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Beschreibung
Technischer Bereich

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft im Allgemeinen Zusammensetzungen fir die Verstarkung der Immu-
nisierungskraft eines vorgewahlten Protein- oder Peptidantigens in einem Saugetier. Insbesondere betrifft die
vorliegende Erfindung Zusammensetzungen, die fur Fusionsproteine kodierende Nucleinsauren und die Fusi-
onsproteine definierende Aminosauresequenzen umfassen, wobei die Fusionsproteine eine konstante Region
der schweren Immunglobulinkette und ein vorgewahltes Antigen enthalten, wobei das vorgewahlte Antigen im
dem Fusionsprotein in der Lage ist, bezogen auf das vorgewahlte Antigen allein eine starkere Immunantwort
in dem Saugetier hervorzurufen.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Impfstoffentwicklung hat sich traditionell auf die Erzeugung von schitzenden Antikérpern konzen-
triert, die Krankheitserreger neutralisieren kdnnen. Bis heute umfassen die als Impfstoffe verwendeten Mittel
typischerweise inaktivierte oder abgeschwachte Mikroorganismen (zum Beispiel Bakterien oder Viren), deren
Produkte (zum Beispiel Toxine) oder gereinigte Antigene. Mit dem Aufkommen der modernen Molekularbiolo-
gie und den Methoden des Genklonens wurde es moglich, reinere und offensichtlich spezifischere Impfstoffe
herzustellen. Darliber hinaus hat die Kenntnis des Immunsystems auf einem molekularen Niveau die Isolie-
rung und Charakterisierung von Immunantworten erméglicht, die durch Krankheitserreger stimuliert werden.
Zwei Komponenten des Immunsystems, von denen angenommen wird, dass sie fir die erfolgreiche Erzeu-
gung von Immunantworten von zentraler Bedeutung sind, umfassen: die Schlusselrollen der regulatorischen
und cytotoxischen T-Zellen; und die Art, durch die ein Antigen diesen Zellen durch eine antigenprasentierende
Zelle (APC) prasentiert wird. Siehe, zum Beispiel, W. E. Paul, Hrg. (1993) FUNDAMENTALS OF IMMUNOLO-
GY, Raven Press, Ltd., New York.

[0003] Typischerweise wird ein Protein- oder Peptidantigen, das von auRerhalb einer APC (exogenes Anti-
gen) empfangen wird, innerhalb eines endozytischen Vesikels oder Endosoms der APC abgebaut, worauf die
resultierenden Peptidfragmente einen Komplex mit Proteinen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC)
Klasse Il bilden. Der resultierende Komplex wird an die Zelloberflache gebracht, wo er den Immunzellen in der
Nachbarschaft der APC prasentiert wird. Das Peptidfragment passt in eine Furche, die durch das MHC-Molekiil
definiert wird, und der Komplex kann durch eine T-Zelle, die einen T-Zellrezeptor mit Bindungsspezifizitat fur
den Komplex exprimiert, erkannt werden. Wechselwirkung zwischen einem Peptid-beladenen MHC-Klas-
se-lI-Molekul und einer T-Helferzelle, die im Fachgebiet als eine CD4-T-Zelle bezeichnet wird, wird weiter
durch eine weitere Wechselwirkung zwischen dem MHC-Klasse-lI-Molekiil selbst und einem CD4*-Rezeptor
auf der Oberflache der T-Zelle stabilisiert. So wird exogenes Antigen, das innerhalb von APC-Zellen prozes-
siert wird, auf der Zelloberflache tber ein xxx xxx MHC-Klasse-II-Molekul prasentiert. Der MHC-Klasse-lI-Kom-
plex, wenn er den CD4"-T-Zellen prasentiert wird, fihrt dazu, dass CD4"-Helferzellen Cytokine sezernieren,
die B-Zellen dazu stimulieren, Antikdrper gegen das Peptid zu produzieren. Siehe, Paul, supra.

[0004] Impfung mit exogenem Antigen flihrt typischerweise zu einer CD4-Zell-vermittelten T-Zellantwort, die
im Allgemeinen zu Antikérperproduktion fuhrt. Cytotoxische T-Zellen (CTL) werden durch einen solchen Weg
typischerweise nicht stimuliert. Offensichtlich werden CTL in Situationen stimuliert, in denen das Antigen von
innerhalb der APC selbst stammt (endogenes Antigen), zum Beispiel, Uiber Produktion von viralen Proteinen in
einer viral infizierten Zelle oder krebs-spezifische Proteinen in einer Krebszelle. Tatsachlich nimmt man an,
dass bei vielen viralen Erkrankungen die Erzeugung von CTL fir die Eliminierung von virus-infizierten Zellen
und so fur die Erholung von der Infektion kritisch ist.

[0005] Studien deuten darauf hin, dass endogene und exogene Antigene unterschiedlich prozessiert werden.
Wahrend der Synthese von naszierenden Polypeptiden wird ein Teil des Polypeptids durch eine intrazellulare
Struktur abgebaut, die ein Proteosom genannt wird. Fragmente aus diesem Prozess komplexieren eher mit
neu synthetisierten MHC-Klasse-I- als mit MHC-Klasse-II-Molekulen, worauf die resultierenden, Antigen ent-
haltenden MHC-Klasse-I-Komplexe an die Zelloberflache transportiert werden. Wiederum binden T-Zellen mit
Spezifizitat fir das spezifische Peptidfragment T-Zellen, aber in diesem Fall tritt die erforderliche Corezep-
tor-Wechselwirkung zwischen MHC-Klasse-I-Molekdl und einem CD8-Molekdl auf. Demzufolge wird endoge-
nes Antigen auf der Oberflache der APC CD8-T-Zellen prasentiert. Obwohl es einige Arten von CD8"-T-Zellen
gibt, die nicht cytotoxisch sind, machen die CD8-T-Zellen die Mehrheit der CTL aus.

[0006] Demzufolge scheint der Entwurf eines Impfstoffes, der starke CTL-Antworten induzieren kann, zu er-
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fordern, dass das Antigenmolekul (im Allgemeinen ein Protein) entweder innerhalb der Zelle erzeugt wird oder
in das entsprechende Zellkompartiment geliefert wird, so dass es in den MHC-Klasse-I-Verarbeitungsweg ge-
langen kann. Eine Strategie ist der Einbau eines Gens, das fur ein Protein oder Peptid von Interesse kodiert,
in einen Virus und die anschlielende Verwendung des gentechnisch veranderten Virus als ein Impfstoff (Lo-
renz et al. (1999) HUM. GENE THER. 10:623-631). Eine weitere Strategie ist, einen fir ein Protein kodieren-
den DNA-Vektor in eine Zelle zu injizieren, und die Zelle dann dem Tier oder Patienten zu verabreichen, wo es
von innerhalb der Zelle exprimiert und dann auf der Zelloberflache Uber MHC-Klasse-I-Molekule prasentiert
wird (Donnelly et al. (1997) ANNU. REV. IMMUNOL. 15:617). Es wurde nachgewiesen, dass eine einfachere
Technik, DNA-Vektoren direkt in den Muskel oder die Haut zu injizieren, CTL- und/oder Antikbrperantworten
auf mehrere Antigene induziert (Lai et al. (1988) CRIT. REV. IMMUNOL. 18:449-84 und U.S. Patent Nr.
5,589,466). Studien haben gezeigt, dass das Antigen aufgenommen und durch APC verarbeitet wird, wo es
dem Immunsystem prasentiert wird (Lai et al., supra).

[0007] Die Lieferung von exogenen Peptiden oder Proteinen an den MHC-Klasse-I-Weg war durch die Ver-
wendung von chemischen Hilfsstoffen wie Freundsches Adjuvans und Mischungen von Squalen und Deter-
genzien (Hilgers et al. (1999) VACCINE 17:219-228), und erst kirzlich durch die Verwendung von kleinen, mit
Antigen beschichteten Beads teilweise erfolgreich, die durch Makrophagen phagozytiert wurden und CTL-Ant-
worten Uber einen alternativen MHC-Klasse-I-Weg induzierten (De Bruijn et al. (1995) EUR. J. IMMUNOL.
25:1274-1285). Daruber hinaus kdnnen weitere Verfahren zur Verstarkung der Immunantworten auf ein Anti-
gen die Verwendung von chemischen Hilfsstoffen zusammen mit rekombinanten immunstimulierenden Cyto-
kinen, zum Beispiel, IL-2, IL-12, GM-CSF, und anderen umfassen. Zum Beispiel setzt ein Verfahren einen An-
ti-Hapten-Antikorper ein, der an IL-2 fusioniert ist, als einen Weg dieses Cytokin mit einem Proteinantigen zu
verbinden, das chemisch mit dem Hapten zur Reaktion gebracht wurde (Harvill et al. (1996) J. IMMUNOL.
157:3165).

[0008] Eine weitere Technik nutzt Antikdrper-,Antigenisierung” aus, wodurch ein Teil einer variablen Region
von Immunglobulin durch ein Peptidantigen ersetzt wird. Das Peptidantigen des Hybridmolekuls wird einer
APC prasentiert, sobald der rekombinante Antikérper die APC Uber Wechselwirkung mit Fc-Rezeptoren auf
der Oberflache der APC bindet (Lanza et al. (1993) PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 90:11683-11687). Eine
Ausweitung dieser Vorgehensweise verwendet Injektion von Plasmid-DNA, die flir eine ,antigenisierte" schwe-
re Immunglobulinkette kodiert, in die Milz, wonach von der Milz abstammende B-Zellen den rekombinanten An-
tikdrper sezernieren, sobald ein Partner fiir die leichte Immunglobulinkette geliefert wird.

[0009] Die Immunisierungskraft des Antigen-Liefersystems ist jedoch eine der hauptsachlichen technischen
Hurden bei der Entwicklung von modernen Impfstoffen. Das Ziel einer Impfung ist das Hervorrufen einer star-
ken Immunantwort. Da das Wirtsimmunsystem sich auf die Bekdmpfung von Bakterien und Viren hin entwickelt
hat, wird jedoch, wenn Bakterien oder Viren als Vektoren verwendet werden, der Bote typischerweise zusam-
men mit der Botschaft zerstért. Darliber hinaus schranken starke Immunantworten auf bestimmte virale Vek-
toren, zum Beispiel Vaccinia und Adenovirus, ihre Verwendbarkeit ein, und es wird tberlegt, dass ahnliche Pro-
bleme wahrend der Verwendung von bakteriellen Toxinen als Proteinvektoren auftreten kénnen. Ebenso sind
auf Antikdrpern basierende ,Proteinvektoren", die variable Regionen verwenden, die durch gerade ihre Natur
durch das Immunsystem nicht als ,eigen" betrachtet werden, potenziell immunogen. Es wird in Erwagung ge-
zogen, dass multiple Verwendungen dieser Tragermolekile anti-idiotypische Antworten induzieren kénnen,
wodurch ihre wirksame Verwendung ausgeschlossen wird. Demzufolge ist es ein Gegenstand der vorliegen-
den Erfindung, einen Impfstoff zu schaffen, der eine starke und lang anhaltenden Immunitat gegeniber einem
vorgewahlten Protein- oder Peptidantigen erzeugt.

[0010] Lo et al (Protein Engineering 1998, 4, 495-500) beschreibt ein Fusionsprotein, das aus einem Fc-Teil
eines Immunglobulins und einem Zielprotein (PSMA) besteht. Dieses Fusionsprotein wurde zusammen mit ei-
nem Hilfsstoff in einer nicht-spezifischen, standardmaRigen Immunisierungsvorgehensweise verwendet.

Zusammenfassung der Erfindung

[0011] Diese Erfindung basiert zum Teil auf der Entdeckung, dass es mdglich ist, die Immunisierungskraft ei-
nes vorgewahlten Peptid- oder Proteinantigens in einem Saugetier zu verstarken, indem das vorgewahlte An-
tigen mit einer konstanten Region einer schweren Immunglobulinkette fusioniert wird. Das resultierende Fusi-
onsprotein (hierein auch als ein ,Fc-Antigen-Fusionsprotein" oder ein ,Antigen-Fusionsprotein" bezeichnet)
kann dann dem Saugetier in der Form eines Impfstoffs verabreicht werden, um gegen das vorgewahlte Antigen
eine Immunantwort hervorzurufen, wobei die Starke und die Art der gegen das vorgewahlte Antigen hervorge-
rufenen Immunantwort durch die Verabreichung eines spezifischen Hilfsstoffs zusammen mit dem Fc-Anti-
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gen-Fusionsprotein moduliert werden kann.

[0012] Demzufolge schafft die Erfindung Zusammensetzungen fiir die Verstarkung der Immunisierungskraft
eines vorgewahlten Antigens in einem Saugetier. In einem Aspekt umfasst die Zusammensetzung ein Fc-An-
tigen-Fusionsprotein, das eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette enthalt, die durch eine Po-
lypeptidbindung an das vorgewahlte Antigen gebunden ist, in einer Menge, die fir das Hervorrufen einer Im-
munantwort ausreicht. Das vorgewahlte Antigen ist, wenn es Teil eines Fc-Antigen-Fusionsproteins ist, da-
durch gekennzeichnet, dass es eine Immunantwort in dem Saugetier stimulieren kann, die starker ist als eine
vergleichbare Menge (z. B. nach Gewicht oder Anzahl an Molekulen) des vorgewahlten Antigens allein, d. h.
das vorgewabhlte Antigen, das nicht an eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette fusioniert ist.

[0013] Darlber hinaus werden Immunantworten, die gegen das vorgewahlte Antigen des Fc-Antigen-Fusi-
onsproteins hervorgerufen werden, durch die Verabreichung des Fc-Antigen-Fusionsprotein zusammen mit ei-
nem Hilfsstoff verstarkt oder moduliert. In der Ausfiihrung der Erfindung umfassen Hilfsstoffe, die mit Fc-Anti-
gen-Fusionsproteinen verwendet werden sollen, ein zweites Fc-Fusionsprotein (hierin als ein ,Fc-Hilfsstoff-Fu-
sionsprotein” oder ein ,Hilfsstoff-Fusionsprotein" bezeichnet). Bevorzugte Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine enthal-
ten eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette, die durch eine Polypeptidbindung mit einem
Hilfsprotein, zum Beispiel einem Cytokin, verknupft ist. Bevorzugte Cytokine, die bei der Konstruktion von
Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteinen von Nutzen sind, umfassen, zum Beispiel, Interferon-y (IFN-y), Interleukin-2
(IL-2), Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-12 (IL-12), IL-18, Tumornekrosefaktor (TNF), Granulozyt-Makrophagen-
kolonie stimulierenden Faktor (GMCSF). Eine weitere Klasse von Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein umfasst eine
konstante Region der schweren Immunglobulinkette, die an eine Hilfsstoffeinheit fusioniert ist, die einer extra-
zellularen Domane eines Proteins entspricht, das Ublicherweise partikular oder ausschlieRlich membrangebun-
den ist. Zum Beispiel ist der CD40-Ligand an eine Fc-Einheit fusioniert, die als ein verstarktes Hilfsprotein ver-
wendet werden soll.

[0014] Die Co-Verabreichung der Fc-Antigen- und Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine, entweder gleichzeitig oder
nacheinander (zum Beispiel Fc-Antigen gefolgt von Fc-Hilfsstoff oder Fc-Hilfsstoff gefolgt von Fc-Antigen),
kann verwendet werden, um die Art der Immunantwort, die gegen das vorgewahlte Antigen stimuliert wird, zu
modulieren. Es werden zwei Klassen von Immunantworten, bezeichnet mit Th1 und Th2, als Reaktion auf un-
terschiedliche Stimuli initiiert und umfassen unterschiedliche Cytokine. Th1-vermittelte Immunantworten sind
von ihrer Art typischerweise zellular, wahrend Th2-vermittelte Immunantworten typischerweise von ihrer Art hu-
moral sind. Demzufolge kann eine Th1-Antwort beim Angriff von veranderten Zellen, wie z. B. Krebszellen oder
virus-infizierte Zellen, von Nutzen sein, wahrend eine Th2-Antwort beim Angriff auf extrazellulare Erreger wie
z. B. Parasiten von Nutzen sein kann. Oftmals ist die Verabreichung von Cytokinen, die an die konstanten Re-
gionen der schweren Immunglobulinkette fusioniert sind, von Nutzen, um entweder eine allgemeine Immunant-
wort zu stimulieren, oder um spezifische Th1- oder Th2-Antworten zu initiieren oder zu modulieren.

[0015] Zum Beispiel ist ein Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein, das eine konstante Region der schweren Immunglo-
bulinkette enthalt, die durch eine Peptidbindung mit GMCSF verknupft ist, ein wirksames allgemeines Stimu-
lans fur Immunantworten, die sowohl Th1- als auch Th2-Antworten umfassen. Ein Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein,
das IL-12 oder IFN-y enthalt, kann co-verabreicht werden, um eine vorwiegend zellulare oder Th1-vermittelte
Immunantwort zu stimulieren. Alternativ kann ein Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein, das IL-4 enthalt, verabreicht
werden, um eine vorwiegend humorale oder Th2-vermittelte Immunantwort zu stimulieren.

[0016] Dariber hinaus kann die Wahl eines bestimmten Cytokins, das in einem Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein
vorkommt, die Antikdrperklasse beeinflussen, die gegen das vorgewahlte Antigen des Fc-Antigen-Fusionspro-
teins produziert wird. Zum Beispiel kann ein IL-12 enthaltendes Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein T-Helferzellen und
die Produktion von Antikérpern der IgG2a-Klasse stimulieren. Alternativ kann ein IL-4 enthaltendes Hilfs-
stoff-Fusionsprotein die Produktion von Antikdrpern der IgE-Klasse stimulieren.

[0017] Wie vorher diskutiert, umfassen die erfindungsgemafen Zusammensetzungen das Fc-Antigen-Fusi-
onsprotein in Kombination mit einem Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein. Durch Verwendung von zwei Fusionsprote-
inen, von denen jedes eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette enthalt, ist es mdglich, sowohl
das vorgewahlte Antigen als auch das Hilfsprotein (zum Beispiel ein Cytokin) an gleichen oder ahnlichen Zel-
larten in dem Saugetier zu co-lokalisieren. Zum Beispiel exprimieren Makrophagen, B-Zellen, Granulozyten
und dendritische Zellen Fc-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache. Demzufolge ist es durch gleichzeitige Verab-
reichung von Fc-Antigen- und Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteinen, die Fc-Rezeptoren binden kdnnen, méglich, das
Antigen des Antigen-Fusionsproteins und den Hilfsstoff des Hilfsstoff-Fusionsproteins an den gleichen Zellar-
ten zu co-lokalisieren. Der Hilfsstoff kann dann die Immunantwort in der Nachbarschaft des vorgewahlten An-
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tigens stimulieren, verstarken oder auf andere Weise modulieren.

[0018] Die Erfindung verwendet zwei unterschiedliche Formen der Lokalisierung oder Anreicherung. Erstens
verwendet die Erfindung eine gemeinsame Einheit, die sowohl an das Antigen wie auch an den Hilfsstoff fusi-
oniert ist, der in bestimmten Korperregionen angereichert wird. Auf diese Weise wird die wirksame lokale An-
reicherung des Antigens in der Nachbarschaft des Hilfsstoffs erhdht. Zweitens lenkt die Erfindung das Antigen
zur Antigen verarbeitenden und prasentierenden Maschinerie des Immunsystems. Der erste Anreicherungs-
schritt kann durch Fusionieren der Antigen- und Hilfsstoffproteine an eine Einheit durchgefihrt werden, die in
einigen Korperteilen zu einer Anreicherung fihrt, die fir das Immunsystem zuganglich ist. Der zweite Len-
kungsschritt kann durch Fusionieren des Antigenproteins an eine beliebige Einheit durchgefiihrt werden, die
die Lieferung an oder das Verarbeiten durch das antigenprasentierende System verstarkt.

