweils 1:1000)
eingesetzt, als Sekundärantikörper Maus-anti-c-myc (1:1000) als Tertiärantikörper anti-Maus-HRP (horse raddish-per-
oxidase) gekoppelt. Als Kontrolle wurde der anti-LRP Antikörper mLRP43512 (A), sowie eine antimouse-IgG-HRP ge-
koppelter Sekundärantikörper verwendet. Als Ladungskontrolle wurde der ß-Actin Spiegel bestimmt. Dazu wurde ein
anti-ß-actin Antikörper (Chemicon) eingesetzt. Nachweis erfolgte durch Chemiluminescenz (Westem Lightning, NEN).
Die svFvS18 und N3 erkennen spezifisch das rec. LRP::FLAG. S18 und N3 erkennen endogenes LRP (B,C). N3 erkennt
endogenen LR (67 kDa) (B).
[0043] Abb. 12. Immunofluoreszenz-Analyse von LRP/LR in BHK Zellen transfiziert mit rekombinater SFV RNA. BHK-
Zellen wurden wie in Abb. 11 beschrieben nicht-transfiziert oder mit den rec. SFV RNAs SFV-1-muLRP-FLAG und SFV-
1-huLRP-FLAG transfiziert. Die scFv Antikörper S18 und N3 sowie der aus der WO 98/53838 bekannte W3 Antikörper
wurden jeweils 1: 100 eingesetzt. Für S18 und N3 wurde ein Anti-c-myc-FITC gekoppelter Sekundärantikörper jeweils
1:500 eingesetzt. Für W3 wurde ein anti-rabbit-Cy2 gekoppelter Antikörper (1:500) eingesetzt. Als Kontrolle wurde nur
der Sekundärantikörper anti-c-myc-FITC (1:500) eingesetzt. Der Nucleus wurde mit DAPI gefärbt. Diese Färbung ist in
der Abb. nicht zu sehen. Zellen wurden mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden nicht permeabilisiert, was
Zelloberflächen-Färbung garantiert. Die Abb. zeigt, dass die scFv S18 und N3 LRP::FLAG an der Oberfläche der trans-
fizierten Zellen detektieren. Beide scFv S18 und N3 sind auch in der Lage endogenes LRP zu detektieren (2. u. 3. Linkes
Bild von oben).
[0044] Abb. 13 zeigt ein FACS-Analyse von BHK-Zellen, welche nicht transfiziert oder mit den rekombinanten SFV-
RNAs SFV-1-huLRP-FLAG bzw. SFV-1-muLRP-FLAG transfiziert wurden. ScFVS18 und N3 wurden in der Konz. 18
Pg/ml, der W3 Antikörper und der Anti-Galectin-3 Antikörper mit 100 Pg/ml eingesetzt. Sekundärantikörper: anti-c-myc-
FITC gekoppelt für S 18 und N3, anti-rabbit-Cy2 für W3 und anti-Maus-Cy2 gekoppelt für anti-gal3 Antikörper (Verdünnung
der Sekundärantikörper 1:500). Zellen wurden nicht permeabilisiert, was Zelloberflächenfärbung garantiert. Die Abbil-
dung zeigt, dass scFv S18 und N3 LRP::FLAG auf der Zelloberfläche lebender Zellen nachweisen können.
[0045] Abb. 14 zeigt den Nachweis eines erhöhten LR Spiegels in der Leukozytenfraktion des Blutes von Rindern,
welche an BSE erkrankt sind im Western Blot durch den ScFv S18. Die Blutproben (500 Pl) von an BSE erkrankten
Rindern sowie gesunden Rindern wurden 1: 1 mit 1 x SSC gemischt, Zentrifugation bei 4000 rpm/10 min. Abnahme des
Überstands, Pellet in 1 x SSC resuspendieren, erneut zentrifugieren und Überstand abnehmen. Pellet so lange waschen
bis Pellet weiß ist. Das weiße Leukozytenpellet wird in 100 Pl TBS resuspendiert. Die Leukozyten werden auf einem
12.5 %igen PA-Gel analysiert. Als Kontrolle wird GST::LRP aus dem Baculovirusexpressionssystem aufgetragen. Die
Proteine werden auf PVDF-Membran geblottet und mit dem scFv Antikörper S18 (1:1000; etwa 2 Pg/ml) sowie als
Kontrolle zur Detektion des ß-Actin-Spiegels mit einem anti-ß-Actin-Antikörper (Chemicon) abgegriffen. Für scFv S18:
Sekundärantikörper, anti-c-myc (1:1000), Tertiärantikörper Ziege-anti-Maus-IgG-HRP gekoppelt (1:5000). GST::LRP
wurde über den W3 Antikörper, Sek. Antikörper anti-rabbit-IgG-HRP gekoppelt. Die Abbildung zeigt einen erhöhten LR-
Spiegel in der Leukozytenfraktion von an BSE leidenden Rindern.
[0046] Abb.15 zeigt den Nachweis eines erhöhten LR-Spiegels in der Cerebrosinalflüssigkeit (CSF; Liquor) von an
BSE erkrankten Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Es wurden gleiche Proteinmengen aufgetragen. Als
Positivkontrolle wurde GST::LRP (rec. aus Baculovirussystem) aufgetragen. Gesamtliquor wurde auf einem 12.5 %igem
PA-Gel aufgetrennt und auf PVDF Membran geblottet. ScFv S18 und N3 jeweils 1:1000 verdünnt (je ca. 2 Pg/ml),
Sekundärantikörper Maus-anti-c-myc (1:1000), Tertiäraritikörper Ziege-anti-Maus-IgG-HRP gekoppelt. Nachweis über
Chemilumineszenz. Die Abbildung zeigt einen erhöhten LR-Spiegel detektiert durch scFv S18 und N3 in der CSF von
an BSE erkrankten Rindern.
[0047] Abb.16 zeigt schematisch, dass scFv S18 und N3 die Bindung und Internalisierung von exogenem getaggten
PrPc verhindern können. Die Abb. zeigt einen möglichen Wirkmechanismus der svFv S18 und N3, nämlich der Blockie-
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rung der Aufnahme der zellulären Form des Prionproteins.
[0048] Abb. 17 zeigt schematisch, dass zu mit Scrapie infizierten Zellen gegebene scFv Antikörper S18 und N3 die
Zellen von einer Scrapie-Infektion heilen können (Therapeutischer Wirkmechanismus).
[0049] Abb. 18 zeigt schematisch eine prophylaktische Wirkungsweise der scFv S18 und N3. Werden beide Antikörper
zu nicht-infizierten Zellen gegeben, verhindern sie, dass die Zellen mit Scrapie infiziert werden können (Prophylaktischer
Wirkmechanismus).
[0050] Abb. 19 zeigt schematisch die therapeutische in vivo-Anwendung der scFv Antikörper S18 und N3 im Tier
(Passiver Antibody Transfer). (A) Die Antikörper werden zunächst in gesunde Tiere vorzugsweise Mäuse oder Hamster
injiziert vorzugsweise intraperitoneal, um mögliche spezifische und nichtspezifische (d.h. Entzündungsantwort) Neben-
effekte der Antikörper zu detektieren. (B) Die scFv Antikörper S18 und N3 werden dann zu verschiedenen Zeitpunkten
nach einer PrPSc Inokulation - vorzugsweise ein Tag nach der PrPSc-Inokulation mit der intraperitonealen Applikation
begonnen. Weiterhin werden die Antikörper nach folgendem Protokoll wiederholt appliziert: Eine initiale Dosis von jeweils
200 Pg der S18 und N3 Antikörper wird intraperitoneal (i.p.) injiziert in vorzugsweise C57/BL6 Mäuse ein Tag nach
intraperitonealer Inokulation mit einem Prion-Stamm vorzugsweise dem BSE Stamm 6PB1. Es folgen i.p. Injektionen
zweimal pro Woche mit 100 Pg der scFv S18/N3 für weitere vorzugsweise acht Wochen. Ein Teil der Tiere wird 90 Tage
p.i. getötet und auf PrPSc Anwesenheit biochemisch untersucht. Ein anderer Teil der Tiere wird entweder zum terminalen
Stadium einer TSE-Erkrankung untersucht oder falls keine Symptome auftraten am Ende der Lebenszeit.
[0051] Abb. 20 zeigt den Gentherapie- und Zelltherapie-Ansatz zur Behandlung von Prionerkrankungen mit Hilfe der
scFv Antikörper S18 und N3. Der Gentherapeutische Ansatz verwendet virale Vektoren vorzugsweise AAV, um Gene,
welche für S18 und N3 kodieren, in Tiere oder Menschen zu transferieren. Der zelltherapeutsiche Ansatz erfolgt durch
Transplantation von enkapsulierten Zellen, welche die scFv Antikörper S18 und N3 sezernieren. Beide Ansätze werden
in den nachfolgenden Abbildungen näher erläutert.
[0052] Abb.21 zeigt die Anwendung rekombinanter AAV Viren, welche scFv S 18/N3 exprimieren können, an mit
Scrapie infizierten Zellen. Die Infektion von mit Scrapie infizierten neuronalen Zellen mit rekombinanten S18/N3 expri-
mierenden AAV Viren sollen diese Zellen von Scrapie heilen.
[0053] Abb.22 zeigt den gentherapeutischen Ansatz mit rekombinanten AAV Viren, welche S18/N3 exprimieren, in
vivo in Säugetieren (einschliesslich dem Menschen) vorzugsweise Mäusen. (A) Nach Injektion der rekombinanten AAV
Viren direkt ins Gehirn von gesunden Tieren, wird die Expression der scFV Antikörper S18 und N3 durch Western Blot
Analyse der Gehrinfraktionen überprüft. (B) Mäuse werden vor, während oder nach einer PrPSc Inokulation mit rekom-
binanten S18/N3 exprimierenden AAV Viren injiziert. Eine Verzögerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Mäuse
wird durch psychomotorische Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.
[0054] Abb.23 zeigt die Klonierung und Expression/Sekretion von scFv Antikörper S18 und N3 von neuronalen Zellen
und schematisch von Muskelzellen. (A) Die cDNA, welche für S18 und N3 kodiert wird über die Restriktionsstellen
HindIII/NotI in den Sekretionsvektor pSecTag2B kloniert. (B) Neuronale Zellen werden mit rec. pSecTag2B, welcher
S18 und N3 kodiert, transfiziert. (C) Transfizierte Zellen zeigen 24 Stunden post transfektion (p.t.) die Expression und
Sekretion von S18 und N3 durch Western Blotting (1. Antikörper: anti-c-myc; 2. Antikörper: anti-Maus-IgG-HRP konjugiert.
Detektion über Chemilumineszenz). Die Abbildung zeigt, dass die scFv S18 und N3 von N2a Zellen sezerniert werden
können.
[0055] Abb. 24 zeigt die Anwendung S18/N3 sezernierender ScN2a Zellen. Nach Transfektion Scrapie propagierender
Zellen sollen diese von PrPSc geheilt werden.
[0056] Abb. 25 zeigt schematisch die Zelltherapie durch scFv S18/N3 sezernierende Zellen vorzugsweise Muskelzellen
oder neuronale Zellen, BHK Zellen oder NIH3T3 Zellen, welche enkapsuliert sind und in das Gehirn von Säugetieren
einschliesslich dem Menschen transplantiert werden. Durch die Sekretion der scFv S 18/N3 soll die Prion-Propagation
im Gehirn des Organismus gestoppt werden.
[0057] Abb. 26 zeigt die Epitop-kartierung der scFv S 18/N3 Antikörper.
[0058] Abb. 27 zeigt eine schematische Darstellung der Epitop-kartierung der scFv S18/N3 Antikörper.

Verzeichnis der Abkürzungen:

[0059]

Ab = Antikörper
AAV = Adeno-Associated-Virus

BHK = Baby Hamster Kidney Zellen
BSE = bovine spongiforme Enzephalopathie
BSE+ = Rind, welches an BSE erkrankt ist
BSE- = Rind, welches gesund ist
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CDR1/2/3 = complementary determining region 1/2/3
(s/f/nv) CJD = (sporadic/familial/new variant) Creutzfeldt-Jakob-Disease

c-myc = Epitop aus dem korrespondierenden Oncogen
CMV = Cytomegalovirus
CWD = Chronic wasting disease
cy2 = 4’-6-diamidine-2-phenylindole
dsRed = Red Fluorescence protein
eGFP = enhanced Green Fluorescence Protein
ELISA = Enzym Linked Immunoabsorbant Assay
Fab = Antigenbindestelle eines Antikörpers
Fc = konstante Region eines Antikörpers
FFI = fatal familial insomnia
FITC = fluorescein isothiocyanat
FLAG = Polypeptid bestehend aus den acht Aminosäuren DYKDDDDK
GSS = Gerstmann-Sträussler-Scheinker Syndrom
GST = Glutathion-S-Transferase
GST::LRP = Fusion aus GST (N-terminal) mit LRP (C-terminal)
Igκ = κ-Kette der Immunglobulin
i.p. = intraperitoneal
Jurkat-Zellen = humane, periphere Blutleukämie-T-Zellen
N1-47 = scFv Antikörper selektiert aus der naiven scFv Bank
His = Histidin
HRP = Horse Raddish Peroxidase
Linker = Aminosäuresequenz, welche zwei Proteindomänen verbindet
LR = 67 kDa Form des Lamininrezeptors (high affinity Lamininrezeptor)
LRP = Lamininrezeptor Precursor
Mr(K) = Molekulargewichtsstandard in kDa
pIII = Phagenhüllprotein
polyHis: Polypeptid bestehend aus sechs Histidin-Resten
PrPc = zelluläre Form des Prionproteins
PrPSc = Scrapie-Form des Prionproteins
S1-47 = scFv Antikörper selektiert aus der synthetischen scFv Bank
(Sc)GT1 = (scrapie infizierte) hypothalamic neuronal cells
(Sc)N2a = (scarpie infizierte) Neuroblastomzellen
W3 = Antikörper W3 gerichtet gegen LRP/LR, polyklonal
scFv = single chain Antikörper der variablen Region bestehend aus VL und VH verbunden durch einen Linker
scFv N3 = single chain Antikörper N3 selektiert aus der naiven scFv Bank
scFv S 18 = single chain Antikörper S 18 selektiert aus der synthetischen scFv Bank
SFV = Semliki-Förest-Virus
TSE = transmissible spongiforme Enzephalopathie
VL = Leichte Kette der variablen Region eines Antikörpers
VH = schwere Kette der variablen Region eines Antikörpers

[0060] Gegenstand eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-Antikörpermolekül, welches
spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst.
[0061] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain-Antikörpermolekül, wel-
ches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst.
[0062] In einer bevorzugten Ausführungsform handelt es sich bei dem erfindungsgemäßen Antikörpermolekül um ein
solches mit der Bezeichnung S 18, das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr. 2 aufweist.
[0063] In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform handelt es sich bei dem erfindungsgemäßen Antikörpermolekül
um ein solches mit der Bezeichnung N3, das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr. 4 aufweist.
[0064] Die erfindungsgemäßen Single-chain-Antikörper (scFv) bestehen aus einer Fusion der variablen schweren
Ketten (VH) und der variablen leichten Ketten (VL) eines Antikörpermoleküls. Beide Ketten sind über einen Peptidlinker
(YOL) verbunden. ScFvs, welche aus den scFv-Bibliotheken stammen, tragen ein C-terminales Histidin-Tag, welches
sowohl zur Detektion des scFv als auch zu dessen Reinigung über IMAC verwendet werden kann (Abb. 1 u. Abb. 2).
[0065] Antikörper gegen LRP/LR dienen auch als nützliche Werkzeuge zur Diagnostik von Krebserkrankungen und
können auch als Therapeutika in Krebserkrankungen eingesetzt werden. Die in der vorliegenden Anmeldung beschrie-
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benen Single-chain-Antikörper, vorzugsweise die Antikörpermoleküle mit der Bezeichnung S 18 und N3, können auch
zur Diagnostik und Therapie von Krebserkrankungen eingesetzt werden.
[0066] Abb. 10 zeigt die Zelloberflächenerkennung und. intrazelluläre Erkennung von LRP/LR auf Jurkat-Zellen (hu-
mane, periphere Blutleukämie-T-Zellen) durch die Single-chain-Antikörper S 18 und N3. Das Beispiel zeigt, dass die
erfindungsgemäß bevorzugten Antikörpermoleküle S 18 u. N3 zur Diagnose von Leukämie geeignet sein können. S18
und N3 können sich aus diesem Befund auch für die Diagnose anderer Krebserkrankungen eignen.
[0067] Solche Antikörper sind sowohl für die Diagnose wie auch zur Therapie von übertragbaren spongiformen Ence-
phalopathien (transmissible spongiform encephalopathies, TSE) äußerst geeignet. Deshalb eignen sich auch die hier
zum erstenmal beschriebenen Single-chain-Antikörper zur Diagnostik von Prionerkrankungen.
[0068] Die erfindungsgemäß bevorzugten Antikörpermoleküle mit der Bezeichnung S 18 bzw. N3 wurden aus kom-
plexen synthetischen und naiven Antikörperbanken mit Hilfe der Phagen-Display-Technologie unter Verwendung des
in der WO98/53838 beschriebenen GST::LRP Fusionsproteins als Selektionsantigen gewonnen.
[0069] Die zur Selektion der scFv-Antikörper verwendeten komplexen scFv-Banken enthielten zusammen etwa 3x109

individuelle Klone (die naïve Bank enthielt etwa 2 x 109 Klone, die synthetische Bank etwa 1 x 109 Klone). Die naïve
IgM Bank wurde durch die Kombination der kodierenden Regionen für die variablen schweren und leichten Ketten nach
PCR Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere Blutlymphozyten) generiert. Zur Herstellung
der synthetischen Bibliothek wurden humane scFv-Frameworks ausgewählt, welche sich durch gute Faltungs- und
Expressionseigenschaften auszeichnen. Die CDR3-Sequenzen der VH-Kette wurden randomisiert.
[0070] Die Affmitätsselektion wurde mit jeder der beiden Banken an einem im Baculovirus-System exprimierten GST::
LRP Fusionsprotein durchgeführt. Die Herstellung des GST::LRP Fusionsproteins ist in der WO 98/53838-beschrieben.
[0071] Abb. 2 fasst schematisch die Generierung der 2 x 109 verschiedenen Klone für die naïve Bank zusammen.
Abb. 3 fasst die Generierung der synthetischen scFv Antikörperbank zusammen, welche eine Komplexität von 1 x 109