[0019] Demzufolge erreicht die Erfindung diese Anreicherungswirkungen durch zwei alternative Verfahren.
Ein Verfahren ist die Konstruktion und Verabreichung von zwei unterschiedlichen Fusionsproteinen, einer An-
tigen-lokalisierenden Proteinfusion und einer Hilfsstoff-lokalisierenden Proteinfusion. Ein zweites Verfahren ist
die Konstruktion und Verabreichung einer Fusion, die das Antigen, den Hilfsstoff und das lokalisierende Protein
enthalt. Eine Fc-Einheit ist ein Beispiel fir ein lokalisierendes Protein.

[0020] Ein wichtiges Merkmal der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette ist, dass sie im Ge-
gensatz zum vorgewahlten Antigen im Fc-Antigen-Fusionsprotein in dem beabsichtigten Empfanger vorzugs-
weise nicht immunogen oder nur schwach immunogen ist. Mit anderen Worten ist das vorgewahlte Antigen im
Fc-Antigen-Fusionsprotein so entworfen, dass es in dem Empfanger starker immunogen ist als die konstante
Region der schweren Immunglobulinkette. Ebenso wird in Erwagung gezogen, dass das Fc-Hilfsstoff-Fusions-
protein in dem beabsichtigten Empfanger ebenfalls nicht oder nur schwach immunogen sein sollte. Die Immu-
nisierungskraft einer konstanten Region der schweren Immunglobulinkette kann vermindert, und in bestimm-
ten Fallen eliminiert werden, indem Sequenzen der konstanten Immunglobulinregion verwendet werden, die
von denen in der gleichen Spezies wie dem beabsichtigten Empfanger vorkommenden abstammen oder ihnen
ahnlich sind. Zum Beispiel werden konstante Regionen der schweren Immunglobulinkette vorzugsweise hu-
manen Ursprungs verwendet, um Fusionsproteine zu erzeugen, die Menschen verabreicht werden sollen.
Ebenso ist, wenn der beabsichtigte Empfanger ein Mensch ist, das Hilfsprotein in dem Fc-Hilfsstoff-Fusions-
protein ebenfalls vorzugsweise humanen Ursprungs. Durch die Wahl von geeigneten Aminosauresequenzen,
die konstante Regionen der schweren Immunglobulinkette und Hilfsproteine definieren, ist es mdglich, eine Im-
munantwort direkt vorwiegend gegen das vorgewahlte Antigen zu optimieren.

[0021] In einer bevorzugten Ausflihrungsform umfasst die konstante Region der schweren Immunglobulinket-
te des Fc-Antigen-Fusionsproteins eine Gelenk-Region von Immunglobulin und gegebenenfalls eine konstante
Regionsdomane des Immunglobulins, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einer CH2-Domane, einer
CH3-Domaéane und einer CH4-Domane oder Kombinationen daraus. Der konstanten Region der schweren Im-
munglobulinkette fehlt jedoch vorzugsweise mindestens eine CH1-Domane. Dariber hinaus fehlt den erfin-
dungsgemafen Fc-Fusionsproteinen die variable Regionsdoméne der schweren Immunglobulinkette (V).
Wenn das Fusionsprotein einem Menschen verabreicht werden soll, enthalt die konstante Region der schwe-
ren Immunglobulinkette vorzugsweise eine Gelenk-Region und eine CH2-Domane oder eine CH3-Domane
und am meisten bevorzugt enthalt sie eine Gelenk-Region und sowohl eine CH2-Doméane wie auch eine
CH3-Domane. Es wird in Betracht gezogen, dass die fir die Ausfihrung der Erfindung nitzlichen konstanten
Regionen der schweren Immunglobulinkette von Immunglobulinen abgeleitet werden kénnen, die einer belie-
bigen der funf Immunglobulinklassen angehdren, die mit IgA (Iga), IgD (1gd), IgE (Ige), 1I9G (lgy) und IgM (Igu)
bezeichnet werden. Die konstanten Regionen der schweren Immunglobulinkette aus der IgG-Klasse sind je-
doch bevorzugt.

[0022] Es wird in Erwagung gezogen, das jegliches vorgewahlte Antigen von Interesse in dem erfindungsge-
maRen Fc-Antigen-Fusionsprotein eingeschlossen werden kann. In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
das vorgewahlte Antigen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Prostata-spezifischem Membra-
nantigen, einer Ektodomane eines Cytokinrezeptors, einem viralen Protein und einem Krebs- oder Tumor-spe-
zifischen Antigen.

[0023] Fc-Antigen-Fusionsproteine mit einer Vielfalt an Konfigurationen kénnen bei der Ausflihrung der Erfin-
dung von Nutzen sein. Zum Beispiel kann der N-Terminus des vorgewahlten Antigens mittels einer Polypep-
tidbindung an den C-Terminus der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette verknupft werden. Al-
ternativ kann der C-Terminus des vorgewahlten Antigens mittels einer Polypeptidbindung an den N-Terminus
der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette verknlpft werden. Dartber hinaus wird in Erwagung
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gezogen, dass die Fc-Antigen-Fusionsproteine eine Vielzahl von einem oder mehreren vorgewahlten Antige-
nen enthalten kénnen, von denen eines oder mehrere direkt oder Gber einen Polypeptidlinker miteinander oder
mit der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette verknipft sein kdnnen. Darlber hinaus kénnen
zwei oder mehr Fc-Antigen-Fusionsproteine miteinander verbunden sein, entweder nicht-kovalent oder kova-
lent, zum Beispiel tiber eine oder mehrere Disulfidbindungen, um dimere oder multimere Zusammensetzungen
herzustellen. Es wird in Erwagung gezogen, dass die Fc-Antigen-Fusionsproteine in den dimeren Konstrukten
die gleichen sein kdnnen oder voneinander verschieden. Obwohl zum Beispiel beide Fc-Antigen-Fusionspro-
teine die gleiche konstante Region der schweren Immunglobulinkette enthalten kénnen, kénnen sich die vor-
gewabhlten Antigene unterscheiden. Es wird in Erwagung gezogen, dass ahnliche Konfigurationen auch bei den
Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteinen eingesetzt werden kénnen.

[0024] Darlber hinaus kann eine Vielzahl an Nucleinsauresequenzen, die fir Fc-Fusionsprotein kodieren, bei
der Ausfihrung der Erfindung von Nutzen sein. Zum Beispiel kdnnen die Nucleinsauresequenzen in einer 5'-
nach 3'-Richtung entweder fir die konstante Region der schweren Immunglobulinkette und das vorgewahlte
Antigen oder fur das vorgewahlte Antigen und die konstante Region der schweren Immunglobulinkette kodie-
ren. Dariber hinaus kénnen die Nucleinsduresequenzen gegebenenfalls auch eine ,Leader"- oder ,Sig-
nal"-Sequenz umfassen, die, zum Beispiel, auf einer Sequenz der leichten Immunglobulinkette basiert, die di-
rekt an eine Gelenk-Region der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette fusioniert ist. In einer be-
vorzugten Ausfiihrungsform, wenn die Fc-Region auf IgG-Sequenzen basiert, kodiert die Fc-Region in einer
5'- nach 3'-Richtung mindestens fir eine Immunglobulin-Gelenk-Region (d. h. eine Gelenk-Region, die mindes-
tens eine Cystein-Aminosaure enthalt, die mit einer zweiten Sequenz fir eine Immunglobulin-Gelenk-Region
eine Disulfidbindung bilden kann), eine Immunglobulin-CH2-Doméane und eine CH3-Domane. Darlber hinaus
kann auch eine fiir die Fc-Antigen-Fusionsproteine kodierende Nucleinsauresequenz innerhalb eines replizier-
baren Expressionsvektors eingebaut sein, der das Fc-Fusionsprotein zum Beispiel entweder in einem bakteri-
ellen Wirt, in dem beabsichtigten Empfanger oder in beiden exprimieren kann.

[0025] Es wird in Erwagung gezogen, dass die Injektion von fiir das Fc-Antigen-Fusionsprotein kodierenden
Nucleinsauresequenzen, entweder allein oder in Kombination mit fur das Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein kodie-
renden Nucleinsauresequenzen zur Erzeugung einer zellularen Immunantwort, einer humoralen Immunant-
wort oder beiden flihren kann. Kombinationen aus Nucleinsaure- und Protein-basierten Immunisierungen (z.
B. Verabreichung eines Fc-Antigen-Fusionsproteins vor, wahrend oder nach Verabreichung einer fir das
Fc-Antigen-Fusionsprotein kodierenden Nucleinsaure) kdnnen synergistisch miteinander wirken, um starkere
Immunantworten gegen das vorgewahlte Antigen hervorzurufen, bezogen auf die Immunisierung mit entweder
der Nucleinsaure oder dem Protein allein.

[0026] Die vorstehenden und andere Aufgaben, Merkmale und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden
aus der folgenden detaillierten Beschreibung, den Abbildungen und Anspriichen noch deutlicher.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

[0027] Die vorhergehenden und andere Gegenstande, Merkmale und Vorteile der vorliegenden Erfindung so-
wie die Erfindung selbst kdnnen aus der folgenden Beschreibung der bevorzugten Ausflihrungsformen in Zu-
sammenhang mit den beigefligten Abbildungen genauer verstanden werden, in denen:

[0028] Fig. 1A-Fig. 1G schematische Darstellungen von beispielhaften Fc-Fusionsproteinen sind, die bei der
Ausfuhrung der Erfindung von Nutzen sind. Fig. 1A stellt ein Fc-Antigen- oder Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein dar,
bei dem die konstante Region der schweren Immunglobulinkette 1 an das N-terminale Ende des Antigens oder
Hilfsstoffes 2 geknipft ist. Fig. 1B stellt ein Fc-Antigen- oder Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein dar, bei dem die kon-
stante. Region der schweren Immunglobulinkette 1 an das C-terminale Ende des Antigens oder Hilfsstoffes 2
geknupftist. Fig. 1C und Fig. 1D stellen ein dimeres Protein dar, bei dem eine oder beide der Polypeptidketten
ein Fc-Antigen- oder ein Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein enthalten. In Fig. 1C, ist in mindestens einer Polypeptid-
kette die konstante Region der schweren Immunglobulinkette 1 an das N-terminale Ende des Antigens oder
Hilfsstoffes 2 geknupft und in Fig. 1D ist die konstante Region der schweren Immunglobulinkette 1 an das
C-terminale Ende des Antigens oder Hilfsstoffes 2 geknlipft. Fig. 1E stellt ein dimeres Protein dar, bei dem eine
oder beide der Polypeptidketten ein Fc-Antigen-Antigen-, Fc-Hilfsstoff-Hilfsstoff-, Fc-Hilfsstoff-Antigen- oder
ein Fc-Antigen-Hilfsstoff-Fusionsprotein enthalten. Eig. 1F stellt ein dimeres Fusionsprotein dar, bei dem eine
oder beide der Polypeptidketten ein Antigen-Fc-Hilfsstoff-, oder ein Hilfsstoff-Fc-Antigen-Fusionsprotein ent-
halten. Fig. 1G stellt ein dimeres Fusionsprotein dar, bei dem eine oder beide der Polypeptidketten ein Anti-
gen-Hilfsstoff-Fc-, oder ein Hilfsstoff-Antigen-Fc-Fusionsprotein enthalten.
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[0029] Fig. 2A-Fig. 2B sind schematische Darstellungen von DNA-Sequenzen, die bei der Ausflihrung der
Erfindung von Nutzen sind. Fig. 2A stellt einen Expressionsvektor fiir ein humanes Fc-Fusionsprotein dar.
Fig. 2B stellt eine Genfusion flir die Expression eines IgG2a-Fc-Fusionsproteins der Maus dar.

[0030] Fig. 3A-Fig. 3F sind Diagramme, die die Wirkung der chemischen und Fc-Cytokin-Hilfsstoffe auf die
Antikérperproduktion in Mausen zeigen, die mit dem Fc-Antigen-Fusionsprotein, Maus-Fc-humanes-IL-4-Re-
zeptorektodomane-Fusionsprotein (Fc-IL-4R) immunisiert wurden. In Fig. 3A wurden die Mause mit Fc-IL-4R
und Fc-IL-2 in vollstdndigem Freundschem Adjuvans (CFA) immunisiert. In Fig. 3B wurden die Mause mit
Fc-IL-4R in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) immunisiert. In Fig. 3C wurden die Mause mit Fc-IL-4R
in CFA immunisiert. In Fig. 3D wurden die Mause mit Fc-IL-4R und Fc-IL-2 in PBS immunisiert. In Fig. 3E wur-
den die Mause mit Fc-IL-4R und Fc-GMCSF in CFA immunisiert. In Fig. 3F wurden die Mause mit Fc-IL-4R
und Fc-GMCSF in PBS immunisiert. In den Fig. 3A-Fig. 3F stellen die Quadrate, Rauten und Dreiecke von
drei einzelnen Mausen abstammende Daten dar. Die AntikOrperspiegel fur ein Antigen wurden mittels ELISA
gemessen; die Y-Achse gibt die optische Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

[0031] Fig. 4A-Fig. 4D sind Diagramme, die die Wirkung der Immunisierung von Mausen mit einem huma-
nem Krebsantigen, PSMA, in der Form eines Fc-Antigen-Fusionsproteins unter Verwendung variierender Men-
gen an Fc-GMCSEF als einen Hilfsstoff zeigen. In Fig. 4A wurden die Mause mit 50 pg Fc-PSMA-Fusionspro-
tein allein immunisiert. In Fig. 4B wurden die Mause mit 50 uyg Fc-PSMA und 0,05 pg Fc-GMCSF als einem
Hilfsstoff immunisiert. In Fig. 4C wurden die Mause mit 50 ug Fc-PSMA und 0,5 ug Fc-GMCSF als einem Hilfs-
stoff immunisiert. In Fig. 4D wurden die Mause mit 50 pg Fc-PSMA und 5 pg Fc-GMCSF immunisiert. In den
Fig. 4A-Fig. 4D stellen die Quadrate, Rauten und Dreiecke von drei einzelnen Mausen abstammende Daten
dar.

[0032] Fig. 5A-Fig. 5F sind Diagramme, die die spezifischen Antikérperantworten auf das PSMA-Antigen
vergleichen, das entweder als ein natives Protein (5A-5C) oder als ein Maus-Fc-PSMA-Fusionsprotein (5D-5F)
verabreicht wurde. In Eig. 5A wurden Mause mit 50 yg PSMA als ein Antigen immunisiert. In Eig. 5B wurden
Mause mit 50 yg PSMA als ein Antigen und 0,2 uyg GMCSF als einem Hilfsstoff immunisiert. In Fig. 5C wurden
Mause mit 50 ug PSMA als ein Antigen und 0,5 ug Fc-GMCSF als einem Hilfsstoff immunisiert. In Fig. 5D wur-
den Mause mit 50 ug Fc-PSMA als ein Antigen immunisiert. In Fig. 5E wurden Mause mit 50 yg Fc-PSMA als
ein Antigen und 0,2 yg GMCSF als einem Hilfsstoff immunisiert. In Eig. 5F wurden Mause mit 50 ug Fc-PSMA
als ein Antigen und 0,5 pg Fc-GMCSF als einem Hilfsstoffimmunisiert. In den Fig. 5A — Fig. 5F stellen die Qua-
drate, Rauten und Dreiecke von drei einzelnen Mausen abstammende Daten dar. Die Antikdrperspiegel fur ein
Antigen wurden mittels ELISA gemessen; die Y-Achse gibt die optische Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

[0033] Fig. 6 ist eine Grafik, die die helfende Wirkung von Fc-GMCSF oder Fc-F3L, die gemeinsam mit
Fc-PSMA verabreicht wurden, auf die Antikérperproduktion gegen humanes PSMA vergleicht. Alle Tiere er-
hielten 50 yg Fc-PSMA entweder allein oder in Kombination mit dem angegebenen Fc-Cytokin als einem Hilfs-
stoff. Pro Experiment wurden drei Mause getestet.

[0034] Fig. 7A-Fig. 7B sind Diagramme, die die Immunisierungskraft des Fc-EpCAM-Fusionsproteins, ent-
weder allein oder in Kombination mit einem Fc-GMCSF-Hilfsstoff bei einzelnen Mausen zeigen. Eig. 7A und
Fig. 7B stellen Antikérpertiter dar, die 7 bzw. 14 Tage nach einer Auffrischimpfung gemessen wurden. Die Auf-
frischimpfung wurde drei Wochen nach der ersten Immunisierung gegeben. In beiden Figuren stellen die offe-
nen Rauten Mause dar, die subkutan mit 10 ug Fc-EpCAM allein immunisiert wurden, und die ausgefillten
Dreiecke stellen Mause dar, die subkutan mit 10 ug Fc-EpCAM und 1 yg Fc-GMCSF als einem Hilfsstoff im-
munisiert wurden. Die Antikdrperspiegel fur ein Antigen wurden mittels ELISA gemessen; die Y-Achse gibt die
optische Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

[0035] Fig. 8A-Fig. 8B sind Diagramme, die die Immunisierungskraft des EpCAM-Fc (umgekehrte Orientie-
rung der Fc-Region und des Antigens), entweder allein oder in Kombination mit einem Fc-GMCSF-Hilfs-
stoff-Fusionsprotein bei Mause zeigt. Fig. 8A und Fig. 8B stellen Antikorpertiter dar, die 14 bzw. 21 Tage (d.
h. 7 Tage nach der Auffrischimpfung) nach Immunisierung gemessen wurden. In beiden Figuren stellen die of-
fenen Rauten mittlere Titer von drei Mausen dar, die mit 25 uyg EpCAM-Fc-Fusionsproteinen allein immunisiert
wurden, und die ausgefiiliten Dreiecke stellen Mause dar, die mit 25 uyg EpCAM-Fc und 2,5 ug Fc-GMCSF als
einem Hilfsstoff immunisiert wurden. Die Antikérperspiegel fur ein Antigen wurden mittels ELISA gemessen;
die Y-Achse gibt die optische Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

[0036] Fig. 9 zeigte eine Grafik fir die Konstruktion eines Plasmidvektors, der fur ein EpCAM-Fc-GMCSF-Fu-
sionsprotein kodiert. In diesem Fall ist das Antigen EpCAM an das aminoterminale Ende der konstanten Regi-
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on der schweren Immunglobulinkette (Fc-Region) und der Hilfsstoff GMCSF ist an das carboxyterminale Ende
der Fc-Region fusioniert.

[0037] Fig. 10A-Fig. 10D sind Diagramme, die Antikérpertiter in Mausen zeigen, denen die fur das Fc-Ep-
CAM-Fusionsprotein kodierenden Plasmidvektoren unter Verwendung von entweder PBS oder einer Saccha-
roseldésung mit 25 Gew.-% als einem Tragervehikel injiziert wurden. Fig. 10A-Fig. 10D stellen Antikorpertiter
dar, die 14 Tage, 27 Tage, 55 Tage bzw. 69 Tage nach der ersten Injektion gemessen wurden. In allen Figuren
stellen die offenen Rauten Titer fur einzelne Mause dar, denen fir das Fc-EpCAM kodierendes Plasmid in PBS
injiziert wurde, und die gefullten Dreiecke stellen Titer fur individuelle Mause dar, denen fir Fc-EpCAM kodie-
rendes Plasmid in Saccharose injiziert wurde. Die Antikdrperspiegel fur ein Antigen wurden mittels ELISA ge-
messen; die Y-Achse gibt die optische Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

[0038] Fig. 11A-Fig. 11B sind Diagramme, die die Stimulierung des *H-Thymidineinbaus als Reaktion auf
in-vitro-Stimulierung mit Antigen in Splenozyten zeigen, die aus durch DNA-Impfung oder durch Proteinimp-
fung immunisierten Mausen isoliert wurden. Fig. 11B zeigt eine vergroRerte Ansicht der Daten im unteren Teil
von Fig. 11A. In allen Figuren stellen die ausgefillten Rauten Splenozyten dar, die von Mausen geerntet wur-
den, die mit 100 pg einer fur das CMV-Fc-EpCAM-Fusionsprotein kodierenden Plasmid-DNA immunisiert wur-
den, die offenen Kreise stellen Splenozyten dar, die von Mausen geerntet wurden, die mit 100 pg einer fir das
CMV-EpCAM-Fc-Fusionsprotein kodierenden Plasmid-DNA immunisiert wurden, und die Kreuze stellen Sple-
nozyten dar, die von Mausen geerntet wurden, die mit 10 ug Fc-EpCAM-Protein immunisiert wurden. Die Mil-
zen wurden an Tag 70 nach der ersten Injektion von Plasmid-DNA oder Protein und zwei Auffrischinjektionen
in einem dreiwdchigen Intervall entfernt.

[0039] Fia. 12A-B sind Diagramme, die ein Cytotoxische-T-Lymphozyten-(CTL-)Killing-Assay unter Verwen-
dung von Splenozyten aus mit Plasmid-DNA oder Fc-EpCAM-Protein immunisierten Mausen zeigen. Fig. 12A
zeigt die Aktivitat von Splenozyten gegen CT26-Tumorzellen der Maus, die das humane EpCAM-Protein ex-
primieren. Eig. 12B zeigt die Aktivitat von Splenozyten gegen parenterale CT26-Tumorzellen der Maus. In bei-
den Figuren stellen die offenen Rauten Splenozyten dar, die mit einer (CMV-Promoter)-EpCAM-Konstrukt tra-
genden DNA immunisiert wurden, offene Quadrate stellen Splenozyten aus Mausen dar, die mit einer ein
(CMV-Promoter)-Fc-EpCAM-Fusionskonstrukt tragenden DNA immunisiert wurden, offene Dreiecke stellen
Splenozyten von Mausen dar, die mit einer ein (CMV-Promoter)-EpCAM-Fc-Fusionskonstrukt tragenden DNA
immunisiert wurden, und Kreuze stellen Splenozyten von Mausen dar, die mit Fc-EpCAM-Fusionsprotein im-
munisiert wurden. Das CTL-Assay verwendete Splenozyten aus den immunisierten Mausen, die fiir finf Tage
mit 10 U/ml IL-2 kultiviert wurden. Markierte Zielzellen wurden mit den angegebenen Effektoren vermischt und
fur vier Stunden inkubiert. Die Freisetzung von Radioaktivitat wurde verwendet, um den Prozentsatz an spezi-
fischer Lyse zu berechnen.

[0040] Fig. 13 ist ein Diagram, das Antikérpertiter in Mausen zeigt, die subkutan mit 50 ug Fc-MCSP-Fusi-
onsprotein in PBS entweder allein oder in Kombination mit 5 uyg Fc-GMCSF als einem Hilfsstoff immunisiert
wurden. Die gefiillten Rauten stellen Antikdrpertiter in normalem Serum dar, die offenen Quadrate stellen An-
tikérpertiter im Serum von Mausen dar, die mit Fc-MCSP-Fusionsprotein allein immunisiert wurden, und die
gefillten Dreiecke stellen Antikorpertiter im Serum von Mausen dar, die mit Fc-MCSP-Fusionsprotein in Kom-
bination mit einem Fc-GMCSF-Hilfsstoff immunisiert wurden. Die Antikdrperspiegel fir ein Antigen wurden mit-
tels ELISA gemessen; die Y-Achse gibt die optische Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

[0041] Fig. 14A-B sind Diagramme, die Antikorpertiter in Mausen zeigen, die mit Fc-gp41-pep-626-Fusions-
protein entweder allein oder in Kombination mit einem Fc-Cytokin-Hilfsstoff immunisiert wurden. Fig. 14A und
Fig. 14B stellen Antikorpertiter dar, die 7 bzw. 33 Tage nach einer zweiten Auffrischimpfung erreicht wurden.
In allen Figuren stellen die offenen Rauten Antikorpertiter in Mausen dar, die mittels intradermaler Injektion mit
25 g Fc-gp41-pep-626-Antigen allein immunisiert wurden, offene Quadrate stellen Titer in Mausen dar, die
mittels intradermaler Injektion von 25 pg Fc-gp41-pep-626-Antigen in Kombination mit 2,5 yg Fc-GMCSF-Hilfs-
stoff immunisiert wurden, und ausgefllite Dreiecke stellen Antikorpertiter in Mausen dar, die mittels intrader-
maler Injektion von 25 pg Fc-gp41-pep-626-Antigen in Kombination mit 2,5 pg Fe-IL2-Hilfsstoff immunisiert
wurden. Die Antikdrperspiegel fur ein Antigen wurden mittels ELISA gemessen; die Y-Achse gibt die optische
Dichte der ELISA-Anzeigewerte an.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0042] Die vorliegende Offenbarung betrifft die effiziente Lieferung von Protein- oder Peptidantigenen in vivo
zur Induzierung von humoralen (d. h. antikérper-basierten) oder Th2-Zellvermittelten Immunantworten, zellu-
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l&ren oder Th1-Zell-vermittelten Immunantworten und in einigen Fallen von beiden Arten von Immunantworten
in einem Saugetier. Es wurde nun gefunden, dass es mdglich ist, die Immunisierungskraft eines vorgewahlten
Peptid- oder Proteinantigens in einem Saugetier zu verstarken, indem das vorgewahlte Antigen mit einer kon-
stanten Region einer schweren Immunglobulinkette fusioniert wird, um ein Fc-Antigen-Fusionsprotein zu er-
zeugen. Das resultierende Fc-Antigen-Fusionsprotein, oder die fir Fc-Antigen-Fusionsproteine kodierenden
Nucleinsauresequenzen kdnnen dann dem Saugetier, zum Beispiel einem Menschen, in der Form eines Impf-
stoffs verabreicht werden, um gegen das vorgewahlte Antigen eine Immunantwort hervorzurufen.

[0043] Das Fc-Antigen-Fusionsprotein liefert das Antigen selektiv an antigenprasentierende Zellen (APCs).
Wir mdchten uns nicht auf eine Theorie festlegen, aber wir glauben, dass die Bindung des Fc-Antigen-Fusi-
onsproteins an die APCs durch Fc-Rezeptoren vermittelt wird, die auf einer Vielzahl von Immunzellarten expri-
miert werden, einschliellich, zum Beispiel: dendritischen Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Granulozyten.
Das Fc-Antigen-Fusionsprotein bindet, wenn es dem Saugetier verabreicht wird, Fc-Rezeptoren, wonach das
Fc-Antigen-Fusionsprotein durch die APCs endozytosiert wird. Das endozytosierte Fusionsprotein, einschliel3-
lich des vorgewahlten Antigens, wird dann vermutlich zu kleineren Peptiden abgebaut, die anschlieRend auf
der Zelloberflache prasentiert werden. Die prasentierten Peptide vermitteln dann eine humorale und/oder zel-
luldre Immunantwort. Die bestimmte Art von stimulierter Immunantwort kann moduliert werden, indem das
Fc-Antigen-Fusionsprotein gemeinsam mit einem Hilfsstoff, zum Beispiel einem Hilfsstoff-Fusionsprotein, ver-
abreicht wird.

[0044] In einer Ausfiihrung der Verabreichung wird dem Empfanger das Fc-Antigen-Fusionsprotein verab-
reicht. In einer weiteren Ausflihrung der Verabreichung wird dem Empfanger eine fur das Fc-Antigen-Fusions-
protein kodierende Nucleinsauresequenz verabreicht. Das vorgewahlte Antigen, entweder im verabreichten
Fc-Antigen-Protein oder exprimiert von der verabreichten Nucleinsaure, ist imnmunogener als das Antigen al-
lein, d. h. nicht durch eine Polypeptidbindung an eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette fu-
sioniertes Antigen. Darlber hinaus kann, unter bestimmten Umstanden, eine aufeinander folgende Verabrei-
chung von Fusionsprotein gefolgt von Verabreichung der fiir das gleiche Fusionsprotein kodierenden Nuclein-
saure, oder alternativ Verabreichung von fur das Fusionsprotein kodierender Nucleinsaure gefolgt von Verab-
reichung des gleichen Fusionsproteins verwendet werden, um die Immunisierungskraft des vorgewahlten An-
tigens zu maximieren. Es ist bekannt, dass eine optimale Immunantwort hervorgerufen wird, wenn beide Kom-
ponenten der Fc-Antigen-Fusionsproteine aktiv sind. Mit anderen Worten ist das vorgewahlte Antigen in dem
Fc-Antigen-Fusionsprotein in der Lage, eine Immunantwort hervorzurufen und die konstante Region der
schweren Immunglobulinkette ist in der Lage, einen Fc-Rezeptor auf der Oberflache von APCs zu binden.

[0045] Des Weiteren kann, wie diskutiert, die Starke und Art der gegen das vorgewahlte Antigen hervorgeru-
fenen Immunantwort moduliert werden, indem spezifische Hilfsstoffe gemeinsam mit dem Fc-Antigen-Fusions-
protein verabreicht werden. Bei der Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung enthalten die Hilfsstoffe ein zweites
Fc-Fusionsprotein, wobei eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette an ein Hilfsprotein fusio-
niert ist, um ein Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein herzustellen. Wie bei den Fc-Antigen-Fusionsproteinen versteht
es sich, dass eine optimale Immunantwort hervorgerufen wird, wenn beide Komponenten eines Fc-Hilfs-
stoff-Fusionsproteins aktiv sind. Mit anderen Worten ist der Hilfsstoff in dem Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein in der
Lage, eine Immunantwort zu modulieren und die konstante Region der schweren Immunglobulinkette ist in der
Lage, einen Fc-Rezeptor auf der Oberflache von APCs zu binden.

[0046] Gemal der vorliegenden Erfindung werden sowohl das Antigen als auch der Hilfsstoff als Fc-Fusions-
proteine verabreicht. Mit anderen Worten wird das Antigen als ein Fc-Antigen-Fusionsprotein verabreicht und
der Hilfsstoff wird als ein Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein verabreicht. Bestimmte bevorzugte Ausflihrungsformen
der fur die Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung nutzlichen Fc-Fusionsproteine sind in Fig. 1A-Fig. 1G dar-
gestellt.

[0047] Fig. 1A stellt ein beispielhaftes Fc-Fusionsprotein dar, in dem der C-Terminus der konstanten Region
der schweren Immunglobulinkette 1, entweder direkt oder mittels eines Polypeptidlinkers, mit dem N-Terminus
des vorgewahlten Antigens oder Hilfsstoffes 2 verbunden ist. Wie hier verwendet, ist der Begriff ,,Polypeptidlin-
ker" so zu verstehen, dass eine Sequenz aus einem oder mehreren Aminosaureresten gemeint ist, die zwei
Proteine miteinander koppeln. Der Polypeptidlinker ist oftmals eine Reihe von Aminosauren mit einer Lange
von etwa 10-15 Resten, die zum Beispiel sich wiederholende Glycin- und/oder Serinreste enthalten. Eig. 1B
stellt ein beispielhaftes Fc-Fusionsprotein dar, in dem der C-Terminus des vorgewahlten Antigens oder Hilfs-
stoffes 2, entweder direkt oder mittels eines Polypeptidlinkers, mit dem N-Terminus der konstanten Region der
schweren Immunglobulinkette 1 verbunden ist.
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[0048] Fig. 1C zeigt ein dimeres Konstrukt, das zwei Fc-Fusionsproteine enthalt, die kovalent mittels zweier
Disulfidbindungen verknupft sind. Das dimere Konstrukt enthalt zwei Fc-Fusionsproteine, in denen der C-Ter-
minus von jeder konstanten Region der schweren Immunglobulinkette 1 mit dem N-Terminus eines vorgewahl-
ten Antigens oder Hilfsstoffes 2 verbunden ist. Ebenso zeigt Fig. 1D ein dimeres Konstrukt, das zwei Fc-Fusi-
onsproteine enthalt, die kovalent mittels zweier Disulfidbindungen verknupft sind. Das dimere Konstrukt enthalt
zwei Fc-Fusionsproteine, in denen der C-Terminus von jedem vorgewahlten Antigen oder Hilfsstoff 2 mit dem
N-Terminus der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette 1 verbunden ist.

[0049] Fig. 1E zeigt ein dimeres Konstrukt, das zwei Fc-Fusionsproteine enthalt, die kovalent mittels zweier
Disulfidbindungen verknupft sind. Das dimere Konstrukt enthalt zwei Fc-Fusionsproteine, in denen der C-Ter-
minus von jeder konstanten Region der schweren Immunglobulinkette 1, entweder direkt oder tber einen Po-
lypeptidlinker, mit dem N-Terminus eines vorgewahlten Antigens oder Hilfsstoffes 2 verbunden ist, dessen
C-Terminus, entweder direkt oder tiber einen Polypeptidlinker, mit einem zweiten Antigen oder Hilfsstoff 2' ver-
bunden ist.

[0050] Fig. 1F zeigt ein dimeres Konstrukt, das zwei Fc-Fusionsproteine enthalt, die ebenfalls mittels zweier
Disulfidbindungen verknupft sind. Das dimere Konstrukt enthalt zwei Fc-Fusionsproteine, in denen der C-Ter-
minus des Antigens oder Hilfsstoffes 2, entweder direkt oder Gber einen Polypeptidlinker, mit dem N-Terminus
der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette 1 verbunden ist, deren C-Terminus, entweder direkt
oder Uber einen Polypeptidlinker, mit dem N-Terminus eines unterschiedlichen Hilfsstoffes oder Antigens 2'
verbunden ist. Zum Beispiel kdnnen derartige Fusionsproteine, in einer N- nach C-terminalen Richtung, vorge-
wahltes Antigen — konstante Region der schweren Immunglobulinkette — Hilfsstoff umfassen.

[0051] FEia. 1G zeigt ein dimeres Konstrukt, das zwei Fc-Fusionsproteine enthalt, die ebenfalls mittels zweier
Disulfidbindungen verknupft sind. Das dimere Konstrukt enthalt zwei Fc-Fusionsproteine, in denen der C-Ter-
minus des Antigens oder Hilfsstoffes 2, entweder direkt oder Gber einen Polypeptidlinker, mit dem N-Terminus
eines unterschiedlichen Hilfsstoffes oder Antigens 2' verbunden ist, dessen C-Terminus, entweder direkt oder
Uber einen Polypeptidlinker, mit dem N-Terminus der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette 1
verbunden ist. Zum Beispiel kdnnen derartige Fusionsproteine, in einer N- nach C-terminalen Richtung, vorge-
wahltes Antigen — Hilfsstoff — konstante Region der schweren Immunglobulinkette umfassen.

[0052] Bei der Ausfihrung der Erfindung ist es im Allgemeinen bevorzugt, die Fc-Einheit bezogen auf die
Hilfsstoffeinheit in einer N-terminale Position zu platzieren. Wenn die Hilfsstoffeinheit N-terminal zur Fc-Einheit
platziert wird, dann kann die Hilfsstoff-Fc-Fusion an einen Hilfsstoffrezeptor auf einer Immunzelle binden und
die Fc-Einheit wird in der gleichen Orientierung vorliegen, die bei der Bindung eines Antikorpers an eine Zel-
loberflache eingenommen wird. ADCC oder Komplementfixierung kénnen eine Folge sein. Wenn die Fc-Ein-
heit jedoch N-terminal zur Hilfsstoffeinheit platziert wird, scheint dies keine ADCC und Komplementfixierung
zur Folge zu haben.

[0053] Die in den Fig. 1C-Fig. 1G dargestellten Konstrukte werden als Dimere, die durch ein Paar an Disul-
fidbindungen zwischen Cysteinen an benachbarten Gelenk-Regionen vernetzt sind, beschrieben. In den
Zeichnungen werden die Disulfidbindungen so dargestellt, dass sie die Teile zweier konstanter Regionen der
schweren Immunglobulinkette Gber die Eigenschaften der Gelenk-Region der nativen Formen dieser Molekule
miteinander verknipfen. Wahrend Konstrukte, die Gelenk-Regionen von Immunglobulin einschlief3en, bevor-
zugt sind, zieht die Erfindung auch in Erwagung, dass wie gewtinscht Vernetzung an anderen Positionen ge-
wahlt werden kénnen. Darlber hinaus kdnnen, in einigen Fallen, zwei oder mehr Monomere nicht-kovalent as-
soziieren, um fur die Ausfliihrung der Erfindung nitzliche Dimere oder Multimere zu erzeugen.

[0054] Wie hierin verwendet, wird der Begriff ,konstante Region der schweren Immunglobulinkette" aus-
tauschbar mit dem Begriff ,Fc-Region" verwendet, und ist so zu verstehen, dass der carboxylterminale Teil ei-
ner konstanten Region der schweren Immunglobulinkette gemeint ist, oder ein Analogon oder ein Teil davon,
der in der Lage ist, einen Fc-Rezeptor zu binden. Wie bekannt ist, enthalt jede konstante Region der schweren
Immunglobulinkette vier oder finf Doméanen. Die Domanen werden nacheinander wie folgt bezeichnet:
CH1-Gelenk-CH2-CH3(-CH4). CH4 kommt in IgM vor, das keine Gelenk-Region aufweist. Die bei der Ausflih-
rung der Erfindung nitzliche konstante Region der schweren Immunglobulinkette enthalt vorzugsweise eine
Gelenk-Region des Immunglobulins und umfasst vorzugsweise auch eine CH3-Domane. Die konstante Regi-
on der schweren Immunglobulinkette enthalt am meisten bevorzugt eine Gelenk-Region des Immunglobulins,
eine CH2-Domane und eine CH3-Domane. Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,Gelenk-Region" des Immun-
globulins so zu verstehen, dass eine vollstandige Gelenk-Region eines Immunglobulins oder zumindest ein Teil
der Gelenk-Region eines Immunglobulins gemeint ist, der ausreicht, um eine oder mehrere Disulfidbindungen
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mit einer zweiten Gelenk-Region von Immunglobulin zu bilden.

[0055] Es wird in Betracht gezogen, dass geeignete konstante Regionen der schweren Immunglobulinkette
von Antikérpern abgeleitet werden kénnen, die einer beliebigen der fiinf Immunglobulinklassen angehdren, die
mit IgA, IgD, IgE, 19G und IgM bezeichnet werden, jedoch sind konstante Regionen der schweren Immunglo-
bulinkette der IgG-Klasse bevorzugt. Dariiber hinaus wird in Betracht gezogen, dass konstante Regionen der
schweren Immunglobulinkette von einer beliebigen der IgG-Antikérper-Unterklassen abgeleitet werden kon-
nen, die im Fachgebiet mit IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4 bezeichnet werden.