Klone aufweist.
[0072] Abb.4 fasst schematisch die Selektion von scFv Antikörpern zur spezifischen Bindung an GST::LRP zusammen.
[0073] Nach der dritten Selektionsrunde, wurden rohe periplasmatische Extrakte von 48 individuellen Klonen von
jeweils jeder Bank im ELISA bezüglich der Erkennung des rekombinanten Fusionsproteins GST::LRP getestet (Abb.5
und 6). 66% der individuellen Klone im Falle der naiven Bank und 53% im Falle der synthetischen Bank zeigten ein
positives Signal im ELISA (Abb.7).
[0074] Eine wiederholte Testung an rekombinantem GST ergab, dass alle Antikörper nicht GST erkannten, obwohl
als Antigen das GST::LRP Fusionsprotein verwendet wurde (Abb.7).
[0075] Eine Restriktionsanalyse der für die scFv kodierenden DNAs mit BstNI identifizierte einen Klon aus der naiven
Bank als hoch angereichert (Abb.7). Die CDR3 Sequenzen der Klone, welche von der synthetischen Bank angereichert
wurden, ergaben zwei verschiedene Konsensus-Sequenzen. Alle Klone wurden in einer Western-Blot-Analyse bezüglich
der Erkennung des rekombinanten GST::LRP Fusionsproteins getestet (Abb.8). Als Kontrolle wurde GST in jeder Spur
zugesetzt, was zeigte, dass keiner der Klone GST erkannte (Abb.8).
[0076] Zwei Klone mit der Bezeichnung N3 (aus der naiven Bank) und S18 (aus der synthetischen Bank) wurden
aufgrund der stärksten Anreicherung zur weiteren Affinitätsreinigung an einer Cu2+-Chelat-Säule ausgewählt.
[0077] Der Single-chain-Antikörper mit der Bezeichnung S 18 wird auf cDNA Ebene von der DNA-Sequenz SEQ ID
Nr. 1 kodiert.
[0078] Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-S18 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder Weg
1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15962 am 02.10.2003 hinterlegt. Nach Transformation in E.coli
XL1-Blue ist die Produktion des scFv Antikörpers S 18 möglich.
[0079] Der Single-chain-Antikörper mit der Bezeichnung S18 zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 2.
[0080] Der Single-chain-Antikörper mit der Bezeichnung N3 wird auf cDNA Ebene von der DNA-Sequenz SEQ ID Nr.
3 kodiert.
[0081] Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder Weg
1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15961 am 02.10.2003 hinterlegt. Nach Transformation in E.coli
XL1-Blue ist die Produktion des scFv Antikörpers N3 möglich.
[0082] Der Antikörper mit der Bezeichnung N3 zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 4.
[0083] In einer weiteren Ausführungsform gemäß der vorliegenden Erfindung sind die erfindungsgemäßen Antikör-
permoleküle an einer oder mehreren Positionen weiter modifiziert, um die Stabilität zu erhöhen und/oder um ihre bio-
chemischen und/oder biophysikalischen Eigenschaften zu verändern.
[0084] Die beiden Single-chain-Antikörper S18 und N3 wurden in verschiedenen biochemischen und zellbiologischen
Systemen bezüglich spezifischer LRP/LR Erkennung getestet.
[0085] Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden durch Fluorescence-Activated Cell Scanning (FACS) mit Hilfe der
LRP/LR spezifischen Antikörper W3 (polyklonal) aus der WO 98/53838 und der scFv Antikörper S18 und N3 auf Zell-
oberflächenexpression von LRP/LR getestet. N2a Zellen stellen das ideale Zellsystem für die Propagation von Prionen
dar. Abb. 9 zeigt den Nachweis von LRP/LR durch die scFv Antikörper S18 und N3 auf der Oberfläche von N2a Zellen.
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Dies zeigt, dass beide Single-chain-Antikörper S18 und N3 LRP/LR auf der Oberfläche von N2a Zellen spezifisch
erkennen.
[0086] Der 37 kDa/67 kDa LRP/LR ist auf Tumorgewebe stark exprimiert. Beispielsweise auf der Oberfläche meta-
stasierenden Tumorzellen (Coggin et al., 1999; Rohrer et al., 2001). Abb. 10 zeigt den Nachweis des 37 kDa/67 kDa
LRP/LR in und auf der Oberfläche von Jurkat-Zellen mit Hilfe der scFv Antikörper S 18 und N3. Jurkat Zellen stellen
humane, periphere Blutleukämie-T-Zellen dar. Dies demonstriert, dass die hier beschriebenen Single-Chain-Antikörper
in der Lage sind, LRP/LR auf Tumorzellen zu erkennen und zeigt, dass die bevorzugten erfindungsgemäßen Antikörper
mit der Bezeichnung S18 und N3 für die Diagnostik von Krebs geeignet sind.
[0087] Die hier beschriebenen scFv-Antikörper mit der Bezeichnung S18 und N3 sind in der Lage, rekombinanten
humanen und murinen 37 kDa/67 kDa LRP/LR in der Fusion mit einem am Carboxyterminus von LRP angehängten
FLAG-Tag in mit rerekombinanter Semliki-Forest-Virus-RNA transfizierten Baby Hamster Kidney Zellen (Baby-Hamster-
Nierenzellen) durch Western Blotting, Immunofluoreszenz und Fluoreszenz-activated Cell Scanning (FACS) zu erken-
nen. Dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet sind diese Methoden bekannt. Abb. 11 zeigt die Erkennung
des murinen und humanen 37 kDa LRP::FLAGs sowie der 67 kDa Form durch den scFv N3 und die Erkennung der 37
kDa LRP::FLAG Form durch den scFv S18 in BHK Zellen durch Western Blotting. Abb. 12 zeigt eine Oberflächenfärbung
humaner und muriner LRP/LR exprimierender BHK-Zellen mit Hilfe der scFv Antikörper S18 und N3. Der in der WO
98/53838 beschriebene polyklonale Antikörper W3 ist dazu ebenfalls in der Lage. Beide scFvs S18 und N3 erkennen
ebenfalls beide murine und humane LRP/LR Moleküle an der Oberfläche von transfizierten BHK-Zellen in der FACS-
Analyse (Abb. 13). Die gezeigten Beispiele demonstrieren, dass scFv S18 und N3 LRP/LR Moleküle hochspezifisch
erkennen. Die Tatsache, dass verschiedene LRP/LR Spezies von N3 und S 18 erkannt werden, ist auf die extrem starke
Konservierung des Proteins während der Evolution zurückzuführen (Ardini et al., 1998).
[0088] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind diagnostische Zusammensetzungen, die
ein erfindungsgemäßes Antikörpermolekül in Verbindung mit einem akzeptablen Verdünnungsmittel und/oder Träger
umfassen.
[0089] Die erfindungsgemäß bevorzugten scFv-Antikörper mit der Bezeichnung S18 und N3 können als diagnostische
Werkzeuge zur Erkennung von übertragbaren spongiformen Enzephalopathien eingesetzt werden. Die Antikörpermo-
leküle mit der Bezeichnung S18 erkennen in der Leukozyten-Fraktion des Blutes und die Antikörpermoleküle mit der
Bezeichnung S18 und N3 erkennen in der Cerebrospinalflüssigkeit ("Liquor") von an BSE erkrankten Rindern einen
erhöhten Spiegel der 67 kDa Form des Lamininrezeptors (Abb. 14 und 15). Beide scFv-Antikörper dienen als Werkzeuge
für einen sog. Surrogatmarker-Test für die Erkennung von BSE.
[0090] Im Gegensatz zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen LRP/LR Antikörper W3 sind die erfindungsgemäß
bevorzugt verwendeten Single-chain-Antikörper S18 und N3 spezifischer für LR und zeichnen sich aufgrund ihres mo-
noklonalen Ursprungs durch eine höhere Spezifität aus. Weiterhin können beide scFv in unbegrenzter Menge in E.coli
hergestellt werden, während der polyklonale Antikörper W3 nur in begrenzter Menge zur Verfügung steht.
[0091] In ähnlicher Weise können die erfindungsgemäß bevorzugt verwendeten Antikörpermoleküle mit der Bezeich-
nung S18 und N3 auch zur Diagnose von anderen TSEs als BSE, wie Scrapie beim Schaf, Chronic Wasting Disease
(CWD) bei Cerviden, nvCJD, sCJD, fCJD, Kuru, Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS) Syndrom und Fataler Familiärer
Insomnia (FFI) beim Menschen verwendet werden.
[0092] Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische Zusammensetzungen,
die ein erfindungsgemäßes Antikörpermolekül in Verbindung mit einem pharmazeutisch akzeptablen Verdünnungsmittel
und/oder Träger umfassen.
[0093] Die erfindungsgemäßen pharmazeutischen Zusammensetzung eignen sich zur Therapie von übertragbaren
spongiformen Enzephalopathien (TSEs). Unter TSEs werden alle bekannten Formen der TSEs verstanden. Der Vorteil
der erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle im Vergleich zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen polyklonalen W3
Antikörper bzw. anderen monoklonalen murinen Antikörpern gleicher Spezifität, liegt im humanen Ursprung der erfin-
dungsgemäßen Antikörpermoleküle und der damit verbundenen niedrigen Immunogenität. ScFv ohne Fc-Teil und hu-
manen Ursprungs sind in anbetracht der Therapie von Patienten, welche an einer TSE erkrankt sind, von großem Vorteil
wegen der potentiell geringeren Immunogenität.
[0094] Die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle können zur Verhinderung der Bindung und Internalisierung von
Prion-Proteinen an seinen 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor eingesetzt werden (siehe Abb. 16).
[0095] Ferner können die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle zur Behandlung von mit Scrapie infizierten Zellen,
wie ScGT1, ScN2a und anderen mit Scrapie infizierbaren Hirnzellen eigesetzt werden (Abb.17). Weiterhin können die
erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle auch zur Prävention eingesetzt werden (Abb.18). In dieser Ausführungsform
sollen sie den Ausbruch einer Prionerkrankung in Zellkultur verhindern.
[0096] In einer weiteren Ausführungsform können die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle in vivo im Tier einge-
setzt werden, um Tiere wie Nager (Hamster Mäuse) von einer Prion-Infektion bzw, einer übertragbaren spongiformen
Enzephalopathie zu heilen. Zunächst wie in Abb. 19 ausgeführt, werden mögliche Nebeneffekte der erfindungsgemäßen
Antikörpermoleküle evaluiert, indem die erfmdungsgemäßen Antikörpermoleküle in gesunde Mäuse oder Hamster inji-
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ziert werden. Die Injektion erfolgt subkutan oder direkt ins Gehirn. Dem Fachmann sind die verschiedenen Injektions-
möglichkeiten von Antikörpern in Säuger geläufig. Nebeneffekte (Nebenwirkungen) der Antikörper werden nach be-
stimmten Zeitpunkten post-injektionell bis zum Lebensende der Maus (ca. 800 Tage) verfolgt. In einer weiteren Ausfüh-
rungsform wie in Abb. 19 dargestellt, werden die erfindungsgemäßen Antikörper zu bestimmten Zeitpunkten nach einer
Inokulation der Nager mit PrPSc in die Nager injiziert. Eine eventuelle Verzögerung der Ausbruch einer TSE oder eine
Verhinderung eines TSE-Ausbruchs wird beobachtet durch die Analyse des Todeszeitpunktes, der PrPSc Akkumulation
(Gehirn + Milz) und durch Durchführung psychomotorischer Tests. Diese Methoden sind dem Fachmann auf dem
einschlägigen Fachgebiet bekannt.
[0097] Gegenstand eines-weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemäßen
Antikörper im Rahmen einer Gentherapie und Zelltherapie (Abb. 20). Der Gentherapieansatz führt die Gene, welche für
die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle kodieren, in den zu therapierenden Organismus ein. Mehrere Strategien
sind bisher zum Gentransfer in neuronale Zellen mit viralen Vektoren (Lentiviren, Adenoviren, Adeno-associated Viren
(AAV) verfolgt worden. Dabei war das Adeno-associated-Virus (AAV) System das vielversprechendste. AAV ist nicht-
pathogen und kann nicht-teilende Zellen wie Neurone infizieren. Der Gentransfer mit AAV ins zentrale Nervensystem
(ZNS) ist effizient und geschieht ohne Aktivierung der zellulären oder humoralen Immunantwort. Der Gentransfer mit
AAV wurde in verschiedenen Tiersystemen neurologischer Dysfunktionen erreicht, wie Parkinson’s disease (Kirik et al.,
2002; Mandel et al., 1997), Alzheimer’s disease (Klein et al., 2000), demyelining disease (multiple sclerosis) (Guy et al.,
1998), und gelang auch zur Behandlung von Hirntumoren (Ma et al., 2002).
[0098] In einer weiteren Ausführungsform können die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle im Gehirn durch re-
kombinante AAV-Viren exprimiert werden. Unter den AAV-Serotypen ist AAV2 der am höchsten adaptierte und trans-
duziert präferentiell neuronale Zellen. Ein AAV-Vektor, präferentiell ein AAV-2 Vektor, welcher für die erfindungsgemäßen
Antikörpermoleküle kodiert, wird verwendet, um hoch-titrige Virionen nach der Methode von Grimm zu produzieren
(Grimm et al., 1998). 293 Zellen (human embryonic kidney cell line) werden mit dem AAV-Vektor, welcher für ein
erfindungsgemäßes Antikörpermolekül kodiert, zusammen mit einem AAV-Helferplasmid (pDG) co-transfiziert, welches
die AAV Hüllprotein-Gene und weitere Adeno-associated Virus Gene exprimiert, welche für Helferfunktionen im Ver-
packen nötig sind. Mit Scrapie infizierte neuronale Zellen (ScGT1, ScN2a und weitere mit Scrapie infizierte Gehirnzellen)
werden mit rekombinanten AAV Viren, welche die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle exprimieren, infiziert, um zu
zeigen, dass die Viren die Zellen von Scrapie heilen können (Abb. 21). Die rekombinanten AAV-Viren werden dann in
das Gehirn von Mäusen vorzugsweise C57B16, injiziert (Abb.22). Die Expression der erfindungsgemäßen Antikörper-
moleküle wird zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion über Western Blot Analyse der Gehirnfraktion überprüft
(Abb.22A). Rekombinante AAV-Viren werden zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Inokulation mit PrPSc

injiziert (Abb.22B). Eine Verzögerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Mäuse wird durch psychomotorische
Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.
[0099] Gegenstand einer weiteren Ausführungsform der vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische Zusammen-
setzungen, die die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle produzierende Zellen umfassen, wobei die pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen geeignet sind, direkt ins Gehirn von Säugetieren eingebracht zu werden. Beispielsweise
kann es sich bei diesen pharmazeutischen Zusammensetzungen um Kapseln handeln, die die erfindungsgemäßen
Antikörper produzierende Zellen enthalten. Diese Zusammensetzungen dienen dazu, Säugetiere einschliesslich dem
Menschen zu therapieren, welche an einer TSE erkrankt sind. Diese Strategie impliziert, genetisch veränderte Zellen
zu benutzen, welche in der Lage sind ein Protein, im vorliegenden Falle die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle zu
sezernieren (Abb.20). Die Zellen werden in ein immunoprotektives Polymer z.B. Zellulosesulfat eingekapselt, dessen
Poren es erlauben grösse Moleküle, wie im vorliegenden Fall Antikörper, freizusetzen. Dabei bleiben die Zellen lebend
über einen langen Zeitraum. Zur Übersicht über diese Technik siehe auch den Artikel von Pelegrin et al., 1998. Diese
Strategie wurde bereits erfolgreich zur Behandlung muriner viraler Erkrankungen (Pelegrin et al., 2000) und menschlicher
Erkrankungen im Tiermodell wie Parkinson’s disease in Primaten (Date et al., 2000) und Huntington’s disease in Ratten
(Emerich et al., 1996) eingesetzt.
[0100] Dieses Verfahren erfordert folgende Schritte: Neuroblastomzellen oder andere neuronale Zellen (PC 12) werden
mit einem Expressionsvektor wie z.B. pSecTag2 (Abb. 23) transient oder stabil transfiziert. Zur Sekretion wird die Ig-κ-
Kette Leadersequenz verwendet. Für die Expression in neuronalen Zellen verwendet man Promotoren, wie CMV (Cy-
tomegalovirus). Die Sekretion der erfmdungsgemäßen Antikörper von N2a Zellen wurde bereits nachgewiesen (Abb.
23), was demonstriert, dass das Verfahren mit den erfindungsgemäßen Antikörpern funktioniert. Mit Scrapie infizierte
neuronale Zellen, werden weiterhin mit den erfindungsgemäßen Sekretionsvektoren transfiziert. Durch die Sekretion
beider Antikörper von diesen Zellen, können die Zellen von Scrapie geheilt werden (Abb.24).
[0101] Zur Transplantation enkapsulierter Zellen in das Gehirn von Säugetieren einschließlich Mensch zur Therapie
von TSEs werden Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 Zellen) verwendet, da diese in der Lage sind über einen langen
Zeitraum Antikörper zu sezernieren, wenn sie in Mäuse transplantiert sind. Myoblasten oder differenzierte Muskelzellen
(vorzugsweise C2.7 Zellen) werden mit einem Expressionsvektor, welcher die erfindungsgemäßen Antikörper unter
Kontrolle eines Muskelzell-spezifischen Promotors exprimiert, stabil transfiziert (Abb. 23). Alternativ können auch neu-
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ronale Zellen (PC12 Zellen) oder Baby-Hamster Nieren (BHK)-Zellen oder NIH3T3-Zellen, welche die erfindungsgemä-
ßen Antikörper sezernieren können, zur weiteren Enkapsulierung und Transplantation verwendet werden. Die die er-
findungsgemäßen Antikörpermoleküle exprimierenden Zellen werden in dem Fachmann auf dem einschlägigen Fach-
gebiet bekannter Weise enkapsuliert. Das Verfahren ist in der Übersicht bei Pelegrin et al., 1998 beschrieben (Pelegrin
et al., 1998). Als Material kann hier z.B. Cellulosesulfat verwendet werden (Pelegrin et al., 1998).
[0102] Die enkapsulierten Zellen werden in dem Fachmann auf diesem Fachgebiet bekannter Weise in Gehirne von
Mäusen transplantiert. Wie im Falle des oben beschriebenen Gentherapie Ansatzes mit AAV-Viren, wird zunächst die
Expression der Single-chain-Antikörper getestet. Um den therapeutischen Effekt der erfindungsgemäßen Antikörper
gegenüber einer TSE Erkrankung zu überprüfen, werden die mit die erfindungsgemäßen Antikörpermoleküle exprimie-
renden Zellen transplantierten Versuchstiere vorzugsweise Mäuse oder Hamster mit PrPSc inokuliert. Eine Verzögerung
des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Mäuse wird durch Psychomotorische Tests und histologische und immun-
ohistochemische Analyse des Gehirns festgestellt.
[0103] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die Zeichnungen anhand von nicht beschränkend
wirkenden Beispielen näher erläutert.

Beispiele

Beispiel 1

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

[0104] Als Antigen zur Selektion von single chain scFv Fragmenten wurde das in der WO98/53838 beschriebene
GST::LRP Fusionsprotein verwendet.
[0105] Zur Selektion der scFv-Antikörper wurden zwei komplexe scFv-Banken verwendet, welche etwa 3x109 indivi-
duelle Klone enthielten (die naïve Bank enthielt etwa 2 x 109 Klone, die synthetische Bank etwa 1 x 109 Klone). Die
naive IgM Bank wurde durch die Kombination der kodierenden Regionen für die variablen schweren und leichten Ketten
nach PCR Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere Blutlymphozyten) generiert. Zur Herstellung
der synthetischen Bibliothek wurden humane scFv-Frameworks ausgewählt, welche sich durch gute Faltungs- und
Expressionseigenschaften auszeichnen. Die CDR3-Sequenzen der VH -Kette wurden randomisiert.
[0106] Die Selektion wurde mit jeder der beiden Banken an einem im Baculovirus System exprimierten GST::LRP
Fusionsproteins durchgeführt. Die Herstellung des GST::LRP Fusionsproteins ist in der WO 98/53838 beschrieben.
[0107] Abb. 2 fasst schematisch die Generierung der 2 x 109 verschiedenen Klone für die naïve Bank zusammen.
Abb. 3 fasst die Generierung der synthetischen scFv Antikörperbank zusammen, welche eine Komplexität von 1 x 109