[0056] Konstante Regionsdomanen der schweren Immunglobulinkette haben eine Kreuzhomologie unter den
Immunglobulinklassen. Zum Beispiel ist die CH2-Doméane von IgG homolog zur CH2-Doméne von IgA und IgD,
und zur CH3-Doméane von IgM und IgE. Bevorzugte konstante Regionen der schweren Immunglobulinkette
umfassen Proteindomanen, die einer CH2-Region und einer CH3-Region von IgG oder funktionalen Teilen
oder Derivaten davon entsprechen. Den konstanten Regionen der schweren Immunglobulinkette fehlt jedoch
vorzugsweise mindestens die CH1-Domane. Dartber hinaus fehlt den Fc-Antigen- oder Fc-Hilfsstoff-Fusions-
proteinen eine variable Region von Immunglobulin. In einer bevorzugteren Ausfiihrungsform enthalt die kon-
stante Region der schweren Immunglobulinkette, in einer N- nach C-terminalen Richtung, eine Gelenk-Region
des Immunglobulins, eine CH2-Doméne und eine CH3-Domane, die alle auf Sequenzen aus einem IgG-Mole-
kil beruhen. Die Wahl von geeigneten konstanten Regionen der schweren Immunglobulinkette wird im Detail
in den US-Patenten Nr. 5,541,087 und 5,726,044 diskutiert. Die Wahl von bestimmten Sequenzen fiur die kon-
stante Region der schweren Immunglobulinkette von bestimmten Immunglobulinklassen und -unterklassen,
um ein bestimmtes Ergebnis zu erzielen, gilt als innerhalb des Niveaus eines Fachmanns liegend.

[0057] Es kann, unter bestimmten Umstanden, von Nutzen sein, die konstante Region der schweren Immun-
globulinkette zu modifizieren, zum Beispiel durch Mutation, Deletion oder andere Veranderungen, die durch
Gentechnik oder andere Vorgehensweisen vermittelt werden, so dass bestimmte Aktivitaten, wie z. B. Kom-
plementfixierung oder die Stimulierung der antikdrperabhangigen, zellvermittelten Cytotoxizitat (ADCC) ver-
mindert oder beseitigt werden. Es wird jedoch als notwendig erachtet, dass die Fahigkeit der konstanten Re-
gion der schweren Immunglobulinkette, an Fc-Rezeptor zu binden, aufrecht erhalten wird.

[0058] Bei der Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung ist die konstante Regionskomponente der schweren
Immunglobulinkette des Fc-Antigen- oder Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteins in dem beabsichtigten Empfanger vor-
zugsweise nicht immunogen oder nur schwach immunogen. Die Fc-Region wird als nicht oder schwach immu-
nogen betrachtet, wenn die konstante Region der schweren Immunglobulinkette keine nachweisbare Antikor-
perantwort erzeugt, die gegen die konstante Region der schweren Immunglobulinkette gerichtet ist. Demzufol-
ge sollte die konstante Region der schweren Immunglobulinkette von Immunglobulinen abgeleitet werden oder
sollte auf Aminosauresequenzen entsprechend von Immunglobulinen beruhen, die in der gleichen Spezies wie
der beabsichtigte Empfanger des Fusionsproteins vorkommen. Mit anderen Worten sollten Sequenzen der hu-
manen konstanten Region der schweren Immunglobulinkette verwendet werden, wenn das Fc-Fusionskonst-
rukt (das Fc-Antigen- und/oder Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein) einem Menschen verabreicht werden soll. Nucle-
otide und Aminosauresequenzen von humanem Fc-IgG werden, zum Beispiel, in Ellison et al. (1982) NUCLEIC
ACIDS RES. 10:4071-4079 beschrieben. Desgleichen sollten murine Fc-Sequenzen verwendet werden, wenn
die Fc-Fusion Mausen verabreicht werden soll. Nucleotide und Aminosauresequenzen von murinem Fc-1gG2a
werden, zum Beispiel, in Bourgois et al. (1974) EUR. J. BIOCHEM. 43:423-435 beschrieben. Die gleiche Logik
wirde angewandt, wenn die Fc-Fusionsproteine anderen Tieren verabreicht werden sollten, einschlieRlich
Haustieren, zum Beispiel Katzen und Hunden, sowie Nutztieren, zum Beispiel Kihen und Pferden.

[0059] Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,vorgewahltes Antigen" so zu verstehen, das ein beliebiges Pro-
tein oder Fragment davon, oder Polypeptid gemeint ist, das, entweder allein oder in Kombination mit anderen
Reagenzien, eine Immunantwort in einem Saugetier induzieren kann. Es wird in Erwagung gezogen, das jeg-
liches vorgewahlte Antigen von Interesse in dem erfindungsgemalfen Fc-Antigen-Fusionsprotein eingeschlos-
sen werden kann. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird das vorgewahlte Antigen ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus einem Prostata-spezifischem Membranantigen (PSMA), einer Ektodomane eines Cy-
tokinrezeptors, zum Beispiel einer Ektodomane des humanen IL-4-Rezeptors; einem Tumor-spezifischen An-
tigen (zum Beispiel einem Antigen, das hochreguliert ist oder auf andere Weise in einer Tumorzelle in erhéhten
Spiegeln bezogen auf eine normale Zelle vorkommt); und einem viralen Protein, zum Beispiel einem durch das
Genom des humanen Immundefizienz-Virus (HIV) kodierten Proteins.

[0060] Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,Hilfsstoff" so zu verstehen, das jegliche Substanz gemeint ist, die
als ein Immunmodulator wirken kann, indem sie, zum Beispiel, eine Immunantwort (entweder humoral oder zel-
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lular) gegenuber dem vorgewahlten Antigen verstarken kann. Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,humorale"
Immunitat so zu verstehen, dass eine Immunitat gemeint ist, die durch in Koérperflissigkeiten, zum Beispiel
Plasma oder Lymphe, verteilten Antikérper vermittelt wird, wahrend der Begriff ,zellulare" Immunitat, der auf
dem Fachgebiet auch als ,zell-vermittelte Immunitat" bezeichnet wird, so zu verstehen ist, dass immunologi-
sche Reaktionen gemeint sind, die durch T-Lymphozyten initiiert und durch Effektor-T-Lymphozyten und/oder
Makrophagen vermittelt werden.

[0061] Wie bereits friiher diskutiert, kann eine Vielzahl an chemischen Hilfsstoffen, z. B. vollstandiges Freund-
sches Adjuvans, bei der Immunisierung von nicht-menschlichen Saugetieren von Nutzen sein. Obwohl es bei
Tieren weit verbreitet verwendet wird, um hohe Antikdrpertiter oder deutliche cytotoxische T-Lympho-
zyt-(CTL-)Antworten zu erzeugen, machen seine Nebenwirkungen, zum Beispiel Gewebevernarbung, es fur
Verwendung beim Menschen ungeeignet. Daher besteht ein Bedarf, starke Immunantworten ohne die beglei-
tende Entziindung an der Injektionsstelle zu induzieren. Ein deutlicher Vorteil der Verwendung von erfindungs-
gemalien Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteinen ist die Fahigkeit, eine starke Immunantwort ohne die Notwendigkeit
von chemischen Hilfsstoffen wie dem Freundschen Adjuvans hervorzurufen.

[0062] Bevorzugte Hilfsstoffe, die bei der Ausfiihrung der Erfindung von Nutzen sind, umfassen ein Fc-Hilfs-
stoff-Fusionsprotein oder eine dieses kodierende Nucleinsdure. Bevorzugte Hilfsproteine fir den Einbau in die
Fc-Fusionsproteine umfassen Cytokine. Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,Cytokin" so zu verstehen, dass
jegliches Protein oder Peptidanalogon oder funktionales Fragment davon gemeint ist, das die Aktivitat der Im-
munzellen, zum Beispiel: T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile, Basophile, dendritische
Zellen und deren Vorlaufer in einem Saugetier modulieren kann. Bevorzugte Cytokine umfassen, zum Beispiel,
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-12, IL-18, TNF und GMCSF. Die extrazellulare Doméane des CD40-Liganden ist ebenfalls
ein bevorzugtes Protein fir die Fusion an Fc zur Bildung eines Fc-Hilfsstoffs. Wenn es mit Fc-Hilfsstoff verab-
reicht wird, kann das Antigen in dem Fc-Antigen-Fusionsprotein eine Immunantwort hervorrufen, die starker ist
als wenn das Fc-Antigen-Fusionsprotein ohne das Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein verabreicht wird. In einigen Fal-
len ist der Antikdrperspiegel, der nach nur zwei Immunisierungen von Fc-Antigen mit Fc-Hilfsstoff erreicht wird,
genauso hoch oder héher als der, der mit Freundschem Adjuvans erreicht wird, und zwar ohne nachweisbare
Hautreaktionen.

[0063] Wie auch bei den konstanten Regionen der schweren Immunglobulinkette des Fc-Antigen- oder
Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteins ist das Hilfsstoffprotein in dem beabsichtigten Empfanger vorzugsweise nicht
oder nur schwach immunogen. Dies kann erreicht werden, indem in die Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine Cytokine,
die durch Aminosauresequenzen definiert werden, die den aus den gleichen Spezies wie dem beabsichtigen
Empfanger isolierbaren Cytokinen entsprechen, eingebaut werden. Zum Beispiel ist, wenn das Fc-Hilfs-
stoff-Fusionsprotein einem Menschen verabreicht werden soll, das Hilfsprotein (zum Beispiel Cytokin) vor-
zugsweise humanen Ursprungs.

[0064] Die Co-Verabreichung der Fc-Antigen- und Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine, entweder gleichzeitig oder
nacheinander, kann verwendet werden, um die Art der Immunantwort, die gegen das vorgewahlte Antigen sti-
muliert wird, zu modulieren. Es werden zwei Klassen von Immunantworten, bezeichnet mit Th1 und Th2, als
Reaktion auf unterschiedliche Infektionsarten stimuliert und umfassen unterschiedliche Cytokine. Th1-vermit-
telte Immunantworten sind von ihrer Art typischerweise zellular, wahrend Th2-vermittelte Immunantworten ty-
pischerweise von ihrer Art humoral sind. Demzufolge kann eine Th1-Antwort beim Angriff von veranderten Zel-
len, wie z. B. Tumorzellen oder virus-infizierte Zellen, von Nutzen sein, wahrend eine Th2-Antwort beim Angriff
auf extrazellulare Erreger wie z. B. Parasiten von Nutzen sein kann. Oftmals ist die Verabreichung von Cytoki-
nen, die an die konstanten Regionen der schweren Immunglobulinkette fusioniert sind, von Nutzen, um entwe-
der eine allgemeine Immunantwort zu stimulieren, oder um spezifische Th1- oder Th2-Antworten zu initiieren
oder zu modulieren.

[0065] Dariber hinaus kann die Wahl eines bestimmten Cytokins, das in einem Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein
vorkommt, die Antikdrperklasse beeinflusst, die gegen das vorgewahlte Antigen des Fc-Antigen-Fusionsprote-
in produziert wird. Zum Beispiel stimuliert Fc-1L12 eine T-Helferzell-Antwort durch Stimulierung der Produktion
von was als Th1-Cytokine bekannt ist, zum Beispiel IFN-y, IL-2 und TNF, die wirksame zelluldre Immunitat so-
wie die Produktion der IgG2a-Antikdrperklasse fordern. Umgekehrt stimuliert Fc-IL-4 die Produktion von
Th2-Cytokinen, zum Beispiel, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-4, die humorale Immunitat fordern.

[0066] Wie vorher diskutiert, umfassen die erfindungsgemafen Zusammensetzungen das Fc-Antigen-Fusi-

onsprotein in Kombination mit einem Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein. Durch Verwendung von zwei Fusionsprote-
inen, von denen jedes eine konstante Region der schweren Immunglobulinkette enthalt, ist es mdglich, sowohl
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das vorgewahlte Antigen als auch das Hilfsprotein (zum Beispiel ein Cytokin) an gleichen oder ahnlichen Zel-
larten in dem Saugetier zu co-lokalisieren. Zum Beispiel exprimieren Makrophagen, B-Zellen, Granulozyten
und dendritische Zellen Fc-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache. Demzufolge ist es durch gleichzeitige Verab-
reichung von Fc-Antigen- und Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteinen, die Fc-Rezeptoren binden kdnnen, méglich, das
Antigen des Antigen-Fusionsproteins und den Hilfsstoff des Hilfsstoff-Fusionsproteins am gleichen Zellkom-
partiment der APCs zu co-lokalisieren. Der Hilfsstoff kann dann die Immunantwort in der Nachbarschaft des
vorgewahlten Antigens verstarken oder auf andere Weise modulieren.

[0067] Kombinationen aus Fc-Cytokinen kénnen auch auf eine synergistische Weise verwendet werden, um
eine allgemeine Antwort zu stimulieren und dann zu beeinflussen, ob eine zellulare (Th1) oder humorale (Th2)
Antwort auftritt. Zum Beispiel ist Fc-GMCSF ein wirksames allgemeines Stimulans von Immunantworten. Um
die Antwort jedoch weiter in Richtung zellularerer oder Th1-vermittelteter Immunitat zu modulieren, kann ein
Fc-IL12 oder Fc-IFNy-Hilfsprotein, zum Beispiel, gemeinsam mit Fc-GMCSF verabreicht werden. Um eine
mehr humorale oder Th2-vermittelte Antwort zu fordern, kann ein Fc-IL4-Hilfsprotein, zum Beispiel, gemein-
sam mit Fc-GMCSF verabreicht werden, um die Antwort in Richtung der Erzeugung von Th2-Zellen zu modu-
lieren. Andere Th1- oder Th2-férdernde Cytokine, die als Fusionen an Fc verwendet werden, kdnnen auch in
Abhangigkeit von der genauen Art der gewiinschten physiologischen Reaktion eingesetzt werden. Es wird in
Erwagung gezogen, dass diese allgemeinen Vorgehensweise auch verwendet werden kann, um bestehende
pathogene Reaktionen wie z. B. Autoimmunitat (eine Th1-vermittelte Erkrankung) und Allergie (eine Th2-ver-
mittelte Erkrankung) durch Verschieben der Antwort in Richtung eines bestimmten Antigens und weg von einer
schadlichen Antwort zu modulieren, indem fiir eine neue Antwort des entgegengesetzten Th-Typs immunisiert
wird.

[0068] Unter bestimmten Umstanden, wenn ein Tier mit einem Fc-Antigen-Fusionsprotein immunisiert wird,
ist es nitzlich, Nucleinsauren als Hilfsstoffe zu verwenden. Nucleinsauren, zum Beispiel Oligonucleotide, die
eine Sequenz enthalten, die mit Cytosin-Phosphatdiester verknipftem Guanosin (CpG) angereichert ist, kon-
nen eine Immunantwort in Richtung einer Th1-Antwort beeinflussen und kénnen gegebenenfalls in Kombina-
tion mit anderen Hilfsstoffen wie z. B. Cytokinen verwendet werden (siehe, zum Beispiel, Brazolot et al. (1998)
PROC NATL ACAD SCI U. S. A. 95:15553-8; Liu et al. (1998) BLOOD 92:3730-6; und Klinman et al. (1997)
IMMUNOL. 158:3635-3639). Demzufolge wird in Erwagung gezogen, dass Oligonucleotide, die CpG enthal-
ten, mit einem Fc-Antigen-Fusionsprotein gemeinsam verabreicht werden kdnnen, um eine verstarkte und auf
geeignete Weise modulierte Immunantwort zu erreichen. Derartige Nucleinsauremolekile kénnen eine belie-
bige Lange aufweisen, jedoch sind Nucleotide mit einer Ldnge von mehr als 8 Nucleotiden bevorzugt. Die Nu-
cleinsauresequenzen enthalten vorzugsweise die Sequenz CpG und mehr bevorzugt die Sequenz Purin-Pu-
rin-C-G-Pyrimidin-Pyrimidin, in denen Cytosine im zentralen CpG unmethyliert sind. Die Frequenz der CpG-Di-
nucleotide in der Hilfsstoff-DNA betragt vorzugsweise mindestens etwa 5% und mehr bevorzugt etwa 10%.
Zum Beispiel kann eine doppelstrangige Form des Oligodesoxynucleotids TCCATGACGTTCCTGACGTT
(SEQ ID NO: 22) als ein Hilfsstoff verwendet werden. In Abhangigkeit von der Art der gesuchten Immunantwort
kann es von Nutzen sein, die Nucleinsdure mit Alum zu kombinieren.

[0069] Die vorliegende Erfindung nutzt herkémmliche DNA-Rekombinationsmethoden zur Erzeugung von
Fc-Fusionsproteinen, die fir die Ausfihrung der Erfindung von Nutzen sind. Die Fc-Fusionskonstrukte werden
vorzugsweise auf dem DNA-Niveau erzeugt und die resultierenden DNAs werden in Expressionsvektoren in-
tegriert und exprimiert, um das erfindungsgemaRe Fc-Antigen- oder Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein zu produzie-
ren. Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,Vektor" so zu verstehen, dass eine beliebige Nucleinsdure gemein
ist, die eine Nucleotidsequenz enthalt, die fir den Einbau in eine Wirtszelle und die Rekombination mit dem
Wirtszellgenom und Integration darin kompetent ist, oder autonom als ein Episom replizieren kann. Derartige
Vektoren umfassen lineare Nucleinsauren, Plasmide, Phagemide, Cosmide, RNA-Vektoren, virale Vektoren
und dergleichen. Nichteinschrankende Beispiele fur einen viralen Vektor umfassen einen Retrovirus, einen
Adenovirus und einen adenassoziierten Virus. Wie hierin verwendet, ist der Begriff ,Genexpression" oder ,Ex-
pression" eines Fc-Fusionsproteins so zu verstehen, dass die Transkription einer DNA-Sequenz, Translation
des mRNA-Transkripts und Sekretion eines Fc-Fusionsproteinprodukts gemeint ist. Fc-Fusionsproteine, die je-
weils IL2, CD26, Tat, Rev, OSF-2, blG-H3, IgE-Rezeptor, PSMA oder gp120 enthalten, wurden unter Verwen-
dung von Expressionssystemen vom hier diskutierten Typ exprimiert. Die gleichen oder dhnliche Expressions-
konstrukte werden in den U.S. Patenten Nr. 5,541,087 und 5,726,044 beschrieben.

[0070] Als eine Alternative zur Fusion von Proteinen mittels gentechnischer Verfahren kann chemische Kon-

jugation unter Verwendung von herkémmlichen chemischen Vernetzungsmitteln verwendet werden, um Prote-
ineinheiten zu fusionieren.
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[0071] Grundlegende Vektoren, die fir die Ausfihrung der Erfindung von Nutzen sind, umfassen einen selek-
tierbaren Marker, zum Beispiel ein fur Dihydrofolatreduktase (DHFR) kodierendes Gen, das durch transkripti-
onelle regulatorische Sequenzen gesteuert wird, die, zum Beispiel, vom SV40-Virus abstammen, und bakteri-
elle Plasmidsequenzen fiir Selektion und Aufrechterhaltung des Plasmids in E. coli. Expression der Fc-Fusi-
onsproteinsequenzen werden durch Promotor- und gegebenenfalls Enhancer-Sequenzen, zum Beispiel der
Promotor- und Enhancer-Sequenzen vom Cytomegalovirus (CMV) angetrieben.

[0072] Wenn das Fc-Fusionsprotein Menschen verabreicht werden soll, beginnen die fir das Fc-Fusionspro-
tein kodierenden Sequenzen vorzugsweise in einer 5'- nach 3'-Richtung mit einer ,Leadersequenz", die zum
Beispiel von einer leichten Antikorperkette (L) abstammt, die mit mindestens einem Teil einer schweren Immun-
globulinkette oder einer mutierten Form davon im Rahmen fusioniert ist, vorzugsweise von der Fcy1-Region
des humanen Immunglobulin g1-Gens. Die Fcy1-Region des Immunglobulin Fcy1-Gens umfasst vorzugsweise
mindestens einen Teil der Gelenk-Domane und eine CH3-Domane und mehr bevorzugt umfasst sie mindes-
tens eine Gelenk-Doméane, eine CH2-Domane und eine CH3-Doméane. Wenn das Fc-Fusionsprotein Mausen
verabreicht werden soll, umfassen bevorzugte Nucleinsauresequenzen, die fir die konstante Region der
schweren Immunglobulinkette kodieren, eine Nucleinsduresequenz, die in einer 5'- nach 3'-Richtung fir eine
Gelenk-Region, eine CH2-Domane und eine CH3-Domane aus einem IgG2a-Antikérper der Maus kodiert. Der
Carboxylterminus der konstanten Region der schweren Immunglobulinkette wird, sofern erforderlich, auf Nuc-
leinsaure-Niveau fir Ligation, im Rahmen, mit Sequenzen modifiziert, die entweder fiir das vorgewahlte Anti-
gen (im Falle von Fc-Antigen) oder einem immunstimulierenden Cytokin (im Falle eines Fc-Hilfsstoff Cytokins)
kodiert. DNA, die fiir die Sekretionskassette kodiert, kann in ihrer genomischen Konfiguration oder in ihrer cD-
NA-Konfiguration vorliegen.

[0073] Der Teil der DNA, der fiir die Signalsequenz kodiert, kodiert vorzugsweise fir ein Peptidsegment, das
die Sekretion des Fc-Fusionsproteins steuert und anschlieffend vom Rest des Fc-Fusionsproteins abgespalten
wird. Die erfindungsgemalRe Signalsequenz ist ein Polynucleotid, das fir eine Aminosauresequenz kodiert, die
den Transport eines Proteins durch die Membran des endoplasmatischen Retikulums initiiert. Signalsequen-
zen, die in der Erfindung von Nutzen sind, umfassen Signalsequenzen der leichten Antikdrperkette, z. B. An-
tikdrper 14.18 (Gillies et al. (1989) J. OF IMMUNO. METH., 125:191), Signalsequenzen der schweren Antikor-
perkette, z. B. die Signalsequenz der schweren Kette des MOPC141-Antikérpers (Sakano et al. (1980) NA-
TURE 286:5774), und beliebige andere Signalsequenzen, die im Fachgebiet bekannt sind (siehe, zum Bei-
spiel, Watson (1984) NUCLEIC ACIDS RESEARCH 12:5145).

[0074] Signalsequenzen wurden im Fachgebiet gut charakterisiert und es ist bekannt, dass sie typischerwei-
se 16 bis 30 Aminosaurereste enthalten und mehr oder weniger Aminosaurereste enthalten kénnen. Ein typi-
sches Signalpeptid besteht aus drei Regionen, einer basischen N-terminalen Region, einer zentralen hydro-
phoben Region und einer polareren C-terminalen Region. Die zentrale hydrophobe Region enthalt 4 bis 12 hy-
drophobe Reste, die das Signalpeptid wahrend des Transport des naszierenden Polypeptids durch die Lipid-
doppelschicht der Membran verankern. Im Anschluss an die Initiierung wird das Signalpeptid gewoéhnlich in-
nerhalb des Lumens des endoplasmatischen Retikulums durch zellulare Enzyme, die als Signalpeptidasen be-
kannt sind, abgespalten. Mégliche Spaltungsstellen des Signalpeptids folgen im Aligemeinen der (-3, —1)-Re-
gel". So hat ein typisches Signalpeptid kleine, neutrale Aminosaurereste in den Positionen —1 und -3 und es
fehlen Prolinreste in dieser Region. Die Signalpeptidase wird ein derartiges Signalpeptid zwischen den Amino-
sauren —1 und +1 spalten. So kann die Signalsequenz wahrend der Sekretion vom Amino-Terminus des Fusi-
onsproteins abgespalten werden. Dies flhrt zu der Sekretion eines Fc-Fusionsproteins. Signalpeptidsequen-
zen, die fur die Ausfiihrung der Erfindung von Nutzen sind, sind im Fachgebiet wohlbekannt. Siehe, zum Bei-
spiel, von Heijne (1986) NUCLEIC ACIDS RES. 14:4683.

[0075] Wie einem Fachmann offensichtlich ware, kann die Eignung einer bestimmten Signalsequenz fur die
Verwendung in der Sekretionskassette einige Routineexperimente erfordern. Derartige Experimente kénnen
die Bestimmung der Fahigkeit der Signalsequenz, die Sekretion eines Fc-Fusionsproteins zu steuern,
und/oder die Bestimmung einer optimalen Konfiguration, genomisch oder cDNA, der zu verwendenden Se-
quenz umfassen, um eine effiziente Sekretion von Fc-Fusionsproteinen zu erreichen. Zusatzlich ist ein Fach-
mann in der Lage, ein synthetisches Signalpeptid zu erschaffen, indem er den von von Heijne vorgestellten
Regeln folgt, die oben zitiert wurden, und auf die Effizienz einer derartigen synthetischen Signalsequenz mittels
Routineexperimenten testet. Die Begriffe ,Signalsequenz", ,Signalpeptid”, ,Leadersequenz" oder ,Leaderpep-
tide" werden hierin austauschbar verwendet.

[0076] Es wird in Betracht gezogen, dass eine Anzahl an unterschiedlichen Ausfiihrungen der Verabreichung
der Fc-Fusionsproteine verwendet werden kann, um einen Empfanger gegen ein vorgewahltes Antigen zu im-
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munisieren. Es kdnnen zwei unterschiedliche Anwendungen der vorliegenden Offenbarung verwendet werden,
um CTL-Antworten zu erzeugen, wobei eine auf der Injektion von fir ein Fc-Antigen-Fusionsprotein kodieren-
der DNA beruht und eine zweite auf der Verabreichung des Fc-Antigen-Fusionsproteins beruht, das ein Protein
dem MHC-Klasse-I-Weg zufiihren kann.

[0077] Die Injektion der Proteinantigene wird typischerweise verwendet, um in Sdugetieren Immunantworten
hervorzurufen. Verfahren, Antigen den APCs durch DNA-Injektion zuzufiihren, kdnnen ebenfalls verwendet
werden. Eine allgemein angewandte Technik ist, DNA-Expressionsvektoren, die fiir ein antigenes Protein ko-
dieren, in Muskel zu injizieren. Berichte deuten darauf hin, dass das Proteinantigen durch Muskelzellen expri-
miert wird, aber dass das Antigen durch diese Zellen nicht dem Immunsystem prasentiert wird. Stattdessen
nimmt man an, dass spezialisierte APCs, zum Beispiel Makrophagen und dendritische Zellen, an die Injekti-
onsstelle wandern, das Antigen aufnehmen und durch einen bisher noch nicht aufgeklarten Prozess prasen-
tieren. Die Verwendung von Fc-Antigen-Fusionsprotein-Expressionsvektoren macht diesen Prozess effizien-
ter, da das sezernierte Fusionsprotein effizienter als natives Antigenprotein an APCs bindet.

[0078] Eine Folge der DNA-Injektionsvorgehensweise ist, dass sie oftmals zur Erzeugung von sowohl humo-
ralen als auch zellularen Antworten flihren kann. Typischerweise haben es exogen verabreichte Proteine
schwerer, auf den Weg zur Prasentation auf MHC-Klasse-I-Molekulen zu gelangen. Dennoch verstarkt die Ver-
abreichung der erfindungsgemafien Fc-Fusionsproteine die Erzeugung von cytotoxischen Zellen, vermutlich
durch MHC-Klasse-I-Prasentation des vorgewahlten exogenen Antigens. Kombinationen von DNA-Immunisie-
rung und Proteinimmunisierung kénnen ebenfalls synergistisch arbeiten, um zunachst das Immunsystem zu
aktivieren und dann den Antwortspiegel in der Form von sowohl Antikérperproduktion wie auch cytotoxischen
zellularen Antworten zu verstarken. Die Co-Verabreichung von Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein, zum Beispiel
Fc-IL-2, Fc-28-GMCSF, Fc-IL-12 und Fc-F1t3-Ligand, zusammen mit dem Fc-Antigen-Fusionsprotein gewahr-
leistet die Co-Lokalisierung der Fusionsproteine am gleichen Zellkompartiment der APCs, wodurch eine wirk-
samere Immunantwort gegen das vorgewahlte Antigen stimuliert wird.

[0079] Die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung (d. h. Fc-Antigen- und/oder Fc-Hilfsstoff-Fusi-
onsprotein) kdnnen einem Tier mittels jeglichem geeigneten Mittel gegeben werden, direkt (z. B. lokal wie
durch Injektion, Implantation oder topische Verabreichung auf einen Gewebeort) oder systemisch (z. B. paren-
teral oder oral). Wenn die Zusammensetzung parenteral gegeben werden soll, wie z. B. durch intravendse,
subkutane, ophthalmische, intraperitoneale, intramuskulare, buccale, rektale, vaginale, intraorbitale, transder-
male, intrazerebrale, intrakranielle, intraspinale, intraventrikulare, intrathekale, intrazisternale, intrakapsulare,
intranasale Verabreichung oder Uber Aerosol, enthalt die Zusammensetzung vorzugsweise Teile einer wassri-
gen oder physiologisch vertraglichen Flissigsuspension oder Lésung. So ist der Trager oder das Vehikel phy-
siologisch unbedenklich, so dass dieser zusatzlich zur Lieferung der gewlinschten Zusammensetzung an den
Patienten keine ansonsten gegensatzliche Wirkung auf das Elektrolyt- und/oder Volumengleichgewicht des
Patient hat. Das flissige Medium fur das Mittel kann so normale physiologische Kochsalzldsung enthalten (z.
B., 9,85%ige wassrige NaCl, 0,15M, pH 7-7,4).

[0080] Bevorzugte Dosierungen des Fc-Antigen-Fusionsproteins pro Verabreichung liegen in dem Bereich
von 50 ng/m? bis 1 g/m?, mehr bevorzugt 5 pg/m? bis 200 mg/m? und am meisten bevorzugt 0,1 mg/m? bis 50
mg/m?. Bevorzugte Dosierungen des Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteins pro Verabreichung liegen in dem Bereich
von 1 ng/m? bis 0,1 g/m?, mehr bevorzugt 0,5 pg/m? bis 20 mg/m? und am meisten bevorzugt 10 pg/m? bis 5
mg/m?. Bevorzugte Dosierungen der fiir die Fc-Antigen- oder Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine kodierenden Nuc-
leinsduren pro Verabreichung liegen in dem Bereich von 1 pg/m? bis 100 g/m?, mehr bevorzugt 20 pg/m? bis
10 mg/m? und am meisten bevorzugt 400 ug/m? bis 4 mg/m2.

[0081] Es wird in Betracht gezogen, dass eine maximale Immunisierung durch Ausfiihren zahlreicher einzel-
ner Immunisierungen, zum Beispiel eine bis drei Inokulationen im Abstand von etwa 3 Wochen bis sechs Mo-
naten erreicht werden kann. Darliber hinaus kdnnen, wie oben diskutiert, maximale Immunantworten unter be-
stimmten Umstanden durch Alternieren zwischen der Verabreichung von Fc-Fusionsproteinen und fiir solche
Fc-Fusionsproteine kodierende Nucleinsduren erreicht werden. Es wird in Erwdgung gezogen, dass das
Fc-Antigen-Fusionsprotein vor, gleichzeitig mit oder nach der Verabreichung des Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteins
oder der fir das Fc-Hilfsstoff-Fusionsprotein kodierenden Nucleinsaure an das Saugetier verabreicht werden
kann. Es ist jedoch zu erwagen, dass die optimalen Arten der Verabreichung, Dosierungen und Auffrischsche-
mata durch Routineexperimente ermittelt werden kénnen, die gut innerhalb des Wissens des Fachgebiets lie-
gen.

[0082] Die Erfindung wird weiter durch die folgenden nichteinschrankenden Beispiele erlautert.
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BEISPIELE

Beispiel I. Konstruktion von Fc Antigen- und Fc-Hilfsstoff-Expressionsvektoren

[0083] Um die Immunisierungskraft der Fc-Fusionsproteine in einem Mausmodel auf geeignete Weise zu un-
tersuchen, wurden Expressionsvektoren unter Verwendung von Nucleinsauresequenzen, die fur IgG2a-Fc-Re-
gionen der Maus kodieren, konstruiert. Dies vermindert das Risiko, das die Fc-Region von jedem Fusionspro-
tein in dem Saugetier eine Immunantwort induziert. Dartiber hinaus wurden Maus-Cytokine als Fusionspartner
fur Fc-Hilfsstoff-Fusionskonstrukte verwendet, da deren biologische Aktivitdten hoch speziesspezifisch sein
kdnnen. Daher wurden Vektoren, Uber die friher berichtet wurde (Lo et al. (1998) PROTEIN ENGINEERING
15 11:495-500) modifiziert (siehe Fig. 2), indem die humane IgG1-Fc-Sequenz durch Sequenzen aus fur
IgG2a-Fc der Maus kodierender cDNA (U.S. Patent Nr. 5,726,044) ersetzt wurden.

[0084] Die IgG2a-Fc-Sequenz der Maus wurde aus einer Maus-Milzzellen-Bibliothek mittels Amplifizierung
durch Polymerasekettenreaktion (PCR) kloniert. Die PCR-Primer enthielten Adaptersequenzen fiir das Anfu-
gen einer Leadersequenz am 5'-Ende und einer einmal vorhandenen Sma I/Xma |-Restriktionsstelle am 3'-En-
de fir Ligation mit Sequenzen, die entweder fiir Antigene oder Hilfsstoff-Cytokine kodieren. Die Antigen- und
Hilfsstoff-(Cytokin-)Sequenzen wurden mit einer 5'-Sma I-Stelle hergestellt und unter Beibehaltung der Lese-
rahmen zwischen Fc und Antigen- oder Hilfsproteinen und eine einmal vorhandene Xho I-Stelle wurde direkt
hinter das Translationsstoppsignal positioniert.

[0085] Das resultierende DNA-Konstrukt kodierte flir eine Leadersequenz der leichten Kette, die direkt an die
Gelenk-Region der H-Kette des Maus-lgG2a fusioniert war und sich mit den CH2- und CH3-Exons des
Maus-lgG2a und dem Fusionspartner (entweder dem Antigen oder dem Hilfsstoff Cytokin) fortsetzte. Trans-
kription wurde durch den CMV-Promotor/Enhancer angetrieben, der sich als von Nutzen fiir Expression in den
meisten Zelltypen in Kultur sowie fiir die Expression in Muskel- oder anderen Zellarten nach einer DNA-Injek-
tion in vivo erwies. Ein selektierbares Dihydrofolatreduktase-(DHFR)Markergen wurde in jeden Vektor einge-
schlossen, um die Selektion von stabil transfizierten Klonen zu erleichtern, und es wurden auch Sequenzen
eingeschlossen, die fiir die Aufrechterhaltung der Plasmid-DNA in E. coli notwendig ist.

[0086] Die folgenden beispielhaften Fc-Antigenkonstrukte wurden durch Einfihren von auf geeignete Weise
angepasste Sequenzen zwischen der einmal vorhandenen Sma |- bis Xho I|-Stellen in den pdCs-muFc be-
zeichneten Vektor geschaffen, wobei ,mu" darauf hindeutet, dass das Fc aus der Maus stammt:

Die Ektodomane (der extrazellulare Teil) des humanen IL4-Rezeptors (IL-4R) wurde aus humanen peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) mittels PCR-Amplifizierung kloniert. Die verwendeten Primer waren 5'
GTCCCGGGTATGAAGGTCTTGCAGGAGC (SEQ ID NO: 1) und 5 CCCCTCGAGCTAGTGCTGCTCG-
AAGGGCTCCCTG (SEQ ID NO: 2), die die Sma I- bzw. Xho I-Stellen fur die Insertion in den pdCs-muFc-Vek-
tor enthielten. Die hierfiir und die folgenden Klonierungen verwendeten PCR-Reaktionsbedingungen, waren
wie folgt. Es wurden Advantage KlenTaq und Polymerase Mix (Clontech, Palo Alto, CA) sowie spezifische Pri-
mer fur die Amplifizierung der/des Gen(s/e) von Interesse verwendet. Die Reaktionsmischungen enthielten 10
mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,01 Gew.-% Gelatine, jeweils 0,2 mM dNTPs und 1,25 Ein-
heiten KlenTaq in einem Gesamtvolumen von 100 ml. Es wurden dreilig PCR-Zyklen durchgefiihrt, wobei je-
der Zyklus aus einer Hitzedenaturierung bei 94°C fir 1 min, Hybridisieren bei 42°C fiir 45 sec, und Primerver-
langerung bei 72°C fir 1 min bestand. Das amplifizierte Produkt wurde dann in einen SK-Vektor (Stratagene,
San Diego, CA) subkloniert und seine DNA-Sequenz mittels standardmaRiger Sequenzierungsmethoden ve-
rifiziert.

[0087] Die Ektodoméane des humanen Prostata-spezifischen Membranantigens (PSMA) wurde aus der Pro-
statakarzinom-Zelllinie LnCAP (ATCC CRL1740) mittels PCR unter Verwendung der Primer 5' AAG-
CTTAAATCCTCCAATGAAGC (SEQ ID NO: 3) und 5' CTCGAGTTAGGCTACTTCACTCAAAG (SEQ ID NO:
4), fur den Sense- bzw. Antisensestrang kloniert. Die DNA-Sequenz wurde verifiziert und das PCR-Fragment
in den pdCs-muFc-Vektor insertiert, um ein pdCs-muFc-PSMA-Fusionskonstrukt herzustellen.

[0088] Die Ektodomane von humanem EpCAM (auch als KS-Antigen bekannt), einem Epithelialzelloberfla-
chenprotein, das in den meisten Karzinomzellen hochreguliert ist, wurde aus LnCAP-Zellen mittels PCR unter
Verwendung der Primer 5' CCCCGGGTAAACAGGAAGAATGTGTCTGTG (SEQ ID NO: 5) und 5' CTCGAGT-
CATTTTAGACCCTGCATTGAG (SEQ ID NO: 6) fur den Sense- bzw. den Antisensestrang kloniert. Die
DNA-Sequenz wurde mittels standardmaRiger Sequenzierungsmethoden verifiziert und das PCR-Fragment in
den pdCs-muFc-Vektor insertiert, um ein pdCs-muFc-EpCAM-Fusionskonstrukt herzustellen. Ein weiterer
Vektor wurde unter Verwendung der EpCAM-Ektodomane als der N-terminale Fusionspartner konstruiert, und
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in diesem Fall umfasste das PCR-Produkt den natirlichen Leader der EpCAM-cDNA und die reife Ektodoma-
nensequenz zur Grenze der membran-iberspannenden Domane. Das 3'-Ende dieses PCR-Produkts enthielt
eine gentechnisch hergestellte Afl 1I-Stelle fur Ligation an die 5'-Afl 1I-Stelle des murinen Fc-Fragments. Die
verwendeten PCR-Primer umfassten 5 TCTAGAGCAGCATGGCGCCCCCGC (SEQ ID NO: 7) und 5'
CCTTAAGCACCCTGCATTGAGAATTCAG (SEQ ID NO: 8). In diesem Fall fehlte dem murinen Fc eine 3'-In-
sertionsstelle fur die Insertion eines Fusionsproteins, enthielt aber ein Translationsstoppsignal am Ende der fur
Fc kodierenden Sequenz.