Klone zeigt.
[0108] Abb.4 fasst schematisch die Selektion von scFv Antikörpern zur spezifischen Bindung an GST::LRP zusammen.
[0109] Nach der dritten Selektionsrunde, wurden periplasmatische Rohextrakte von 48 individuellen Klonen von jeweils
jeder Bank im ELISA bezüglich der Erkennung des rekombinanten Fusionsproteins GST::LRP getestet (Abb.5 und 6).
66% der individuellen Klone im Falle der naiven Bank und 53% im Falle der synthetischen Bank zeigten ein positives
Signal im ELISA (Abb.7).
[0110] Eine wiederholte Testung an rekombinantem GST ergab, dass alle Antikörper nicht GST erkannten, obwohl
als Antigen das GST::LRP Fusionsprotein verwendet wurde (Abb.7).
[0111] Eine Restriktionsanalyse der für die scFv kodierenden DNAs mit BstNI zeigte einen Klon aus der naiven Bank
als hoch-angereichert (Abb.7). Die VH-CDR3 Sequenzen der aus der synthetischen Bank isolierten Klone zeigen zwei
verschiedene Konsensus Sequenzen. Alle Klone wurden in einer Western Blot Analyse bezüglich der Erkennung des
rek. GST::LRP Fusionsproteins getestet (Abb.8). Als Kontrolle wurde GST eingesetzt, was zeigte, dass keiner der Klone
GST erkannte (Abb.8).
[0112] Zwei Klone mit der Bezeichnung N3 (aus der naiven Bank) und S 18 (aus der synthetischen Bank) wurden
aufgrund der stärksten Anreicherung zur weiteren Affinitätsreinigung an einer Cu2+ Chelat-Säule ausgewählt.
[0113] Der Single-chain-Antikörper S 18 wird auf cDNA Ebene von der DNA Sequenz SEQ ID Nr. 1 kodiert.
[0114] Die DNA ist im Plasmid pEx/HAM/LRP-S18 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder Weg
1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15962 am 02.10.2003 hinterlegt. Nach Transformation in E.coli
XL1-Blue ist die Produktion des scFv Antikörpers S 18 möglich.
[0115] Der S 18 Antikörper zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 2.
[0116] Der Single-chain-Antikörper N3 wird auf cDNA Ebene von der DNA Sequenz SEQ ID Nr. 3 kodiert.
[0117] Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder Weg
1b, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15961 am 02.10.2003 hinterlegt. Nach Transformation in E.coli
XL1-Blue ist die Produktion des scFv Antikörpers N3 möglich.
[0118] Der N3 Antikörper zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ID Nr. 4.
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[0119] Die scFv Antikörper S18 und N3 können durch Transformation der Plasmide pEX/HAM/LRP-S18 und
pEX/HAM/LRP-N3 in E.coli Stämmen wie XL1-Blue in großen Mengen dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet
an sich bekannter Weise exprimiert werden. Die exprimierten Proteine S18 und N3 können durch IMAC (Immobilized
Metal Affinity Chromatography) dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet an sich bekannter Weise gereinigt
werden.
[0120] Alternativ können die scFv Antikörper S18 und N3 in dem E.coli Stamm RV308 exprimiert werden. Dazu wird
die für S18 und N3 kodierende cDNA aus den Plasmiden pEX/HAM/LRP-S18 und pEX/HAM/LRP-N3 in den Vektor
pSKK-2 über NcoI/NotI kloniert, was zu den Expressionsplasmiden pSKK-S-2-18 und pSKK-2-N3 führte.
[0121] Die Expression der scFv S18 und N3 aus pSKK-2 birgt den Vorteil, daß kein PIII-Fusionsprotein mehr produziert
wird. Darüberhinaus wird von pSKK-2 das Chaperon SKP exprimiert, welches zur Verbesserung der Proteinfaltung
beiträgt. Ferner wird ein zusätzliches c-myc Tag am C-Terminus eingeführt, welche eine alternative Detektion über einen
anti-c-myc Antikörper zusätzlich ermöglicht. Der Vorteil des RV308 gegenüber XL-1 Blue ist sein schnelleres Wachstum.
[0122] Zur Expression der scFv Antikörper S18 und N3 werden Übernachtkulturen von E. coli RV308 mit pSKK-S18/N3
transformiert (2YT Medium mit 100Pg/ml Ampicilin und 50mM Glucose). Es folgt die Verdünnung der Kultur 1:10 in 2YT
Medium mit 100Pg/ml Ampicilin und 50mM Glucose, die Kultivierung bis die OD600 von 0,6-0,8 erreicht ist ( 26°C,
160rpm, ca. 2h). Die Kultur wird bei 7500 rpm, 20°C, 20min abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1Vol YTBS mit 100Pg/ml
Ampicilin, 0,2mM IPTG resuspendiert. Es folgt Inkubation über Nacht bei 21 °C, 160rpm. Dann folgt Zentrifugation bei
9000rpm, 4°C, 20min. Das Pellet wird in 1/20 Vol mit kaltem TES Puffer resuspendiert. Es folgt Inkubation 1 h auf Eis
bei gelegentlichem Schütteln. Zentrifugation bei 9000rpm, 4°C, 1h. Der Überstand wird über Nacht gegen PBS dialysiert
(4°C). Die dialysierte Antikörperlösung wird bei 9000rpm, 4°C, 1h zentrifugiert. Die Reinigung der Antikörper S18 und
N3 erfolgt über eine IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography). Die Antikörper S18 und N3 werden an "Chelating
Sepharose" Beads über Nacht bei 4°C gebunden. Die Beads werden mit Dialysepuffer bei 4°C gewaschen, es folgt das
Waschen der Beads mit Waschpuffer bei 4°C. Die sc Fvs S18 und N3 werden mit Elutionspuffer (Imidazol) bei 4°C
eluiert. Die Analyse der scFv Antikörper S18 und N3 auf einem 12 %igem SDS PA-Gel gefärbt mit Coomassie Blue
ergibt Banden in Höhe von etwa 30 kDa. Nach dem Blotten der Banden auf PVDF-Membran, konnten beide scFv
Antikörper über anti-c-myc und anti-His Antikörper nachgewiesen werden.
[0123] Die so hergestellten scFv Antikörper S 18 und N3 können für weitere Anwendungen in den folgenden Beispielen
eingesetzt werden.

Beispiel 2

[0124] Charakterisierung der scFv Antikörper S18 und N3 an kultivierten Zellen durch FACS, IF und Western Blotting
- Nachweis eines erhöhten LRP/LR Spiegels an Tumorzellen (Jurkat Zellen)
[0125] Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden durch Fluorescence-Activated Cell Scanning (FACS) mit Hilfe der
LRP/LR spezifischen Antikörper W3 (polyklonal) aus der WO 98/53838 und der scFv Antikörper S18 und N3 auf Zell-
oberflächenexpression von LRP/LR getestet (Abb.9). N2a Zellen stellen das ideale Zellsystem für die Propagation von
Prionen dar. Abb. 9 zeigt den Nachweis von LRP/LR durch die scFv Antikörper S18 und N3 auf der Oberfläche von N2a
Zellen. Dies zeigt, dass beide Single-chain-Antikörper S18 und N3 LRP/LR auf der Oberfläche von N2a Zellen spezifisch
erkennen. Technische Details sind der Legende der Abb. 9 zu entnehmen.
[0126] Der 37 kDa/67 kDa LRP/LR ist auf Tumorgewebe stark exprimiert. Beispielsweise auf der Oberfläche meta-
stasierenden Tumorzellen (Coggin et al., 1999; Rohrer et al., 2001). Abb. 10 zeigt den Nachweis des 37 kDa/67 kDa
LRP/LR in und auf der Oberfläche von Jurkat-Zellen mit Hilfe der scFv Antikörper S18 und N3. Jurkat-Zellen stellen
humane, periphere Blutleukämie-T-Zellen dar. Dies demonstriert, dass die hier beschriebenen Single-chain-Antikörper
in der Lage sind LRP/LR auf Tumorzellen zu erkennen und zeigt, dass die Antikörper S18 und N3 für die Diagnostik
von Krebs geeignet sind. Technische Details sind der Legende der Abb. 10 zu entnehmen.
[0127] Die hier beschriebenen scFv Antikörper S18 und N3 sind in der Lage rekombinanten humanen und murinen
37 kDa/67 kDa LRP/LR in der Fusion mit einem am Carboxyterminus von LRP angehängten FLAG-Tag in mit rec.
Semliki-Forest-Virus RNA transfizierten Baby Hamster Kidney Zellen (Baby-Hamster-Nierenzellen) durch Western Blot-
ting, Immunofluoreszenz und Fluoreszenz-activated Cell Scanning (FACS) zu erkennen. Dem Fachmann auf dem ein-
schlägigen Fachgebiet sind diese Methoden bekannt. Abb. 11 zeigt die Erkennung des murinen und humanen 37 kDa
LRP::FLAGs sowie der 67 kDa Form durch den scFv N3 und die Erkennung der 37 kDa LRP::FLAG Form durch den
scFv S18 in BHK Zellen durch Western Blotting. Abb. 12 zeigt eine Oberflächenfärbung humaner und muriner LRP/LR
exprimierender BHK-Zellen mit Hilfe der scFv Antikörper S 18 und N3. Der in der WO 98/53838 beschriebene polyklonale
Antikörper W3 ist dazu ebenfalls in der Lage. Beide scFvs S18 und N3 erkennen ebenfalls beide murine und humane
LRP/LR Moleküle an der Oberfläche von transfizierten BHK-Zellen in der FACS-Analyse (Abb. 13). Die gezeigten Bei-
spiele demonstrieren, dass scFv S18 und N3 LRP/LR Moleküle hochspezifisch erkennen. Die Tatsache das verschiedene
LRP/LR Spezies von N3 und S18 erkannt werden, ist auf die extrem starke Konservierung des Proteins während der
Evolution zurückzuführen (Ardini et al., 1998).
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[0128] Technische Details sind der Legende der Abbildungen 11,12 und 13 zu entnehmen.

Beispiel 3

Anwendung von svFv Antikörper S18 und N3 in der BSE Diagnostik

[0129] Die scFv Antikörper S 18 und N3 können als diagnostische Werkzeuge zur Erkennung von übertragbaren
spongiformen Enzephalopathien einzusetzt werden. Es wird hier demonstriert, dass scFv S18 in der Leukozyten-Fraktion
des Blutes und scFv S18 und N3 in der Cerebrospinalflüssigkeit ("Liquor") von an BSE erkrankten Rindern einen erhöhten
Spiegel der 67 kDa Form des Lamininrezeptors erkennen (Abb. 14 und 15). Beide scFv Antikörper dienen als Werkzeuge
für einen sog. Surrogatmarker-Test für die Erkennung von BSE. Im Gegensatz zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen
LRP/LR Antikörper W3 sind die Single-chain-Antikörper S18 und N3 spezifischer für LR und zeichen sich aufgrund ihres
monoklonalen Ursprungs durch eine höhere Spezifität aus. Weiterhin können beide scFv in unbegrenzter Menge in
E.coli hergestellt werden, während der polyklonale Antikörper W3 nur in begrenzter Menge zur Verfügung steht. Ein
großer Vorteil gegenüber monoklonales Antikörpern aus Versuchstieren besteht im humanen Ursprung der isolierten
scFv-Moleküle.
[0130] Technische Details sind der Legende der Abb.14 u. 15 zu entnehmen.