[0089] Ein relativ konservierter Teil der membran-proximalen Region von HIV gp41, die sich von einer Hind
[lI-Stelle bis zum der membran-iberspannenden Region benachbarten Lysinrest erstreckt, wurde als ein
Fc-Fusionsprotein als ein Beispiel fir eine kurze Polypeptidantigensequenz exprimiert. Obwohl die Proteinse-
quenz aus dem HIV-IlIB-Stamm verwendet wurde, wurde die kodierende Sequenz fur eine optimale Expressi-
on durch Eukaryotenzellen unter Verwendung einer Codonbevorzugung mit hohem GC-Gehalt optimiert. Eine
DNA-Sequenz, die fir die Aminosaurereste 626 bis 669 mit der folgenden Sequenz kodiert: C CCG GGA TCC
CTG ATC CAC TCC CTG ATC GAG GAA TCC CAG AAC CAG CAA GAG AAG AAC GAG CAG GAG CTG
CTG GAG CTC GAC AAG TGG GCC TCC CTG TGG AAC TGG TTC AAC ATC ACC AAT TGG CTG TGG
TAC ATC AAG TGA CTCGAG (SEQ ID NO: 9), wurde chemisch synthetisiert und in den pdCs-muFc-Vektor
ligiert. Die Aminosauresequenz des fusionierten Polypeptids war:
SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFENITNWLWYIK (SEQ ID NO: 10).

[0090] Weitere HIV-Protein kodierende Sequenzen wurden verwendet, um Fc-Antigen-Fusionsproteine wie
friher beschrieben (U.S. Patent Nr. 5,541,087 und 5,726,044) unter Verwendung eher des Maus-IgG2a-Fc als
des originalen humanen IgG1-Fc konstruiert. Diese Konstrukte stellen weitere Ausfihrungsformen der Erfin-
dung dar.

[0091] Eine Reihe von Fc-Hilfsstoff-(Cytokin-)Fusionsproteinen, die das IgG2a-Fc der Maus und einige Cyto-
kine der Maus enthalten, wurde auf die gleiche Weise wie die Fc-Antigen-Fusionsproteine konstruiert. Die spe-
zifischen Cytokine und die Klonierungsprimer werden unten diskutiert.

[0092] Maus-IL-2 wurde aus murinen peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) mittels PCR unter Ver-
wendung der PCR-Primer (Sense) 5 GGCCCGGGTAAAGCACCCACTTCAAGCTCC (SEQ ID NO: 11) und
(Antisense) 5' CCCTCGAGTTATTGAGGGCTTGTTG (SEQ ID NO: 12) kloniert.

[0093] Maus-GMCSF wurde aus murinen PBMCs mittels PCR unter Verwendung der PCR-Primer (Sense) 5'
CCCGGGAAAAGCACCCGCCCGCTCACCC (SEQ ID NO: 13) und (Antisense) 5' CTCGAGTCATTTTTGG-
CTTGGTTTTTTGC (SEQ ID NO: 14) kloniert.

[0094] Maus-F1t3-Ligand wurde aus murinem Thymus mittels PCR unter Verwendung der PCR-Primer (Sen-
se) 5' CAAGCTTACACCTGACTGTTACTTCAGC (SEQ ID NO: 15) und (Antisense) 5' CTCGAGTCAAGG-
CTCTGGGAGCTCCGTGGC (SEQ ID NO: 16) kloniert.

[0095] Maus-IL-12p35 wurde aus murinen PBMCs mittels PCR unter Verwendung der PCR-Primer (Sense)
5' CCCCGGGTAGGGTCATTCCAGTCTCTGG (SEQ ID NO: 17) und (Antisense) 5 CTCGAGTCAGGCG-
GAGCTCAGATAGC (SEQ ID NO: 18) kloniert.

[0096] Maus-IL12p40 wurde aus murinen PBMCs mittels PCR unter Verwendung der PCR-Primer (Sense) 5'
TCTAGACCATGTGTCCTCAGAAGCTAAC (SEQ ID NO: 19) und (Antisense) 5' CTCGAGCTAGGATCGGAC-
CCTGCAG (SEQ ID NO: 20) kloniert.

[0097] Alle PCR-Produkte, aufler dem fir Maus-IL-12p40, wurden als Sma I- bis Xho I-Fragmente kloniert,
mittels standardmaRiger DNA-Sequenzierungsmethoden analysiert und in den pdCs-muFc-Vektor, der muri-
nes Fc von IgG2a als seine Fc-Region enthalt, ligiert. Das Maus-IL-12p40-PCR-Produkt wurde separat expri-
miert (nicht als ein Fc-Fusionsprotein) in einem Vektor, der den gleichen CMV-Promotor-Enhancer, eine Lea-
dersequenz der leichten Kette, die direkt an die reife p40-Unterheit der Maus-IL-12 fusioniert ist, und ein Neo-
mycinresistzenzgen an Stelle des DHFR-selektiebaren Markergens in dem pdCs-muFc-Vektor enthielt. Der re-
sultierende Vektor wurde pNC-mp40 genannt, wobei ,N" ein Neomycin-Selektionsgen bezeichnet.

[0098] Alle Plasmidkonstrukte induzierten Synthese und Sekretion der spezifischen Fusionsproteine durch

transiente Expression in humanen Nieren-293-Zellen. Kurz gesagt, wurden Plasmide in humane Monola-
ger-Nieren-293-Zellen mittels Co-Fallung mit Calciumphosphat eingefiihrt (Sambrook et al. (1989) MOLECU-
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LAR CLONING — A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor, N. Y.). Die Zellen wurden Uber Nacht (16 h)
stehen gelassen, mit PBS gewaschen und mit frischem Zellkulturmedium gefiittert (DMEM, enthaltend 10%
fotales Rinderserum (FBS)).

[0099] Nach weiteren 2-3 Tagen wurde das Kulturmedium auf sezernierte Fusionsproteine mittels eines
Fc-spezifischen ELISA (Gillies et al. (1989) J. IMMUNOL. METHODS 125:191) unter Verwendung von fur
Maus-lgG-Fc-Protein spezifischen Antikdrpern untersucht. Im Falle von Maus-Fc-IL12, wurden sowohl Fc-p35-
als auch p40-Expressionsplasmid-DNAs in der gleichen Zellkultur transient exprimiert, so dass das heterodi-
mere Cytokin-Fusionsprotein sich vor Sekretion aus der Zelle anordnete (Gillies et al. (1998) J. IMMUNOL.
160:6195).

[0100] AnschlieRend wurden stabil transfizierte Zellen, die die verschiedenen Fc-Fusionsproteine exprimie-
ren, mittels Einfiihrung von linearisierter DNA in Maus-NS/0-Myelomzellen mittels standardmaRiger Elektropo-
rationstechniken erzeugt. Kurz gesagt, wurden Zellen in einer Gene Pulser Kivette (BioRad) mit 10 Zellen/ml
und 0,5 ml der Suspension mit 10 pg der DNA vermischt und die Mischung wurde fir 10 Minuten auf Eis ge-
kuhlt. Elektroporation wurde unter Verwendung eines Gene Pulser (BioRad) mit Einstellungen bei 0,25 V und
500 yF ausgefiihrt. Die Zellen durften sich 10 Minuten auf Eis erholen, dann wurden sie in Wachstumsmedium
resuspendiert und auf 96-Well-Platten ausplattiert. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage, beginnend 2 Tage nach
der Elektroporation, mit 0,1 yM Methotrexat enthaltendem Selektionsmedium gefittert. Wirkstoff-resistente Ko-
lonien, die auf den 96-Well-Platten wuchsen, wurden durch das Fc-ELISA-Protokoll auf Expression untersucht.

[0101] Fur Expression des Maus-Fc-IL12-Fusionsproteins wurde eine transfizierte Zelllinie von NS/0, die be-
reits die p40-Untereinheit der Maus-IL-12 exprimiert, wie oben beschrieben mit dem Maus-Fc-p35-Unterheits-
expressionsvektor transfiziert. Die p40 exprimierende Linie wurde mittels Elektroporation von NS/0-Zellen mit
dem pNC-mp40-Vektor, wie oben beschrieben, und Selektion in das Neomycin-Analogon G418 (Life Sciences
Technologies) enthaltendem Medium erhalten. Nach der zweiten Transfektion wurden berlebende Zellklone
mittels eines Fc-ELISAs und eines Maus-IL-12-ELISA (Genzyme, Cambridge, MA) gescreent.

[0102] Die strukturelle Integritat der resultierenden Fusionsproteine wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gele-
lektrophorese (SDS-PAGE) untersucht. Zunachst wurden die Fusionsproteine an ein kleines Volumen (10-20
pl pro ml Medium) Protein A Sepharose (Repligen, Needham, MA) gebunden. Das gebundene Material wurde
mit Tween-20 (0,01%) enthaltender PBS gewaschen, dann in SDS enthaltendem Gelpuffer eluiert und an-
schlie®end fur 2 Minuten in der Gegenwart von 5% 2-Mercaptoethanol gekocht. Die reduzierten Proteine wur-
den auf vorgegossenen SDS-PAGE-Gelen getrennt und mit Coomassie-Blau gefarbt. Reinigungen in groRem
MaRstab aus stabilen Zellklonen wurden unter Verwendung von Protein A Sepharose-Saulen (Repligen, Need-
ham, MA) gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

Beispiel 2. Immunisierungskraft eines Fc Antigens und die Wirkung von chemischen oder Fc-Cytokin-Hilfsstof-
fen auf die Antikdrperproduktion

[0103] Das in Beispiel 1 hergestellte Maus-Fc-hulL-4R-alpha-Untereinheitskonstrukt wurde als ein Antigen
verwendet, um die mogliche APC-ansteuernde Wirkung dieser Proteine in einem Tiermodell zu untersuchen.
Die Ektodomane der IL-4R-alpha-Untereinheit stellt ein recht konserviertes Molekull zwischen Spezies dar, das
eine mehr als 50%ige Sequenzidentitat zwischen Menschen und Mausen aufweist.

[0104] Gruppen von Mausen wurden subkutan 50 pg des Fc-Antigen-Fusionsproteins (Fc-IL-4R) in entweder
PBS oder emulgiert in vollstdindigem Freundschen Adjuvans (CFA) injiziert. Einige Gruppen erhielten auch
eine Dosis von 5 pg (vermischt mit dem Fc-IL-4R) eines Fc-Hilfsproteins von entweder Fc-IL2 oder Fc-GMCSF.
Zwei Wochen spater wurde den Mausen die gleiche Mischung injiziert, aber die Verabreichung erfolgt in die
Peritonialhdhle. Die CFA-Formulierung erzeugt Mizellen, die dazu dienen, eine Quelle eines langsam freige-
setzten Antigens zu bilden, was eine kontinuierliche Stimulierung des Immunsystems erméglicht. Mykobakte-
rielle Proteine in dem CFA induzieren auch eine starke entziindliche Reaktion durch Cytokinstimulierung, wo-
durch eine Immunantwort weiter verstarkt wird. CFA verursacht jedoch schwere Nebenwirkungen, einschlief3-
lich Hautschaden, was es fir Menschen unbrauchbar macht. Die Mischungen mit den Fc-Hilfsstoff-Fusions-
proteinen in PBS schienen jedoch keinerlei sichtbare Hautreaktion oder keinerlei andere offensichtliche Zei-
chen fir Toxizitat in irgendeinem der Tiere hervorzurufen.

[0105] Zwei Wochen nach der Auffrischung (d. h. Tag 28 nach der ersten Injektion) wurde den Tieren Blut ab-

genommen und Seren hergestellt, indem man Vollblut in Microfuge-Réhrchen gerinnen lie3, Zellen und geron-
nenes Material mit hoher Geschwindigkeit von 12000 U/min fiir 5 Minuten auszentrifugierte und den Uberstand
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gewann. Die resultierenden Seren wurden mit Assaypuffer (PBS, enthaltend 0,01% Tween-20) verdiinnt und
auf Antikérper untersucht, die auf humanes IL-4R reagieren. Ein Antigen-spezifisches ELISA wurde unter Ver-
wendung von 96-Well-Platten durchgeflhrt, die mit humanem Fc-hulL-4R beschichtet waren (100 pl von 5
pg/mlin PBS wurden zu jedem Well gegeben und bei 4°C (liber Nacht) inkubiert. Die mit Antigen beschichteten
Platten wurden dann gewaschen und vor der Verwendung mit Blockierungspuffer blockiert (1% BSA, 0,01%
Tween-20 in PBS). Verdiinnungen der Testseren wurden in den Wells fir 2 Stunden bei Raumtemperatur in-
kubiert, und dann wurden die Wells achtmal mit Assaypuffer gewaschen. Sekundarer Fc-spezifischer, mit
Meerrettichperoxidase konjugierter Antikdrper der Maus (1:2000 Verdinnung, Jackson Immuno-Research)
wurde zugegeben und die Platten wurden flr eine weitere Stunde inkubiert. Nach achtmaligem zusatzlichem
Waschen mit Assaypuffer wurde eine Lésung aus o-Phenylendiamin-dihydrochlorid (OPD), die 25 mM Zitro-
nensaure, 50 mM Na,HPO,, pH 5 und 0,03% frisch zugegebenes H,0, enthielt, zugegeben. Die Reaktion wur-
de nach etwa 30 Minuten durch Zugabe von 100 pL 4N H,SO, gestoppt. Die resultierenden Platten wurden bei
490 nm in einem Plattenleser ausgelesen, der die Untergrundauslesung bei 650 nm automatisch abzog. Die
Ergebnisse wurden als optische Dichte gegen Verdiinnung des Antiserums aufgetragen. Relative Antikorper-
titer wurden durch die Menge bestimmt, mit der Serum verdiinnt werden musste, bevor die optische Dichte un-
terhalb eines willkurlichen Werts fiel, von zum Beispiel 1 O. D.-Einheit.

[0106] Die Ergebnisse der Immunisierungsprotokolle sind in Fig.3 dargestellt. Injektion des
Maus-Fc-IL-4R-Fusionsproteins allein in PBS durch dieses Protokoll induzierte nur in einer Maus (Fig. 3B)
eine Antikérperantwort. Der Zusatz von CFA fuhrte jedoch dazu, dass mehr Mause antworteten, aber die Titer
waren anndhernd die gleichen wie bei der antwortenden Maus, der Fc-IL4R-Fusionsprotein allein in PBS inji-
ziert wurde (Fig. 3C). Co-Verabreichung von Maus-Fc-IL2-Hilfsstoff mit Fc-IL4R in PBS induzierte Antworten
in allen Tieren, jedoch variierte die Menge an produziertem Antikérper in jedem Fall (Fig. 3D). Die Kombination
aus CFA und dem Maus-Fc-IL2-Hilfsstoff zusammen (Eig. 3A) fihrte zu héheren Antikorpertitern als jedes Mit-
tel allein (Eig. 3C und Eig. 3D). Co-Verabreichung des Maus-Fc-GMCSF-Hilfsstoffs in PBS induzierte die
starkste Immunantwort von allen Gruppen (Eig. 3E), einschlieRlich der Gruppe, die mit der Kombination von
sowohl dem Fc-GMCSF-Hilfsstoffs als auch CFA (Eig. 3F) immunisiert wurde. Mit anderen Worten vermeidet
der Maus-Fc-GMCSF-Hilfsstoff in PBS, wenn er mit dem Maus-Fc-IL4R-Antigen co-verabreicht wird, die Not-
wendigkeit, CFA zu verwenden. Es wird in Erwagung gezogen, dass ein solches Verfahren fiir die Verwendung
bei Menschen besser geeignet ware.

Beispiel 3. Wirkung einer Fc-GMCSF Hilfsstoffdosis auf Antikdrper, die Regen das Krebsantigen PSMA in dem
Fc-PSMA-Fusionsprotein produziert werden.

[0107] PSMA stellt gegenwartig ein attraktives humanes, mit Tumor einhergehendes Zielantigen dar, auf-
grund seiner eingeschrankten Verteilung in normalem Gewebe. PMSA wird derzeit in klinischen Studien als ein
Kandidat fir einen Tumorimpfstoff untersucht. In diesem Beispiel wurden die Immunisierungskraft des PM-
SA-Antigens in einem Fc-PMSA-Fusionsprotein untersucht.

[0108] Das Maus-Fc-PSMA-Fusionsprotein wurde wie in Beispiel 1 diskutiert hergestellt. Gruppen von Mau-
sen wurden subkutan 50 pg Maus-Fc-PSMA in PBS, zusammen mit variierenden Konzentrationen des
Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteins Fc-GMCSF, injiziert und dann 14 Tage spater mittels intraperitonealer Injektion
reimmunisiert. Antikorpertiter wurden mittels Fc-PSMA-Antigen-Capture-ELISA, wie in Beispiel 2 fiir das
Fc-IL4R-Fusionsprotein beschrieben, gemessen. Die Ergebnisse wurden in Fig. 4 als Antikorpertiter (Verdin-
nung, bei der die OD auf 1 vermindert ist) gegen die Zeit nach der ersten Injektion aufgetragen.

[0109] In der Abwesenheit von Fc-GMCSF wiesen Mause Antikorpertiter gegen PSMA im Bereich von 1000
bis ungefahr 20.000 (Fig. 4A) auf. Co-Verabreichung von kaum mehr als 0,05 ug Fc-GMCSF flihrte jedoch zu
Titern im Bereich von 30.000 bis 140.000 (Fig. 4B). Eine zehnfache Erhéhung von Fc-GMCSF stimulierte An-
tikdrpertiter gegen dieses Krebsantigen noch weiter (Fig. 4C und Fig. 4D). Die héchste gegebene Dosis (5 pg
des Fc-GMCSF-Fusionsprotein pro Maus) stellt noch immer nur etwa 2 yg GMCSF pro Injektion dar — eine Do-
sis ohne offensichtliche Wirkung auf die Maushaut oder irgendwelche systemische Zeichen, dass das Tier im-
munisiert wurde (siehe, Fig. 4D). Darlber hinaus gab es, anders als mit CFA, keine offensichtliche VergroRe-
rung der Milz.

Beispiel 4. Wirkung des Fc-vermittelten Transports von PSMA au die Antikérperantwort auf Immunisierung.
[0110] Die spezifischen Wirkungen der Fc-Komponente der Fc-Antigen- und Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine

wurde untersucht, indem die induzierten Immunantworten in Mausen, denen die Fusionsproteine, das nicht fu-
sionierte Antigen oder Hilfsproteine oder Mischungen der vorhergehenden injiziert wurden, verglichen wurden.
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Fir diesen Zweck wurde das humane PSMA-System verwendet.

[0111] Unfusioniertes PSMA wurde durch proteolytischen Verdau von humanem Fc-PSMA-Fusionsprotein
(Lo etal. (1998) PROTEIN ENGINEERING 11:495-500) mit Plasmin gemaf den Anweisungen des Herstellers
hergestellt. Freigesetztes Fc und unverdautes Fc-PSMA wurde mittels Adsorption an Protein A Sepharose
(Repligen, Needham, MA) entfernt.