Beispiel 4

Anwendung von svFv Antikörper S18 und N3 in der TSE Therapie

[0131] Es wird beansprucht die Single-chain-Antikörper scFv S18 und N3 zur Therapie von übertragbaren spongiför-
men Enzephalopathien (TSEs) einzusetzten. Unter TSEs werden alle bekannten Formen der TSEs verstanden. Der
Vorteil der scFv S18 und N3 im Vergleich zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen polyklonalen W3 Antikörper bzw.
anderen monoklonalen murinen Antikörpern gleicher Spezifität, liegt im humanen Ursprung der scFvs und der damit
verbundenen niedrigen Immunogenität. ScFv ohne Fc-Teil und humanen Ursprungs sind in Anbetracht der Therapie
von Patienten, welche an einer TSE erkrankt sind, von großem Vorteil wegen der potentiell geringeren Immunogenität.
Außerdem können im Gegensatz zu W3 die scFvs in großer Menge hergestellt werden.
[0132] scFv S18 und N3 sollen die Bindung und Internalisierung von Prion-Proteinen an deren 37 kDa/67 kDa Lami-
ninrezeptor -wie in Abb. 16 beschrieben - verhindern.
[0133] Die scFv S18 und N3 sollen zur Behandlung von Scrapie infizierten Zellenwie ScGT1, ScN2a und anderen
Scrapie infizierbaren Hirnzellen eingesetzt werden (Abb. 17). Weiterhin können die scFv S 18 und N3 Antikörper auch
zur Prävention eingesetzt werden (Abb.18). In dieser Ausführungsform sollen sie den Ausbruch einer Prionerkrankung
in Zellkultur verhindern.
[0134] Die scFvs S18 und N3 sollen in vivo im Tier eingesetzt werden, um Tiere wie Nager (Hamster Mäuse) von
einer Prion-Infektion bzw, einer übertragbaren spongiformen Enzephalopathie zu heilen. Zunächst, wie in Abb. 19 aus-
geführt, werden mögliche Nebeneffekte der ScFv Antikörper S18 und N3 evaluiert, indem die scFv Antikörper S18 und
N3 in gesunde Mäusen oder Hamster injiziert werden. Die Injektion erfolgt intraperitoneal. Dem Fachmann sind die
verschiedenen Injektionsmöglichkeiten von Antikörpern in Säuger geläufig. Nebeneffekte (Nebenwirkungen) der Anti-
körper werden nach bestimmten Zeitpunkten post-injektionell bis zum Lebensende der Maus (ca. 800 Tage) verfolgt.
In einer weiteren Ausführungsform wie in Abb. 19 dargestellt, werden die ScFv Antikörper zu bestimmten zeitpunkten
nach einer intraperitonealen Inokulation der Nager mit PrPsc in die Nager intraperitoneal injiziert. Protokoll: Eine initiale
Dosis von jeweils 200 Pg der S18 und N3 Antikörper wird intraperitoneal (i.p.) injiziert in vorzugsweise C57/BL6 Mäuse
einen Tag nach intraperitonealer Inokulation mit einem Prion-Stamm vorzugsweise dem BSE Stamm 6PB1. Es folgen
i.p. Injektionen zweimal pro Woche mit 100 Pg der scFv S18/N3 für weitere vorzugsweise acht Wochen. Ein Teil der
Tiere wird 90 Tage p.i. getötet und auf PrPSc Anwesenheit biochemisch untersucht. Ein anderer Teil der Tiere wird
entweder zum terminalen Stadium einer TSE-Erkraükung untersucht oder falls keine Symptome auftraten am Ende der
Lebenszeit. Eine eventuelle Verzögerung der Ausbruch einer TSE oder eine Verhinderung eines TSE-Ausbruchs wird
beobachtet durch die Analyse des Todeszeitpunktes, der PrPSc Akkumulation (Gehirn+Milz) und durch Durchführung
psychomotorischer Tests. Diese Methoden sind dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet bekannt.
[0135] scFv Antikörper S18 und N3 sollen über Gentherapie und Zelltherapie in vivo transferiert werden (Abb. 20).
Der Gentherapie-Ansatz führt die Gene, welche für die scFvs kodieren, in den zu therapierenden Organismus ein.
Mehrere Strategien sind bisher zum Genübertransfer in neuronale Zellen mit viralen Vektoren (Lentiviren, Adenoviren,
Adeno-associated Viren (AAV)) verfolgt worden. Dabei war das Adeno-associated-Virus (AAV) System das vielverspre-
chendste. AAV ist nicht-pathogen und kann nicht-teilende Zellen wie Neurone infizieren. Der Gentransfer mit AAV ins
zentrale Nervensystem (ZNS) ist effizient und geschieht ohne Aktivierung der zellulären oder humoralen Immunantwort.
Der Gentransfer mit AAV wird in verschiedenen Tiersystemen neurologischer Dysfunktionen erreicht, wie Parkinson’s
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disease (Kirik et al., 2002; Mandel et al., 1997), Alzheimer’s disease (Klein et al., 2000), demyelining disease (multiple
sclerosis) (Guy et al., 1998), und gelang auch zur Behandlung von Hirntumoren (Ma et al., 2002).
[0136] Die scFvs S18 und N3 sollen im Gehirn durch rec. AAV-Viren exprimiert werden. Unter den AAV Serotypen
ist AAV2 der am höchsten adaptierte und transduziert präferentiell neuronale Zellen. Ein AAV Vektor, präferentiell ein
AAV-2 Vektor, welcher die für scFv S 18 oder N3 kodiert, wird verwendet um Hoch-Titrige Virionen anch der Methode
von Grimm zu produzieren (Grimm et al., 1998): 293 Zellen (human embryonic kidney cell line) werden mit dem AAV-
Vektor, welche S18 und N3 kodiert, zusammen mit einem AAV-Helferplasmid (pDG) co-transfiziert, welche die AAV
Hüllprotein-Gene und weitere Adeno-associated Virus Gene exprimiert, welche für Helfer Funktionen im Verpacken
nötig sind. Scrapie infizierte Neuronale Zellen (ScGT1, ScN2a und weitere Scrapie infizierte Gehirnzellen) werden mit
rekombinanten AAV Viren, welche scFv S18 und N3 exprimieren, infiziert, um zu zeigen, daß die Viren die Zellen von
Scrapie heilen können (Abb. 21). Die recombinanten AAV Viren werden dann in das Gehirn von Mäusen vorzugsweise
C57B16, injiziert (Abb.22). Die Expression der scFvs S18 und N3 wird zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
über Western Blot Analyse der Gehirnfraktion überprüft (Abb.22A). rec. AAV Viren werden zu verschiedenen Zeitpunkten
vor und nach der Inokulation mit PrPSc injiziert (Abb.22B). Eine Verzögerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der
Mäuse wird durch psychomotorische Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festge-
stellt.
[0137] scFv Antikörper S18 und N3 sollen direkt ins Gehirn von Säugetieren eingebracht werden indem man Kapseln
transplantiert, welche Antikörper produzierende Zellen enthalten. Diese Ausführungsform dient ebenfalls dazu Säuge-
tiere einschliesslich dem Menschen zu therapieren, welche an einer TSE erkrankt sind. Diese Strategie impliziert ge-
netisch veränderte Zellen zu benutzen, welche in der Lage sind ein Protein, im vorliegenden Falle die scFv Antikörper
S18 und N3 zu sezernieren (Abb.20). Die Zellen werden in ein inununoprotektives Polymer z.B. Zellulosesulfat enkap-
suliert, dessen Poren es erlauben grosse Moleküle, wie im vorliegenden Fall Antikörper, freizusetzen, Dabei bleiben die
Zellen lebend über einen langen Zeitraum. Zur Übersicht über diese Technik siehe (Pelegrin et al., 1998). Diese Strategie
wurde bereits erfolgreich zur Behandlung muriner viraler Erkrankungen (Pelegrin et al., 2000) und menschlicher Erkran-
kungen im Tiermodell wie Parkinson’s disease in Primaten (Date et al., 2000) und Huntington’s disease in Ratten
(Emerich et al., 1996) eingesetzt.
[0138] Dieses Verfahren erfordert folgende Schritte: Neuroblastomzellen oder andere neuronale Zellen (PC 12) werden
mit einem Expressionsvektor wie z.B. pSecTag2 (Abb. 23) transient oder stabil transfziert. Zur Sekretion wird die Ig-κ-
Kette Leadersequenz verwendet. Für die Expression in neuronalen Zellen verwendet man Promotoren, wie CMV (Cy-
tomegalovirus). Die Sekretion der Antikörper S18 und N3 von N2a Zellen wurde bereits nachgewiesen (Abb. 23), was
demonstriert, dass das Verfahren mit den scFv Antikörpern S18 und N3 funktioniert. Scrapie infizierte neuronale Zellen,
werden weiterhin mit den S18/N3 Sekretionsvektoren transfiziert. Durch die Sekretion beider Antikörper von diesen
Zellen, können die Zellen von Scrapie geheilt werden (Abb.24).
[0139] Zur Transplantation enkapsulierter Zellen in das Gehirn von Säugetieren einschließlich Mensch zur Therapie
von TSEs werden Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 Zellen) verwendet, da diese in der Lage sind über einen langen
Zeitraum Antikörper zu sezernieren, wenn sie in Mäuse transplantiert sind. Myoblasten oder differenzierte Muskelzellen
(vorzugsweise C2.7 Zellen) werden mit einem Expressionsvektor, welcher die scFv Antikörper S 18 oder N3 unter
Kontrolle eines Muskelzell-spezifischen Promotors exprimiert, stabil transfiziert (Abb. 23). Alternativ können auch neu-
ronale Zellen (PC12 Zellen) oder Baby-Hamster Kidney (BHK) Zellen oder NIH3T3 Zellen, welche die Antikörper S18/N3
sezernieren können, zur weiteren Enkapsulierung und Transplantation verwendet werden. Die scFv S18/N3 exprimie-
renden Zellen werden dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet bekannter Weise enkapsuliert. Das Verfahren
ist in der Übersicht bei Pelegrin et al., 1998 beschrieben (Pelegrin et al., 1998). Als Material kann hier z.B. Cellulose
Sulphat verwendet werden (Pelegrin et al., 1998).
[0140] Die enkapsulierten Zellen werden in dem Fachmann auf diesem Fachgebiet bekannter Weise in Gehirne von
Mäusen transplantiert. Wie im Falle des oben beschriebenen Gentherapieansatzes mit AAV-Viren, wird zunächst die
Expression der Single-chain-Antikörper getestet. Um den therapeutischen Effekt der scFv Antikörper gegenüber einer
TSE Erkrankung zu überprüfen, werden die mit scFv S18/N3 exprimierenden Zellen transplantierten Versuchstiere
vorzugsweise Mäuse oder Hamster mit PrPSc inokuliert. Eine Verzögerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der
Mäuse wird durch Psychomotorische Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehirns festge-
stellt.
[0141] Die Techniken zu den Ausführungen im Beispiel 4 sind dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet
geläufig.