[0112] Gruppen von Mausen (n = 3) wurden eine einzelne subkutane Dosis von 50 ug PSMA entweder allein
(Fig. 5A), oder in Komnbination mit 0,2 pg freiem GMCSF (Fig. 5B) oder mit 0,5 pg Fc-GMCSF (Fig. 5C) (0,5
pg Fc-GMCSF enthalt etwa 0,2 ug GMCSF) injiziert. In einem weiteren Satz an Mausen wurde jeder Maus eine
subkutan Dosis von 50 pg Maus-Fc-PSMA-Fusionsprotein allein (Fig. 5D), oder zusammen mit 0,2 pg freiem
GMCSF (Fig. 5E) oder mit 0,5 pg Fc-GMCSF (Fig. 5F) injiziert. Alle Injektionsformulierungen waren in PBS
ohne chemischen Hilfsstoff. Antikdrper, die mit Maus-Fc-PSMA reagieren, wurden an Tag 14 nach Immunisie-
rung gemessen.

[0113] Die Bedeutung der Fc-Komponente des Fc-Antigen-Fusionsprotein in dem Fc-PSMA-Fusionsprotein
fur die Immunisierungskraft von PSMA war auffallend, wenn Tieren PBS-Formulierungen ohne chemische
Hilfsstoffe injiziert wurden. Es gab im Wesentlichen keine primare Immunantwort auf das PSMA, das in PBS
verabreicht wurde (Fig. 5A). Der Zusatz von GMCSF oder Fc-GMCSF bei der Immunisierung hatte sehr ge-
ringe Wirkung (Fig. 5B und Fig. 5C), aul3er einer schwachen Reaktion in einem Tier (Fig. 5B). Im Gegensatz
dazu zeigten Tiere, denen Fc-PSMA allein injiziert wurde, in allen Fallen starke primare Immunantworten
(Fig. 5D). Der Zusatz von freiem GMCSF zu Fc-PMSA erhdhte die Wirkung geringfugig (Fig. 5E), die Co-Ver-
abreichung von sowohl Antigen als auch Cytokin als Fc-Fusionsproteine ergab jedoch den hochsten Spiegel
an Antwort (Eig. 5F).

[0114] Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Kombination aus Fc-Antigen und Fc-Hilfsstoff insbeson-
dere bei der Erzeugung einer Immunantwort von Nutzen ist und zeigt den offensichtlichen Nutzen der Co-Lo-
kalisierung von Antigen und stimulierendem Cytokin in vivo, vermutlich auf den APCs.

Beispiel 5. Vergleich der Hilfsstoffwirkungen der Fusionsproteine Fc-GMCSF oder Fc-FIt3L

[0115] Es wurde gezeigt, dass der Ligand fir FIt3, der im Fachgebiet auch als FIt3-Ligand (FIt3L) bezeichnet
wird, eine kritische Rolle bei der Erzeugung und Reifung von dendritischen Zellen spielt (Soligo et al. (1998)
BR. J. HAEMATOL. 101:352-63). Man nimmt an, dass dendritische Zellen, zusammen mit Makrophagenzellen
des Gewebes, die wichtigsten APC sind. Studien an Mausen haben gezeigt, dass tagliche Injektionen tber 10
Tage die Anzahl und APC-Aktivitat von dendritischen Zellen, die aus Lymphgewebe und Milz gewonnen wer-
den kdnnen, erhéht und dass diese Zellen bei der Prasentation von Antigen gegenliber CD4*- und CD8*-T-Zel-
len auferst wirkungsvoll sind. Man nimmt an, dass die Langerhans-Zellen der Haut eine Art der dendritischen
Zelle darstellen, die nach Aufnahme und Wanderung zu den lokalen Lymphknoten Antigen prasentieren kon-
nen. Da man annimmt, dass die meisten dendritischen Zellen nicht die Bandbreite an Fc-Rezeptoren expri-
miert, die typischerweise auf Makrophagen gefunden werden (z. B. FcyRlI), konnte nicht vorhergesagt werden,
ob die co-lokalisierunde Wirkung der Fc-Fusionsproteine diese APC-Linie betreffen wiirde.

[0116] Um zu untersuchen, ob FIt-3L als ein Hilfsstoff wirken kénnte, wurden Gruppen von Mausen
Maus-Fc-PSMA und Maus-Fc-FLt3L anstelle der Verwendung von Maus-Fc-GMCSF-Fusionsprotein (einem
potenten Stimulator von Makrophagen und Granulozyten) injiziert. In diesem Fall wurde erwartet, dass jegliche
Hilfswirkung Uber Aktivierung und Aufnahme durch dendritische Zellen vermittelt wirde, die schlief3lich zu ei-
ner Antikorperantwort auf PMSA flihren wiirde. Die Ergebnisse sind in Fig. 6 zusammengefasst.

[0117] Diese Untersuchung deutet darauf hin, dass Maus-Fc-FIt3L ein wirkungsvoller Hilfsstoff ist, der an-
ti-PSMA-Antikdrper genauso gut, wenn nicht sogar besser als die gleiche Dosis Fc-GMCSF stimuliert. Die Er-
gebnisse unterstiitzen die Beobachtung, dass eine Kombination aus Fc-Antigen und einem Fc-Hilfsstoff bei der
Induzierung einer Immunantwort besonders wirksam sein kann. Die Ergebnisse zeigen auch, dass sowohl
dendritische APC als auch Makrophagen-APC offensichtlich mit Fc-Antigen und Fc-Cytokin angesteuert wer-
den kdnnen, was darauf hindeutet, dass mindestens eine Form des Fc-Rezeptors auf diesen Zellen vorkommt.

Beispiel 6. Immunantworten auf Fc-EpCAM und EpCAM--Fc-Fusionsproteine

[0118] Ein weiteres mdglicherweise wichtiges, humanes Krebsantigen, EpCAM (das auch KSA und
17-1A-Antigen genannt wird) wurde als ein Fusionsprotein mit einer Maus-lgG2a-Fc-Region unter Verwendung
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der in Beispiel 1 beschriebenen Plasmide und Verfahren hergestellt und wurde entweder allein oder in Kombi-
nation mit Fc-GMCSF als ein Hilfsstoff verabreicht. Mausen wurde subkutan 10 pg Fc-EpCAM und 1 pg
Fc-GMCSF in PBS injiziert und sie wurden nach 3 Wochen damit reimmunisiert. Kontrollmause erhielten kein
Fc-GMCSF. Gegen EpCAM gerichtete Antikdrpertiter wurden 7 Tage (Fig. 7A) und 14 Tage (Fig. 7B) nach der
Reimmunisierung gemessen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Fc-EpCAM, wenn es allein verabreicht
wird, ein wirksames Immungen ist (offen Rauten), und dass Fc-GMCSF die Antwort auf dieses Antigen weiter
verstarken kann (ausgefiillte Dreiecke).

[0119] Zusatzlich wurde EpCAM-Antigen in umgekehrter Orientierung bezogen auf das Fc-Fragment als Ep-
CAM-muFc exprimiert (sieche Beispiel 1, Fig. 1B). Dieses Molekil wurde verwendet, um Ba1b/c-Mause mittels
subkutaner Injektion zu immunisieren. Hohere Dosen an EpCAM-Fc-Fusionsprotein wurden verwendet (25 ug
pro Dosis) und die Menge an Hilfsstoff (2,5 ug Fc-GMCSF) wurde ebenfalls erhoht. Gegen EpCAM gerichtete
Antikorpertiter wurden 14 Tage (Fig. 8A) und 21 Tage (Fig. 8B) nach der Reimmunisierung gemessen. Das
EpCAM-Fc-Fusionsprotein allein war in der Abwesenheit von Fc-GMCSF recht immunogen (Fig. 8A und
Fig. 8B, (offene Rauten)). Der Zusatz von Fc-Cytokin verbesserte Antikdrpertiter um das 3fache (Fig. 8A und
Fig. 8B, (ausgefillite Dreiecke)).

[0120] Um zu untersuchen, ob die Immunantwort gegen EpCAM Saugetiere vor Tumorzellen, die dieses An-
tigen exprimieren, schitzen kénnte, wurde nicht-immunisierten oder mit EpCAM-Fc-Fusionsprotein (und in ei-
nigen Fallen Fc-Cytokinen) immunisierten Mausen 10° CT26-Maus-Kolonkarzinomzellen, die mit humanem
EpCAM transfiziert waren (Gillies et al.

[0121] (1998) J. IMMUNOL. 160:6195), in die Schwanzvene injiziert. Einundzwanzig Tage spater wurden die
Tiere geopfert und das Ausmal an Lungenmetastasen wurde abgeschéatzt durch (1) Stadienbestimmung be-
zuglich der Bedeckung der Lungenoberflache; und (2) durch Wiegen der Lungen und deren Vergleich mit nor-
malen Tierlungen, um den differentiellen Gewichtszuwachs, der der Tumormasse zugeschrieben werden kann,
zu bestimmen. In Tabelle 1 zusammengefasste Ergebnisse zeigen, dass alle immunisierten Mause verglichen
mit Kontrollmausen eine statistisch signifikante Verminderungen bei Tumormetastasen zeigten, einschlief3lich
von Tieren, die mit dem EpCAM-Fc-Fusionsprotein allein immunisiert wurden. Ahnliche Ergebnisse wurden un-
ter Verwendung des Fc-EpCAM-Fusionsproteins als dem Antigen erreicht.

TABELLE 1
Behandlungsgruppe metastatische Bewertung mittl. Lungengewicht (mg)
Kontrolle 4,4,4,1,1 412+/-130
EpCAM-Fc 0,0,0,0,0 210+/-21
EpCAM-Fc + Fc-GM 0,0,0,0,0 240+/-19
EpCAM-Fc + Fc-IL2 0,0,0,0,0 230+/-19

[0122] Metastatische Bewertungen basierten auf der Oberflachenbedeckung der Lungen unter Verwendung
der folgenden Einstufungen: 1 = 1 — 25% Bedeckung; 2 = 26 — 50% Bedeckung; 3 = 51 — 75% Bedeckung; und
4 =76 — 100% Bedeckung.

Beispiel 7. Kombination von Antigen-Fc und Cytokin-Hilfsstoff in einem Einzelfusionsprotein

[0123] Das in Beispiel 6 beschriebene Protein EpCAM-Fc, stellt beispielhaft ein N-terminales Antigen dar, das
als die Carboxylproteindoméne an eine Fc-Immunglobulinregion geknipft ist. Dieses Protein, und andere wie
dieses, kdnnen mit Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteinen, z. B. Fc-Cytokinen, co-verabreicht werden, um die Immu-
nantwort auf das Antigen zu verstarken. Alternativ kbnnen das Antigen, die konstante Region der schweren
Immunglobulinkette und das Hilfsprotein (zum Beispiel Cytokin) als ein Einzelfusionsprotein, zum Beispiel als
ein EpCAM-Fc-GMCSF-Fusionsprotein hergestellt werden.

[0124] Das Expressionsplasmid fiir dieses Protein wurde unter Verwendung der murinen IgG2a-Fc und
GM-CSF-Sequenzen konstruiert, so dass das Konstrukt in einem Mausmodell evaluiert werden konnte. Ein
kleines Xba |- nach Sma I-Fragment, das die kodierenden Sequenzen Leader-EpCAM-Fc enthielt, wurde aus
dem urspriinglichen EpCAM-Fc-Expressionsvektor (Beispiel 1) erhalten und in das grole Sma I- nach Xba
I-Fragment des Fc-GMCSF-Expressionsvektors (Fig. 9) ligiert.
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[0125] Der resultierende Vektor pdCs-EpCAM-Fc-GMCSF wurde fur transiente Expression unter Verwen-
dung des Calciumphosphat-Fallungsverfahrens in 293-Zellen und fir stabile Expression mittels Elektroporati-
on in NS/0-Zellen eingefiihrt. Stabile Transfektanten wurden durch Kultivieren der Zellen in Methotrexat-halti-
gem Medium (0,1 uM) selektiert. Exprimierende Klone wurden mittels Fc-ELISA (siehe Beispiel 1) identifiziert
und Produzenten mit hohen Spiegeln wurden in Kultur vermehrt. Das EpCAM-Fc-GMCSF-Protein wurde aus
konditioniertem Medium durch Binden an und Elution von Protein A Sepharose (Repligen, Needham, MA) ge-
reinigt und strukturelle Integritat wurde mittels SDS-PAGE gefolgt von Reduktion mit 2-Mercaptoethanol ana-
lysiert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Protein ein Molekulargewicht von etwa 90 kD aufwies, wie
es flr eine einkettige Fusion von EpCAM, Fc und GMCSF erwartet wurde.

[0126] Um die relative Immunisierungskraft des kombinierten Fusionsproteins zu vergleichen, wurden Mau-
sen subkutan aquivalente Dosen von EpCAM-Fc-GMCSF und den einzelnen Fusionsproteinen in Kombinati-
on: EpCAM-Fc und Fc-GMCSEF injiziert. Die gleichen Injektionen wurden 14 Tage spater gegeben und Serum-
proben wurden auf spezifische Antikdrperreaktivitdt auf humanes EpCAM 7 Tage nach der Reimmunisierung
untersucht. Die gleiche Vorgehensweise kann fur andere Protein- oder Peptidantigene sowie fiir andere stimu-
latorische Cytokine wie IL-2, IL-12 und FIt3L verwendet werden.

Beispiel B. Immunisierung mit Fc Antigen mittels DNA-Injektion.

[0127] Die gleichen Expressionsvektoren, die fiir Transfektion und Produktion von Maus-Fc-EpCAM und Ep-
CAM-Fc in Saugetierzellen (siehe Beispiel 1) verwendet wurden, wurden als ,nackte" Plasmid-DNA in den
Muskel des Hinterlaufs von Ba1b/c-Mausen injiziert. DNA wurde in einer Konzentration von 0,5 mg/ml injiziert
und es wurde eine Gesamtmenge von 100 ug entweder in PBS oder in einer Saccharoseldsung mit 25 Gew.-%
verabreicht. Injektionen wurden alle 3 Wochen fiir insgesamt 3 Injektionen wiederholt. Antikbrperantworten
wurden zu verschiedenen Zeiten gemessen und mittels ELISA unter Verwendung von mit humanem Fc-Ep-
CAM beschichteten 96-Well-Platten fur den Einfang und unter Verwendung eines HRP-konjugierten Fc-spezi-
fischen polyklonalen anti-Maus-Antikérpers (Jackson ImmunoResearch) zum Nachweis quantifiziert. Die in
Fig. 10 vorgestellten Daten stellen Antikorpertiter dar, die 14 Tage (Fig. 10A), 27 Tage (Fig. 10B), 55 Tage
(Eig. 10C) und 69 Tage (Eig. 10D) nach Injektion gemessen wurden.

[0128] Die in Fig. 10 vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, das wahrend des ersten Monats unter Ver-
wendung beider Formulierungen geringe Titer an spezifischen anti-EpCAM-Antikérpern induziert wurden
(Eig. 10A und Fig. 10B). Bis zum Tag 55 wurden viel héhere Titer erhalten (Eig. 10C) und noch héhere Spiegel
bis zum Tag 69 (Fig. 10D). Ahnliche Ergebnisse wurden unter Verwendung von DNA-Injektion eines Ep-
CAM-Fc exprimierenden Vektors erhalten, obwohl die Titer niedriger waren. Diese Daten zeigen, dass ein An-
tigen, das als ein Fusionsmolekil, das ein Proteinantigen und eine Immunglobulin-Fc-Region enthalt, expri-
miert wird, eine Immunantwort induzieren kann, wenn es durch Injektion von nackter DNA eingefiihrt wird, und
dass anhaltende Antigenexposition bei den meisten Tieren zu verzégerten Antworten fihrt.

[0129] Zellulare Immunantworten wurden untersucht, indem Splenozyten von Mausen, die mit DNA geimpft
oder mit Protein immunisiert wurden, (70 Tage nach Injektion) mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Fc-EpCAM-Protein in vitro stimuliert wurden. Die in Fig. 11 vorgestellten Daten (oberes Panel) deuten auf eine
proliferative Antwort (gemessen durch *H-Thymidineinbau) auf Antigen in Tieren hin, die entweder mit Fc-Ep-
CAM-Protein (Kreuze) oder DNA-Impfung mit CMV-Promotor-EpCAM-Fc-(offene Kreise) oder CMV-Promo-
tor-Fc-EpCAM-(geflillte Rauten)Expressionsvektoren immunisiert wurden. Die mit Protein immunisierten Tie-
ren zeigten eine viel grofiere Antwort auf Antigen, sogar bei sehr geringen Dosen. Die Antworten von mit DNA
geimpften Tieren (auch mit einer anderen Skala im unteren Panel der Fig. 11 gezeigt) waren Dosis-abhangig,
aber von geringerer Groflenordnung als die mit Protein injizierten Mause. Diese Antworten waren fir
MHC-Klasse Il beschrankte CD4*-T-Zellantworten charakteristisch.

[0130] Um auf cytotoxische Aktivitat zu untersuchen (im Allgemeinen ein Indiz fir auf MHC-Klasse | be-
schrankte T-Zellantworten) wurden Splenozytenkulturen aus mit DNA oder Protein immunisierten Mausen fur
5 Tage in der Gegenwart von etwa 10 U/ml IL-2 kultiviert. Die Effektorzellen waren die kultivierten Splenozyten
und die Zielzellen waren entweder markierte humane EpCAM-exprimierende CT26-Kolonkarzinomzellen (syn-
geneisch fir Ba1b/c-Mause) oder markierte parenterale (nicht transfizierte CT26-Zellen). Die Effektor- und
Zielzellen wurden in verschiedenen Verhaltnissen vermischt und das Ausmal der Lyse bestimmt. Der Wert von
100% Lyse wurde erreicht, indem die markierten Zielzellen in der Gegenwart von Detergens inkubiert wurden
und die Menge an freigesetztem Marker gemessen wurde.

[0131] Die Ergebnisse werden in Fig. 12 dargestellt, wobei Eig. 12A die Aktivitdt von Splenozyten gegen hu-
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manes EpCAM exprimierende CT26-Zellen zeigt, wahrend Fig. 12B die Aktivitat von Splenozyten gegen par-
enterale CT26-Zellen zeigt. In beiden Figuren stellen die offenen Rauten Splenozyten dar, die aus Mausen iso-
liert wurden, die mit ein EpCAM-Konstrukt tragender DNA immunisiert wurden, offene Quadrate stellen Sple-
nozyten dar, die aus Mausen isoliert wurden, die mit ein Fc-EpCAM-Fusionskonstrukt tragender DNA immuni-
siert wurden, offene Dreiecke stellen Splenozyten dar, die aus Mausen isoliert wurden, die mit ein Ep-
CAM-Fc-Fusionskonstrukt tragender DNA immunisiert wurden, und Kreuze stellen Splenozyten dar, die aus
Mausen isoliert wurden, die mit Fc-EpCAM-Fusionsprotein immunisiert wurden.

[0132] Fig. 12 zeigt, dass, obwohl DNA-Impfung schwache cytotoxische Antworten gegen beide Zielzellen er-
zeugte, in den mit Protein immunisierten Mausen eine deutlich hdhere Cytotoxizitat gesehen wurde. Sowohl
die parenteralen CT26-Tumorzellen als auch die EpCAM exprimierenden CT26-Tumorzellen wurden in dem
Assay getotet. Die gegen parenterale CT26-Zellen beobachtete Cytotoxizitat tritt vielleicht auf, weil diese Zel-
len hohe Spiegel des EpCAM-Homologen der Maus exprimieren kénnen, das auf dem Aminosaureniveau zu
81% mit dem humanen Protein identisch ist. Dennoch erzeugte Immunisierung mit Fc-EpCAM-Protein tatsach-
lich eine deutliche cytotoxische Aktivitdt gegen humanes EpCAM exprimierende CT26-Tumorzellen, wodurch
die in Beispiel 6 beschriebene, wirksam vor Tumor schiitzende Aktivitat erklart wird.