Beispiel 5

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

[0142] Diese Technik dient dazu die Epitope auf LRP zu identifizieren, welche von den scFvs S18 und N3 erkannt
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werden. Dazu wurden 92 verschiedene Peptide synthetisiert, welche jeweils eine Länge von 15 Aminosäuren aufwiesen.
Der N-Terminus jedes Peptids wurde um 3 Aminosäuren in Bezug auf das vorhergehende Peptid verschoben, so dass
jedes Peptid mit dem vorhergehenden Peptid um 12 Aminosäuren überlappte. Die Synthese der Peptide erfolgte an
einer Cellulose-Membran.
[0143] Wie in Abb. 26 gezeigt, wurden mit dem Antikörper S 18 drei starke Signale detektiert. Diese entsprechen den
Peptiden EKAVTKEEFQGEWTA, VTKEEFQGEWTAPAP, und EEFQGEWTAPAPEFT. Das gemeinsame Epitop ist
EEFQGEWTA (AA225-234). Dies bedeutet für den Fachmann, dass sich das Epitop auf LRP für den scFv S 18 von
Aminosäure 225 bis 243 auf dem Lamininrezeptor erstreckenkönnte. Dies ist schematisch in Abb. 27 illustriert.
[0144] Mit dem Antikörper N3 wurden vier Signale visualisiert, wie in Abb. 26 gezeigt:
PSVPIQQFPTEDWSA, PIQQFPTEDWSAAPT, QFPTEDWSAAPTAQA und TEDWSAAPTAQATEW. Hier ist das ge-
meinsame Epitop TEDWSA (AA261-266). Dies bedeutet für den Fachmann, dass sich das Epitop auf LRP für den scFv
N3 von Aminosäure 261 bis 266 auf dem Lamininrezeptor erstreckenkönnte (vgl. Abb. 27).
[0145] Die Techniken zu den Ausführungen im Beispiel 5, welche dem Fachmann auf dem einschlägigen Fachgebiet
geläufig sind, werden im folgenden detailliert ausgeführt.
[0146] Der Antikörper Bindungstest wurde ähnlich durchgeführt wie Western Blots zur Detektion von LRP durch die
Antikörper scFv S18 und N3 (Vgl. Abb. 11). Dabei wurde die mit 92 Peptiden gebundene Membran mit den scFv
Antikörper S18 und N3 (Verdünnung 1:5000) inkubiert. Um einen Antikörper (S18) zu entfernen (um mit dem zweiten
Antikörper (N3) zu detektieren), wurde die Membran 3 mal 20 Minuten mit "Stripping" Puffer (8 M Harnstoff, 0.5% β-
Mercaptoethanol) bei 60°C inkubiert.
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SEQUENZPROTOKOLL

[0148]
(1) ALLGEMEINE ANGABEN:
Anmelder:

Name: Prof. Dr. Stefan Weiss
Strasse: Elisabethstr. 30
Ort: München
Land: Deutschland
Postleitzahl: 80796

(A) Name: Prof. Dr. Melvyn Little
(B) Strasse: Fritz-von-Briesen-Str. 10
(C) Ort: Neckargemünd
(D) Land: Deutschland

Postleitzahl: 69151
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Erfinder:

Single Chain Antikörper gegen den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor als Werkzeuge zur Diagnose und Therapie von
Prionerkrankungen, Herstellung und Verwendung
Zahl der Sequenzen: 4
Computerlesbare Fassung:

(A) Datenträger: CD
(B) Computer: IBM PC kompatibel
(C) Betriebssystem: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: WinWord 6.0

(2) INFORMATIONEN FÜR SEQ ID Nr. 1

(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) Länge: 816 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsäure

(A) Name: Dr. Stefan Knackmuss
(B) Strasse: Uhlandstr. 13
(C) Ort: Plankstadt
(D) Land: Deutschland
(E) Postleitzahl: 68723

(A) Name: Clemence Rey
(B) Strasse: Landsbergerstr. 111
(C) Ort: München
(D) Land: Deutschland
(E) Postleitzahl: 80339

(A) Name: Claudia Büttner
(B) Strasse: Mittelgewann 42
(C) Ort: Schwetzingen
(D) Land: Deutschland
(E) Postleitzahl: 68723

(A) Name: Dr. Peter Röttgen
(B) Strasse: Stahlbühlring 129
(C) Ort: Ladenburg
(D) Land: Deutschland
(E) Postleitzahl: 68526

(A) Name: Dr. Uwe Reusch
(B) Strasse: Dieterwiesenstr. 13
(C) Ort: Maikammer
(D) Land: Deutschland
(E) Postleitzahl: 67487
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(C) Strangform: Doppelstrang
(D) Topologie: linear

(ii) MOLEKLÜLTYP: Nucleinsäure

(A) Beschreibung: DNA kodiert für single chain Antikörper scFv S18. Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-
S18 enthalten. Dieses Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder Weg 1b, D-38124 unter der Accesion Nummer
xxxx hinterlegt. Nach Transformation des Plasmids in E.coli XL1 Blüe ist die Produktion des scFv Antikörpers
S18 möglich.

(iii) Hypothetisch: nein

(iv) Antisense: nein

(xi) SEQL1ENZBESCHREIBLJNG: SEQ ID Nr. 1:

(2) INFORMATION FÜR SEQ ID Nr. 2

(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

Länge: 268 Aminosäuren
Art: Protein
Strangform: Einzelstrang
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Topologie: linear

MOLEKÜLTYP: Protein

(A) Beschreibung: Dieses Protein entspricht dem single chain Antikörper S 18. Er kann nach Transformation
des Plasmids pEx/HAM/LRP-S18 in E.coli XL1 Blue synthetisiert werden.

Hypothetisch: nein
Antisense: nein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 2:

(2) INFORMATIONEN FÜR SEQ ID Nr. 3

(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) Länge: 834 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsäure
(C) Strangform: Doppelstrang
(D) Topologie:linear

(ii) MOLEKÜLTYP: Nucleinsäure

(A) Beschreibung: DNA kodiert für single chain Antikörper scFv N3. Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3
enthalten. Dieses Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder Weg 1b, D-38124 unter der Accesion Nummer
xxxx hinterlegt. Nach Transformation des Plasmids in E.coli KL1 Blue ist die Produktion des scFv Antikörpers
N3 möglich.

(iii) Hypothetisch: nein

(iv) Antisense: nein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr:3:
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(2) INFORMATION FÜR SEQ ID Nr. 4

(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

Länge: 278 Aminosäuren
Art: Protein
Strangform: Einzelstrang
Topologie: linear

MOLEKÜLTYP: Protein

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

Hypothetisch: nein
(iv) Antisense: nein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 4:
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Patentansprüche

1. single-chain Anticörpermolekül, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Aminosäuresequenz
SEQ ID Nr. 2 umfasst.

2. Single-chain-Antikörpermolekül nach Anspruch 1, das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr. 2 besitzt.

3. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.1 umfasst und für ein Single-chain Antikörper, welcher spezifisch
gegen LRP/LR gerichtet ist kodiert.

4. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 aufweist und für ein Single-chain Antikörper, welcher spezifisch
gegen LRP/LR gerichtet ist kodiert.

5. Single-chain-Antikörpermolekül, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die Aminosäuresequenz
SEQ ID Nr. 4 umfasst.

6. Single-chain-Antikörpermolekül nach Anspruch 5, das die Aminosäuresequenz SEQ ID Nr. 4 besitzt.

7. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQID Nr. 3 umfasst und für ein Single-chain Antikörper, welcher spezifisch
gegen LRP/LR gerichtet ist kodiert.

8. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQID Nr. 3 aufweist und für ein Single-chain Antikörper, welcher spezifisch
gegen LRP/LR gerichtet ist kodiert.

9. Antikörpermolekül nach einem der Ansprüche 1 oder 5, das durch eine Aminosäureinsertion modifiziert ist, wobei
es sich bei der Aminosäureinsertion um einen c-myc Tag handelt, welcher zwischen der FL-Domäne und dem
Hexahistidin Tag inseriert ist.

10. cDNA nach einem der Ansprüche 3,4, 7 oder 8, welche der Sequenz auf cDNA Ebene der modifizierten Antikör-
permoleküle nach Anspruch 9 entspricht.

11. Antiköpermolekül nach einem der Ansprüche 1, 2, 5, 6 oder 9, das durch posstranslationale Modifikation verändert
ist, wobei die posttranslationale Modifikation eine Glykosylierung, Phosphorylierung, Amidierung und/oder Acylie-
rung darstellt.

12. Replikations- oder Expressionsvektor, der eine cDNA gemäss einem der Ansprüche 3, 4, 7, 8 oder 10 trägt.

13. Vektor nach Anspruch 12, wobei es sich um rekombinante Adeno-Assoziierte Viren (AAV) handelt.

14. Wirtszelle, die mit einem Replikations- oder Expressionsvektor nach Anspruch 12 oder 13 transformiert ist.

15. Wirtszelle nach Anspruch 14, wobei es sich um eine Säugerzelle handelt.

16. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei es sich um Muskelzellen des Typs C2.7 handelt.
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17. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei es sich um Baby-Hamster Kidney Zellen handelt.

18. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs PC12 handelt.

19. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs N2a handelt.

20. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs GT1 handelt.

21. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei es sich um NIH3T3 Zellen handelt.

22. Verfahren zur Herstellung eines Antikörpermoleküls nach einem der Ansprüche 1, 2, 5 oder 6, das ein Kultivieren
von Wirtszellen gemäss Anspruch 13 unter zur Expression eines erfindungsgemässen Antikörpermoleküls wirksa-
men Bedingungen umfasst.

23. Pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Antikörpermolekül nach einem der Ansprüche 1, 2, 5 oder 6 in Ver-
bindung mit einem pharmazeutisch akzeptablen Verdünnungsmittel und/oder Träger umfasst.

24. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 23, wobei sich die Zusammensetzung zur Behandlung von
Prionerkrankungen eignet.

25. Diagnostische Zusammensetzung, die ein erfindungsgemässes Antikörpermolekül nach einem der Ansprüche 1,
2, 5 oder 6 in Verbindung mit einem akzeptablen Verdünnungsmittel und/oder Träger umfasst.

26. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 25, die zum Nachweis in Körperflüssigkeiten geeignet ist.

27. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 25, wobei es sich bei den Körperflüssigkeiten um Blut oder Ce-
rebrospinalflüssigkeit (Liquor) handelt.

28. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 25, die zum Nachweis in Geweben geeignet ist.

29. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei es sich bei den Geweben um Hirngewebe handelt.

30. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei es sich bei den Geweben um lymphatisches Gewebe
handelt.

31. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 25, die zum Nachweis von malignen Entartungen (Krebs) geeignet
ist.

32. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 31, wobei der Nachweis in Körperflüssigkeiten erfolgt.

33. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 32, wobei es sich bei den Körperflüssigkeiten um Blut oder Liquor
handelt.

34. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 31, wobei der Nachweis in Geweben erfolgt.

35. Verwendung eines Antikörpermoleküls nach einem der Ansprüche 1, 2, 5 oder 6 zur Herstellung eines Medikaments
zur Behandlung einer Prionerkrankung oder Krebs.

Claims

1. A single-chain antibody molecule specifically targeting LRP/LR and comprising the amino acid sequence SEQ ID
NO: 2.

2. The single-chain antibody molecule according to claim 1, which has the amino acid sequence SEQ ID NO: 2.

3. A cDNA comprising the nucleotide sequence SEQ ID NO: 1 and encoding a single chain antibody that specifically
targets LRP/LR.
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4. A cDNA having the nucleotide sequence SEQ ID NO: 1 and encoding a single chain antibody that specifically targets
LRP/LR.

5. A single-chain antibody molecule specifically targeting LRP/LR and comprising the amino acid sequence SEQ ID
NO: 4.

6. The single-chain antibody molecule according to claim 5, which has the amino acid sequence SEQ ID NO: 4.

7. A cDNA comprising the nucleotide sequence SEQ ID NO: 3 and encoding a single chain antibody that specifically
targets LRP/LR.

8. A cDNA having the nucleotide sequence SEQ ID NO: 3 and encoding a single chain antibody that specifically targets
LRP/LR.

9. The antibody molecule according to any of claims 1 or 5, which is modified by an insertion of an amino acid, wherein
said insertion of said amino acid is a c-myc tag that is inserted between the FL domain and the hexahistidine tag.

10. The cDNA according to any of claims 3, 4, 7 or 8, which corresponds to the sequence at the cDNA level of said
modified antibody molecules according to claim 9.

11. The antibody molecule according to any of claims 1, 2, 5, 6 or 9, which is modified by post-translational modification,
wherein said post-translational modification is a glycosylation, phoshyorylation, amidation and/or acylation.

12. A replication or expression vector carrying a cDNA according to any of claims 3, 4, 7, 8 or 10.

13. The vector according to claim 12, wherein said vector are recombinant adeno-associated viruses (AAV).

14. A host cell being transformed with a replication or expression vector according to claim 12 or 13.

15. The host cell according to claim 14, wherein said host cell is a mammalian cell.

16. The host cell according to claim 15, wherein said host cells are muscle cells of the type C2.7.

17. The host cell according to claim 15, wherein said host cells are Baby-Hamster-Kidney cells.

18. The host cell according to claim 15, wherein said host cells are neuronal cells of the type PC 12.

19. The host cell according to claim 15, wherein said host cells are neuronal cells of the type N2a.

20. The host cell according to claim 15, wherein said host cells are neuronal cells of the type GT1.

21. The host cell according to claim 15, wherein said host cells are NIH3T3 cells.

22. A process for the production of an antibody molecule according to any of claims 1, 2, 5 or 6 comprising the cultivation
of host cells according to claim 13 under conditions effective for the expression of an antibody molecule according
to the invention.

23. A pharmaceutical composition comprising an antibody molecule according to any claims 1, 2, 5 or 6 in combination
with a pharmaceutically acceptable diluent and/or vehicle.

24. The pharmaceutical composition according to claim 23, wherein said composition is suitable for the treatment of
prion diseases.

25. A diagnostic composition comprising an antibody molecule according to the invention of any of claims 1, 2, 5 or 6
in combination with a pharmaceutically acceptable diluent and/or vehicle.

26. The diagnostic composition according to claim 25, which is suitable for the detection in body fluids.
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27. The diagnostic composition according to claim 25, wherein said body fluids are blood or cerebrospinal fluid (liquor).

28. The diagnostic composition according to claim 25, which is suitable for the detection in tissues.

29. The diagnostic composition according to claim 28, wherein said tissues are brain tissue.

30. The diagnostic composition according to claim 28, wherein said tissues are lymphatic tissue.

31. The diagnostic composition according to claim 25, which is suitable for the detection of malignant degenerations
(cancer).

32. The diagnostic composition according to claim 31, wherein said detection is carried out in body fluids.

33. The diagnostic composition according to claim 32, wherein said body fluids are blood or liquor.

34. The diagnostic composition according to claim 31, wherein said detection is carried out in tissues.

35. Use of an antibody molecule according to any of claims 1, 2, 5 or 6 for the manufacture of a medicament for the
treatment of a prion disease or cancer.

Revendications

1. Molécule anticorps à chaîne simple agissant spécifiquement contre LRP/LR et comprenant la séquence d’acides
aminés SEQ ID N°2.

2. Molécule anticorps à chaîne simple selon la revendication 1, qui possède la séquence d’acides aminés SEQ ID N° 2.

3. cADN, qui comprend la séquence de nucléotides SEQ ID N° 1 et qui est codé pour un anticorps à chaîne simple
agissant spécifiquement contre LRP/LR.

4. cADN, qui présente la séquence de nucléotides SEQ ID N° 1 et qui est codé pour un anticorps à chaîne simple
agissant spécifiquement contre LRP/LR.

5. Molécule anticorps à chaîne simple, agissant spécifiquement contre LRP/LR et comprenant la séquence d’acides
aminés SEQ ID N° 4.

6. Molécule anticorps à chaîne simple selon la revendication 5, qui possède la séquence d’acides aminés SEQ ID N°4.

7. cADN, qui comprend la séquence de nucléotides SEQ ID N° 3 et qui est codé pour un anticorps à chaîne simple
agissant spécifiquement contre LRP/LR.

8. cADN, qui présente la séquence de nucléotides SEQ ID N° 3 et qui est codé pour un anticorps à chaîne simple
agissant spécifiquement contre LRP/LR.

9. Molécule anticorps selon l’une des revendications 1 ou 5, qui est modifiée par une insertion d’acide aminé, dans
laquelle il s’agit, pour l’insertion d’acide aminé, d’une étiquette c-myc qui est insérée entre les domaines, FL et
l’étiquette d’hexahistidine.

10. cDNA selon l’une des revendications 3, 4, 7 ou 8, qui correspond à la séquence au niveau de cADN de la molécule
anticorps modifiée selon la revendication 9.

11. Molécule anticorps selon l’une des revendications 1, 2, 5, 6 ou 9, qui est modifiée par modification post-translation-
nelle, la modification post-translationnelle représentant une glycosylation, une phosphorylation, une amidation et/ou
une acylation.

12. Vecteur de réplication ou d’expression, qui porte un cADN selon l’une des revendications 3, 4, 7, 8 ou 10.
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13. Vecteur selon la revendication 12, dans lequel il s’agit de virus adéno-associés recombinants (VAA).

14. Cellule hôte, qui est transformée par un vecteur de réplication ou d’expression selon la revendication 12 ou 13.

15. Cellule hôte selon la revendication 14, dans laquelle il s’agit d’une cellule de mammifère.

16. Cellule hôte selon la revendication 15, dans laquelle il s’agit de cellules de muscles du type C2.7.

17. Cellule hôte selon la revendication 15, dans laquelle il s’agit de cellules de ’Baby-Hamster Kidney’ (= de reins de
jeunes hamsters).

18. Cellule hôte selon la revendication 15, dans laquelle il s’agit de cellules neuronales du type PC12.

19. Cellule hôte selon la revendication 15, dans laquelle il s’agit de cellules neuronales du type N2a.

20. Cellule hôte selon la revendication 15, dans laquelle il s’agit de cellules neuronales du type GT1.

21. Cellule hôte selon la revendication 15, dans laquelle il s’agit de cellules NIH3T3.

22. Procédé pour produire une molécule anticorps selon l’une des revendications 1, 2, 5 ou 6, qui comprend le fait de
cultiver des cellules hôtes selon la revendication 13 dans des conditions actives pour l’expression d’une molécule
anticorps selon l’invention.

23. Composition pharmaceutique, qui comprend une molécule anticorps selon l’une des revendications 1, 2, 5 ou 6 en
combinaison avec un diluant pharmaceutiquement acceptable et/ou un porteur.

24. Composition pharmaceutique selon la revendication 23, dans laquelle la composition convient pour le traitement
de maladies à prions.

25. Composition diagnostique, qui comprend une molécule anticorps selon l’une des revendications 1, 2, 5 ou 6 en
combinaison avec un diluant acceptable et/ou un porteur.

26. Composition diagnostique selon la revendication 25, qui convient pour la détection dans des liquides du corps.

27. Composition diagnostique selon la revendication 25, dans laquelle il s’agit, pour les liquides du corps, de sang ou
de liquide cérébro-spinal.

28. Composition diagnostique selon la revendication 25, qui convient pour la détection dans des tissus.

29. Composition diagnostique selon la revendication 28, dans laquelle il s’agit, pour les tissus, de tissu cérébral.

30. Composition diagnostique selon la revendication 28, dans laquelle il s’agit, pour les tissus, de tissu lymphatique.

31. Composition diagnostique selon la revendication 25, qui convient pour la détection de cancérisations (cancer).

32. Composition diagnostique selon la revendication 31, dans laquelle la détection a lieu dans des liquides du corps.

33. Composition diagnostique selon la revendication 32, dans laquelle il s’agit, pour les liquides du corps, de sang ou
de liqueur.

34. Composition diagnostique selon la revendication 31, dans laquelle la détection a lieu dans des tissus.

35. Utilisation d’une molécule anticorps selon l’une des revendications 1, 2, 5 ou 6 pour la préparation d’un médicament
pour le traitement d’une maladie à prions ou d’un cancer.
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