Beispiel 9. Immunisierung mit einem Fc-Fusionsprotein, das eine Unterregion eines Protein-Krebsantigens
enthalt.

[0133] Obwohl einige vollstandige Proteine vielleicht nicht als Antigene fiir eine Immuntherapie von Nutzen
sind, kdnnen kleinere Unterregionen der Proteine sehr viel wirksamer sein. Zum Beispiel kdnnen Proteine Do-
manen enthalten, die posttranslational modifiziert werden, um sie weniger immunogen zu machen, wodurch
Immunreaktivitat auf die tatsachlichen Polypeptidbestandteile vermindert wird. Grof3e Proteine kdbnnen Antikor-
per induzieren, die nur mit Nicht-Polypeptidteilen des Antigens reagieren und die keine antikbrperabhangige
zellulare Cytotoxizitat (ADCC) vermitteln, ein potenziell wichtiger Bestandteil der Anti-Tumor-Immunantworten.
Ein gutes Beispiel fir diese Situation wird durch das humane Melanomspezifische Chondroitinsulfat-Proteo-
glykan-(MCSP)Antigen, das auf nahezu allen Melanomen sowie einigen Arten von Gehirnkrebs exprimiert
wird, beispielhaft erlautert. Dieses Protein ist stark glykosyliert und wird weiter durch Bindung von mehreren
Glukosaminoglykanketten modifiziert. Ein als 9.2.27 bekannter Antikdrper (Bumol et al. (1982) PROC. NATL.
ACAD. SCI. 79:1245-1249) bindet dieses Protein mit hoher Affinitat, vermittelt aber keinerlei Effektorfunktion,
entweder ADCC oder Komplement vermittelte Cytotoxizitat (CDC). Sogar teilweise humanisierte (chimare)
Formen dieses Antikérpers versagen bei der Vermittlung von derartigen Aktivitaten.

[0134] Um starker fokussierte Antworten hervorzurufen, um Zielregionen dieses gro3en Molekiils optimaler
anzusteuern, wurden putative Glykanbindungstellen in der Proteinsequenz identifiziert. (Pluske et al. (1996)
PROC. NATL. ACAD. SCI. USA 93:9710-9715). Es wurde eine Unterregion nicht weit von der Zelloberflachen-
membran-uberspannenden Sequenz und in einiger Entfernung von den Glykanbindungsstellen gewahlt.

[0135] Die Peptidsequenz:
QGATLRLDPTVLDAGELANRTGSVPRFRLLEGRHGRVVRVPRARTEPGGSQLVEQFT QQDLEDGRLGLEV-
GRPEGRAPGPAGD (SEQ ID NO: 21) wurde revers translatiert, die resultierende DNA-Sequenz chemisch
synthetisiert und in den pdCs-Fc-X-Expressionsvektor unter Verwendung der gleichen Restriktionsstellen, die
in den friiheren Beispielen verwendet wurden, ligiert. Eine Translationsstoppstelle wurde am 3'-Ende direkt
nach der fir die letzte Aminosaure kodierenden Sequenz zugefligt, gefolgt von einer einmal vorhandenen Xho
I-Stelle. Das fertige Expressionsplasmid wurde in NS/0-Myelomzellen elektroporiert und stabile Transfektan-
ten, die das gewunschte Protein exprimieren, wurden wie in Beispiel 1 beschrieben erhalten.

[0136] Fc-MCSP-Protein wurde aus Kulturiiberstanden unter Verwendung von Protein A Sepharose-Chroma-
tographie (Repligen, Needham, MA) gereinigt. Antikorpertiter wurden in Ba1b/c-Mausen gemessen, die sub-
kutan mit 50 pg Fc-MCSP-Fusionsprotein in PBS entweder allein oder in Kombination mit 5 yg Fc-GMCSF als
einem Hilfsstoff immunisiert wurden. Die Ergebnisse sind in Fig. 13 dargestellt. Die ausgefillten Rauten be-
deuten Antikorpertiter in normalem Serum, die offenen Quadrate bedeuten Antikérpertiter im Serum von Mau-
sen, die mit Fc-MCSP-Fusionsprotein immunisiert wurden, und die ausgefiillten Dreiecke bedeuten Antikérper-
titer in einem Serum von Mausen, die mit Fc-MCSP und einem Fc-GMCSF-Hilfsstoff immunisiert wurden.

[0137] Spezifische Immunantworten auf diese Unterregion von MCSP wurden bis zum Tag 14 nachgewiesen
und stiegen deutlich nach einer Auffrischimmunisierung. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass mit sowohl
Fc-GMCSF als auch Fc-MCSP immunisierte Mause hoéhere Antikorpertiter gegen MCSP (ausgeflillte Dreie-
cke) stimulierten, als allein mit Fc-MCSP immunisierte Mause (offene Quadrate).
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Beispiel 10: Immunisierung mit einem Fc-Fusionsprotein, enthaltend ein virales Antigen

[0138] Entwicklung eines wirksamen Impfstoffs gegen das humane Immundefizienz-Virus (HIV), das Virus,
das AIDS verursacht, ist eines der wichtigsten Ziele in der Impfstoffforschung. In letzter Zeit haben einige Be-
richte darauf hingedeutet, dass bestimmte Eigenschaften der Virushulle dazu dienen, die Immunantwort durch
einen Trick dazu zu bringen, auf irrelevante Epitope zu antworten, wodurch die wichtigen und potenziell neu-
tralisierenden Regionen des Viruspartikels maskiert werden. Diese umfassen die Gegenwart von hoch immun-
dominanten, antigenen Regionen, die als Kdder dienen und extensive Glykosylierung, die die Immunisierungs-
kraft von wichtigen Epitopen physikalisch maskiert und vermindert (Wyatt et al. (1998) NATURE 393:705-11).

[0139] Ein mdglicher Weg, den Kédermechanismus zu umgehen, ist, kleine Regionen des Virushiillgens zu
exprimieren, um immundominante Antworten, die nicht schitzen, zu vermeiden und eine neutralisierende Ant-
wort zu induzieren. Ein Problem mit kleinen Subunit-Impfstoffen ist die verminderte Immunisierungskraft ent-
weder als ein synthetisches Peptid oder ein kleines Protein. Eine Vorgehensweise war, die Proteine oder Pep-
tide an immunogene Tragerproteine zu koppeln, wie z. B. Napfschnecken-Hamocyanin (KLH). Dies induziert
eine starke Antwort auch auf KLH, aufgrund des Proteins oder Peptids. Eine weitere Vorgehensweise ist die
Herstellung eines Fusionsproteins mit Fc wie in Beispiel 1 beschrieben flr eine Unterregion von, zum Beispiel,
der Ektodomane von gp41 (der Ankerdomane der viralen Hille, gp160). Anders als andere Trager wird die Im-
munglobulinregion als ,eigen" gesehen, wodurch jegliche immundominanten Effekte minimiert werden.

[0140] Das Fc-gp41pep626-Fusionskonstrukt enthielt ein Polypeptid aus 44 Aminosauren, fusioniert an den
Carboxylterminus einer Immunglobulin-Fc-Region der Maus. Die Sequenz des HIV-Stamms IlIB in dieser Re-
gion enthalt ein Signal fur N-verknlpfte Glykosylierung, so dass das Fc-gp41pep626-Fusionsprotein, das ent-
weder in 293-Zellen mittels transienter Expression oder in NS/0-Myelomzellen mittels stabiler Transfektion pro-
duziert wurde, einen hdheren Grad an Variation bei der Beweglichkeit auf SDS-PAGE-Analyse zeigte, wodurch
auf die Heterogenitat im Ausmal} der Glykosylierung hingedeutet wurde.

[0141] Trotz der Tatsache, dass dieses virale Antigen recht klein ist (ein Lange von 44 Aminosauren) und he-
terogen glykosyliert war, war es mdglich, eine Immunantwort in Ba1b/c-Mausen (siehe Fig. 14) hervorzurufen.
In diesem Fall wurden Gruppen von finf Mausen intradermal 25 ug Fc-gp41pep626 an Tag 1 und zwei weitere
Male im Abstand von zwei Wochen, entweder allein (leere Rauten) oder in Kombination mit 2,5 ug des Fc-Hilfs-
stoff-Fuisonsproteins Fc-GMCSF (offene Quadrate) oder Fc-IL2 (ausgefillte Dreiecke), injiziert. Fig. 14A und
Eig. 14B stellen Antikdrpertiter dar, die 7 bzw. 33 Tage nach einer zweiten Auffrischimpfung erreicht wurden.

[0142] Die Immunantworten waren abhangiger von der Co-Verabreichung der Fc-Cytokine und es dauerte
langer, bis ein hoher Titer erreicht wurde. Es wird in Erwagung gezogen, dass starkere Immunantworten unter
Verwendung von Modifizierungen dieser Sequenz hervorgerufen werden kénnten, die das Glykosylierungssi-
gnal nicht enthalt (tatsachlich kodieren viele Stdmme nicht fur diese Stelle), oder indem die Kohlenhydratsei-
tenketten enzymatisch in vitro entfernt werden.

Beispiel 11: Hilfsstoffaktivitat eines Fc-Fusionsproteins, enthaltend die extrazellulare Domane eines Zellober-
flachenmolekdls

[0143] Um Fc-Hilfsstoff-Fusionsproteine zu konstruieren, ist es manchmal von Nutzen, an das Fc der extra-
zellularen Doméane eines Proteins, das membrangebunden sein kann, zu fusionieren. Zum Beispiel wird ein
CD40-Ligand (CD40L) an den N-Terminus des C-Terminus von Fc fusioniert. Optional wird ein Linker verwen-
det.

[0144] CDA4OL ist von Nutzen, da sein Rezeptor, CD40 auf der Oberflache von B-Zellen exprimiert wird und
an der Stimulierung von B-Zellen durch T-Zellen beteiligt ist. Wie der Tumornekrosefaktor ist CD40L ein Trimer,
das Dimerisierung oder Trimerisierung seines Rezeptors auf einer Zelloberflache verursacht. Als Folge werden
intrazellulare Rezeptordomane in Kontakt gebracht und daraus folgt Signaltransduktion. Ebenso wie TNF kann
CD40L membrangebunden sein, kann aber auch von der Zelloberflache abgespalten werden und wie ein Cy-
tokin wirken.

[0145] Ein Fc-CD40L-Fusionsprotein wird Tieren mit einem Fc-Antigen-Fusionsprotein gemeinsam verab-
reicht. In Kontrollexperimenten werden Fc-CD40L-Protein und das Fc-Antigen-Protein verschiedenen Reihen
von Tieren verabreicht. Es wird in Betracht gezogen, dass Tiere, denen beide Fusionsproteine injiziert wurden,
einen hoheren Antikorpertiter produzieren als Tiere, denen jedes Fusionsprotein einzeln injiziert wurde.
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[0146] Alternativ wird ein einzelnes Fc-Fusionsprotein, das sowohl ein Antigen als auch eine CD40L-Einheit
enthalt, mit optionalen Linker (L) zwischen dem Fc, CD40L und den Antigeneinheiten verwendet. Das Fusions-
protein kann die N-terminale nach C-terminale Reihenfolge Fc-(L)-Antigen-(L)-CD40L, FC-(L)-CD40L-(L)-An-
tigen, Antigen(L)-CD40L-(L)-Fc, CD40L-(L)-Antigen-(L)-Fc, Antigen-(L)-Fc-(L)-CD40L oder CD40L-Fc-(L)-An-
tigen-(L) sein. Das Fusionsprotein, das Fc, das Antigen und CD40L enthalt, wird Tieren injiziert und dann wer-
den Antikorpertiter gemessen. Es wird in Erwagung gezogen, dass Antikdrpertiter, die durch Injektion des Fu-
sionsproteins mit sowohl CD40L als auch Antigen erzeugt wurden, héher sind als die Titer, die durch Injektion
von Fusionsproteinen erhalten werden, die nur Fc und Antigen oder Fc und CD40L enthalten.

[0147] Inden oben genannten Verabreichungen der Fusionsproteine wird Tieren die Injektion intravenos, sub-
kutan oder durch andere geeignete Arten der Verabreichung verabreicht. Die Zeiten zwischen der ersten Ver-
abreichungen und den Auffrischimpfungen von Antigenen und/oder Hilfsstoffen und die Messung der Antikor-
pertiter sind wie in den vorherigen Beispielen beschrieben. Alternativ werden Standarddosierungs- und Assay-
schemata verwendet.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Gillies, Stephen D.
Lo, Kin-Ming
Wesolowski, John
Lexigen Pharnaceuticals Corp.

<120> Fc-Fusionsproteine zur Verstdrkung der Immunisierungskraft von

Protein- und Peptidantigenen
<130> LEX-007PC

<140>
<141>

<150> US 60/144,965
<151> 1999-07-21

<160> 22

<170> PatentIn version 2.0
<210> 1

<211l> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

<400> 1
gtccecgggta tgaaggtctt gcaggagce

<210> 2

<211> 34

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz:

<400> 2
cccctegage tagtgetget cgaagggctc cctg

<210> 3

<211l> 23

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

<400> 3
aagcttaaat cctccaatga agc

<210> 4

<211> 26

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: PSMA-Primer

<400> 4
ctcgagttag gctacttcac tcaaag

<210> 5

<211> 30

<212> DNA

<213> Klinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: EpCAM-Primer

<400> 5
ccccgggtaa acaggaagaa tgtgtcetgtg

<210> 6

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: EpCAM-Primer

<400> 6
ctcgagtcat tttagaccct gcattgag

<210> 7

<211> 24

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: EpCAM-Primer

<400> 7
tctagagcag catggcgccc ccgce

<210> 8

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klUnstlichen Sequenz: EpCAM-Primer

<400> 8
ccttaagcac cctgcattga gaattcag

<210> 9

<211> 148

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: DNA, kodierend fir
Aminosdurereste 626 - 669 von HIV IIIB gp4l

<400> 9
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ccegggatce ctgatccact ccctgatcga ggaatcccag aaccagcaag agaagaacga 60
gcaggagctg ctggagctcg acaagtgggc ctccctgtgg aactggttca acatcaccaa 120
ttggctgtgg tacatcaagt gactcgag 148

<210> 10

<211> 44

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz: Fusioniertes
Polypeptid vom pdC-muFC-Vektor

<400> 10
Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys
1 5 10 15

Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn
20 25 30

Trp Phe Asn Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Ile Lys
35 40

<210> 11

<211l> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer fir
Maus-IL2

<400> 11
ggcccegggta aagcacccac ttcaagetcce 30

<210> 12

<211> 25

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiunstlichen Sequenz: Primer fir
Maus-IL2

<400> 12
ccctegagtt attgaggget tgttg 25

<210> 13

<211> 28

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer fir
Maus-GMCSP
<400> 13
cccgggaaaa gcacccgccce gctcaccce 28
<210> 14
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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29
DNA
Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Maus-GMCSF

14

ctcgagtcat ttttggcttg gttttttgce

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

<220>
<223>

<400>

15

28

DNA

Kinstliche Segquenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Maus-Flt3-Ligand

15

caagcttaca cctgactgtt acttcagc

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

30

DNA

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Maus-F1lt3-Ligand

16

ctcgagtcaa ggctctggga gctccgtggce

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

<220>
<223>

<400>

17

28

DNA

Kinstliche Segquenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
Maus-IL-12p35

17

ccecgggtag ggtcattcca gtctcectgg

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

<220>
<223>

<400>

18

26

DNA

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der klUnstlichen Sequenz:
Maus-IL-12p35

18

ctcgagtcag gcggagctca gatage

<210>
<211>

19
28
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<212> DNA
<213> Klnstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz: Primer fir
Maus-IL12 p40

<400> 19
tctagaccat gtgtcctcag aagctaac 28

<210> 20

<211> 25

<212> DNA

<213> Klinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer fir
Maus-IL12 p40

<400> 20
ctcgagetag gatcggacce tgcag 25

<210> 21

<211> 83

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: MSCP-Peptid

<400> 21 S .
Gln Gly Ala Thr Leu Arg Leu Asp Pro Thr Val Leu Asp Ala Gly Glu
-1 5 , 10 . 15 )

Leu Ala Asn Arg Thr Gly Ser Val Pro Arg Phe Arg Leu Leu Glu Gly
' 20 ‘ . 25 ' : 30

Arg His Gly Arg Val Val Arg Val Pro Arg Ala Arg Thr Giu Pro Gly
: 35 40 ‘ 45

Gly Ser Gln Leu Val Glu Gln Phe Thr Gln Gln Asp Leu Glu Asp Gly
50 55 60

Arg Leu Gly Leu Glu Val Gly Arg Pro Glu Gly Arg ‘Ala Pro Gly Pfo
65 70 _— 75 80

Ala Gly Asp

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Kianstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Oligodesoxynucleotid,

das als ein Adjuvans verwendet werden kann

<400> 22
tccatgacgt tcctgacgtt 20

Patentanspriiche

1. Zusammensetzung zum Hervorrufen einer verstarkten Immunantwort gegen ein Peptid- oder Proteinan-
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tigen in einem Saugetier, enthaltend

(i) ein Fusionsprotein, dem die variable Doméane der schweren Immunglobulinkette fehlt und das eine konstan-
te Region einer schweren Immunglobulinkette, die durch eine Polypeptidbindung mit dem Antigen verknupft
ist, enthalt, und

(i) ein Fusionsprotein, dem die variable Doméane der schweren Immunglobulinkette fehlt und das eine konstan-
te Region einer schweren Immunglobulinkette, die durch eine Polypeptidbindung mit einem Hilfsprotein ver-
knlpft ist, enthalt;

wobei diese konstanten Regionen des Immunglobulins von der gleichen Spezies abstammen und an einen
Fc-Rezeptor binden kénnen.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, enthaltend Sequenzen der schweren konstanten Region von hu-
manem Immunglobulin.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Hilfsstoff ein Cytokin ist.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei das Cytokin ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend
aus IFN-gamma, IL-2, IL-4, IL-12, IL-18, TNF und GMCSF.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, wobei das Cytokin GMCSF ist.
6. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1-5, wobei das Antigen aus der Gruppe bestehend aus
Prostata-spezifischem Membranantigen (PSMA), einer Ektodomane eines Cytokinrezeptors, einem viralen

Protein und einem Krebs-spezifischen Antigen ausgewahit wird.

7. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-6, wobei jede konstante Region der schweren Immun-
globulinkette dieser Fusionsproteine eine Gelenkregion enthalt.

8. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-7, wobei jede konstante Region der schweren Immun-
globulinkette dieser Fusionsproteine eine CH2- und eine CH3-Domane enthalt.

9. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-8, wobei der Immunglobulinteil von jedem Fusionspro-
tein Fcist.

10. Verwendung einer Zusammensetzung wie in einem der Anspriiche 1-10 definiert, zur Herstellung eines
Impfstoffs zum Hervorrufen einer verstarkten Immunantwort in einem Saugetier gegen ein vorgewahltes Anti-
gen, verwendet in Form eines Antigen-Fusionsproteins der Zusammensetzung.

11. Verwendung nach Anspruch 11, wobei diese Immunantwort starker ist, als wenn das Antigen-Fusions-
protein ohne das Hilfsfusionsprotein der Zusammensetzung verabreicht wird.

12. Verwendung nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Fusionsproteine gleichzeitig verabreicht werden.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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